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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Schlaganfall

Ein Schlaganfall wird als ein plotzlich eintretendes neurologisches Defizit definiert, welches
von Symptomen wie Bewusstseinsverlust oder Schmerzen begleitet werden kann. Insgesamt
gehdren Schlaganfalle zu den weltweit fihrenden Ursachen fur Mortalitat und Behinderung.
Man kann dieses Krankheitsbild in eine ischamische und hamorrhagische Form unterteilen.

1.1.1. Epidemiologie und Risikofaktoren

In Deutschland nehmen zerebrovaskulare Erkrankungen bei Mannern den siebten und bei
Frauen sogar den fiinften Platz in der offiziellen Todesursachen-Statistik fir 2008 ein
(Bundesamt, 2012). In den Vereinigten Staaten von Amerika sind diese sogar noch hdéher
positioniert und sind auf dem vierten Platz angelangt (Roger et al., 2012). Weltweit gesehen
ist die Rate in Afrika, China und Sudamerika am hochsten (Kim and Johnston, 2011).
Gerade die Positionierung unter den haufigsten Todesursachen sollte dafiir sorgen, dass
pathophysiologische Veranderungen, die nach einem Schlaganfall auftreten, sehr griindlich
untersucht werden

Doch auch andere Forschungsergebnisse deuten an, welche grof3e gesellschaftliche
Bedeutung diese Erkrankung hat. So konnte in einer Studie aus dem Jahr 2012 gezeigt
werden, dass die Inzidenz von ischamischen Schlaganféallen sich in den letzten Jahren
deutlich verandert hat (Kissela et al., 2012). Zwar nahm die Wahrscheinlichkeit des
Auftretens bei alteren Personen ab, was eine wiinschenswerte Entwicklung darstellt, doch

parallel kam es zu einem Anstieg bei den Jiingeren.

Parallel wurden in groRen Studien auch typische vaskulare Risikofaktoren und deren
Zusammenhang mit dem Auftreten von Schlaganféllen untersucht. Besonders Faktoren wie
Bluthochdruck, Diabetes mellitus, Fettstoffwechselstorungen, Vorhofflimmern oder
Nikotinkonsum spielen eine groRe Rolle bei der Entstehung. Passend dazu konnte
nachgewiesen werden, dass eine entsprechende Optimierung dieser Faktoren einen
positiven Einfluss hat (Goldstein et al., 2011; O'Donnell et al., 2010). Weitere Punkte, zu
denen auch Ubergewicht, Alkoholkonsum oder mangelnde korperliche Aktivitat gehoren, sind

ebenfalls mit einem erhdhten Risiko fur Schlaganfélle assoziiert (Goldstein et al., 2011).

Die meisten Daten beziehen sich auf den haufigeren ischamischen Schlaganfall. Doch

Faktoren wie Bluthochdruck, Alkohol- bzw. Nikotinkonsum, Fettstoffwechselstérungen oder
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Einleitung

Diabetes mellitus spielen auch bei einem hamorrhagischen Schlaganfall eine wichtige Rolle
(O'Donnell et al., 2010; Zia et al., 2006).

1.1.2. ischamischer Schlaganfall

Der ischamische Schlaganfall, der durch eine Durchblutungsstérung im Gehirn entsteht,
macht mit ca. 80% den groRten Anteil aller Schlaganfélle aus. Es gibt mikroangiopathische,
makroangiopathische, kardio-embolische und weitere Ursachen. Bei der Regeneration der

entstandenen Schéden konnten endotheliale Vorlauferzellen eine Rolle spielen.

Pathophysiologisch gesehen folgt auf diese Durchblutungsstérung eine Reihe von
Veranderungen, die alle mit dem Abfall der lokalen Sauerstoffkonzentration auf Grund des
Sistierens der Blutversorgung zusammenhéangen. So nimmt der Energiegehalt der Zellen
rapide ab, daraus folgend gerat die Regulation des Elektrolythaushaltes auf3er Kontrolle und
letztendlich sammeln sich freie Radikale und Apoptose fordernde Zytokine an. Die Zellen
sterben ab. Diese Vorgange betreffen sowohl Neurone als auch Endothelzellen der
zerebralen Blutgefal3e, weswegen auch die Bluthirnschranke beschadigt wird.

Auf diese Weise entstehen im betroffenen Teil des Gehirns zwei Bereiche. Zum einen der
Infarktkern - ischdmisches Gewebe - in dem die Zellen unwiderruflich geschadigt sind; zum
anderen die Penumbra - hypoxisches Gewebe - welches noch gerettet werden kann. Viele
Mdoglichkeiten zum Einddmmen der Schwere eines ischamischen Schlaganfalles zielen
darauf ab, genau dieses hypoxische jedoch prinzipiell noch funktionsfahige Gewebe der
Penumbra zu retten. Die therapeutischen Mdglichkeiten versuchen dies durch eine schnelle
Verbesserung der Sauerstoffversorgung, einerseits durch intraarterielle bzw. intravendse
Fibrinolyse, andererseits mit Hilfe von mechanischen Methoden zur Entfernung des
Thrombus.

Weiterhin wird physiologischerweise im Bereich der Penumbra die Neubildung von Gefaflien
angeregt (Krupinski et al., 1994) und gerade fir diesen Prozess konnen endotheliale

Vorlauferzellen eine wichtige Rolle spielen.

Seite | 10



Einleitung

1.1.3. hamorrhagischer Schlaganfall

Die hamorrhagischen Formen des Schlaganfalles sind insgesamt seltener als die
ischamische Form. Die hamorrhagischen Formen des Schlaganfalles sind die
Subarachnoidalblutung (SAB) und die intrazerebrale Blutung (ICB). Insgesamt kommt dabei
die ICB ungefahr doppelt so haufig wie die SAB vor (Broderick et al., 1993).

Beiden Erkrankungen gemeinsam ist die Ruptur von zerebralen BlutgefaRen mit
anschlieBendem Eindringen von Blut in die umgebenden Strukturen. Auf die daraus
resultierende notwendige Reparatur der geschadigten GeféaRe konnten endotheliale

Vorlauferzellen einen Einfluss haben.

Ungefahr 15% aller Patienten mit einem Schlaganfall erleiden eine intrazerebrale Blutung
(Foerch et al., 2008). Gerade diese Form eines Schlaganfalles ist mit einer hohen Mortalitat
assoziiert. So sterben bis zu 50% aller betroffenen Patienten innerhalb von drei Monaten
nach dem Ereignis, innerhalb eines Jahres sogar bis zu 60% (Sacco et al., 2009).

Man unterscheidet zwei Untergruppen der ICB. Als spontane intrazerebrale Blutung werden
alle Falle bezeichnet, bei denen es auf Grund von hypertonieassoziierten Schaden an den
intrazerebralen GefalBwanden zu einer Einblutung in das Hirnparenchym kommt. Nach
Ruptur des GefalRes sickert dann Blut in das umliegende Gewebe, haufig im Bereich der
Basalganglien, und schadigt auf diese Weise die Zellen. Im Gegensatz dazu werden die
Falle als sekundare intrazerebrale Blutung bezeichnet, bei denen eine andere
Grunderkrankung als die Hypertonie nachgewiesen werden kann. Beispielsweise kommen
daflir zerebrale Vaskulitiden, Gefal3missbildungen, Sinusvenenthrombosen oder Tumore in

Frage.

Eine spontane nicht traumatische Subarachnoidalblutung liegt bei ca. 5% aller Schlaganfalle
vor. Die Mehrzahl (ca. 85%) aller Falle beruht dabei auf einer Ruptur eines intrakraniellen
arteriellen Aneurysmas und dem daraus resultierenden Eindringen von Blut in den
Liguorraum. Typischerweise sind betroffene Patienten im Vergleich zu den anderen
Schlaganfalltypen mit einem mittleren Lebensalter von 50 Jahren relativ jung. Die Letalitat

betragt bis zu 35% innerhalb des ersten Monats nach dem Ereignis (Feigin et al., 2009).
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1.2. Vorlauferzellen

1.2.1. Grundlagen

Als Stammzellen wird eine Gruppe von Zellen bezeichnet, die die Mobglichkeit zur
Ausdifferenzierung in verschiedene Gewebetypen hat. Vorlauferzellen sind eine Subgruppe
dieser Zellen mit einem sehr beschrankten Differenzierungspotential. Im Rahmen von
Schlaganfallen koénnen diese Zellen moglicherweise einen wichtigen Beitrag zur

physiologischen Reparatur leisten.

Wahrend in der Embryonalzeit noch eine Pluripotenz, die Fahigkeit der Ausdifferenzierung in
einige Zelltypen, besteht, wird diese Fahigkeit im Zuge der Entwicklung immer weiter
eingeschrankt. Bereits adulte Stammzellen kdnnen nur noch in ein relativ eingeschranktes
Spektrum von Zellen ausdifferenzieren. Vorlauferzellen, die einen weiteren Schritt in der
Entwicklung darstellen, besitzen folglich ein noch beschréankteres Differenzierungspotential.

1997 wurden von Asahara erstmals zirkulierende Vorlauferzellen beschrieben, die unter
experimentellen Bedingungen in der Lage waren neue Blutgeféal3e zu bilden (Asahara, 1997).
Des Weiteren waren diese Zellen in der Lage die Angiogenese bzw. Vaskulogenese zu
beeinflussen und die Erneuerung des verletzten Endothels von BlutgefalRen anzuregen
(Hristov et al., 2003). In diesem Zusammenhang stellen Vorlauferzellen mdoglicherweise

einen physiologischen Reparaturmechanismus dar.

1.2.2. Klassifikationssysteme

Adulte Stammzellen konnten bis jetzt in verschiedensten Gewebetypen des Menschen
nachgewiesen werden, so zum Beispiel im Blut und Knochenmark. Dabei betragt der Anteil
im Knochenmark nur 0,1% aller vorhanden Zellen (Tsai et al., 2009). Eine grobe Aufteilung
der adulten Stammzellen erfolgt in die Kategorien hamatopoetische und nicht-

hamatopoetische, sogenannte mesenchymale Stammzellen.

Mesenchymale Stammzellen (MSC) sind typischerweise negativ fur die Oberflachenmarker
Cluster of differentiation (CD) 34 und 45. In vitro zeigte sich, dass diese Zellen die Fahigkeit
besitzen zu proliferieren und sich in Adipozyten, Chondrozyten, Fibrozyten, Myozyten oder
Osteozyten zu differenzieren. Folglich stellen sie einen Weg des koérpereigenen

Reparaturmechanismus nach Gewebeverletzungen dar (Chamberlain et al., 2007).

Hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen (HSC) kénnen sich in alle Zellen, der

hamatopoetischen Linie differenzieren. Da sie positiv fiir den Oberflachenmarker CD34 sind,
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kann dieser zur Unterscheidung von MSC heran gezogen werden. CD34 ist ein
membranstandiges Molekil, welches aber auch bei Endothelzellen vorkommt (Brown et al.,
1991; Fina et al., 1990).

Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass sich hdmatopoetische Vorlauferzellen auch in nicht-
hamatopoetisches Gewebe, wie Muskulatur und Endothelien, entwickeln kénnen (Camargo
et al.,, 2003; Yeh et al., 2003). Experimentell wurde dies 1997 von Asahara beschrieben
(Asahara, 1997), als es erstmalig gelang, bestimmte zirkulierende Vorlauferzellen zu
isolieren. Diese Zellen trugen den Oberflachenmarker CD34, welcher auf HSC jedoch nicht
auf MSC nachweisbar ist. Dennoch waren diese Zellen in vitro in der Lage sich in
Endothelzellen zu differenzieren und neue Gefalistrukturen zu bilden.

Ein weiterer Marker, zur Differenzierung von Vorlauferzellen, die das Potential haben sich in
Endothelzellen zu entwickeln, ist CD133. Dieses transmembranale Glykoprotein ist sowohl
auf Stammzellen als auch auf Vorlauferzellen vorhanden, wird jedoch nicht auf
Endothelzellen exprimiert (Handgretinger et al., 2003). Es konnte gezeigt werden, dass
CD133" Zellen sich in reife Endothelzellen differenzieren kénnen und bei diesem Prozess
den Oberflachenmarker CD133 verlieren (Gehling et al., 2000). Auf diese Weise ist es
wiederum moglich im Blut zirkulierende Vorlauferzellen von reifen Endothelzellen zu

unterscheiden.

1.2.3. spezifische Marker endothelialer Vorlauferzellen

Wie bereits oben beschrieben ist CD34 ein Oberflachenmarker, der sowohl auf
hamatopoetischen Stammzellen als auch auf Endothelzellen exprimiert wird (Brown et al.,
1991; Fina et al., 1990). Obwohl dieser Marker im Zuge der Ausreifung der Zellen abnimmt,
kann es zu einer Verfalschung von Messergebnissen kommen. Mit Hilfe von CD133, welches
nicht auf reifen Endothelzellen exprimiert wird, ist es mdglich, die gesuchten Zellen genauer
einzugrenzen (Handgretinger et al., 2003). Als dritter Marker zur Differenzierung von
endothelialen Vorlauferzellen ist der vascular endothelial growth factor - Rezeptor-2
(VEGFR,). Dieser Rezeptor wird auf reifen Endothelzellen ausgebildet (Karkkainen and
Petrova, 2000; Urbich and Dimmeler, 2004).

Als endotheliale Vorlauferzellen (EPC) werden Zellen bezeichnet, die positiv fir CD34 bzw.
CD133 sind, also noch Eigenschaften von Stammzellen besitzen, und gleichzeitig VEGFR;
exprimieren, welches sich auf reifen Endothelzellen nachweisen lasst (Urbich and Dimmeler,
2004). Diese Zellen haben folglich die Moglichkeit zu Endothelzellen heranzureifen, tragen

aber charakteristische Oberflachenmarker sowohl von Stamm- als auch von Endothelzellen.
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Dabei unterscheidet man noch zwei Unterformen. Als frihe endotheliale Vorlauferzellen
werden CD34'/CD133" Zellen bezeichnet, wéahrend das Auftreten des Endothelmarkers
VEGFR; bereits fir eine deutlichere Differenzierung spricht (Grundmann et al., 2007). Der
Anteil der Zellen, die alle drei Marker besitzen - CD34*/CD133"/VEGFR," - ist sehr gering. In
der Literatur werden nur 0,002% aller zirkulierenden endothelialen Vorlauferzellen als
dreifach positiv eingeschatzt (Peichev et al., 2000) (Tab. 1).

Tabelle 1: typische Marker endothelialer Vorlauferzellen und Darstellung des Differenzierungsgrades
von endothelialen Vorlauferzellen abhéngig von den Oberflaichenmarkern

Vorkommen Differenzierungsgrad
hamatopoetische Stamm- / Vorlauferzellen

GRS Endothelzellen éj)
2
CD133 hamatopoetische Stamm- / Vorlauferzellen § @
S
(2}

VEGFR, Endothelzellen

1.2.4. Mobilisierung und Rekrutierung endothelialer Vorlauferzellen

Die Freisetzung (Mobilisierung) und Hinflihrung zum Zielort (Rekrutierung) der endothelialen

Vorlauferzellen kann von vielen verschiedenen Faktoren beeinflusst werden.

So werden bei Patienten mit ischamischen Ereignissen, wie Myokardinfarkt oder
Extremitatenischamie, erhohte Konzentrationen gefunden (Shintani et al., 2001; Takahashi
et al.,, 1999). Dies wurde sowohl fir CD34'/CD133", als auch fir CD34'/VEGFR,"
Vorlauferzellen bestétigt (Grundmann et al., 2007). Zusatzlich kommt es auch bei
Gefallverletzungen zu einem Anstieg (Shintani et al., 2001; Takahashi et al., 1999). Als
Ursache fur den Anstieg kommt einerseits die Ischdmie bzw. das Trauma an sich,
andererseits die sich anschlieRende Entziindungsreaktion in Frage (Schomig et al., 2006).

Auch verschiedene Medikamente besitzen einen positiven Einfluss auf die zirkulierenden
endothelialen Vorlauferzellen. So férdert zum Beispiel die Gabe von HMG-CoA-Reduktase-
Hemmern (Statine) deren Mobilisierung (Vasa et al., 2001a). Ahnliches ist auch von den

Peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) - y-Agonisten (Insulin-Sensitizer) bekannt,
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die auch die Reendothelialisierung nach Gefaldinterventionen férdern (Wang et al., 2004).
Auch bestimmte Wachstumsfaktoren, wie Erythropoetin (EPO) (Bahlmann et al., 2004),
Granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) (Takahashi et al., 1999) oder Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) (Kalka et al., 2000) koénnen die Mobilisierung von
endothelialen Vorlauferzellen fordern. Dies ist auch fur das Chemokin stromal cell derived
factor - 1 (SDF-1) bekannt, welches zusatzlich bei der Rekrutierung von endothelailen
Vorlauferzellen mitwirkt (Yamaguchi, 2003).

Ein Anstieg von endothelialen Vorlauferzellen wurde ebenfalls bei koérperlicher Aktivitéat eines
Patienten beobachtet (Laufs et al., 2004) (Tab. 2).

Im Gegensatz zu den oben genannten Einflussfaktoren nimmt die Zahl der zirkulierenden
endothelialen Vorlauferzellen bei Patienten mit kardiovaskuldaren Risikofaktoren oder
atherosklerotischen Gefal3verédnderungen ab (Hill et al., 2003; Vasa et al., 2001b). So ist
eine hohe Punktzahl im ,Framingham Risk Factor Score®, mit dem sich das Risiko fur einen
zerebralen Infarkt mit Hilfe von Faktoren wie Alter, Nikotinkonsum oder arterieller Hypertonie
einschéatzen lasst, mit einer erniedrigten Zahl von endothelialen Vorlauferzellen im Blut
assoziiert (Hill et al., 2003).

Als Ursache fir diesen Effekt kommen mehrere Mdglichkeiten in Betracht. So konnte die
Lebenszeit der Vorlauferzellen reduziert oder die Mobilisierung aus dem Knochenmark
vermindert sein. Zusatzlich wére auch ein erhéhter Verbrauch bei der Regeneration
beschadigter GefalRe denkbar (Shintani et al., 2001) (Tab. 2).

Tabelle 2: Beispiele fur Einflussfaktoren auf die Mobilisation von endothelialen Vorlauferzellen

Zunahme Abnahme

pathologische Faktoren
pathologische / physiologische Faktoren kardiovaskulare Risikofaktoren
Ischamien, Trauma, korperliche Aktivitat (z.B. Nikotinkonsum, Diabetes mellitus,
Ubergewicht, Hypercholesterinamie, Alter)

Hormone / Medikamente
Statine, PPAR- y-Agonisten

Chemokine / Wachstumsfaktoren
EPO, HIF-1, SDF-1, VEGF, G-CSF
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Neben der Mobilisierung zirkulierender endothelialer Vorlauferzellen spielt auch die

Rekrutierung, was auch als Homing bezeichnet wird, eine entscheidende Rolle.

Zuerst mussen die Zellen zum Ort der Schadigung gelenkt werden. In diesem
Zusammenhang spielt Chemokin stromal cell derived factor - 1 (SDF-1) eine entscheidende
Rolle (Ceradini et al., 2004). Im Normalzustand ist der Spiegel in Blut, Knochenmark oder
anderen Geweben nur gering (Lapidot et al., 2005; Tilling et al., 2009). Nach Hypoxie wird
SDF-1, genauso wie VEGF, mit Hilfe des hypoxia-inducible factor (HIF) - 1 in den
betroffenen Arealen hochreguliert (Ceradini et al., 2004; Kelly et al., 2003). Somit ist es den
aus dem Knochenmark freigesetzten endothelialen Vorlauferzellen mdglich, dem
Konzentrationsgradienten zum Zielort zu folgen.

Der bis jetzt einzig bekannte Rezeptor fur SDF-1 ist der C-X-C-motiv-rezeptor-4 (CXCRy)
(Yamaguchi, 2003). Dieser Oberflachenmarker wird wiederum verstarkt auf zirkulierenden
endothelialen Vorlauferzellen exprimiert und kann auf diese Weise das Homing beeinflussen
(Stellos et al., 2008). Es wurde herausgefunden, dass die Anzahl der CXCR," endothelialen
Vorlauferzellen, indirekt proportional mit dem Sauerstoffpartialdruck im geschadigten
Gewebe korreliert (Ceradini et al., 2004). Das Zusammenspiel von CXCR, und SDF-1 spielt
bereits in der Embryogenese fiir die Entwicklung der Blutgefal3e eine Rolle (Tachibana et al.,
1998). Aus allen diesen Griinden nimmt man an, dass die Interaktion von CXCR4/SDF-1
wesentlich zum Homing der endothelialen Vorlauferzellen beitragt (Hill et al., 2004;
Yamaguchi, 2003).

Auf diese Weise stellt das Ausmald der Expression von CXCR, einen Aktivitdtsmarker fir

endotheliale Vorlauferzellen dar.

Die eigentliche Anheftung an die GefaBwand (Adhasion) und die sich anschlielBende
Durchwanderung (Transmigration) werden durch Integrine, wie zum Beispiel mit Hilfe des B,-

Integrins, gesteuert (Chavakis et al., 2005).

1.2.5. physiologische Aufgaben endothelialer Vorlauferzellen

Bisher wurde angenommen, dass bei der Reparatur von ischmischen Gewebeanteilen nur
Angiogenese stattfindet. Darunter versteht man das Aussprief3en neuer Verzweigungen aus
bereits vorhandenen Kapillaren mittels Migration bzw. Proliferation reifer Endothelzellen.
Bisher vermutete man, dass eine Vaskulogenese - Neubildung von Gefal3en - nur in der
Embryonalperiode mdglich ware. Es wurde jedoch bewiesen, dass in vivo auch postnatal
zirkulierende Vorlauferzellen in der Lage sind die Bildung neuer Gefal3e anzustof3en
(Asahara, 1997).

Seite | 16



Einleitung

Vorlauferzellen stellen folglich eine physiologische Mdoglichkeit des Korpers zur
Revaskularisierung dar. Sie ermoglichen die Neubildung von Gefaf3en und beeinflussen
moglicherweise die Angiogenese. Zusatzlich konnen diese Zellen Zytokine ausschiitten, die
Reparaturmechanismen beschleunigen. Bis jetzt wurde dies in vitro fur Interleukin 8 und
VEGF nachgewiesen, die beide die GefalRneubildung férdern (Schomig et al., 2006; Yoon et
al., 2005).

Auf diese Weise ware eine schnelle Reparatur von geschadigten Endothelabschnitten
moglich, so dass das Endothel wieder seinen physiologischen Aufgaben nachkommen kann.
Nur intaktes Endothel ist in der Lage, die Anhaftung von Leukozyten bzw. Thrombozyten zu
verhindern und gleichzeitig eine optimale Sauerstoffversorgung zu ermdéglichen (Cines et al.,
1998).

Im Gehirn sind die endothelialen Vorlauferzellen noch an weiteren Reparaturmechanismen
beteiligt. So werden neuronale Stammzellen auch mit Hilfe von SDF-1/CXCR,4 und VEGF zur
Migration in geschadigtes Gewebe angeregt (Imitola et al., 2004; Schanzer et al., 2004).
Zusatzlich konnte nachgewiesen werden, dass neuronale Stammzellen bevorzugt entlang
von neuen Blutgefafen in das geschadigte Gewebe einwandern (Ohab et al., 2006; Thored
et al., 2007). Das Zusammenspiel von SDF-1/CXCR,; und VEGF zusammen mit dem
Einwandern von neuronalen Stammzellen und endothelialen Vorlauferzellen sorgt fur ein

optimales Umfeld fiir die Regeneration von BlutgefaRen und Parenchym.
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1.3. Veranderungen des Immunsystems nach einem

Schlaganfall

Mit die haufigsten Komplikationen nach einem Schlaganfall sind Infektionen, insbesondere
Pneumonien und Harnwegsinfekte (Chamorro et al., 2012; Westendorp et al., 2011). Doch
gerade solche Komplikationen verschlechtern das  klinische Outcome von
Schlaganfallpatienten (Finlayson et al., 2011; Popovic et al., 2013).

Zum genaueren Verstandnis der erhdhten Infektionsrate nach einem Schlaganfall ist es

wichtig, die Veranderungen bei Interleukinen und Immunzellen zu verstehen.

1.3.1. Grundlagen des Immunsystems

Das Immunsystem wird in das angeborene und das adaptive Immunsystem aufgeteilt.

Als angeborenes bzw. unspezifisches Immunsystem werden alle seit der Geburt
bestehenden Mdglichkeiten zur sofortigen Abwehr von Pathogenen zusammengefasst. Dazu
gehort beispielsweise eine schutzende Hornhautschicht des Koérpers oder die vorsorgliche
Freisetzung von bakteriziden Substanzen. Auch bestimmte Immunzellen werden diesem
Abwehrsystem zugeordnet, wie die Makrophagen bzw. Monozyten oder die ,natirlichen
Killerzellen“ (NK-Zellen).

Das adaptive bzw. spezifische Immunsystem dagegen reagiert erst mit einer Verzégerung
auf das Eindringen von Pathogenen. Dies beruht darauf, dass die beteiligten Immunzellen,
insbesondere B- und T-Zellen, erst Uber ein komplexes System aktiviert werden mussen.
Nach der Aktivierung werden dann von den in Plasmazellen umgewandelten B-Zellen gegen

das Pathogen spezifische Antikdrper gebildet.

1.3.2. Veranderung der Zellfunktion

Auch bei anderen schwerwiegenden Erkrankungen wie zum Beispiel nach einem Herzinfarkt,
einem Polytrauma oder nach einer groReren Operation wurde bereits vor einigen Jahren
eine Immunsuppression beschrieben (Docke et al., 1997; Livingston et al., 1988;
Woiciechowsky et al., 1998). Dies fihrte jeweils zu einem erhéhten Risiko fir Komplikationen
auf Grund von Infektionen.

Ahnliches wurde auch bei Patienten, die einen Schlaganfall erlitten haben, nachgewiesen.

So treten bei diesen Patienten vermehrt Infektionen, vor allem Pneumonien oder
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Harnwegsinfekte, auf (Stott et al., 2009). Diese Erkrankungen, insbesondere Pneumonien,
verschlechtern das klinische Outcome und fuihren zu einer erhéhten Sterblichkeit (Katzan et
al.,, 2003; Vermeij et al., 2009). Aus klinischer Sicht erscheint zwar eine erhohte
Infektionsrate logisch, da Schlaganfallpatienten in der akuten Phase haufig bettlagrig sind,
mit Kathetern versorgt werden oder an Dysphagie leiden. Dennoch kann beispielsweise eine
Aspiration allein nicht die hohe Rate an Pneumonien erklaren (Perry and Love, 2001). So
treten auch bei Gesunden in der Nacht haufig Aspirationen auf, die aber nicht zu
Pneumonien fihren (Marik, 2001).

Als mogliche Erklarung der erhdhten Infektionsrate wurde bereits 1979 in einer Studie das
Auftreten einer Lymphozytopenie nach Schlaganfallen gesehen (Czlonkowska et al., 1979).
Erst zwei Jahrzehnte spater wurden dann im Tiermodell eine mégliche Erklarung genauere
Beweise fur diesen Zusammenhang gefunden: Bei Mausen wurde eine zerebrale Ischamie
mit Hilfe eines artifiziellen Verschlusses der A. cerebri media hervorgerufen. Diese Mause
erkrankten haufiger an pulmonalen Infektionen, die von einer massiven lymphozytaren
Apoptose in Milz und Thymus begleitet wurden (Prass et al., 2003).

Die nach einem Schlaganfall eintretende Immunsupression beinhaltet mehrere
Komponenten. So steigt zwar die Zahl der Monozyten an, aber die Zellaktivitat, gemessen an
der Expression von Human Leukocyte Antigen Typ DR (HLA-DR), sinkt deutlich ab (Urra et
al., 2009a). Zusatzlich kommt es zu einer Lymphozytopenie mit Abnahme der Zahl an T-
Lymphozyten (T-Zellen) (Urra et al., 2009b). Der klinische Effekt dieser Abnahme ist noch
unklar.

Eine Arbeitsgruppe zeigte, dass nach einer gezielten Zerstdrung dieser Zellen das Volumen
des geschadigten Hirngewebes nach einer experimentell ausgeldsten Ischamie im
Tierversuch vergroBert ist. AuRerdem wird durch das Fehlen von regulatorischen T-Zellen
(Treg) die Immunantwort gehemmt, was eine erhdhte Anfalligkeit fir Infektionen nach einem
Schlaganfall verursacht. (Liesz et al., 2009)

Dagegen zeigte eine andere Arbeit anhand eines Mausmodells, dass eine selektive
Zerstorung von Treg das Infarktvolumen deutlich reduzierte und zusétzlich das klinische

Outcome nach 24 Stunden erheblich verbesserte (Kleinschnitz et al., 2012).

Auf Grund dieser Veranderungen nach einem Schlaganfall und der daraus resultierenden
Anfalligkeit fur Infektionen, wurde eine préaventive Gabe von Antibiotika diskutiert. Man
konnte zwar eine geringere Rate von Infektionen nachweisen, jedoch fand sich kein Effekt
auf das klinische Outcome, das Gesamtuberleben oder die Dauer des Klinikaufenthaltes
(Harms et al., 2008; Westendorp et al.,, 2015). Klinisch scheint nicht das Ausmal3 an
Immunsuppression entscheidend zu sein, sondern die Fahigkeit sich innerhalb von 24

Stunden wieder davon zu erholen. Diese Fahigkeit bestimmt das Risiko fur die Entwicklung
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von schwerwiegenden Infektionen (Vogelgesang et al., 2008). Mdglicherweise spielt neben
den zellularen Veradnderungen auch die Ausschittung von Hormonen und Zytokinen eine

wichtige Rolle dabei.

1.3.3. Veranderung bei Hormonen und Zytokinen

Nach einem Schlaganfall kommt es neben der Beeinflussung der Zellfunktion noch zu

einigen anderen Prozessen, die Ver&nderungen im Immunsystem bewirken.

So finden sich kurz nach einem Schlaganfall deutlich erhthte Werte von Cortison und
Katecholaminen (Klehmet et al., 2009; Urra et al., 2009b; Vogelgesang et al., 2008). Auf
Grund dieser erhohten Hormonausschittung konnten die oben beschriebenen
Veranderungen der zellularen Immunantwort hervorgerufen werden. Dies wird dadurch
bestétigt, dass bei Patienten mit erhéhten Werten fir TNFa auch die Rate von Infektionen
zunimmt (Haeusler et al.,, 2008). Somit konnte eine Blockierung der Ubermalfiigen
Hormonausschiittung das klinische Outcome positiv beeinflussen. Eine mogliche Umsetzung
einer Blockade der uberméaRigen Hormonausschittung wurde mit Hilfe eines Mausmodells
demonstriert (Prass et al., 2006). Die Behandlung mit Propranolol, einem Inhibitor B-
adrenerger Rezeptoren, senkte interessanterweise die Infektionsrate und das Blocken der

Steroidwirkung reduzierte die Apoptoserate von Lymphozyten.

Die Zytokine Interleukin — 6 (IL-6) und IL-8 werden beide von Endothelzellen, Makrophagen
und Fibroblasten gebildet. Das entziindungsfordernde IL-6 gehdrt zu der ,Akute Phase
Reaktion® und dessen Freisetzung wird durch Antigene oder auch durch IL-1 stimuliert. Nach
einem Schlaganfall steigen die Serumspiegel von IL-6 an (Klehmet et al., 2009; Vogelgesang
et al., 2010). Dies konnte auch bei einem Myokardinfarkt oder bei einer instabilen Angina
Pectoris beobachtet. Ein Anstieg war jedoch mit einer schlechteren klinischen Prognose
verbunden (Biasucci et al., 1996; Kosmala et al., 2005). Andererseits konnten IL-6 Uber
verschiedene komplexe Signalwege auch neuroprotektive Funktionen zugeordnet werden
(Suzuki et al., 2009) (Tab. 3).

Eine weitere wichtige Rolle spielt IL-8. Dieses ist ebenfalls entziindungsférdernd und hat
zusatzlich Angiogenese-fordernde Eigenschaften (Lapidot and Petit, 2002). Weiterhin ist fir
IL-8 bekannt, dass es die Mobilisierung endothelialer Vorlauferzellen fordert (Fibbe et al.,
2000; Laterveer et al., 1995). So konnte in einer Studie eine positive Korrelation zwischen
der Anzahl endothelialer Vorlauferzellen und den Serumspiegeln von IL-8 gezeigt werden
(Schomig et al., 2006) (Tab. 3).
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Weiterhin kénnen nach einem zerebralen Infarkt erhéhte Spiegel von IL-10, welches meist
entzindungshemmend wirkt, gemessen werden (Klehmet et al., 2009; Vogelgesang et al.,
2008). Die Werte fur den multifunktionalen Entziindungsmediator Tumor-Nekrose-Faktor-a
(TNFa), welcher normalerweise von aktivierten Monozyten freigesetzt wird, sinken nach
einem Schlaganfall ab (Haeusler et al., 2008; Prass et al., 2006).

Diese Veranderungen bei den Zytokinen fuhren moglicherweise zu einer Stérung der
Kommunikation zwischen den einzelnen Zellen des Immunsystems. Dies kénnte wiederum
die Anfalligkeit fur Infektionen erhdhen.

Tabelle 3: Funktionen und Wirkungen von Interleukin 6 bzw. Interleukin 8 nach einem Schlaganfall

Interleukin 6 Interleukin 8

aus Endothelzellen, Fibroblasten, Makrophagen freigesetzt

entziindungsfoérdernd

erhdhte Serumspiegel mit erhéhter Anzahl
zirkulierender Endothelialer Vorlauferzellen
korreliert

erhdhte Serumspiegel mit schlechterem
klinisches Outcome assoziiert

neuroprotektive Funktionen angiogenetische Funktionen
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1.4. Grundlagen der Durchflusszytometrie

1.4.1. Prinzipien

Die Grundlage der Messung an einem Durchflusszytometer besteht in der Moglichkeit
bestimmte optische Signale, wie Fluoreszenz und Lichtstreuung, einer Zelle beim Durchtritt
durch einen Laserstrahl zu messen. Um dies zu erreichen sind vor allem die Exprimierung
von spezifischen Oberflachenmarkern auf Zellen und die Mdglichkeit der Anregung von

Fluoreszenz notwendig.

Alle Zellen besitzen die Eigenschaft bestimmte Oberflachenmarker zu exprimieren, die
abhangig von Entwicklungsstufe und Art der Zellen sind. Um bestimmte Zellen unterscheiden
zu konnen, werden bestimmte Oberflichenmarker ausgewahlt und mit spezifischen
Antikdrpern markiert. Diese Oberflachenmarker werden als Cluster of Differentiation (CD)
und einer entsprechender Zahl oder nach einem spezifischen Eigennamen bezeichnet.

Die Grole einer Zelle und die Oberflachenstruktur beeinflussen die Lichtstreuung beim

Durchtritt durch einen Laserstrahl.

Als Fluoreszenz bezeichnet man die chemische Eigenschaft bestimmter Molekile, der
Flurochrome, Licht einer bestimmten Wellenlange zu absorbieren. Diese zusétzliche Energie
ermdglicht es Elektronen kurzzeitig ein héheres, aber instabiles Energieniveau zu erreichen.
Beim Verlassen dieses Energieniveaus wird die davor aufgenommene Energie in Form von
Photonen mit einer bestimmten Energie wieder abgegeben. Das emittierte Licht kann mit

Hilfe von Detektoren gemessen werden.

1.4.2. Technischer Aufbau

Ein Durchflusszytometer besteht aus mehreren Komponenten. Die wichtigsten sind das

Flissigkeitssystem, die Optik und die Signalverarbeitung (Abb. 1).

Im Flussigkeitssystem wird die zu messende Zellsuspension mit Uberdruck aus dem
Probenréhrchen angesaugt und mit einer Tragerflissigkeit verdinnt. Gleichzeitig vermindert
sich der Querschnitt der Messkivette. Das Zusammenspiel beider Faktoren ermdglicht zum
einen eine Trennung von Zellaggregaten, zum anderen wird auch der Abstand zwischen den
einzelnen Zellen vergroRert. Dieses Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung ermdoglicht

eine getrennte Messung einzelner Zellen.

Die Optik setzt sich aus einem Anregungs- und einem Detektionsteil zusammen.
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Der Anregungsteil besteht zum einen aus einem luftgeklhlten Argonlaser (Wellenlange A =
488nm), einem Diodenlaser (Wellenlange A = 635nm) zur Fluoreszenzanregung und zum
anderen aus Prismen zur Fokussierung.

Der Detektionsteil misst einmal axial zum anregenden Lichtstrahl das Vorwértsstreulicht. Der
zweite Messbereich ist senkrecht zum Lichtstrahl angeordnet und ermoglicht, tber ein
System aus Spiegeln und Filtern, die Messung von Seitwartsstreulicht und Fluoreszenz. Als
Detektoren werden Photomulitiplier zur Verstarkung des Signals verwendet.

Mit Hilfe dieses Aufbaues kdnnen folgende Parameter einer Zelle gemessen werden:

e Relative GroRRe (Vorwartsstreulicht / Forward scatter — FSC)

¢ Relative Granularitat (Seitwartsstreulicht / Side scatter — SSC)

e Spezifische Fluoreszenz der mit Hilfe eines fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten
Antikbrpers  markierten Zelle. Die Standardfluoreszenzfarbstoffe sind, in
alphabetischer Reihenfolge, APC (Allophycocyanin), APC-Cy7 (APC mit
Tandemkonjugat Cy7), FITC (Fluoreszeinisothiozyanat), PE (Phycoerythrin), PE-Cy7
(PE mit Tandemkonjugat Cy7), PerCP (Peridin-Chlorophyll-A Protein), PE-TR
(Phycoerythrin — Texas Red; auch energy coupled dye, ECD), VM (V450).

AbschlieRend ermdoglicht die Signalverarbeitung die Umwandlung von optischen Signalen in
Spannungsimpulse, die der eingestrahlten Intensitat entsprechen. Danach erfolgt die

Digitalisierung der Daten und Ubermittlung an den Computer.
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ZELLE

Abbildung 1: schematischer Aufbau des optischen Systems eines Durchflusszytometers

Die Fluoreszenzanregung erfolgt mittels eines Lasers.

Axial zum anregenden Lichtstrahl erfolgt die Messung des Vorwartsstreulichts (FSC). Senkrecht
zum anregenden Lichtstrahl erfolgt einerseits die Messung der Seitwartsstreulichts (SSC) und
andererseits der unterschiedlichen Fluoreszenz-Kanéle (FL1, FL2, FL3). Der Lichtstrahl wird durch
semitransparente Spiegel abgelenkt.

(* Filter)
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1.5. Zielsetzung

Das primare Ziel dieser Studie war der Nachweis eines Anstieges der CD34'/CD133"

Vorlauferzellen bei Patienten mit einem zerebralen Infarkt nach dem akuten Ereignis.

Weiterhin sollte gezeigt werden, dass es auch bei Patienten mit einer intrazerebralen Blutung

oder einer Subarachnoidalblutung zu einem Anstieg der CD34'/CD133" Vorlauferzellen

kommit.

Als weitere Ziele sollten folgende Aspekte untersucht werden:

Der initiale Serumspiegel von Interleukin 6 und Interleukin 8 korreliert mit der
Veranderung der CD347/CD133" Vorlauferzellen bei Patienten mit einem zerebralen
Infarkt, einer intrazerebralen Blutung und einer Subarachnoidalblutung.

Der initiale Anteil von CD4" T-Zellen (CD45'/CD3*/CD4"), CD8" T-Zellen
(CD45'/CD3'/CD8") und B-Zellen (CD45'/CD19'/CD138) korreliert mit der
Veranderung der CD34*/CD133" Vorlauferzellen bei Patienten mit einem zerebralen
Infarkt, einer intrazerebralen Blutung und einer Subarachnoidalblutung.

Die Veranderungen bei Monozyten (CD45°/CD14"), NK-Zellen (CD45'/CD56") und
Plasmazell-Blasten (CD45°/CD19°/CD138") sollten bei Patienten mit einem
zerebralen Infarkt, einer intrazerebralen Blutung und einer Subarachnoidalblutung

deskriptiv beschrieben werden.
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2. Material und Methodik

2.1. Ablauf der Studie

In diese Studie wurden Patienten eingeschlossen, die entweder einen zerebralen Infarkt,
eine Subarachnoidalblutung oder eine intrazerebrale Blutung erlitten hatten und in der
Neurologischen Klinik oder Neurochirurgischen Klinik der Technischen Universitat Miinchen
im Zeitraum von August 2009 bis Marz 2012 behandelt wurden.

Eingeschlossen wurden Patienten nach ausfuhrlicher Aufklarung und schriftlicher
Einverstandniserklarung, deren Symptome vor maximal 24 Stunden begonnen hatten.
Patienten mit chronisch-entziindlichen, infektiosen, malignen oder schweren systemischen

Erkrankungen wurden ausgeschlossen.

Allen eingeschlossenen Patienten wurde zum Nachweis von CD34"/CD133" Vorlauferzellen,
von Immunzellen und von IL-6 bzw. IL-8 innerhalb der ersten 24 Stunden (entspricht dem 1.
Tag) nach Symptombeginn, am 5. Tag und am 7. Tag nach Symptombeginn Blut
entnommen.

Dabei wurden jeweils ein Ethylendiamintetraessigséaure- (EDTA), ein Citrat-, ein Serum- und
zwei Citrat-Phosphat-Dextrose-Arginin  (CPDA) — Blutentnahmerdhrchen (Monovetten,
Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland) vollstandig geftillt abgenommen.

Der Uberstand der EDTA-, Citrat- und Serum-Réhrchen wurde nach erfolgter Zentrifugation

eingefroren. Der Inhalt der CDPA-R6hrchen wurde umgehend weiterverarbeitet.
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2.2. Laborprotokolle

2.2.1. CD34"/CD133" Vorlauferzellen

Zum Nachweis der CD34'/CD133" Vorlauferzellen wurde der Inhalt der zwei CPDA-

Roéhrchen innerhalb von zwei Stunden im Labor nach folgendem Schema weiterverarbeitet.

Als erster Schritt wurde zur Anreicherung mononukledrer Zellen eine Fallung mit
Ficollreagenz (Ficoll Paque PLUS, Amersham Biosciences, Little Chalfront, UK)
durchgefiuhrt. Die in diesem Schritt isolierten Zellen werden im folgenden Laborprotokoll als
Ficoll-Zentrifugat bezeichnet.

Dafir wurden 10 ml Ficollreagenz mit einer 1:1 Mischung aus 15ml Vollblut und 15ml
Phosphatase Bufferd Saline (PBS) (GIBCO, Carlsbad, CA, USA) Uberschichtet und
anschlieend bei Raumtemperatur 35 min mit 1500 U/min ohne Bremse zentrifugiert. Mit
diesem Verfahren gelang es die Mono-, Lympho- und Thrombozyten von den restlichen
Erythro- und Granulozyten abzutrennen und in einer schmalen Schicht oberhalb des
Ficollreagenzes zu sammeln. Die schmale Schicht mit Mono-, Lympho- und Thrombozyten
konnte anschlieBend abpippettiert werden. Danach wurde das abpippettierte Ficoll-
Zentrifugat zweimal mit PBS gewaschen und jeweils bei 4°C 10min mit 1200 U/min
zentrifugiert.

Nach dem letzten Zentrifugieren wurde das Ficoll-Zentrifugat mit 1000yl PBS
aufgeschwemmt und in ein Eppendorf-Reaktionsgefal? gefillt. Danach erfolgte mit dem

Blutanalysegerat Sysmex eine Bestimmung der Zellzahl in dem Ficoll-Zentrifugat.

AnschlieBend erfolgte die Farbung der CD34°/CD133" Vorlauferzellen des Ficoll-
Zentrifugats:

Diese Methode wurde bereits in Studien der Neurologie des Klinikums Rechts der Isar

verwendet (Sepp et al., 2014).
Im ersten Rohrchen wurden zum Nachweis von vitalen CD34*/CD133" Vorlauferzellen

o 5yl eines Floureszein Isothiocyanit (FITC) - konjugierten anti-CD34-AK (Klon 8G12,
BD Biosciences, San Jose, CA, USA),

e 1,25yl eines Allophycocyanin (APC) - konjugierten anti-CD45-AK (Klon 2D1, BD
Bioscience, Bedfordt, MA, USA),

e 5yl eines Phycoerythrin (PE) - konjugierten anti-CD133-AK (Miltenyi Biotec, Auburn,
CA, USA)
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e und, zum Ausschluss avitaler Zellen, 2,5yl eines Peridinin Chlorophyll-A Protein
(PerCP) - konjugierten 7-Amino-Actinomycin-D (7-AAD) - AK (BD Bioscience,
Bedfordt, MA, USA)

mit, je nach gemessener Zellzahl (Abb. 2) unterschiedlicher Menge an Ficoll-Zentrifugat

vermischt und mit PBS auf 50ul aufgefulit.

300

benatigte Menge Ficoll-Zentrifugat = gemessene Zellzahl des Ficoll-Zentrifugats

Abbildung 2: Formeln zur Berechnung der benétigten Menge des Ficoll-Zentrifugat fur die Farbung
der CD34"/CD133" Vorlauferzellen aus der am Blutanalysegerat gemessener Zellzahl des Ficoll-
Zentrifugats

Der Probenansatz wurde danach auf Eis 30 min in Dunkelheit inkubiert.

AnschlieRend wurde die Probe mit 200ul FACS Lysing-Solution (BD Bioscience, Bedfordt,
MA, USA), welche 1:10 mit Aqua destillata verdinnt war, bei Raumtemperatur 10min in
Dunkelheit lysiert. Zum Schluss wurde der Probenansatz mit PBS gewaschen und bei 4°C
5min mit 1700 U/min zentrifugiert.

Als Negativkontrolle fur die CD34'/CD133" Vorlauferzellen wurden im zweiten Réhrchen
e 1,25ul des APC-konjugierten anti-CD45-AK
mit Ficoll-Zentrifugat aufgeftillt und wie oben beschreiben weiterverarbeitet.

Zur quantitativen Analyse der gemessenen Zellen wurden zwei weitere Probenansatze mit
Vollblut durchgefiihrt:

Im dritten Rohrchen wurde eine Farbung der CD347/CD133" Vorlauferzellen, Antikorper
analog wie beim ersten Rohrchen, auf 50l mit heparinisierten vendsem Vollblut aufgefullt
und auf Eis 30min in Dunkelheit inkubiert. AnschlieRend wurde die Probe mit 500ul FACS
Lysing-Solution, welche 1:10 mit Aqua destillata verdiinnt war, bei Raumtemperatur 10min in
Dunkelheit lysiert. Zum Schluss wurde der Probenansatz mit PBS gewaschen und bei 4°C
5min mit 1700 U/min zentrifugiert.

Im vierten ROhrchen wurde als Negativkontrolle, Antikbrper analog wie beim zweiten
Rohrchen, auf 50ul mit heparinisierten vendsem Vollblut aufgefullt und wie oben beschrieben

weiterverarbeitet.
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Nach der letzten Zentrifugation wurden alle vier R6hrchen identisch weiterverarbeitet.

Der Uberstand wurde abgenommen. AnschlieRend erfolgte entweder die sofortige
durchflusszytometrische Messung oder eine Fixierung der Probe mit 150ul 1%iger
Paraformaldehyd (PFA) — Ldsung. Nach Fixierung erfolgte die Messung spatestens am

nachsten Tag.

Die Messung wurde mit Hilfe des Durchflusszytometers FACS Calibur (Becton Dickinson,
Mountain View, CA, USA) durchgefihrt. Vor der Messung des dritten Réhrchens wurde die
Probe in ein TruCOUNT-R6hrchen (BD Bioscience, Bedfordt, MA, USA) Uberfuhrt. Es wurde
jeweils die Floureszenzintensitat von mindestens 100.000 Ereignissen gemessen und mit
Hilfe der Software CellQuest (CellQuest Pro Version 4.0, BD Biosciences, Bedfordt, MA,
USA) ausgewertet (s. Kapitel 2.3.1.).

2.2.2. Einfrieren des Ficoll-Zentrifugats
Die restliche Menge Ficoll-Zentrifugat wurde fur weitere Untersuchungen konserviert.

Zuerst wurde ein Medium fur B-Zellen hergestellt. Daftir wurden

e 500ml ,Roswell Park Memorial Institute” - Zellkulturmedium - 1640 (RPMI-1640)
(GIBCO, Carlsbad, CA, USA) verwendet und Uber einen Filter

¢ 5ml Penicillin-Streptomycin (Pen-Strep) (GIBCO, Carlsbad, CA, USA),

e 5ml L-Glutamin 200mM (100x) (GIBCO, Carlsbad, CA, USA) und

e 50ml Fetales Kalberserum (FCS) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) hinzugeflgt.

Fur das Einfriermedium wurden

e 30ml des davor hergestellten Medium fiir B-Zellen verwendet und Uber einen Filter

e 10ml FCS und

e 10ml Dimethyl Sulfoxid = 99,5% (DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
hinzugefigt.

Fur jede Probe wurde dann 750pl Medium fir B-Zellen mit dem Ficoll-Zentrifugat vermischt
und zusammen mit 750pl Einfriermedium in ein Kryotube (Cryo.S, Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Deutschland) gefullt. Danach wurden die Proben zuerst fur 24h bei -80°C

eingefroren und anschlieRend in fliissigen Stickstoff bei -198°C uberfihrt.
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2.2.3. Immunzellen

Die immunhistochemische Farbung der Immunzellen erfolgte aus dem wiederaufgetautem

Ficoll-Zentrifugat und wurde von allen Proben innerhalb weniger Tage durchgefihrt.

Zum Auftauen wurden die Proben einzeln langsam auf 37°C erwarmt, in 10ml 10%iges FCS
Ubertragen und auf Eis gelagert. Als nachster Schritt wurden die Proben bei 4°C fur 10min
bei 1200 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zell-Pellet mit 1ml

2%igem FCS resuspendiert.

AnschlieRend erfolgte eine Zahlung der enthaltenen Zellen in der Probe. Dafur wurde 10ul
Zellgemisch mit 190ul Trypan Blue Stain (0,4%) (GIBCO, Carlsbad, CA, USA) vermischt und
mit Hilfe einer Wellplatte ausgezéhlt. Dieses Ergebnis ermdglichte dann die Bestimmung der

bendtigten Menge Zellgemisch fiir die folgende Farbung der Immunzellen (Abb. 3).

A enthaltene Zellen / pl = gezahlte Zellen x 50

2000

B Menge an Zellgemisch = enthaltene Zellen / jl

Abbildung 3: Formeln zur Berechnung der benétigten Menge des Zellgemisches fur die Farbung der
Immunzellen aus den gezahlten Zellen

A: Berechnung der enthaltenen Zellen / pl aus den aus der Wellplatte gezahlten Zellen
B: Berechnung der bendétigten Menge Zellgemisch aus den enthaltenen Zellen

Als nachstes erfolgte die Farbung der Immunzellen aus den aufgetauten Zellen des Ficoll-

Zentrifugats:

Diese Methode wurde bereits in Studien der Neurologie des Klinikums Rechts der Isar

verwendet (Kowarik et al., 2014).
Dafur wurde far jede Probe

e 1pl eines APC mit Tandemkonjugat Cy7 (APC-Cy7) — konjugierten anti-CD3-AK (BD
Bioscience, Bedfordt, MA, USA),

o 2yl eines PerCP-konjugierten anti-CD4-AK (BD Bioscience, Bedfordt, MA, USA),

e 0,5yl eines PE mit Tandemkonjugat Cy7 (PE-Cy7) — konjugierten anti-CD8-AK
(Beckmann Coulter, Brea, CA, USA),

e 1,5pl eines FITC-konjugierten anti-CD14-AK (Beckmann Coulter, Brea, CA, USA),
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o 1,5ul eines Phycoerythrin — Texas Red (PE-TR; auch energy coupled dye, ECD) —
konjugierten anti-CD19-AK (Beckmann Coulter, Brea, CA, USA),

e 15pul eines V450 Mouse-Anti-Human (VM) — konjugierten anti-CD45-AK (BD
Bioscience, Bedfordt, MA, USA),

e 1,5pl eines APC-konjugierten anti-CD56-AK (Beckmann Coulter, Brea, CA, USA) und

e 1,5ul eines PE-konjugierten anti-CD138-AK (Beckmann Coulter, Brea, CA, USA)
vermischt, mit

o 4ul PBS auf 15ul aufgefuillt

und anschlie3end mit der benétigten Menge Zellgemisch vermischt.

Mit Hilfe dieser Antikdrpermischung war es mdglich CD4" T-Zellen (CD45'/CD3*/CD4"),
CD8" T-Zellen (CD45/CD3*/CD8"), Monozyten (CD45/CD14"), NK-Zellen (CD45*/CD56"),
B-Zellen (CD45'/CD19'/CD138) und Plasmazell-Blasten (CD45'/CD19/CD138") zu

identifizieren.

Die Mischung wurde dann fir 20min im Dunklen inkubiert. Zum Schluss wurde der
Probenansatz mit 180ul 2%igem FCS gewaschen und bei 4°C fur 4min bei 1200 U/min
zentrifugiert. Zuletzt wurde nach verwerfen des Uberstandes nochmals 180ul PBS
hinzugefugt.

Die Messung wurde am Durchflusszytometer Cyan (Beckman Coulter, Brea, CA, USA)
durchgefuhrt und danach mit der Software Summit 4.3. (Beckman Coulter, Brea, CA, USA)
ausgewertet (s. Kapitel 2.3.2).
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2.3. Durchflusszytometrie

2.3.1. Identifizierung der CD34°/CD133" Vorlauferzellen

Diese Methode wurde bereits in Studien der Neurologie des Klinikums Rechts der Isar

verwendet (Sepp et al., 2014).

Zur Bestimmung der relativen Anzahl von CD34°/CD133" Vorlauferzellen im Ficoll-
Zentrifugat wurden die gemessenen FACS-Daten nach folgendem Schema mit der Software
CellQuest ausgewertet. Die entsprechende Negativkontrolle, welche ausschlie3lich mit APC-
konjugierten anti-CD45-AK gefarbt wurde, wurde jeweils zur Qualitatssicherung gemessen.

Auf diese Weise sollte eine unspezifische Bindung des Antikérpers Gberprift werden.

Als erster Schritt wurden die gemessenen Zellen in einem Punktdiagramm mit
Vorwartsstreulicht (FSC) zu Seitwartsstreulicht (SSC) dargestellt und mittels eines Gates
(Funktion der FACS-Auswertungssoftware, mit dem die gewlnschte Zellpopulation
ausgewahlt wird) alle mononuklearen Zellen eingeschlossen. Zusatzlich erfolgte mit Hilfe

eines weiteren Gates der Ausschluss der avitalen 7-AAD" Zellen.

AnschlieRend wurde jeweils ein Gate um die CD133" Population der CD45°** Zellen (R4)
(Abb. 4-A) und der im SSC nur klein granulierten Zellen (R16) (Abb. 4-B) gelegt. Als
nachstes wurden die CD133" Zellen (R4 und R16) zusammen in neues Feld aus FSC zu
SSC Uubertragen und in diesem nochmals die klein granulierten Zellen mit einem Gate
umgeben. Der Inhalt dieser Gates wurde wiederum in ein Feld Uberfihrt, welches CD133 zu
CD34 darstellte und damit die Bestimmung der relativen Anzahl von CD34°/CD133"
Vorlauferzellen ermdéglichte (Abb. 4-C).
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Abbildung 4: Darstellung der Durchflusszytometrie bei der Farbung der CD34'/CD133"
Vorlauferzellen
rechts: Farbung; links: Negativkontrolle

A: Darstellung der CD133" und CD45°"" Zellen (R4)

(x-Achse: CD133 bzw. 2. Fluoreszenzkanal; y-Achse: CD45)

B: Darstellung der CD133" und kleingranulierten Zellen (R16)

(x-Achse: CD133 bzw. 2. Fluoreszenzkanal; y-Achse: SCC)

C: Darstellung der CD34°/CD133" Vorlauferzellen

(x-Achse: CD34 bzw. 1. Fluoreszenzkanal; y-Achse: CD133 bzw. 2. Fluoreszenzkanal)
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Fur die anschlieBende Berechnung der absoluten Anzahl von CD34*/CD133" Vorlauferzellen
/ ul Blut wurden mehrere Informationen bengtigt.

Zum einem die Anzahl der im TruCOUNT-R6hrchen gemessenen Beads (fluoreszierenden
Mikropartikeln, die sich in der Probe lésen, und durchflusszytometrisch gemessen werden
kénnen). Diese Beads wurden in einem Punktdiagramm dargestellt, mittels eines Gates
ausgewahlt und anschliel3end gezahilt.

Zusatzlich wurden noch die im Vollblut gemessenen prozentualen Anteile von Lymphozyten
und Monozyten benétigt (Abb. 5).

CD34'/CD133" Vorlauferzellen / pl Blut

% Lymphozyten + % Monozyten

Gemessene Zellen x Beads Total x ( 100 )
B Beads Gemessen x 36,25
Gemessene Zellen im Probenréhrchen gemessene Zellzahl
Anzahl der im TruCOUNT - Réhrchen
Beads Total
enthaltenen Beads
Beads Gemessen Anzahl der gemessenen Beads
% Lymphozyten + % Monozyten im Vollblut gemessene prozentualen Anteile

fur die Farbung verwendete Menge Vollblut in

el Mikroliter

Abbildung 5: Formel zur Berechnung der absoluten Anzahl CD34"/CD133" Vorlauferzellen / pl Blut
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2.3.2. ldentifizierung der Immunzellen

Diese Methode wurde bereits in Studien der Neurologie des Klinikums Rechts der Isar

verwendet (Kowarik et al., 2014).

Als erster Schritt zur Bestimmung der Immunzellen wurden alle gemessenen Zellen im
Punktdiagramm mit FSC zu SSC dargestellt. Mittels Gating erfolgte die Auswahl aller
mononuklaren Zellen (Abb. 6.1-A). Aus diesen wiederum wurden alle CD45" Zellen
ausgewahlt (Abb. 6.1-B).

256 . 25R
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Abbildung 6.1: Darstellung der Durchflusszytometrie bei der Farbung der Immunzellen

A: Darstellung der mononuklaren Zellen (R1) (x-Achse: FSC; y-Achse: SSC)
B: Darstellung der CD45" Zellen (x-Achse: CD45; y-Achse: SSC)

AnschlieBend erfolgte aus dieser im ersten Schritt identifizierten Zellpopulation die
Bestimmung der einzelnen Subgruppen der Immunzellen.

Mit Hilfe eines Gates um CD3" und zusatzlich CD4" bzw. CD8" Zellen wurden die CD4"
(CD45'/CD3'/CD4") (Abb. 6.2-A) bzw. CD8" (CD45'/CD3'/CD8") (Abb. 6.2-B) T-Zellen
identifiziert. Die Monozyten (CD45%/CD14") wurden mittels eines Gates um CD14" und
CD19 Zellen identifiziert (Abb. 6.2-C). Die B-Zellen (CD45'/CD19'/CD138") konnten mittels
Gating von CD19" und CD14" Zellen bestimmt werde (Abb. 6.2-C). Die Identifikation der
Plasmazell-Blasten (CD45"/CD19'/CD138") erfolgte mittels eines Gates um CD19" und
CD138" Zellen (Abb. 6.2-D). Mit Hilfe des Gatings von CD56" und CD3" Zellen konnten die
NK-Zellen (CD45/CD56") bestimmt werden (Abb. 6.2-E).
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Abbildung 6.2: Darstellung der Durchflusszytometrie bei der Farbung der Immunzellen

A: Darstellung der CD4" T-Zellen (x-Achse: CD3; y-Achse: CD4)

B: Darstellung der CD8" T-Zellen (x-Achse: CD3; y-Achse: CD8)

C: Darstellung der CD14" Monozyten und der CD19" B-Zellen (x-Achse: CD14; y-Achse: CD19)
D: Darstellung der CD138" Plasmazell-Blasten (x-Achse: CD138; y-Achse: CD19)

E: Darstellung der CD56" NK-Zellen (x-Achse: CD3; y-Achse: CD56)
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2.4. Bestimmung der Interleukine

Fur die Bestimmung der Zytokine IL-6 und IL-8 wurde in den wiederaufgetauten
Serumproben der Patienten das Cytometric Bead Array (CBA) ,Human Inflammation Kit“ (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) verwendet.

Dafur wurden als erster Schritt der zu untersuchenden Probe mit Antikdrper beschichtete
Mikropartikel (capture beads), die in der Lange waren Zytokine zu binden, hinzugefigt. Da
Mikropartikel mit einer unterschiedlichen Floureszenzintensitat existieren, war es mdoglich in
Kombination mit unterschiedlichen gebundenen Antikdrpern mehrere Zytokine gleichzeitig zu
messen. Im zweiten Schritt wurden weitere Antikorper fur die unterschiedlichen Zytokine
hinzugegeben, die diesmal mit dem Standardfluoreszenzfarbstoff PE gekoppelt sind. Mit
Hilfe dieser AntikOrper war eine Bestimmung der Konzentration der Zytokine maoglich.
AnschlieRend wurden die Proben am Durchflusszytometer FACS Calibur gemessen. Mit
Hilfe der PE-Fluoreszenzintensitat und der gemessenen Fluoreszenz der Mikropartikel wurde
mittels Standardkurven und einer Auswertungssoftware (BD CBA Analysis Software, Becton
Dickinson, Mountain View, CA, USA) die Konzentration der einzelnen Zytokine in pg / ml
berechnet.

2.5. Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung wurde SPSS 24.0 fir Windows (SPSS Inc., Chicago, USA)

verwendet.

Die Vergleiche von kontinuierlichen Werten zweier abhangiger Stichproben wurden mittels
des Wilcoxon-Tests berechnet. Bei zwei unabhangigen Stichproben wurde der Mann-
Whitney-U-Test und bei mehr als zwei unabhéangigen Stichproben der Kruskal-Wallis-Test
verwendet. Das Signifikanzniveau bei diesen Tests betrug p = 0,05. Als eine Tendenz wurde
ein p-Wert > 0,05 bis einschlief3lich 0,10 definiert.

Fur die Korrelationsanalyse wurde eine bivariate lineare Korrelation durchgefihrt. Als
schwach Korrelation wurde ein Korrelatiosnkoeffizient (Irl) von 0,1 bis < 0,5 definiert. Als
mittlere Korrelation wurde ein Irl von 0,5 bis einschlieflich 0,8 und als starke Korrelation ein
Irl > 0,8 bis einschlieRlich 1 definiert. Als signifikant wurde eine starke Korrelation und als
Tendenz eine mittlere Korrelation gewertet.

Soweit nicht anders aufgefuhrt wird der Median mit dem Interquartilsabstand (IQR)
angegeben (Median, IQR) Wenn angebracht wird zusatzlich der Mittelwert mit der

Standardabweichung des Mittelwerts angegeben (Mittelwert + Standardabweichung).
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3. Ergebnisse

3.1. Basischarakteristika

Insgesamt nahmen 66 Patienten (40 Manner) im medianen Alter von 72 Jahren (IQR 18,26)
an der Studie teil (Tab. 4).

Bei Auswertung der Basischarakteristika zeigte sich, dass die Patienten mit einer
Subarachnoidalblutung (SAB-Gruppe) mit 56,5 Jahren (IQR 17,25) jinger waren als
Patienten mit einem zerebralen Infarkt (Infarkt-Gruppe) mit 72,5 Jahren (IQR 16,5) oder einer
intrazerebralen Blutung (ICB-Gruppe) mit 78,5 Jahren (IQR 11,5) (p=0,005).

In der Infarkt-Gruppe litten 56,8% der Patienten an einer arteriellen Hypertonie und 66,7%
der Patienten in der ICB-Gruppe. In der SAB-Gruppe fand sich kein Patient mit einer
arteriellen Hypertonie (p=0,02).

Tabelle 4: Basischarakteristika der Patienten mit einem zerebralen Infarkt, einer intrazerebralen
Blutung bzw. einer Subarachnoidalblutung und total

Alter: Median und IQR (Mittelwert + Standardabweichung); ansonsten: Anzahl (%)

Infarkt- ICB- SAB-

Gruppe Gruppe Gruppe el ZAUIERLS
Anzahl 44 12 10 66 -
72,5 78,5 56,5 72
Alter IQR 16,5 IQR 11,5 IQR 17,25 IQR 18,25 0,005
(70,7+13,3) | (74,1+11,7) | (56,6 +12,5) | (69,2 + 13,8)

Manner (%) 28 (63,6) 8 (66,7) 4 (40) 40 (60,6) 0,350
Hypertonie (%) 25 (56,8) 8 (66,7) 0 (0) 33 (50,0) 0,020
Vorhofflimmern (%) 9 (20,5) 2 (16,7) 0 (0) 11 (16,7) 0,262
Diabetes mellitus (%) | 12 (27,3) 0 (0) 0 (0) 12 (18,2) 0,540
Z',};)perCho'eSteri”émie 10 (22,7) 2 (16,7) 1 (10) 13 (19,7) 0,651
Nikotinabusus (%) 7 (15,9) 0 (0) 3 (30) 10 (15,2) 0,235
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Da die Studie im Rahmen der Regelversorgung im Krankenhaus durchgefuhrt wurde,
konnten bei einigen Patienten nicht alle Blutenthahmen erfolgen, zudem wurden einige
Patienten aus medizinischen Griinden vor Ablauf des Untersuchungszeitraumes in andere
Krankenh&user verlegt. Aufgrund dessen wird in den nachfolgenden Auswertungen immer

die Anzahl, der fur die Analyse zur Verfigung stehenden Proben angegeben.
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3.2. CD34%/CcD133" Vorlauferzellen

3.2.1. zerebrale Infarkte

Bei der Messung innerhalb der ersten 24 Stunden nach dem zerebralen Infarkt
(£ 24 Stunden) (37 auswertbare Proben) fanden sich im Median 0,10 (IQR 0,26)
CD34/CD133" Vorlauferzellen / pl Blut, bei der Messung am 5. Tag (25 auswertbare
Proben) 0,22 (IQR 0,31) CD34"/CD133" Vorlauferzellen / pl Blut und bei der Messung am 7.
Tag (21 auswertbare Proben) 0,30 (IQR 0,61) CD34*/CD133" Vorlauferzellen / pl Blut.

Es zeigte sich in dieser Subgruppe ein Anstieg der medianen Anzahl von CD34'/CD133"
Vorlauferzellen sowohl im Zeitraum von < 24 Stunden bis zum 5. Tag (£ 24 Stunden bis
zum 5. Tag: A +0,12 CD34%/CD133" Vorlauferzellen / pl Blut, p=0,013) als auch im Zeitraum
vom 5. bis zum 7. Tag (5. bis zum 7. Tag: A +0,08 CD34'/CD133" Vorlauferzellen / ul Blut,
p=0,042). Bezogen auf den gesamten Untersuchungszeitraum zeigte sich ein tendenzieller
Anstieg der medianen Anzahl von CD34"/CD133" Vorlauferzellen (£ 24 Stunden bis zum 7.
Tag: A +0,20 CD34"/CD133" Vorlauferzellen / pl Blut, p=0,079) (Abb. 7; Tab. 5 und 6).
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Abbildung 7: Verlauf der CD34"/CD133" Vorlauferzellen bei Patienten mit einem zerebralen Infarkt
x-Achse: Zeitpunkt; y-Achse: CD34/CD133"Vorlauferzellen / pl Blut
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3.2.2. intrazerebrale Blutungen

Bei der Messung innerhalb der ersten 24 Stunden nach der intrazerebralen Blutung (10
auswertbare Proben) fanden sich im Median 0,04 (IQR 0,08) CD34"/CD133" Vorlauferzellen
/ ul Blut, bei der Messung am 5. Tag (8 auswertbare Proben) 0,10 (IQR 0,09) CD34'/CD133"
Vorlauferzellen / ul Blut und bei der Messung am 7. Tag (8 auswertbare Proben) 0,07
(IQR 0,50) CD34"/CD133" Vorlauferzellen / pl Blut.

In dieser Subgruppe zeigte sich kein relevanter Anstieg der medianen Anzahl von
CD34'/CD133" Vorlauferzellen in allen untersuchten Zeitabschnitten (< 24 Stunden bis zum
5. Tag: A +0,06 CD34'/CD133" Vorlauferzellen / pl Blut, p=0,123; 5. bis zum 7. Tag: A -0,03
CD34%/CD133" Vorlauferzellen / pl Blut, p=0,449; 24 < Stunden bis zum 7. Tag: A +0,03
CD34/CD133" Vorlauferzellen / pl Blut, p=0,327) (Abb. 8; Tab. 5 und 6).
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Abbildung 8: Verlauf der CD34°/CD133" Vorlauferzellen bei Patienten mit einer intrazerebralen
Blutung

x-Achse: Zeitpunkt; y-Achse: CD34/CD133"Vorlauferzellen / pl Blut
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3.2.3. Subarachnoidalblutungen

Bei der Messung innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Subarachnoidalblutung (10
auswertbare Proben) fanden sich im Median 0,07 (IQR 0,22) CD34"/CD133" Vorlauferzellen
/ ul Blut, bei der Messung am 5. Tag (9 auswertbare Proben) 0,32 (IQR 0,34) CD34"/CD133"
Vorlauferzellen / ul Blut und bei der Messung am 7. Tag (6 auswertbare Proben) 0,20 (IQR
0,33) CD34"/CD133" Vorlauferzellen / pl Blut.

In dieser Subgruppe zeigte sich ein tendenzieller Anstieg der medianen Anzahl von
CD34'/CD133" Vorlauferzellen im gesamten Beobachtungszeitraum (24 < Stunden bis zum
7. Tag: A +0,13 CD34"/CD133" Vorlauferzellen / ul Blut, p=0,075). Zwischen den einzelnen
Untersuchungszeitpunkten fand sich kein relevanter Anstieg der medianen Anzahl der
CD34'/CD133" Vorlauferzellen (£ 24 Stunden bis zum 5. Tag: A +0,25 CD34*/CD133"
Vorlauferzellen / pl Blut, p=0,173; 5. bis zum 7. Tag: A -0,12 CD34"/CD133" Vorlauferzellen
/ ul Blut, p=0,225) (Abb. 9; Tab. 5 und 6).

o
™
1

Vorlauferzellen / pl
I

0,6
0,5
0,4 —_
0,3 —‘7
0,2
0,14
0.0 . L
<24 Stlunden 5. 'I'ag 7. 'Il'ag

Abbildung 9: Verlauf der CD34"/CD133" Vorlauferzellen bei Patienten mit einer
Subarachnoidalblutung
x-Achse: Zeitpunkt; y-Achse: CD34/CD133"Vorlauferzellen / pl Blut
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Tabelle 5: CD347/CD133" Vorlauferzellen bei Patienten mit einem zerebralen Infarkt, einer
intrazerebralen Blutung und einer Subarachnoidalblutung

in CD34%/CD133" Vorlauferzellen / pl Blut; Median mit IQR (Mittelwert + Standardabweichung); Anzahl

der ausgewerteten Proben

Infarkt- ICB- SAB-
Gruppe Gruppe Gruppe
0,10 0,04 0,07
IQR 0,26 IQR 0,08 IQR 0,22
=24 Stunden | 453 4 0,25) (0,06 + 0,08) (0,13 £ 0,15)
37 Proben 10 Proben 10 Proben
0,22 0,10 0,32
CD34%/CD133" 6 Ta IQR 0,31 IQR 0,09 IQR 0,34
Vorlauferzellen/ul | > 29 (0,33£0,32) (0,11 £ 0,07) (0,32 £ 0,37)
25 Proben 8 Proben 9 Proben
0,30 0,07 0,20
IQR 0,61 IQR 0,50 IQR 0,33
7. Tag (0,43 + 0,38) (0,24 + 0,28) (0,20 + 0,16)
21 Proben 8 Proben 6 Proben

Tabelle 6: Ubersicht der Veranderungen der CD34"/CD133" Vorlauferzellen bei Patienten mit einem

zerebralen Infarkt, einer intrazerebralen Blutung und einer Subarachnoidalblutung

Angabe der p-Werte

< 24 Stunden zu 5. Tag 5.zu 7. Tag < 24 Stunden zu 7. Tag
g‘rfjggé 0,013 0,042 0,079
Gﬁﬁg)e 0,123 0,499 0,327
Gsrja;e 0,173 0,225 0,075
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3.2.4. Vergleich der Subgruppen

Im direkten Vergleich war die mediane Anzahl an CD34°/CD133" Vorlauferzellen bei
Patienten der Infarkt- und SAB-Gruppe innerhalb der ersten 24 Stunden hoher als bei
Patienten der ICB-Gruppe (£ 24 Stunden: Infarkt-Gruppe 0,10 CD34°/CD133"
Vorlauferzellen / pl Blut, ICB-Gruppe 0,04 CD347/CD133" Vorlauferzellen / ul Blut, SAB-
Gruppe 0,07 CD347/CD133" Vorlauferzellen / pl Blut, p=0,017).

In der Messung am 5. Tag war die mediane Anzahl der CD34/CD133" Vorlauferzellen in der
Infarkt- und der SAB-Gruppe tendenziell erhoht (5. Tag: Infarkt-Gruppe 0,22 CD34*/CD133"
Vorlauferzellen / ul Blut, ICB-Gruppe 0,10 CD34'/CD133" Vorlauferzellen / ul Blut, SAB-
Gruppe 0,32 CD34°/CD133" Vorlauferzellen / ul Blut, p=0,068).

In der Messung am 7. Tag fand sich kein relevanter Unterschied hinsichtlich der medianen
Anzahl der CD34°/CD133" Vorlauferzellen in den einzelnen Gruppen (7. Tag: Infarkt-Gruppe
0,30 CD34'/CD133" Vorlauferzellen / ul Blut, ICB-Gruppe 0,07 CD34'/CD133"
Vorlauferzellen / pl Blut, SAB-Gruppe 0,20 CD34°/CD133" Vorlauferzellen / ul Blut, p=0,185)
(Abb. 10; Tab. 7).

Tabelle 7: Ubersicht des Subgruppenvergleichs der CD34°/CD133" Vorlauferzellen
Angabe der p-Werte

‘ < 24 Stunden ‘ 5. Tag ‘ 7. Tag
p-Werte 0,017 | 0,068 | 0,185
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Abbildung 10: Vergleich der Freisetzung der CD34'/CD133" Vorlauferzellen bei Patienten mit einem
zerebralen Infarkt, einer intrazerebralen Blutung und einer Subarachnoidalblutung

x-Achse: Beobachtungszeitraum, fir zerebralen Infarkt, ICB und SAB,;

y-Achse: CD34°/CD133"Vorlauferzellen / pl Blut
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3.3. Interleukine

3.3.1. zerebrale Infarkte

Der median Serumspiegel von Interleukin 6 (IL-6) betrug innerhalb der ersten 24 Stunden
nach dem zerebralen Infarkt (35 auswertbare Proben) 5,85 (IQR 7,64) pg / ml, in der
Messung am 5. Tag (28 auswertbare Proben) 4,96 (IQR 5,38) pg / ml und in der Messung
am 7. Tag (24 auswertbare Proben) 3,83 (IQR 10,50) pg / ml.

Der mediane Serumspiegel von Interleukin 8 (IL-8) betrug innerhalb der ersten 24 Stunden
nach dem zerebralen Infarkt (35 auswertbare Proben) im Median 12,53 (IQR 13,10) pg / ml,
in der Messung am 5. Tag (28 auswertbare Proben) 12,01 (IQR 10,33) pg / ml und in der
Messung am 7. Tag (24 auswertbare Proben) 12,14 (IQR 13,10) pg / ml.

Fur IL-6 und IL-8 zeigten sich innerhalb der Infarkt-Gruppe keine relevanten Veranderungen
der medianen Serumspiegel im gesamten Untersuchungszeitraum (IL-6: £ 24 Stunden bis
zum 5. Tag: A -0,89 pg / ml, p=0,770; 5. bis zum 7. Tag: A -1,13 pg / ml, p=0,638;
< 24 Stunden bis zum 7. Tag: A -2,02 pg / ml, p=0,987) (IL-8: £ 24 Stunden bis zum 5.
Tag: A -0,52 pg / ml, p=0,576; 5. bis zum 7. Tag: A +0,13 pg / ml, p=0,661; £ 24 Stunden
bis zum 7. Tag: A-0,39 pg / ml, p=0,741) (Tab. 8 und 9).

Es fand sich eine schwache Korrelation zwischen der Héhe des initialen Serumspiegels von
IL-6 und der Veranderung der CD34°/CD133" Vorlauferzellen im Untersuchungszeitraum
(Messung < 24 Stunden bis zur Messung am 7. Tag) (Korrelation IL-6: r=+0,220). Fur IL-8
bestand keine Korrelation (Korrelation IL-8: r=-0,060) (Tab. 10).

3.3.2. intrazerebrale Blutungen

Der median Serumspiegel von IL-6 betrug innerhalb der ersten 24 Stunden nach der
intrazerebralen Blutung (11 auswertbare Proben) 7,24 (IQR 13,58) pg /ml, in der Messung
am 5. Tag (10 auswertbare Proben) 9,82 (IQR 64,74) pg /ml und in der Messung am 7. Tag
(9 auswertbare Proben) 1,01 (IQR 35,44) pg / ml.

Der mediane Serumspiegel von IL-8 betrug innerhalb der ersten 24 Stunden (11 auswertbare
Proben) 10,08 (IQR 11,59) pg / ml, in der Messung am 5. Tag (10 auswertbare Proben) 8,76
(IQR 7,62) pg / ml und in der Messung am 7. Tag (9 auswertbare Proben) 5,85 (IQR 11,88)

pg / ml.
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Fur IL-6 und IL-8 zeigte sich innerhalb der ICB-Gruppe im gesamten Untersuchungszeitraum
keine relevante Veranderung der medianen Serumspiegel (IL-6: £ 24 Stunden bis zum 5.
Tag: A +2,58 pg / ml, p=0,508; 5. bis zum 7. Tag: A -8,81 pg / ml, p=0,263; < 24 Stunden
bis zum 7. Tag: A -6,23 pg / ml, p=0,859) (IL-8: £ 24 Stunden bis zum 5. Tag: A -1,32
pg / ml, p=0,721; 5. bis zum 7. Tag: A -2,91 pg / ml, p=0,953; £ 24 Stunden bis zum 7.
Tag: A -4,32 pg / ml, p=0,767) (Tab. 8 und 9).

Es zeigten sich jeweils schwache negative Korrelationen zwischen der Hohe des initialen
Serumspiegels von IL-6 und IL-8 und der Veranderung der CD34"/CD133" Vorlauferzellen im
Untersuchungszeitraum (Messung < 24 Stunden bis zur Messung am 7. Tag) (Korrelation
IL-6: r=-0,275; Korrelation IL-8: r=-0,273) (Tab. 10).

3.3.3. Subarachnoidalblutungen

Der mediane Serumspiegel von IL-6 betrug innerhalb der ersten 24 Stunden (10 auswertbare
Proben) 3,85 (IQR 19,80) pg / ml, in der Messung am 5. Tag (9 auswertbare Proben) 3,19
(IQR 15,72) pg / ml und in der Messung am 7. Tag (7 auswertbare Proben) 5,31 (IQR 11,01)
pg/ ml.

Der mediane Serumspiegel von IL-8 betrug innerhalb der ersten 24 Stunden (10 auswertbare
Proben) 6,12 pg (IQR 5,48), in der Messung am 5. Tag (9 auswertbare Proben) 6,44 (IQR
3,84) pg /ml und in der Messung am 7. Tag (7 auswertbare Proben) 5,25 (IQR 12,36) pg / ml.

Far IL-6 und IL-8 zeigte sich innerhalb der SAB-Gruppe im gesamten
Untersuchungszeitraum keine relevante Veranderung der medianen Serumspiegel (IL-6: <
24 Stunden bis zum 5. Tag: A -0,66 pg / ml, p=0,263; 5. bis zum 7. Tag: A +2,12 pg / ml,
p=0,600; < 24 Stunden bis zum 7. Tag: A +1,46 pg / ml, p=0,128) (IL-8: < 24 Stunden bis
zum 5. Tag: A +0,32 pg / ml, p=0,314; 5. bis zum 7. Tag: A -1,19 pg / ml, p=0,345; < 24
Stunden bis zum 7. Tag: A -0,87 pg / ml, p=0,310) (Tab. 8 und 9).

Es fanden sich mittlere positive Korrelationen zwischen der HoOhe des initialen
Serumspiegels von IL-6 und von IL-8 und der Veranderung der CD34'/CD133"
Vorlauferzellen im Untersuchungszeitraum (Messung < 24 Stunden bis zur Messung am 7.
Tag) (Korrelation IL-6: r=+0,681; Korrelation IL-8: r=+0,705) (Tab. 10).
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Tabelle 8: Ubersicht der Serumspiegel von Interleukin 6 und 8 bei Patienten mit einem zerebralen
Infarkt, einer intrazerebralen Blutung und einer Subarachnoidalblutung fiir den gesamten
Beobachtungzeitraum

in pg / ml; Median und IQR (Mittelwert + Standardabweichung); Anzahl der ausgewerteten Proben

Infarkt- ICB- SAB-
Gruppe Gruppe Gruppe
5,95 7,24 3,85
IQR 7,64 IQR 13,58 IQR 19,80
= 2 SRR (11,39 + 20,40) (30,86 + 77,85) (10,33 + 12,20)
35 Proben 11 Proben 10 Proben
4,96 9,82 3,19
IQR 5,38 IQR 64,74 IQR 15,72
= °- 720 (12,19 + 22,03) (51,86 + 93,82) (7,49 + 8,83)
28 Proben 10 Proben 9 Proben
3,83 1,01 5,31
IQR 10,90 IQR 35,44 IQR 11,01
7. Tag (13,68 + 22,81) (29,02 + 61,16) (7,33 + 8,05)
24 Proben 9 Proben 7 Proben
12,53 10,08 6,12
IQR 13,10 IQR 11,59 IQR 5,48
< 24 Stunden (15,61 + 13,18) (12,56 + 11,32) (7,69 + 4,54)
35 Proben 11 Proben 10 Proben
12,01 8,76 6,44
IQR 10,33 IQR 7,62 IQR 3,84
- Bl (15,72 + 12,29) (10,84 + 8,86) (7,49 + 3,97)
28 Proben 10 Proben 9 Proben
12,14 5,85 5,25
IQR 13,10 IQR 11,88 IQR 12,36
[ (14,90 + 12,74) (9,27 + 7,05) (8,47 + 6,99)
24 Proben 9 Proben 7 Proben
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Tabelle 9: Ubersicht der Veranderungen der Interleukine (IL-6 und IL-8) bei Patienten mit einem

zerebralen Infarkt, einer intrazerebralen Blutung und einer Subarachnoidalblutung

Angabe der p-Werte

< 24 Stunden 5 7u7 Ta < 24 Stunden
zu 5. Tag i - 'ag zu 7. Tag
IL-6 0,770 0,638 0,987
Infarkt-
Gruppe
IL-8 0,576 0,661 0,741
IL-6 0,508 0,263 0,859
ICB-
Gruppe
IL-8 0,721 0,953 0,767
IL-6 0,263 0,600 0,128
SAB-
Gruppe
IL-8 0,314 0,345 0,310

Tabelle 10: Ubersicht der Korrelation zwischen dem initialen Interleukinspiegel (IL-6 oder IL-8) und
der Veranderung der CD34"/CD133" Vorlauferzellen im Untersuchungszeitraum (Messung < 24
Stunden zu Messung 7. Tag) bei Patienten mit einem zerebralen Infarkt, einer intrazerebralen Blutung
und einer Subarachnoidalblutung

Angabe der Korrelationskoeffizienten

Veranderung der CD34'/CD133" Vorlauferzellen im
Untersuchungszeitraum
IL-6 + 0,220
Infarkt-
Gruppe
21 IL-8 - 0,060
IL-6 - 0,275
ICB-
Gruppe
2 IL-8 - 0,273
IL-6 + 0,681
SAB-
Gruppe
2 IL-8 + 0,705
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3.3.4. Vergleich der Subgruppen

Im direkten Vergleich der Subgruppen zeigte sich ein niedrigerer medianer Serumspiegel
von IL-8 in der Messung am 5. Tag in der SAB-Gruppe gegenuber der Infarkt- und ICB-
Gruppe (IL-8: 5. Tag: SAB-Gruppe 6,44 pg / ml, Infarkt-Gruppe 12,01 pg / ml, ICB-Gruppe
8,76 pg / ml, p=0,025). Weiterhin fand sich in der Messung innerhalb der ersten 24 Stunden
ein tendenziell niedrigerer medianer Serumspiegel von IL-8 in der SAB-Gruppe gegenuber
der Infarkt- und ICB-Gruppe (£ 24 Stunden: SAB-Gruppe 6,12 pg / ml, Infarkt-Gruppe 12,53
pg / ml, ICB-Gruppe 10,08 pg / ml, p=0,071). Ein relevanter Unterschied der medianen
Serumspiegel in der Messung am 7. Tag bestand fir IL-8 nicht (7. Tag: Infarkt-Gruppe 12,14
pg / ml, ICB-Gruppe 5,85 pg / ml, SAB-Gruppe 5,25 pg / ml, p=0,318).

Beim Vergleich der Serumspiegel von IL-6 fand sich kein relevanter Unterschied der
medianen Serumspiegel zwischen den einzelnen Subgruppen (IL-6: £ 24 Stunden: Infarkt-
Gruppe 5,95 pg / ml, ICB-Gruppe 7,24 pg / ml, SAB-Gruppe 3,85 pg / ml, p=0,795; 5. Tag:
Infarkt-Gruppe 4,96 pg / ml, ICB-Gruppe 9,82 pg / ml, SAB-Gruppe 3,19 pg / ml, p=0,432;
7. Tag: Infarkt-Gruppe 3,83 pg / ml, ICB-Gruppe 1,01 pg / ml, SAB-Gruppe 5,31 pg / ml,
p=0,519) (Abb. 11 und 12; Tab. 11).

Tabelle 11: Ubersicht des Subgruppenvergleichs der Interleukine (IL-6 und IL-8)
Angabe der p-Werte

< 24 Stunden 5. Tag 7. Tag
IL-6 0,795 0,432 0,519

p-Werte
IL-8 0,071 0,025 0,318
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Abbildung 11: Vergleich der Serumspiegel von Interleukin 8 bei Patienten mit einem zerebralen
Infarkt, einer intrazerebralen Blutung und einer Subarachnoidalblutung
x-Achse: Beobachtungszeitraum, fiir zerebralen Infarkt, ICB und SAB; y-Achse: Interleukin 8 in pg / ml
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Abbildung 12: Vergleich der Serumspiegel von Interleukin 6 bei Patienten mit einem zerebralen
Infarkt, einer intrazerebralen Blutung und einer Subarachnoidalblutung
x-Achse: Beobachtungszeitraum, fiir zerebralen Infarkt, ICB und SAB; y-Achse: Interleukin 6 in pg / ml
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3.4. Immunzellen

3.4.1. zerebrale Infarkte

Der mediane Anteil der CD4" T-Zellen (CD45*/CD3*/CD4") betrug in der Messung innerhalb
der ersten 24 Stunden (36 auswertbare Proben) 21,26 (IQR 14,06) %, in der Messung am 5.
Tag (29 auswertbare Proben) 20,85 (IQR 15,09) % und in der Messung am 7. Tag (26
auswertbare Proben) 23,34 (IQR 18,41) %. Im gesamten Untersuchungszeitraum fand sich
kein relevanter Unterschied der medianen Anteile (CD4" T-Zellen: < 24 Stunden bis zum 5.
Tag: A -0,41 %, p=0,854; 5. bis zum 7. Tag: A +2,49 %, p=0,328; < 24 Stunden bis zum 7.
Tag: A +2,08 %, p=0,124).

Der Anteil der CD8" T-Zellen (CD45/CD3*/CD8") betrug in der Messung innerhalb der
ersten 24 Stunden (36 auswertbare Proben) im Median 12,46 (IQR 10,45) %, in der
Messung am 5. Tag (29 auswertbare Proben) 11,15 (IQR 8,34) % und in der Messung am 7.
Tag (26 auswertbare Proben) 12,28 (IQR 7,69) %. Auch hier zeigte sich im gesamten
Untersuchungszeitraum kein relevanter Unterschied der medianen Anteile (CD8" T-Zellen:
24 Stunden bis zum 5. Tag: A -1,31 %, p=0,469; 5. bis zum 7. Tag: A +1,13 %, p=0,517; £
24 Stunden bis zum 7. Tag: A -0,18 %, p=0,675).

Der mediane Anteil der B-Zellen (CD45"/CD19*/CD138") betrug in der Messung innerhalb
der ersten 24 Stunden (36 auswertbare Proben) 7,06 (IQR 8,76) %, in der Messung am 5.
Tag (29 auswertbare Proben) 9,18 (IQR 7,55) % und in der Messung am 7. Tag (26
auswertbare Proben) 8,50 (IQR 6,38) %. Tendenziell fand sich in der Messung innerhalb der
ersten 24 Stunden ein geringerer medianer Anteil von B-Zellen als in der Messung am 5. und
am 7. Tag (B-Zellen: £ 24 Stunden bis zum 5. Tag: A +2,12 %, p=0,094; < 24 Stunden bis
zum 7. Tag: A +1,44 %, p=0,096). Zwischen den medianen Anteilen von B-Zellen vom 5. bis
zum 7. Tag bestand kein relevanter Unterschied (5. bis zum 7. Tag: A +0,68 %, p=0,469)
(Tab. 12.1, 12.2 und 13).

Es fand sich eine schwache negative Korrelation zwischen dem medianen Anteil der CD8" T-
Zellen und eine schwache positive Korrelation zwischen dem medianen Anteil der B-Zellen in
der Messung innerhalb der ersten 24 Stunden nach dem zerebralen Infarkt und der
Veranderung der CD34°/CD133" Vorlauferzellen im Untersuchungszeitraum (< 24 Stunden
bis zur Messung am 7. Tag) (Korrelation CD8" T-Zellen: r=-0,295; Korrelation B-Zellen:
r=+0,355). Fur die CD4" T-Zellen bestand keine Korrelation (Korrelation CD4" T-Zellen:
r=+0,001) (Tab. 14).

Seite | 53



Ergebnisse

3.4.2. intrazerebrale Blutungen

Der mediane Anteil der CD4" T-Zellen (CD45*/CD3*/CD4") betrug in der Messung innerhalb
der ersten 24 Stunden (10 auswertbare Proben) im 23,23 (IQR 14,13) %, in der Messung am
5. Tag (10 auswertbare Proben) 15,85 (IQR 9,24) % und in der Messung am 7. Tag (8
auswertbare Proben) 20,83 (IQR 8,14) %. Im Vergleich fanden sich tendenziell weniger CD4"
T-Zellen in der Messung am 5. Tag als am 7. Tag (CD4" T-Zellen: 5. bis zum 7. Tag: A
+4,98 %, p=0,093). Hinsichtlich der medianen Anteile der CD4" T-Zellen zeigte sich keine
weitere relevante Anderung im Untersuchungszeitraum (£ 24 Stunden bis zum 5. Tag: A -
7,38 %, p=0,173; < 24 Stunden bis zum 7. Tag: A -2,40 %, p=0,889).

Der Anteil der CD8" T-Zellen (CD45/CD3*/CD8") betrug in der Messung innerhalb der
ersten 24 Stunden (10 auswertbare Proben) im Median 12,92 (IQR 5,43) %, in der Messung
am 5. Tag (10 auswertbare Proben) 12,11 (IQR 8,14) % und in der Messung am 7. Tag (8
auswertbare Proben) 15,11 (IQR 9,61) %. Hier zeigte sich im gesamten
Untersuchungszeitraum kein relevanter Unterschied der medianen Anteile (CD8" T-Zellen:
24 Stunden bis zum 5. Tag: A -0,81 %, p=0,953; 5. bis zum 7. Tag: A 3,00 %, p=0,263;
< 24 Stunden bis zum 7. Tag: A +2,19 %, p=0,575).

Der mediane Anteil der B-Zellen (CD45'/CD19%/CD138") betrug in der Messung innerhalb
der ersten 24 Stunden (10 auswertbare Proben) 7,91 (IQR 5,68) %, in der Messung am 5.
Tag (10 auswertbare Proben) 5,68 (IQR 5,40) % und in der Messung am 7. Tag (8
auswertbare Proben) 5,75 (IQR 6,23) %. Insgesamt fand sich keine relevante Anderung der
medianen Anteile im Untersuchungszeitraum (B-Zellen: £ 24 Stunden bis zum 5. Tag:
A -2,23 %, p=0,594; 5. bis zum 7. Tag: A +0,07 %, p=0,779; £ 24 Stunden bis zum 7. Tag:
A -2,16 %, p=0,401) (Tab. 12.1, 12.2 und 13).

Es zeigte sich keine Korrelation zwischen dem medianen Anteil der CD4" T-Zellen und der
CD8" T-Zellen in der Messung innerhalb der ersten 24 Stunden nach der intrazerebralen
Blutung und der Veranderung der CD34°/CD133" Vorlauferzellen im Untersuchungszeitraum
(Messung < 24 Stunden zu Messung 7. Tag) (Korrelation CD4" T-Zellen: r=+0,067;
Korrelation CD8" T-Zellen: r=-0,096). Fir die B-Zellen fand sich eine schwache negative
Korrelation (Korrelation B-Zellen: r=-0,330) (Tab. 14).
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3.4.3. Subarachnoidalblutungen

Der mediane Anteil der CD4" T-Zellen (CD45°/CD3*/CD4") betrug in der Messung innerhalb
der ersten 24 Stunden (10 auswertbare Proben) 21,26 (IQR 21,69) %, in der Messung am 5.
Tag (9 auswertbare Proben) 21,69 (IQR 16,97) % und in der Messung am 7. Tag (6
auswertbare Proben) 27,35 (IQR 12,90) %. Insgesamt zeigte sich keine relevante Anderung
der medianen Anteile im Untersuchungszeitraum (CD4" T-Zellen: € 24 Stunden bis zum 5.
Tag: A +0,43 %, p=0,110; 5. bis zum 7. Tag: A +5,66 %, p=0,249; < 24 Stunden bis zum 7.
Tag: A +6,09 %, p=0,116).

Der Anteil der CD8" T-Zellen (CD45'/CD3*/CD8") betrug in der Messung innerhalb der
ersten 24 Stunden (10 auswertbare Proben) im Median 10,64 (IQR 9,97) %, in der Messung
am 5. Tag (9 auswertbare Proben) 11,45 (IQR 9,01) % und in der Messung am 7. Tag (6
auswertbare Proben) 8,58 (IQR 13,26) %. Hinsichtlich der medianen Anteile zeigte sich
keine relevante Anderung im Untersuchungszeitraum (CD8" T-Zellen: £ 24 Stunden bis
zum 5. Tag: A +0,81 %, p=0,594; 5. bis zum 7. Tag: A -2,87 %, p=0,753; £ 24 Stunden bis
zum 7. Tag: A -2,06 %, p=0,345).

Der mediane Anteil der B-Zellen (CD45"/CD19*/CD138") betrug in der Messung innerhalb
der ersten 24 Stunden (10 auswertbare Proben) 15,71 (IQR 11,32) %, in der Messung am 5.
Tag (9 auswertbare Proben) 16,78 (IQR 7,71) % und in der Messung am 7. Tag (6
auswertbare Proben) 15,02 (IQR 7,08) %. Insgesamt zeigte sich keine relevante Anderung
der medianen Anteile im Untersuchungszeitraum (B-Zellen: < 24 Stunden bis zum 5. Tag:
A +1,07 %, p=0,594; 5. bis zum 7. Tag: A -1,76 %, p=0,345; < 24 Stunden bis zum 7. Tag:
A -0,69 %, p=0,116) (Tab. 12.1, 12.2 und 13).

Es bestand zwischen dem Anteil der CD8" T-Zellen in der Messung innerhalb der ersten 24
Stunden nach der Subarachnoidalblutung und der Veranderung der CD34'/CD133"
Vorlauferzellen im Untersuchungszeitraum (Messung < 24 Stunden zu Messung 7. Tag) eine
mittlere negative Korrelation (Korrelation CD8" T-Zellen: r=-0,561). Fir die B-Zellen zeigte
sich eine mittlere positive Korrelation (Korrelation B-Zellen: r=+0,718) und fur die CD4" T-
Zellen keine Korrelation (Korrelation CD4" T-Zellen: r=-0,075) (Tab. 14).
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Tabelle 12.1: Ubersicht der CD4" T-Zellen (CD45"/CD3°/CD4"), CD8" T-Zellen (CD45'/CD3"/CD8")
und B-Zellen (CD45'/CD19"/CD138") bei Patienten mit einem zerebralen Infarkt, einer intrazerebralen

Blutung und einer Subarachnoidalblutung fiir den gesamten Beobachtungzeitraum

in %; Median und IQR (Mittelwert + Standardabweichung); Anzahl der ausgewerteten Proben

Infarkt- ICB- SAB-
Gruppe Gruppe Gruppe
21,26 23,23 21,26
<24 IQR 14,06 IQR 14,13 IQR 12,84
Stunden (21,54 + 10,10) (20,88 + 8,19) (20,14 + 8,40)
36 Proben 10 Proben 10 Proben
20,84 15,85 21,69
cD4" T-Zellen e IQR 15,09 IQR 9,24 IQR 16,97
(CD45'/CD3*/CD4") - 1ag (22,38 + 10,80) (18,05 + 6,05) (21,86 + 9,95)
29 Proben 10 Proben 9 Proben
23,34 20,83 27,35
IQOR 18,41 IQOR 8,14 IQR 12,90
[ (23,69+10,23) | (20,58 + 5,27) (29,51 + 10,60)
26 Proben 8 Proben 6 Proben
12,46 12,92 10,64
<24 IQR 10,45 IQR 5,43 IQR 9,97
Stunden (13,40 £ 7,16) (12,75 + 3,37) (11,63 £ 4,90)
36 Proben 10 Proben 10 Proben
11,15 12,11 11,45
cD8* T-Zellen 1 IQR 8,34 IQR 8,14 IQR 9,01
(CD45%/CD3*/CD8") -1ag (12,43 + 6,90) (14,35 + 7,09) (12,24 + 4,89)
29 Proben 10 Proben 9 Proben
12,28 15,11 8,58
IQR 7,69 IQR 9,61 IQOR 13,26
[ (12,80 +547) | (14,25 +588) (12,03 + 8,90)
26 Proben 8 Proben 6 Proben
7,06 7,91 15,71
<24 IQR 8,76 IQR 8,98 IQR 11,32
Stunden (8,42 + 5,56) (9,16 +5,72) (15,49 + 5,85)
36 Proben 10 Proben 10 Proben
9,18 5,68 16,78
IQOR 7,55 IOR 5,40 IQR 7,71
B-Zellen 5. Tag Q Q Q
(CD45%/CD19"/CD138) : (9,10 + 4,75) (6,24 + 3,50) (17,03 £ 6,71)
29 Proben 10 Proben 9 Proben
8,50 5,75 15,02
IQOR 6,38 IQOR 6,23 IQR 7,08
7. Tag (9,11 + 5,12) (6,98 + 3,63) (14,03 + 3,50)
26 Proben 8 Proben 6 Proben
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Tabelle 12.2: Ubersicht der Monozyten (CD45°/CD14"), NK-Zellen (CD45'/CD56") und Plasmazell-
Blasten (CD45"/CD19%/CD138") bei Patienten mit einem zerebralen Infarkt, einer intrazerebralen

Blutung und einer Subarachnoidalblutung fiir den gesamten Beobachtungzeitraum

in %; Median und IQR (Mittelwert + Standardabweichung); Anzahl der ausgewerteten Proben

Infarkt- ICB- SAB-
Gruppe Gruppe Gruppe
23,79 31,56 32,36
<24 IQR 21,60 IQR 14,08 IQR 12,74
Stunden (27,97 £ 14,85) | (34,47 +12,03) (32,32 + 7,59)
36 Proben 10 Proben 10 Proben
26,98 42,37 34,48
Monozyten - IQR 28,34 IQR 11,25 IQR 18,29
(CD45'/CD14") - 1ag (29,77 + 16,54) (39,24 + 9,00) (31,19 + 9,55)
29 Proben 10 Proben 9 Proben
23,63 33,54 28,77
IQR 22,67 IOR 18,14 IQR 27,58
[ (27,49 + 15,60) | (34,70 + 10,70) (29,33 + 15,96)
26 Proben 8 Proben 6 Proben
11,08 14,78 9,80
<24 IQR 11,98 IOR 11,51 IQOR 8,97
Stunden (13,94 + 8,19) (14,07 + 6,59) (10,81 + 7,12)
36 Proben 10 Proben 10 Proben
10,37 13,75 17,77
NK-Zellen IQR 10,70 IQR 14,56 IQR 8,74
(CD45"/CD56") oL e (13,28 + 7,27) (13,88 + 6,81) (8,56 + 5,63)
29 Proben 10 Proben 9 Proben
11,96 14,93 5,43
IQR 9,71 IQR 13,32 IQR 12,53
7. Tag (13,15+7,25) | (13,45+ 6,42) (8,18 + 6,74)
26 Proben 8 Proben 6 Proben
0,18 0,11 0,19
<24 IQR 0,18 IQR 0,18 IQR 0,33
Stunden (0,24 + 0,29) (0,33+0,61) (0,24 +0,17)
36 Proben 10 Proben 10 Proben
0,22 0,08 0,22
Plasmazell-Blasten IQRO,17 IQR 0,06 IQR 0,22
(CD45'/CcD19"/cD138") | > 129 (0,22 +0,12) (0,10 + 0,03) (0,22 +0,13)
29 Proben 10 Proben 9 Proben
0,22 0,12 0,14
IQR 0,18 IQR 0,10 IQR 0,21
7 Teg (0,38 + 0,92) (0,26 + 0,43) (0,16 + 0,12)
26 Proben 8 Proben 6 Proben
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Tabelle 13: Ubersicht der Veranderungen der CD4" T-Zellen (CD45'/CD3"/CD4"), CD8" T-Zellen
(CD45%/CD3*/CD8") und B-Zellen (CD45'/CD19°/CD138") bei Patienten mit einem zerebralen Infarkt,
einer intrazerebralen Blutung und einer Subarachnoidalblutung

Angabe der p-Werte

< 24 Stunden 5 7u7 Ta < 24 Stunden
zu 5. Tag i - 1ad zu 7. Tag
CD4" T-Zellen 0,854 0,328 0,124
Infarkt- .
Gruppe CD8" T-Zellen 0,469 0,517 0,675
B-Zellen 0,094 0,469 0,096
CD4" T-Zellen 0,173 0,093 0,889
e CD8" T-Zellen 0,953 0,263 0,575
Gruppe ' ' '
B-Zellen 0,594 0,779 0,401
CD4" T-Zellen 0,110 0,249 0,116
SAB- .
Gruppe CD8" T-Zellen 0,594 0,753 0,345
B-Zellen 0,594 0,345 0,116
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Tabelle 14: Ubersicht der Korrelation zwischen dem initialen Spiegel der CD4" T-Zellen

(CD45%/CD3*/CD4"), CD8" T-Zellen (CD45"/CD3*/CD8") oder B-Zellen (CD45'/CD19°/CD138") und
der Veranderung der CD34/CD133" Vorlauferzellen im Untersuchungszeitraum (Messung < 24

Stunden zu Messung 7. Tag)
Angabe des Korrelationskoeffizienten

Veranderung der CD34°/CD133" Vorlauferzellen im
Untersuchungszeitraum

CD4" T-Zellen + 0,001

Infarkt- | ~par 1 70len - 0,295
Gruppe

B-Zellen + 0,355

CD4" T-Zellen + 0,067

[elEF CD8* T-Zellen - 0,096
Gruppe

B-Zellen - 0,330

CD4" T-Zellen - 0,075

SAB- | cpg* T-zellen - 0,561
Gruppe

B-Zellen + 0,718
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3.4.4. Vergleich der Subgruppen
3.4.4.1. CD4+ T-Zellen, CD8+ T-Zellen und B-Zellen

Im direkten Vergleich fanden sich in allen drei Messungen héhere mediane Anteile der B-
Zellen (CD45/CD19*/CD138") in der SAB-Gruppe gegeniber der Infarkt- und ICB-Gruppe
(B-Zellen: = 24 Stunden: SAB-Gruppe 15,71 %, Infarkt-Gruppe 7,06 %, ICB-Gruppe 7,91
%, p=0,009; 5. Tag: SAB-Gruppe 16,78 %, Infarkt-Gruppe 9,18 %, ICB-Gruppe 5,68 %,
p=0,001; 7. Tag: SAB-Gruppe 15,02 %, Infarkt-Gruppe 8,50 %, ICB-Gruppe 5,75 %,
p=0,026) (Abb. 13; Tab. 12.1 und 15).

[ < 24 Stunden
40+ [ 5. Tag
M 7. Tag
O
30
o]
c
-
@ o ]_
N
0 20
+
a
D oy
O
10 '[
0-
T T T
Infarkt-Gruppe ICB-Gruppe SAB-Gruppe

Abbildung 13: Vergleich der Freisetzung der B-Zellen (CD45'/CD19°/CD138") bei Patienten mit
einem zerebralen Infarkt, einer intrazerebralen Blutung und einer Subarachnoidalblutung

x-Achse: Beobachtungszeitraum, fur zerebralen Infarkt, ICB und SAB; y-Achse: B-Zellen in %
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Im direkten Vergleich der Subgruppen fand sich bei den medianen Anteilen der CD4" T-
Zellen (CD45*/CD3*/CD4") in allen Untersuchungen kein relevanter Unterschied (CD4" T-
Zellen: £ 24 Stunden: Infarkt-Gruppe 21,26 %, ICB-Gruppe 23,23 %, SAB-Gruppe 21,26 %,
p=0,992; 5. Tag: Infarkt-Gruppe 20,84 %, ICB-Gruppe 15,85 %, SAB-Gruppe 21,69 %,
p=0,445; 7.Tag: Infarkt-Gruppe 23,34 %, ICB-Gruppe 20,83 %, SAB-Gruppe 27,35 %,
p=0,239) (Tab. 12.1 und 15).

Bei den medianen Anteilen der CD8" T-Zellen (CD45'/CD3*/CD8") bestand im direkten
Vergleich der Subgruppen in allen Untersuchungen kein relevanter Unterschied (CD8" T-
Zellen: £ 24 Stunden: Infarkt-Gruppe 12,46 %, ICB-Gruppe 12,92 %, SAB-Gruppe 10,64 %,
p=0,799; 5. Tag: Infarkt-Gruppe 11,15 %, ICB-Gruppe 12,11 %, SAB-Gruppe 11,45 %,
p=0,687; 7.Tag: Infarkt-Gruppe 12,28 %, ICB-Gruppe 15,11 %, SAB-Gruppe 8,58 %,
p=0,587) (Tab. 12.1 und 15).

3.4.4.2. weitere Immunzellen

Es fand sich in der Messung am 5. Tag ein niedrigerer medianer Anteil von Plasmazell-
Blasten (CD45'/CD19°/CD138") in der ICB-Gruppe gegeniiber der Infarkt- und SAB-Gruppe
(Plasmazell-Blasten: 5. Tag: ICB-Gruppe 0,08 %, Infarkt-Gruppe 0,22 %, SAB-Gruppe
0,22%, p=0,003). In der Messung innerhalb der ersten 24 Stunden und am 7. Tag fand sich
kein relevanter Unterschied des medianen Anteils der Plasmazell-Blasten
(CD45'/CD19*/CD138") zwischen den einzelnen Gruppen (£ 24 Stunden: Infarkt-Gruppe
0,18 %, ICB-Gruppe 0,11 %, SAB-Gruppe 0,19 %, p=0,538; 7. Tag: Infarkt-Gruppe 0,22 %,
ICB-Gruppe 0,12 %, SAB-Gruppe 0,14 %, p=0,326) (Abb. 14; Tab. 12.2 und 15).

Im direkten Vergleich der Subgruppen fand sich bei den medianen Anteilen der Monozyten
(CD45'/CD14") in allen Untersuchungen kein relevanter Unterschied (Monozyten: < 24
Stunden: Infarkt-Gruppe 23,79 %, ICB-Gruppe 31,56 %, SAB-Gruppe 32,36 %, p=0,105;
5. Tag: Infarkt-Gruppe 26,98 %, ICB-Gruppe 42,37 %, SAB-Gruppe 34,48 %, p=0,118;
7. Tag: Infarkt-Gruppe 23,63 %, ICB-Gruppe 33,54 %, SAB-Gruppe 28,77 %, p=0,335) (Tab.
12.2 und 15).

Bei den medianen Anteilen der NK-Zellen (CD45/CD56") bestand im direkten Vergleich der
Subgruppen in allen Untersuchungen kein relevanter Unterschied (NK-Zellen: s 24
Stunden: Infarkt-Gruppe 11,08 %, ICB-Gruppe 14,78 %, SAB-Gruppe 9,80 %, p=0,405;
5. Tag: Infarkt-Gruppe 10,37 %, ICB-Gruppe 13,75 %, SAB-Gruppe 7,77 %, p=0,183; 7.Tag:
Infarkt-Gruppe 11,96 %, ICB-Gruppe 14,93 %, SAB-Gruppe 5,43 %, p=0,203) (Tab. 12.2 und
15).
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Abbildung 14: Vergleich der Freisetzung der Plasmazell-Blasten (CD45'/CD19'/CD138") bei
Patienten mit einem zerebralen Infarkt, einer intrazerebralen Blutung und einer Subarachnoidalblutung

x-Achse: Beobachtungszeitraum fiir zerebralen Infarkt, ICB und SAB; y-Achse: Plasmazell-Blasten in

%

Tabelle 15: Ubersicht des Subgruppenvergleichs der CD4" T-Zellen (CD45'/CD3"/CD4"), CD8" T-
Zellen (CD45'/CD3"/CD8"), B-Zellen (CD45'/CD19"/CD138), der Monozyten (CD45'/CD14"), NK-
Zellen (CD45'/CD56") und Plasmazell-Blasten (CD45'/CD19/CD138")

Angabe des p-Wertes

< 24 Stunden 5. Tag 7. Tag
CD4" T-Zellen 0,992 0,445 0,239
CD8' T-Zellen 0,799 0,697 0,587
B-Zellen 0,009 0,001 0,026

p-Werte

Monozyten 0,105 0,118 0,335
NK-Zellen 0,405 0,183 0,203
Plasmazell-Blasten 0,538 0,003 0,326

Seite | 62



Diskussion

4. Diskussion

4.1. CD34"/CD133" Vorlauferzellen

In der vorliegenden Arbeit sollte als primares Ziel nachgewiesen werden, dass es bei
Patienten mit einem zerebralen Infarkt zu einem Anstieg der CD34"/CD133" Vorlauferzellen
nach dem akuten Ereignis kommt. Bei Patienten mit einer intrazerebralen Blutung oder einer
Subarachnoidalblutung sollte gezeigt werden, dass es ebenfalls zu einem Anstieg der
CD34'/CD133" Vorlauferzellen nach dem akuten Ereignis kommt. Diese Hypothesen
konnten nur teilweise bestatigt werden.

In der Infarkt-Gruppe zeigte sich ein relevanter Anstieg der CD34"/CD133" Vorlauferzellen
zwischen dem Messpunkt innerhalb von 24 Stunden nach dem Ereignis bis zum 5. Tag
(p=0,013) und zwischen dem 5. und 7. Tag (p=0,042). Insgesamt kam es bezogen auf den
gesamten Untersuchungszeitraum zu einem Anstieg der CD34/CD133" Vorlauferzellen um
220 %, wobei dieser Gesamtanstieg das vorgegebene Signifikanzniveau knapp nicht
erreichte (p=0,079).

In der SAB-Gruppe fand sich ebenfalls ein tendenzieller Anstieg der CD34'/CD133"
Vorlauferzellen bezogen auf den gesamten Untersuchungszeitraum, jedoch wurde das
vorgegebene Signifikanzniveau knapp nicht erreicht (p=0,075). In der ICB-Gruppe ergab sich
kein relevanter Anstieg der CD34"/CD133" Vorlauferzellen im Gesamtzeitraum von sieben
Tagen.

Im direkten Vergleich zeigte sich in der Infarkt- und der SAB-Gruppe ein hoherer Anteil an
CD34'/CD133" Vorlauferzellen gegeniber der ICB-Gruppe in der Messung innerhalb der
ersten 24 Stunden (p=0,017) und tendenziell auch in der Messung am 5. Tag nach dem
Ereignis, wobei das vorgegebene Signifikanzniveau knapp nicht erreicht wurde (p=0,068).

Insgesamt sprechen diese Ergebnisse dafir, dass die bei einem zerebralen Infarkt akut
vorliegende Hypoxie des Gewebes einen Einfluss auf die Freisetzung von CD34'/CD133"
Vorlauferzellen hat.

So konnte bereits friiher nachgewiesen werden, dass ein zuvor erlittenes ischamisches
Ereignis, wie z.B. ein Myokardinfarkt oder eine Extremitatenischdmie, die Freisetzungsrate
von Vorlauferzellen erhdht (Schomig et al., 2006; Shintani et al., 2001; Takahashi et al.,
1999).

Zusatzlich konnte in der Grundlagenforschung ein Zusammenhang zwischen einer Hypoxie
des Gewebes und dem Homing von Vorlauferzellen nachgewiesen werden. So bewirkt eine
Hypoxie im Gewebe Uber das Chemokin HIF-1 eine vermehrte Freisetzung von VEGF und
insbesondere SDF-1 in das Blut (Ceradini et al., 2004; Kelly et al., 2003). SDF-1 wiederum
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wird an den Oberflachenmarker CXCR, der endothelialen Vorlauferzellen gebunden, was das

Homing ermd@glicht (Yamaguchi, 2003).

Wahrend der Einfluss endothelialer Vorlauferzellen fir andere Krankheitsbilder bereits
untersucht wurde, ist die klinische Datenlage und Wertigkeit endothelialer Vorlauferzellen bei

akuten zerebralen Ereignissen insgesamt uneinheitlich.

In einer Studie wurde bei 138 Patienten mit einem zerebralen Infarkt die Anzahl
CD34'/VEGFR," Vorlauferzellen mittels Durchflusszytometrie gemessen (Yip et al., 2008).
Hier zeigte sich in der Messung 48 Stunden nach dem Ereignis eine héhere Anzahl
endothelialer Vorlauferzellen bei Patienten mit einem leichten bis mittelschweren zerebralen
Infarkt als bei Patienten der nach Alter und Grunderkrankungen vergleichbaren Risiko-
Gruppe. Dagegen fand sich eine verminderte Anzahl von endothelialen Vorlauferzellen bei
Patienten mit einem schweren zerebralen Infarkt, definiert als ein Wert auf der National
Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS) von = 12 Punkten.

Eine andere Studie zeigte eine Assoziation von niedrigeren Serumspiegeln endothelialer
Vorlauferzellen (CD34%/CD133%, CD133"/VEGFR," und CD34'/CD133'/VEGFR,"; mittels
Durchflusszytometrie gemessen) und einem grof3em zerebralen Infarkt in der Bildgebung
(Bogoslovsky et al., 2010).

In einer weiteren Studie konnte nachgewiesen werden, dass ein Anstieg der endothelialen
Vorlauferzellen innerhalb von sieben Tagen nach einem zerebralen Infarkt mit einem
besseren klinischen Outcome nach drei Monaten assoziiert ist (Sobrino et al., 2007). Jedoch
verwendete diese spanische Arbeitsgruppe die Nachweismethode mittels Zellkultur.

Im Gegensatz dazu konnte in einer neueren Arbeit kein Zusammenhang zwischen einem
guten klinischen Outcome bzw. der Schwere eines zerebralen Infarktes und einem erhdhten
Spiegel an endothelialen Vorlauferzellen gezeigt werden (Marti-Fabregas et al., 2013). Hier
wurden endotheliale Vorlauferzellen als CD34"/CD133/VEGFR," Zellen definiert und mittels
Durchflusszytometrie gemessen.

Diese Ergebnisse wurden in einer Studie aus dem Jahr 2015 bestatigt. In dieser wurden
ebenfalls CD34'/CD133"/VEGFR," Zellen mittels Durchflusszytometrie gemessen. Es
bestand keine Korrelation zwischen der GroRe bzw. der Schwere eines Schlaganfalls und
der Menge an endothelialen Vorlauferzellen (Regueiro et al., 2015). Jedoch fanden sich bei
Patienten mit zerebralem Infarkt oder TIA innerhalb der ersten 24 Stunden mehr endotheliale
Vorlauferzellen als bei einer nicht gematchten Kontrollgruppe.

Insgesamt zeigen die meisten Studien, dass es nach einem zerebralen Infarkt zu einem
Anstieg der endothelialen Vorlauferzellen kommt. Dies zeigte sich auch in der vorliegenden

Arbeit in der Subgruppe der zerebralen Infarkte.
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Uber die Freisetzung von endothelialen Vorlauferzellen bei Patienten mit einer
intrazerebralen Blutung existieren aktuell nur wenige Daten.

Eine Studie mit 32 Patienten mit einer intrazerebralen Blutung zeigte einen signifikanten
Anstieg von CD34" Zellen in der Durchflusszytometrie innerhalb von sechs bis acht Tagen
nach dem Ereignis bei Patienten mit gutem klinischem Outcome definiert als ein Wert der
,modified Rankin Scale“ von < 2 Punkten nach drei Monaten. Bei Patienten mit einem
schlechten Outcome kam es zu keinem Anstieg (Sobrino et al., 2011).

In der vorliegenden Arbeit konnte kein relevanter Anstieg der CD34"/CD133" Vorlauferzellen
innerhalb des Beobachtungszeitraumes von sieben Tagen nach dem Ereignis nachgewiesen
werden. Da das klinische Outcome nach drei Monaten nicht erfasst wurde, kann leider nicht
beurteilt werden, in wie weit die vorliegenden Ergebnisse auf eine Patientengruppe mit

ungunstigem Risikoprofil zurtickzufiihren sind.

Auch (ber die Freisetzung von endothelialen Vorlauferzellen bei Patienten mit einer
Subarachnoidalblutung existieren nur wenige Daten.

Eine Studie, die die Veranderungen bei der Freisetzung von endothelialen Vorlauferzellen
nach einer akuten Hirnschadigung, definiert als Subarachnoidalblutung oder
Schadelhirntrauma, untersuchte, zeigte, dass flr insgesamt 12 Tage nach einer akuten
Hirnschadigung im Vergleich zu einer Kontrollgruppe signifikant weniger endotheliale
Vorlauferzellen nachweisbar waren (van lerssel et al., 2015). Im direkten Vergleich wurden
bei Patienten mit einer Subarachnoidalblutung signifikant weniger endotheliale Vorlaufer-
zellen als bei Patienten mit einem Schadelhirntrauma gemessen. Hier wurden mittels
Durchflusszytometrie gemessene CD34°/VEGFR," Zellen als endotheliale Vorlauferzellen
gewertet.

Weiterhin wurden von einer anderen Arbeitsgruppe die Verdnderungen bei der Freisetzung
von endothelialen Vorlauferzellen bei Patienten mit zerebralen Aneurysmen untersucht.
Dabei wurden zwei Gruppen unterschieden: Patienten mit einem rupturierten Aneurysma, die
folglich eine Subarachnoidalblutung erlitten hatten, und Patienten mit einem intakten
Aneurysma. Es fanden sich signifikant weniger mittels Durchflusszytometrie gemessene
endotheliale Vorlauferzellen (CD34*/CD133" und CD34"/VEGFR,") bei Patienten mit einem
zerebralen Aneurysma im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe (Wei et al., 2011). Ein
Unterschied zwischen Patienten mit einer Subarachnoidalblutung und Patienten mit einem
intakten Aneurysma fand sich nicht.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein tendenzieller Anstieg der CD34'/CD133"
Vorlauferzellen bei Patienten mit einer Subarachnoidalblutung innerhalb des
Beobachtungszeitraumes von sieben Tagen nach dem Ereignis beobachtet.

Auch hier gibt es mehrere Erklarungen fir die Diskrepanz der Ergebnisse. So ist die Fallzahl

in der vorliegenden Studie fur die SAB-Gruppe sehr gering. Weiterhin wurden in den anderen
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Studien auch Patienten mit Schadelhirntrauma oder &hnlichen Krankheitsbildern

eingeschlossen, was die Vergleichbarkeit deutlich einschrankt.

Von einer anderen Arbeitsgruppe wurde die Freisetzung von endothelialen Vorlauferzellen
bei Patienten mit einem zerebralen Infarkt (18 Patienten) bzw. einer intrazerebralen Blutung
(16 Patienten) im Vergleich zu einer Kontrollgruppe untersucht (Paczkowska et al., 2013).
Dabei wurden sowohl CD347/CD133*/VEGFR," Zellen als auch CD34'/VEGFR," Zellen
mittels Durchflusszytometrie innerhalb von 24 Stunden, an Tag 3 und an Tag 7 nach dem
Ereignis gemessen. Bei der Bestimmung der CD34°/VEGFR," Zellen zeigte sich eine
signifikante Erhdhung der Zellzahl bei Patienten mit einem zerebralen Infarkt bzw. einer
intrazerebralen Blutung. Bei der Bestimmung der CD34"/CD133*/VEGFR," Zellen fand sich
nur bei Patienten mit einer intrazerebralen Blutung eine signifikante Erhéhung.

Die vorliegende Arbeit zeigte dagegen in der Infarkt-Gruppe einen hoheren Anteil an
CD34%/CD133" Vorlauferzellen in der Messung < 24 Stunden und tendenziell auch in der
Messung am 5. Tag als in der ICB-Gruppe. Die Diskrepanz zu den Ergebnissen der oben
genannten Studie ist in diesem Fall teilweise auch mit der schlechten Vergleichbarkeit bei
Verwendung unterschiedlicher Oberflachenmarker in der Durchflusszytometrie zu erklaren.

In aktuellen Studien (Marti-Fabregas et al., 2013; Paczkowska et al., 2013; Regueiro et al.,
2015; Sobrino et al., 2011; van lerssel et al., 2015; Wei et al., 2011; Yip et al., 2008) wird
meist die Durchflusszytometrie verwendet, da es mit Hilfe dieser Methode mdglich ist die
Expression von bestimmten Oberflichenmarkern durch Bindung entsprechender Antikorper
genau zu messen und so unterschiedliche Zellpopulationen sicherer zu identifizieren, wie
beispielsweise CD34°/CD133" Zellen. Weiterhin ist die Methode schnell und mit relativ wenig
personellem bzw. technischem Aufwand durchzuflihren. Aus diesen Grinden wurde die
Durchflusszytometrie auch in der vorliegenden Arbeit verwendet.

Die Auswahl der verwendeten Oberflachenmarker ist jedoch entscheidend fur die Ergebnisse
der Durchflusszytometrie. So wird beispielsweise CD34 nicht nur von endothelialen
Vorlauferzellen und reifen Endothelzellen sondern auch von hdmatopoetischen Stammzellen
exprimiert (Asahara, 1997; Brown et al., 1991; Fina et al., 1990). CD133 kommt bei Stamm-
und Vorlauferzellen, nicht jedoch auf reifen Endothelzellen vor. Nach Verlust von CD133
kénnen sich Vorlauferzellen in reife Endothelzellen differenzieren (Gehling et al., 2000).
VEGFR, kommt dagegen sowohl auf reifen Endothelzellen als auch auf endothelialen
Vorlauferzellen vor (Karkkainen and Petrova, 2000; Urbich and Dimmeler, 2004).
Grundsatzlich kann man daher zwei Untergruppen endothelialer Vorlduferzellen
unterscheiden: CD34/CD133" Zellen, welche man als frilhe endotheliale Vorlauferzellen,
und die dreifachpositiven CD34*/CD133"/VEGFR;" Zellen, welche man als spate endotheliale

Vorlauferzellen bezeichnen kann.
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Das Problem der dreifachpositiven Zellen ist ihr sehr geringer Anteil (ca. 0,002% bzw. 0,01 —
0,0001%) an den zirkulierenden mononukledren Zellen und die daraus resultierende
Messungenauigkeit (Khan et al., 2005; Peichev et al., 2000). Daher wurde in der
vorliegenden Arbeit nur CD34%/CD133" Vorlauferzellen mittels Durchflusszytometrie

gemessen.

Zusammenfassend erganzen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die bereits publizierten
Daten, die einen Anstieg der endothelialen Vorlauferzellen bei Patienten mit einem
zerebralen Infarkt nachgewiesen haben (Paczkowska et al., 2013; Regueiro et al., 2015; Yip
et al., 2008). Die wahrscheinlichste Erklarung fir den beobachteten Anstieg der
CD34%/CD133" Vorlauferzellen ist, wie oben erwahnt, die bei einem zerebralen Infarkt
vorliegende Hypoxie des Gewebes.

So zeigte sich in der SAB-Gruppe tendenziell ein geringerer Anstieg der Vorlauferzellen und
in der ICB-Gruppe kein wertbarer Anstieg der CD34°/CD133" Vorlauferzellen. Prinzipiell fehlt
bei diesen Krankheitsbildern eine ausgepragte Gewebeischamie. Der Reiz fur die
Freisetzung von CD34'/CD133" Vorlauferzellen ist daher mdglicherweise abgeschwacht.
Zwar kommt es bei diesen Krankheitsbildern auch zu einer Schadigung von BlutgefalRen,
jedoch bleibt die Blutversorgung in den betroffenen Arealen meist erhalten. Folglich ware es
interessant, zum Beispiel die Freisetzung von endothelialen Vorlauferzellen bei Patienten mit
zerebralen Infarkten als Komplikation eines Vasokonstriktionssyndroms bei einer
Subarachnoidalblutung zu untersuchen. Gerade die Untersuchung von Mischformen der hier
untersuchten Krankheitsbilder koénnte weitere Erkenntnisse uber den Einfluss der
Gewebehypoxie als Ursache fir den Anstieg von endothelialen Vorlauferzellen bringen.

Eine andere Erklarung fir die Beobachtungen kdénnte an den gewéhlten Messzeitpunkten (<
24 Stunden, 5. Tag und 7. Tag) liegen. So ist es durchaus moglich, dass es auch bei
Patienten mit einer intrazerebralen Blutung zu einem vergleichbaren Anstieg der
CD34%/CD133" Vorlauferzellen wie bei Patienten mit einem zerebralen Infarkt kommt, dieser
jedoch aufgrund der gewahlten Zeitpunkte der Messungen nicht erfasst werden konnte.
Gerade wenn die Mobilisierung von endothelialen Vorlauferzellen Giber Hormone wie G-CSF
oder VEGF (Kalka et al., 2000; Takahashi et al., 1999) stimuliert wird, kann die
Signalkaskade eine langere Zeit in Anspruch nehmen und somit ein Anstieg erst verspatet

eintreten.
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4.2. Interleukine

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Uberpriifung der Hypothese, dass der
initiale Serumspiegel von Interleukin 6 (IL-6) und Interleukin 8 (IL-8) mit der Veranderung der
CD34'/CD133" Vorlauferzellen Uber den Beobachtungszeitraum bei Patienten mit einem
zerebralen Infarkt, einer intrazerebralen Blutung und einer Subarachnoidalblutung korreliert.
Die oben genannte Hypothese konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht sicher bestatigt
werden.

Eine signifikante Korrelation der IL-6 oder IL-8 Konzentrationen in der Messung innerhalb der
ersten 24 Stunden nach einem Ereignis mit den CD34*/CD133" Vorlauferzellen zeigte sich in
keiner der drei untersuchten Gruppen. Es fand sich jedoch in der SAB-Gruppe eine mittlere
positive Korrelation der Konzentrationen von IL-6 (r=+0,681) und IL-8 (r=+0,705), welche
jedoch jeweils das vorgegebene Signifikanzniveau nicht erreichten.

Weiterhin fand sich im Subgruppenvergleich in der SAB-Gruppe in der Messung am 5. Tag
ein niedrigerer IL-8 Serumspiegel als in der Infarkt- und der ICB-Gruppe (p=0,025). In der
Messung innerhalb der ersten 24 Stunden war der IL-8 Serumspiegel in der SAB-Gruppe
tendenziell ebenfalls im Vergleich zu der Infarkt- und der ICB-Gruppe erniedrigt, jedoch
wurde das vorgegebene Signifikanzniveau knapp nicht erreicht (p=0,071). Innerhalb der
einzelnen Subgruppen kam es bezogen auf den gesamten Untersuchungszeitraum zu keiner

relevanten Veranderung der Serumspiegel von IL-6 oder IL-8.

Diese Ergebnisse stimmen mit einer Studie unserer Arbeitsgruppe Uberein, in der sich
ebenfalls keine Korrelation der Freisetzung von CD34"/CD133" Vorlauferzellen und IL-8 bei
Patienten mit einem zerebralen Infarkt fand (Sepp et al., 2014).

Im Gegensatz dazu wurde im Tiermodell gezeigt, dass die Mobilisation endothelialer
Vorlauferzelle durch IL-8 geférdert werden kann (Fibbe et al., 2000; Laterveer et al., 1995).
Weiterhin korrelierte bei Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt ein erhohter
Serumspiegel von IL-8 mit einer erhdhten Zahl von endothelialen Vorlauferzellen (Schomig
et al., 2006).

Eine Erklarung fur diese unterschiedlichen Ergebnisse ist die eingeschrankte Ubertragbarkeit
eines Tiermodells auf den Menschen. Zudem erscheint es maglich, dass auch der Ort der
akuten Schadigung eine Rolle spielt, da das Gehirn durch die Blut-Hirn-Schranke vom
restlichen Korper abgeschottet ist.

In anderen Arbeiten wurde beschrieben, dass IL-8 die Angiogenese fordert (Lapidot and
Petit, 2002).

Bei einer Subarachnoidalblutung kommt es im Gegensatz zu einem zerebralen Infarkt oder
einer intrazerebralen Blutung zu einer vergleichsweise geringen direkten Schadigung des

Hirnparenchyms, da die Hauptmenge an Blut in den Liquorraum und nicht direkt in das
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Hirnparenchym eindringt. Nach einer Schadigung des Hirnparenchyms wird vermutlich Uber
eine Signalkaskade, unter anderem auch mittels IL-8, eine Revaskularisierung angeregt.
Daher erscheint es mdglich, dass die im Subgruppenvergleich niedrigeren Serumspiegel von
IL-8 in der SAB-Gruppe mit einer fehlenden Aktivierung der Signalkaskade zu erklaren sind.
Der Grund fiir die beobachtete Korrelation von IL-8 mit der Freisetzung der CD34"/CD133"
Vorlauferzellen, bei im Vergleich niedrigeren IL-8 Ausgangswerten in der SAB-Gruppe, lasst
sich mit Blick auf die bereits vorhandenen Daten noch nicht klaren. Bei kleiner
Studienpopulation kann hier ein Zufallseffekt nicht ausgeschlossen werden.

Neben IL-8 ist auch IL-6 ein wichtiger Botenstoff bei vaskularen Ereignissen. Aus bereits
veroffentlichten Studien kann entnommen werden, dass die Serumspiegel fir IL-6 nach
einem Schlaganfall, einem Myokardinfarkt oder bei einer instabilen Angina pectoris
ansteigen (Biasucci et al., 1996; Klehmet et al., 2009; Kosmala et al., 2005; Vogelgesang et
al., 2008). Weiterhin wurden neuroprotektive Effekte fir IL-6 beschrieben (Suzuki et al.,
2009). In einer Auswertung der Daten der ,Northern Manhattan Study“ in einem grof3en
Patientenkollektiv (1656 Patienten) wurde IL-6 als Entziindungsparameter in Verbindung mit
dem Risiko fir einen zerebralen Infarkt untersucht (Luna et al., 2014). Dort zeigte sich bei
Patienten mit einem initial erhéhten Serumspiegel fur IL-6 ein im Beobachtungszeitraum
erniedrigtes Risiko flr einen zerebralen Infarkt im Vergleich zu einer Kontrollgruppe.

In der vorliegenden Arbeit konnte kein relevanter Anstieg von IL-6 in den untersuchten
Subgruppen im Verlauf des Beobachtungszeitraumes nachgewiesen werden. Es zeigte sich
lediglich in der SAB-Gruppe eine mittlere Korrelation des IL-6 Ausgangswertes mit der
Freisetzung der endothelialen Vorlauferzellen. Ohne Vergleich mit einer Kontrollgruppe
konnte jedoch ein moglicherweise bereits initial erhéhter Serumspiegel von IL-6 nicht
ausgeschlossen werden. Weiterhin ist IL-6 relativ unspezifisch und kann sehr kurzfristig, zum
Beispiel bei akuten Infekten, freigesetzt werden, was sicher die Bewertung dieses Markers

im Zusammenhang mit der Freisetzung von CD34"/CD133" Vorlauferzellen erschwert.
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4.3. Immunzellen

Als letztes Ziel dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob der initiale Anteil von CD4" T-Zellen
(CD45'/CD3'/CD4"), CD8" T-Zellen (CD45'/CD3*/CD8") und B-Zellen (CD45'/ CD19'/
CD138) mit der Veranderung der CD34°/CD133" Vorlauferzellen tber den gesamten
Beobachtungszeitraum bei Patienten mit einem zerebralen Infarkt, einer intrazerebralen
Blutung und einer Subarachnoidalblutung korreliert. Diese Hypothese konnte nicht sicher
bestétig werden.

Es bestand in den einzelnen Subgruppen keine signifikante Korrelation zwischen CD4" T-
Zellen, CD8" T-Zellen oder B-Zellen zwischen der initialen Messung und der Veranderung
der CD34'/CD133" Vorlauferzellen im ganzen Beobachtungszeitraum. In der SAB-Gruppe
zeigte sich jedoch eine positive mittlere Korrelation zwischen den B-Zellen und den
CD34/CD133" Vorlauferzellen (r=+0,718) und eine negative mittlere Korrelation zwischen
den CD8" T-Zellen und den CD347/CD133" Vorlauferzellen (r=-0,561), wobei jedoch jeweils
das vorgegebene Signifikanzniveau nicht erreicht wurde.

Im Subgruppenvergleich fanden sich in der SAB-Gruppe in allen drei Messungen hdhere
Anteile an B-Zellen als in der Infarkt- und ICB-Gruppe (p=0,009; p=0,001; p=0,026).
Innerhalb der einzelnen Gruppen kam es zu keiner signifikanten Veranderung der
Immunzellen. Auch wenn das vorgegeben Signifikanzniveau jeweils nicht erreicht wurde,
kam es tendenziell in der Infarkt-Gruppe zu einem Anstieg der B-Zellen bezogen auf den
gesamten Untersuchungszeitraum (p=0,096) und in der ICB-Gruppe zu einem Anstieg der
CD4" T-Zellen zwischen dem 5. bis zum 7. Tag (p=0,093).

Die Verteilung der Subtypen von Immunzellen im Liquor und im Blut wurde kiirzlich von einer
Arbeitsgruppe unserer Klinik bei verschiedenen neurologischen Erkrankungen untersucht. In
dieser Studie zeigte sich im Vergleich zu einer Kontrollgruppe, bestehend aus klinisch
unauffalligen Patienten mit Kopfschmerzen, bei Schlaganfallpatienten, definiert als zerebraler
Infarkt oder intrazerebrale Blutung, kein Unterschied in der Verteilung der Subgruppen der
Immunzellen. Insbesondere zeigte sich kein Unterschied bei den CD19" B-Zellen (Kowarik et
al., 2014).

In einer anderen Studie (Mantani et al., 2014) wurden mittels Durchflusszytometrie neben
CD19" B-Zellen auch die Untergruppen CD19'/CD40" und CD19'/CD86" B-Zellen bei
Patienten mit einem Schlaganfall, definiert als zerebraler Infarkt oder intrazerebrale Blutung,
untersucht. Die Blutproben wurden im Rahmen dieser prospektiven Kohortenstudie allen
Studienteilnehmern zu Beginn entnommen. In der Auswertung dieser Studie fand sich
ebenfalls kein Unterschied hinsichtlich der CD19" B-Zellen bei Schlaganfall Patienten im

Vergleich zu einer Kontrollgruppe. Jedoch konnte gezeigt werden, dass nach Adjustierung
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fur Risikofaktoren eine initial erhohtes Vorkommen von CD19°/CD40" B-Zellen im Blut mit
einem signifikant geringeren Risiko fur einen Schlaganfall assoziiert war. Im Gegensatz dazu
waren erhohte Spiegel von CD19/CD86" B-Zellen in dieser Studie signifikant mit einem
erhohten Risiko fiir einen Schlaganfall und erhéhten Serumspiegeln fir entziindungs-
foérdernde Zytokine wie IL-6 oder IL-8 assoziiert.

Mit den speziellen Verdnderungen der Subtypen der Immunzellen bei Patienten mit einer
Subarachnoidalblutung befasste sich 1999 eine Forschungsgruppe (Chrapusta et al., 2000).
Dabei konnte gezeigt werden, dass es signifikante Unterschiede der einzelnen Subgruppen
der Immunzellen zwischen der Kontrollgruppe und Patienten mit einer Subarachnoidal-
blutung gab. Insbesondere die CD4" bzw. CD8" T-Zellen waren bei Patienten mit einer
Subarachnoidalblutung im Vergleich zur Kontrollgruppe erniedrigt. Allerding erhielten alle
Patienten in dieser Studie Dexamethason zur Prévention sekundarer Komplikationen, so
dass diese Ergebnisse nur eingeschrankt zu beurteilen sind.

Zusammenfassend ist ein Vergleich bei insgesamt nur wenigen Studien und
unterschiedlichen Messzeitpunkten schwierig. Auf3erdem wurden zerebrale Infarkte und
intrazerebrale Blutungen meist gemeinsam und nicht getrennt untersucht. Es liegen auch nur
wenige Daten Uber den Vergleich der Subgruppen der Immunzellen bei den einzelnen
Erkrankungen vor.

Insgesamt deuten die wenigen bisher publizierten Daten daraufhin, dass es wohl bei
zerebralen Infarkten und bei intrazerebralen Blutungen keine wesentlichen Veréanderungen
bei den Subgruppen der Immunzellen gibt (Kowarik et al., 2014; Mantani et al., 2014). Eine
mogliche Erklarung fir die in diese Arbeit beobachteten signifikanten Erhéhung von B-Zellen
und der tendenziell positiven Korrelation zwischen den B-Zellen und den CD34/CD133"
Vorlauferzellen bei Patienten mit einer Subarachnoidalblutung koénnte in dem starken
Entziindungsreiz liegen, der durch den Eintritt von Blut in den Liquorraum ausgeltst wird.
Aufgrund der geringen Fallzahl kann ein Zufallseffekt jedoch nicht ausgeschlossen werden.

Dies sollte in weiteren Studien gepriift werden.

Seite | 71



Diskussion

4.4. Limitationen der Studie

Limitiert werden die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit vor allem durch die geringen GroRRen
der ICB- bzw. SAB-Gruppe und der damit verbundenen grof3en Streubreite der Werte, sowie
dem Fehlen einer gesunden Kontrollgruppe. Zuséatzlich kam es in allen drei Gruppen zu
relativ vielen Drop-Outs.

Weiterhin wurden die CD34°/CD133" Vorlauferzellen nur zu drei Zeitpunkten gemessen.
Diese Zeitpunkte waren zwar anhand von Vorstudien (Sepp et al., 2014) ausgewahlt worden,
jedoch kénnte dennoch der Zeitpunkt der maximalen Freisetzung nicht erfasst worden sein.
Die Messungen der Interleukine und der Immunzellen erfolgt ebenfalls nur zu den drei
Zeitpunkten, welche fiir die CD34%/CD133" Vorlauferzellen ausgewahlt wurden, weswegen
die Veranderungen der Interleukine und der Immunzellen potentiell nicht vollstdndig erfasst

wurden.

Inshesondere bei den endothelialen Vorlauferzellen ist die Vergleichbarkeit dieser Arbeit zu
bereits veroéffentlichten Studien aufgrund der fehlenden einheitlichen Definition von

endothelialen Vorlauferzellen und den unterschiedlichen Nachweismethoden erschwert.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund: Zerebrovaskulare Ereignisse gehdren zu den weltweit fihrenden Ursachen fir
langfristige Morbiditat und Mortalitdt. Dabei kommt es in unterschiedlicher Form zu Schaden an den
zerebralen BlutgefaBen. In den letzten Jahren fanden sich Hinweise darauf, dass endotheliale
Vorlauferzellen (z.B. CD34"/CD133" Vorlauferzellen) nach Verletzung eines BlutgefaRes Einfluss auf
physiologische Reparaturmechanismen haben. Weiterhin ist unklar in wie weit Interleukine und

Immunzellen dabei mitwirken.

Methodik: Das primare Untersuchungsziel der vorliegenden Arbeit war der Nachweis eines Anstieges
von CD34°/CD133" Vorlauferzellen bei Patienten mit einem zerebralen Infarkt (Infarkt-Gruppe), einer
intrazerebralen Blutung (ICB-Gruppe) oder einer Subarachnoidalblutung (SAB-Gruppe). Weiterhin
wurde untersucht, ob der initiale Interleukinspiegel (IL-6 und IL-8) bzw. der initiale Anteil von
Immunzellen (CD4" T-Zellen, CD8" T-Zellen und B-Zellen) mit der Veranderung von CD34"/CD133"
Vorlauferzellen bei Patienten mit einem zerebrovaskuléaren Ereignis korreliert. Insgesamt wurden 66
Patienten (44 Infarkt-Gruppe, 12 ICB-Gruppe und 10 SAB-Gruppe) in die Arbeit eingeschlossen.
Innerhalb der ersten 24 Stunden, am 5. Tag und am 7. Tag nach dem Ereignis wurden die
CD34'/CD133" Vorlauferzellen, die Immunzellen (CD4" T-Zellen, CD8" T-Zellen und B-Zellen) und die
Interleukine (IL-6 und IL-8) bestimmt.

Ergebnisse: In der vorliegenden Arbeit zeigte sich in der Infarkt-Gruppe ein signifikanter Anstieg der
CD34'/CD133" Vorlauferzellen innerhalb der ersten 24 Stunden bis zum 5. Tag (p=0,013) und vom 5.
bis zum 7. Tag (p=0,042). Im direkten Vergleich zeigte sich in der Infarkt- und der SAB-Gruppe ein
hoherer Anteil an CD34'/CD133" Vorlauferzellen gegeniiber der ICB-Gruppe in der Messung
innerhalb der ersten 24 Stunden (p=0,017). In der Auswertung der Immunzellen fand sich in der SAB-
Gruppe im direkten Vergleich zu der Infarkt- und ICB-Gruppe eine erhdhter Anteil von B-Zellen in allen
drei Messungen (p=0,009; p=0,001; p=0,026). Die weiteren Auswertungen der Infarkt-, ICB- und SAB-
Gruppe fur CD34'/CD133" Vorlauferzellen, Interleukine und Immunzellen erreichten nicht das
vorgegebene Signifikanzniveau. Die Korrelationsanalyse ergab in allen drei Subgruppen zwischen
dem initialen Interleukinspiegel bzw. dem initialen Anteil der Immunzellen und der Veranderung von
CD34'/CD133" Vorlauferzellen keinen Zusammenhang, der das vorgegebene Signifikanzniveau

erreichte.

Schlussfolgerung: Insgesamt weisen die Ergebnisse darauf hin, dass insbesondere die auftretende
Gewebehypoxie nach einem zerebralen Infarkt zu einer Freisetzung von CD34°/CD133"
Vorlauferzellen fihrt. Der durch das Eindringen von Blut in den Liquorraum ausgeltste starke
Entzindungsreiz fuhrt moglicherweise zu der Erhdéhung von B-Zellen bei Patienten mit einer

Subarachnoidalblutung.
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Plasmazell-Blasten (CD45°/CD19°/CD138") bei Patienten mit einem
zerebralen Infarkt, einer intrazerebralen Blutung und einer

Subarachnoidalblutung fur den gesamten Beobachtungzeitraum

Tab. 13 Ubersicht der Veranderungen der CD4" T-Zellen (CD45'/CD3°/CD4"), CD8" T- 58
Zellen (CD45"/CD3*/CD8") und B-Zellen (CD45'/CD19°/ CD138) bei Patienten
mit einem zerebralen Infarkt, einer intrazerebralen Blutung und einer
Subarachnoidalblutung
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Tab. 14 Ubersicht der Korrelation zwischen dem initialen Spiegel der CD4" T-Zellen 59
(CD45'/CD3*/CD4"), CD8" T-Zellen (CD45'/CD3'/CD8") oder B-Zellen
(CD45'/CD19°/CD138) und der Veranderung der CD34'/CD133"
Vorlauferzellen im Untersuchungszeitraum (Messung < 24 Stunden zu
Messung 7. Tag)

Tab. 15 Ubersicht des Subgruppenvergleichs der CD4" T-Zellen (CD45'/CD3°/CD4"), 62
CD8" T-Zellen (CD45'/CD3'/CD8"), B-Zellen (CD45'/CD19°/CD138Y), der
Monozyten (CD45'/CD14"), NK-Zellen (CD45'/CD56") und Plasmazell-Blasten
(CD45'/CD19°/CD138")
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