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Zusammenfassung 

Einleitung: Der ischämische Hirninfarkt ist mit einer hohen Letalität und Morbidität 

assoziiert. Das Infarktvolumen ist ein wichtiger Faktor für die Prognose. Es ist unter 

anderem abhängig vom Ausmaß der Immunreaktion im ischämischen Areal, bestehend 

aus Leukozyten-Invasion und Sekretion von Entzündungsmediatoren im zentralen 

Nervensystem (ZNS). Laut Untersuchungen am Modell kommt es durch eine Hemmung 

dieser durch T-Zellen mitverursachten Inflammationsprozesse zu geringerem 

Infarktvolumen und gebessertem klinischen Ergebnis. Neben der lokalen 

Immunaktivierung kommt es auch zu einer systemischen Immunsuppression. In deren 

Folge beobachtet man systemische Infektionen, die ebenfalls die Prognose 

verschlechtern. Eine mögliche Erklärung für das Nebeneinander einer lokalen 

inflammatorischen Antwort nach Hirninfarkt und einer eingeschränkten systemischen 

Immunreaktion ist die Induktion gegenregulatorischer Mechanismen, um eine 

überschießende Entzündung im ZNS zu verhindern. In dieser Arbeit wurde die Hypothese 

untersucht, inwiefern regulatorische T-Zellen (Treg) nach Hirninfarkt nachweisbar sind 

und wie sie im Verlauf variieren. Die regulatorischen T-Zell-Zahlen wurden mit klinischen 

und paraklinischen Parametern korreliert.  

Methodik: In der vorliegenden explorativen prospektiven Studie wurden 59 Personen mit 

akutem ischämischen Hirninfarkt rekrutiert. Es erfolgten Blutentnahmen bei Aufnahme 

sowie an Tag 1, 2, 3 und 4 und in Woche 4–6 nach dem Infarkt zur Asservierung von 

Lymphozyten, die zunächst kryokonserviert wurden. Anschließend erfolgte eine 

durchflusszytometrische Analyse verschiedener T-Zell-Populationen über den zeitlichen 

Verlauf. Betrachtet wurden die gesamte CD4+ T-Zellpopulation und Treg-Population. Es 

wurden mögliche Korrelationen der Anzahl und des zeitlichen Verlaufes dieser 

Zellpopulationen mit klinischen Daten (Auftreten eines Infektes, klinisches Ergebnis bei 

Entlassung, Statin-Therapie) analysiert. 

Ergebnisse: Hirninfarkt-Patienten mit Infekt zeigten signifikant weniger CD4+-T-Zellen 

und Treg als solche ohne Infekt. Erfolgte eine Statin-Therapie nach dem Hirninfarkt waren 

signifikant mehr Treg nachweisbar. Patienten mit einem besseren klinischen Ergebnis 

wiesen eine signifikant höhere Anzahl an CD4+ T-Zellen und Treg auf.  

Schlussfolgerungen: Die vorliegenden Ergebnisse unterstützen das Konzept der 

Hirninfarkt-induzierten Immunsuppression. Zur Identifikation der Untergruppe von 
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Hirninfarkt-Patienten, die von einer Statin-Therapie profitieren könnten und zur 

Festlegung des optimalen Zeitpunkts des Beginns der Statin-Therapie, sind mehr 

Untersuchungen nötig. 

Limitierungen: Vermutlich würde eine größere Stichprobe, ein multizentrisches 

Studiendesign sowie eine Langzeitbeobachtung zu einer besseren Repräsentation 

führen. Eine Kontrollgruppe könnte die Kausalität beobachteter Effekte einschränken. Es 

ist möglich, dass durch die Auswahl der Zeitpunkte, in denen T-Zell-Populationen 

untersucht wurden, Veränderungen nicht erfasst wurden. 
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Abstract 

Introduction: Ischemic stroke is associated with a high lethality and disability. Local 

inflammation in the ischemic area brings forth leukocyte invasion and secretion of pro-

inflammatory cytokines in the central nervous system (CNS) which in turn increases the 

infarct volume and can adversely affect the prognosis of the patient. In experimental 

models of brain ischemia, it was shown that a limitation of the occuring inflammation 

caused among others by T-cell subpopulations can lead to reduced tissue damage and 

a better clinical outcome. Aside from an immune activation at the site of perfusion there 

was evidence of a systemic immunosuppression in patients with ischemic stroke. Clinical 

data show an increase of nosocomial infection after ischemic stroke which can further 

worsen the outcome regarding permanent disability and death. A possible explanation for 

the simultaneous occurrence of a local inflammatory response after brain ischemia and a 

systemic immunodepression with a high incidence for infection could be the induction of 

regulatory mechanisms in order to prevent an overshooting inflammation in the CNS.  The 

aim of this study was to investigate to which extent regulatory T cells (Treg) can be found 

after cerebral ischemia and how their amount varies over time. The number of Treg was 

correlated to clinical and paraclinical parameters.  

Methods: In the present study 59 patients with ischemic stroke were included and blood 

samples were taken on admission as well as on days 1,2,3 and 4 after onset of stroke 

and 4-6 weeks later. A flow cytometry analysis of several T-cell-subpopulations was 

performed over the course of time. Analysis included the CD4+ T-cell subset and the Treg 

population. The resulting data was then compared with clinical findings (occurrence of 

nosocomial infection, clinical outcome on discharge, treatment with statin) and observed 

over the course of time.  

Results: The blood of stroke patient who suffered additionally from an infection contained 

significantly less CD4+ T-cells and Treg as compared to those who did not show signs of 

infection. Patients who received a treatment with statin after stroke had significantly more 

Treg in their blood samples. Patients with a better clinical outcome had significantly higher 

numbers of CD4+ T-cells and Treg in their blood samples.  

Conclusions: The results shown in this study support the concept of a stroke-induced 

immunosuppression. To find out which subgroups of stroke patient could possibly benefit 
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from a statin treatment and to determine when this treatment should be started further 

investigation is needed. 

Limitations: A bigger sample size, a multicentric study design and a long-term 

observation might give a better representability of the results. The causality of observed 

effects could be diminished by a control group. It is possible that some alterations in the 

T-cell-populations were not registered during sample gathering at the chosen time points.  
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1 Einleitung 

1.1 Epidemiologie und Pathophysiologie des ischämischen Hirninfarkts 

Auslöser eines ischämischen Hirninfarkts ist eine transient oder permanent ungenügende 

arterielle Versorgung des Gehirnparenchyms. Weltweit gehört er zu den führenden 

Ursachen für Mortalität und Morbidität (1). 2021 wurden in deutschen Krankenhäusern in 

etwa 250 000 Schlaganfälle behandelt (2), die Sterblichkeit lag bei 18,2 je 100 000 

Einwohnern (3). Durch die Optimierung der Akutversorgung konnte in den vergangenen 

Jahren ein deutlicher Rückgang der Mortalität erreicht werden. Dennoch gehört der 

Hirninfarkt nach wie vor zu den häufigsten Todesursachen in Deutschland. 2021 nahm 

der Hirninfarkt Platz 6 unter den durch Herz-Kreislauf-Erkrankungen bedingten 

Todesfällen ein; insgesamt war er für 1,5 % aller Todesfälle in Deutschland verantwortlich 

(4). Die Behandlungs- und Folgekosten stellen eine erhebliche Belastung für das 

Gesundheitssystem dar (5, 6). 

Der reduzierte arterielle Blutfluss ist meist Folge eines Embolus oder einer lokalen 

Thrombose. Anhand der „Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment“ (TOAST) Kriterien 

werden Schlaganfälle entsprechend ihrer wahrscheinlichen Genese eingeteilt (7): 

– Arteriosklerose großer hirnversorgender Arterien 

– kardiale Embolie 

– Verschluss kleinerer Hirnarterien 

– andere definierte Ursachen 

– unklare Ätiologie 

Bei Durchblutungsstörungen mit entsprechender Symptomatik, die sich innerhalb von 24 h 

vollständig zurückbilden, spricht man von transitorischen ischämischen Attacken (TIA). Hält 

die Symptomatik mehr als 24 h an, handelt es sich um einen ischämischen Hirninfarkt. 

Bei der Pathogenese des ischämischen Hirninfarkts handelt es sich um eine komplexe 

Abfolge verschiedener Mechanismen (Schädigung der Blut-Hirn-Schranke, 

Exzitotoxizität, Inflammation, programmierter Zelltod). Durch das Fehlen von Sauerstoff 

und Glukose aufgrund der eingeschränkten Blutzufuhr kommt es in den Neuronen zu 

einem Energiedefizit und zu einer Depolarisation. Die Folgen sind eine Exzitotoxizität, ein 

Kalzium-Einstrom und eine Ödembildung in den Zellen. Schließlich kommt es zum 

Untergang der Neurone durch Nekrose und Apoptose. 
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Die Randzone des Infarktareals wird Penumbra genannt. In diesem Bereich kommt die 

Perfusion nicht vollständig zum Erliegen und die Zellen depolarisieren nur intermittierend. 

Es besteht jedoch die Gefahr, dass repolarisierte Zellen erneut depolarisieren (peri-infarct 

depolarisations), wodurch sich das irreversibel geschädigte Infarktareal vergrößern kann 

(8, 9). Diese Region ist von besonderem Interesse, da durch die Reduktion des 

sekundären Schadens die Prognose der betroffenen Patienten verbessert werden kann. 

Zur Beurteilung des Ausmaßes der Funktionseinschränkung nach einem Hirninfarkt 

existieren verschiedene standardisierte klinische Intensitätsskalen. Am häufigsten 

verwendet werden der „National Institute of Health Stroke Scale“ (NIHSS), der Barthel-

Index und die modifizierte Rankin-Skala (mRS) (10). 

1.2 Infektionen nach zerebraler Ischämie 

Obduktionen ergaben, dass ein Versterben innerhalb der ersten Woche nach einem 

Hirninfarktereignis meist aufgrund des direkten Hirnschadens (z. B. Hirnschwellung, 

transtentorielle Einklemmung) erfolgt. Die Ursachen für ein Versterben zu einem späteren 

Zeitpunkt sind laut Obduktionsergebnissen und klinischen Studien komplikative 

Ereignisse, zu denen auch Infektionen (engl. stroke associated infections, SAI) gehören 

(11-13). Es ist schon länger bekannt, dass Patienten mit Hirninfarkt eine erhöhte Inzidenz 

an Infektionen aufweisen, wobei Pneumonien und Harnwegsinfektionen dominieren (12, 

14). In größeren Studien konnte nachgewiesen werden, dass eine Pneumonie einen 

negativen Einfluss auf das funktionelle Outcome nach einem ischämischen Hirninfarkt 

hat und mit einer erhöhten Mortalität einhergeht (15). In einer Longitudinalstudie mit 

16518 Patienten wurde bei über 12 % der im Krankenhaus verstorbenen Hirninfarkt-

Patienten eine Pneumonie nachgewiesen (16). 

Zunächst erscheint es nicht erstaunlich, dass bei bettlägerigen Hirninfarktpatienten, die 

häufig an Dysphagie leiden und einliegende Katheter haben, Infektionen gehäuft 

vorkommen. Die in Kapitel 1.4.2 genannten Veränderungen nach einer zerebralen 

Ischämie liefern jedoch deutliche Hinweise dafür, dass – unabhängig von diesen 

Risikofaktoren – weitere Faktoren wie Lymphopenie, erniedrigte Spiegel der 

proinflammatorischen Zytokine, gestörte Funktion der Lymphozyten und Atrophie der 

sekundären Lymphorgane das Auftreten von Infektionen bei Hirninfarktpatienten 

begünstigen. In einer tierexperimentellen Untersuchung entwickelten die Mäuse drei 

Tage nach einer Okklusion der Arteria cerebri media (engl: middle cerebral artery 
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occlusion, MCAO) eine Pneumonie und Bakteriämie. Dabei war eine deutliche Abnahme 

von Lymphozyten in Milz und Thymus nachweisbar (17, 18). 

Bezüglich eines positiven Effekts einer präventiven Verabreichung von Antibiotika fehlen 

derzeit einheitliche Ergebnisse. In einem experimentellen Modell profitierten die Tiere von 

einer prophylaktischen antibiotischen Behandlung mit dem Fluoroquinolon Enrofloxacin 

(19). Die behandelten Tiere wiesen eine geringere Inzidenz an Pneumonie und eine 

geringere Mortalität auf. An dieses Ergebnis schlossen einige klinische Studien an, die 

sich allerdings im Studiendesign (Einschlusskriterien, Art des Hirninfarkts, eingesetztem 

Antibiotikum und Therapiedauer) voneinander unterschieden. Einige Studien zeigten 

einen Vorteil der prophylaktischen antibiotischen Therapie im Hinblick auf die Inzidenz 

von Infektionen (20, 21). Bei anderen Untersuchungen hingegen, darunter zwei große 

Phase III Studien, zeigte sich kein Vorteil im Hinblick auf Funktionalität oder Mortalität 

(22-24). 

1.3 Regulatorische T-Zellen (Treg) 

Das Immunsystem schützt den Organismus vor Pathogenen. Gleichzeitig sind 

Mechanismen erforderlich, die nicht-adäquate Immunreaktionen verhindern. Schon bei 

ihrer Entstehung im Thymus werden T-Zellen, die Autoantigene erkennen, durch negative 

Selektion aussortiert. Dieses Phänomen wird zentrale Toleranz genannt. Das System 

arbeitet nicht vollkommen, so dass einige autoreaktive Zellen dieser ersten Kontrolle 

entkommen. Werden diese T-Lymphozyten durch ihr spezifisches Autoantigen aktiviert, 

kann es zu einer Autoimmunerkrankung kommen. 

Eine weitere wichtige Kontrollinstanz des Immunsystems zur Verhinderung von 

autoimmunen Reaktionen sind die Treg. Sie entstehen entweder bereits im Thymus als 

natürliche Treg oder aus anderen T-Helferzellen bei bestimmten 

Umgebungsbedingungen in der Peripherie (induzierte Treg, Tabelle 1) (25, 26). 

Natürliche Treg sind durch die Expression der Oberflächenmarker (engl. cluster of 

differentiation, CD) CD4, CD25 und des Transkriptionsfaktors forkhead-box-protein P3 

(FoxP3) charakterisiert (27, 28). Allerdings ist keiner der Marker exklusiv auf Treg zu 

finden (29). Treg weisen eine hohe Dichte an CD25 auf und werden daher als CD25hi 

(engl. high) bezeichnet. Menschen oder Tiere, denen FoxP3 fehlt oder bei denen die 

Funktion des Faktors eingeschränkt ist, weisen schwere Immundefekte auf (30-32). Es 

zeigte sich aber, dass in Menschen auch nicht-regulatorische T-Zellen vorübergehend 
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nach Aktivierung FoxP3 exprimieren können (33). Um Treg nachweisen zu können, wird 

daher eine Kombination aus Oberflächenmarkern verwendet (34). Unter anderem hat 

sich zusätzlich der Marker CD127 bewährt (35, 36). Eine humane T-Zellpopulation, die 

durch die Expression von CD4+, CD25+ CD127- charakterisiert war, wies im Gegensatz 

zu der Population mit den Markern CD4+, CD25+ und CD127hi supprimierende 

Eigenschaften und eine hohe Expression von FoxP3 auf (36). Treg können die 

Aktivierung, Proliferation und Funktion verschiedener Immunzellen, darunter CD4+- und 

CD8+-T-Zellen, natürliche Killerzellen, B-Zellen und Antigen-präsentierende Zellen (engl. 

antigen presenting cells, APC), in vivo und in vitro unterdrücken. 

Es wird angenommen, dass Treg je nach Lokalisation und Milieu unterschiedliche 

Mechanismen zur Kontrolle potenzieller Autoimmunantworten anwenden. Sie sind für die 

Homöostase des Immunsystems unverzichtbar. Bei einer fehlenden Treg-Population 

kommt es zu zum Teil schwerwiegenden Autoimmunerkrankungen und Allergien (32, 37, 

38). Schon vor Jahrzehnten konnte nachgewiesen werden, dass eine Thymektomie bei 

neugeborenen Mäusen Autoimmunerkrankungen zur Folge hat (29). Eine Population von 

T-Zellen, die autoreaktive T-Zellen inhibiert, wurde erstmals 1995 beschrieben. Nach 

einer Depletion von CD25+-T-Helferzellen kam es zu einer Autoimmungastritis, die sich 

durch die Gabe von CD4+ CD25+-Zellen verhindern ließ (27). Lange Zeit wurde 

angenommen, dass T-Zellen nicht im gesunden Gehirn vorkommen. Es konnte jedoch 

gezeigt werden, dass im Tiermodell auch im gesunden Gehirn Treg vorkommen. 

Vermutlich unterstützen sie hier die Homöostase und verhindern Neuroinflammation (39). 

Neben den natürlichen Treg sind noch induzierbare Treg bekannt. Diese entstehen in der 

Peripherie aus naiven T-Zellen oder können in vitro hergestellt werden (40). In vivo und 

in vitro können sie durch Stimulation induziert werden und hemmen die Proliferation von 

T-Zellen in experimentellen Autoimmunerkrankungen (41). Sie werden unterteilt in Tr1-

Zellen und Th3-Zellen und unterscheiden sich vor allem in ihrem Zytokinprofil (42). 
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Tabelle 1: Subgruppen der regulatorischen T-Zellen (Treg) (26, 43-45) 

Eigenschaft natürliche Treg induzierte Treg 
– Tr1 

induzierte Treg 
– Th3 

Entstehungsort Thymus Peripherie, ex vivo oder 
in vitro induziert 

Peripherie (MALT) 

Phänotyp CD4+ 
CD25hi 
CD127- 

CD4+ 
CD25- 

CD4+ 
CD25+ (von CD25-
Vorgängern) 

Andere Marker CTLA4+ 
GITR+ 
FoxP3+ 

CD45RBlow 
FoxP3- 
LAG-3+ 
CD49b+ 

CD45RBlow 
FoxP3+ 

Suppression Zellkontakt-abhängig  Hauptsächlich IL-10 
vermittelt, aber auch 
Zellkontakt-abhängig, 
Zytotoxizität 

TGF-ß vermittelt 

Zielzellen APC und Effektor-T-
Zellen 

Effektor-Zellen Effektor T-Zellen 

Funktion Suppression 
autoreaktiver T-Zellen 

Mukosale Immunität, 
Toleranz gegenüber 
nicht-pathogenen 
Alloantigenen 

Mukosale Immunität, 
Toleranz gegenüber 
nicht-pathogenen 
Alloantigenen, evtl. 
auch gegenüber 
Autoantigenen  

APC = Antigen-präsentierende Zelle (engl. antigen-presenting cell); CD = cluster of differentiation; CD127 
= Interleukin-7-Rezeptor-alpha; CD45RB = Isoform (Splicing-Variante) von CD45; CD49b = Integrin a-2; 
CTLA4 = zytotoxisches T-Lymphozyten Antigen (engl.: cytotoxic T-lymphocyte antigen 4); FOXP3 = engl. 
forkhead-box-protein P3 ; GITR = engl. glucocorticoid-induced TNFR-related protein; hi = hohe (engl. high) 
Expression; IL = Interleukin; LAG 3 = engl. Lymphocyte activation gene 3; low = niedrige (engl. low) 
Expression; MALT = Mukosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe (engl. mucosa-associated lymphoid 
tissue); TGF-ß = transformierender Wachstumsfaktor beta (engl.: transforming growth factor beta) 

Häufig werden Treg als ein zweischneidiges Schwert beschrieben, da sie auch die 

Antwort gegen Tumorzellen unterdrücken und dadurch das Tumorwachstum fördern (46). 

Ihre Funktion üben sie über verschiedene Mechanismen aus. Durch direkten Zellkontakt 

mit Antigen-präsentierenden Zellen können sie die Präsentation von Autoantigenen 

verhindern. Sie inhibieren Effektorzellen über direkten Zellkontakt (36). Dadurch 

induzieren sie eine Herabregulation von Interleukin-(IL)-2 (47), unterdrücken die 

Differenzierung von autoreaktiven T-Effektorzellen (48) und hemmen die Proliferation von 

T-Effektorzellen (49). Außerdem wirken sie über die Sekretion anti-inflammatorischer 

Moleküle wie den transformierenden Wachstumsfaktor beta (engl.: transforming growth 

factor beta; TGF-ß) und IL-10 (29, 50, 51). 
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1.4 Immunologie des Hirninfarkts 

1.4.1 Pro-inflammatorische Phase des Hirninfarkts 

Die zerebrale Ischämie geht mit einer Reihe von Ereignissen einher, die unmittelbar mit 

der Gefäßokklusion beginnt und zunächst zu einer lokalen Inflammation führt. Durch die 

Reduktion des zerebralen Blutflusses entsteht ein Mangel an Sauerstoff (Hypoxie) und 

Glukose, so dass die Neurone kein Adenosintriphosphat bilden können und absterben 

(8, 52). Normalerweise sind das zentrale Nervensystem (ZNS) und das periphere 

Immunsystem durch die Blut-Hirnschranke (BHS) streng getrennte Kompartimente. Die 

geschädigten Neurone übernehmen eine wichtige Funktion im Rahmen der 

immunologischen Geschehnisse im ZNS, da sie Alarmsignale abgeben (53) (siehe 

Abbildung 1). Mikroglia erkennen diese endogenen Alarmsignale (DAMPs: Schaden-

assoziierte molekulare Muster (engl. damage-associated molecular patterns) über 

Pattern-recognition-Rezeptoren (z. B. Toll-like-Rezeptoren, Scavenger-Rezeptoren, 

Nucleotide-binding-and-oligomerization-domain-(NOD)-like-Rezeptoren) (52, 54). Sie 

migrieren zu dem geschädigten Gewebe und sezernieren proinflammatorische Zytokine 

und Sauerstoffmetabolite wie Stickstoffmonoxid (NO) und reaktive Sauerstoffspezies 

(ROS) (55). Im Blutgefäß kommt es durch die Unterbrechung des Blutflusses zu Hypoxie, 

Scherkräften am Endothel und der Freisetzung von ROS. Die Hypoxie und freie 

Sauerstoffradikale setzen die Gerinnungskaskade in Gang, aktivieren das 

Komplementsystem sowie Thrombozyten und Endothelzellen. Es kommt innerhalb von 

Minuten nach Ischämie zu einer erhöhten Translokation von Adhäsionsmolekülen (z. B. 

interzelluläres Adhäsionsmolekül 1 (engl.: intercellular adhesion molecule 1, ICAM-1), P-

Selektine, E-Selektine) an die Oberfläche der Endothelzellen (56), wodurch den T-Zellen 

die Migration in das geschädigte Hirngewebe ermöglicht wird (57). Durch die Aktivierung 

sekundärer Botenstoffe (engl. second-messenger), dem Kalzium-Einstrom, der Zunahme 

freier Radikale und der Hypoxie werden pro-inflammatorische Gene verstärkt exprimiert. 

Dazu zählen die Gene des nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells 

(NF-kB) (58), des Hypoxie-induzierten Faktors 1 (HIF-1) (59), des Interferon regulatory 

factor 1 (IRF-1) (60) und des Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT 3) 

(61). Es kommt zu einer erhöhten Zytokin- (62) und Chemokin-Produktion (63). Durch 

das Vorhandensein proinflammatorischer Zytokine und Signalkaskaden der ROS, die 

Apoptose induzieren, kommt es zur erhöhten Permeabilität der BHS (54, 64) und zum 

Leukozyteneinstrom ins ZNS (57, 65). 
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Im perivaskulären Raum werden Mastzellen und Makrophagen aktiviert. Die Mastzell-

Degranulation führt zur Ausschüttung von Histamin, Proteasen und Tumornekrosefaktor 

alpha (TNF-a) (66). Aktivierte Makrophagen sezernieren weitere pro-inflammatorische 

Zytokine (67). Neurone, Mikroglia, Astroglia, Endothelzellen und periphere mononukleäre 

Blutzellen (engl. peripheral blood mononuclear cells, PBMC) tragen in der frühen 

postischämischen Phase ebenfalls zu einer Verstärkung der pro-inflammatorischen 

Signale bei. Splenozyten zeigten im Tiermodell eine vermehrte Sekretion von TNF-a, 

Interferon-gamma-(IFN-g), IL-6 und IL-2 6 und 22 Stunden nach MCAO. Auch im ZNS 

konnte 6 Stunden nach induzierter Ischämie ein Anstieg dieser pro-inflammatorischer 

Zytokine gezeigt werden. (68). 

Im Tiermodell zeigte sich im Gehirn ein Anstieg von T-Zellen am dritten Tag nach 

Reperfusion auf der ipsilateralen Seite nach MCAO (69). Die ersten T-Zellen wurden im 

ZNS bereits 24 Stunden nach MCAO nachgewiesen (70). 

Verschiedene Arbeiten belegen das pro-inflammatorische Zytokinprofil in den ersten drei 

Tagen nach einer zerebralen Ischämie insbesondere bei Patienten mit einem 

schlechteren klinischen Verlauf (62, 68, 71-73). 
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Abbildung 1: Reaktionen des angeborenen und erworbenen Immunsystems nach einem akuten 
Hirninfarkt (modifiziert nach Chamorro et al.) (54) 
DAMPs = Schaden-assoziierte molekulare Muster (engl. damage-associated molecular 
patterns); ROS = radikale Sauerstoffspezies (engl. radical oxygen species); TREG = 
regulatorische T-Zelle 

1.4.2 Immunsuppressive Phase des Hirninfarkts (engl. stroke induced 
immunodepression, SIID) und die Rolle der Treg 

Verschiedene Arbeiten belegen das regelhafte Auftreten einer systemischen 

Immunsuppression nach einem Hirninfarkt. Dies ist zum einen durch eine Beteiligung des 

sympathischen Nervensystems und der Hypothalamischen-Hypophysen-Nebennieren-

Achse erklärbar. Durch Katecholamine und Glukokortikoide kommt es im Körper zu einer 

Hemmung der Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine durch periphere T-Zellen, 

Monozyten und Makrophagen sowie zu einem Anstieg von IL-10-Sekretion. Außerdem 

kommt es durch die Ausschüttung von Noradrenalin sowohl im ZNS als auch in peripheren 

Organen wie der Nebenniere zum Vorherrschen eines immunsuppressiven Phänotyps in 

Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen (54, 74, 75). Bereits 1979 wies eine 

Arbeitsgruppe eine reduzierte Anzahl und Aktivität von T-Zellen innerhalb der ersten beiden 
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Tage nach einer akuten zerebralen Ischämie im peripheren Blut der Betroffenen nach (76). 

Ursächlich scheint hierfür eine gesteigerte Apoptose der Lymphozyten zu sein (77). Die 

Anzahl an T- und B-Zellen in der Milz fiel fünf Tage nach einem experimentell induzierten 

Hirninfarkt ab. Bereits 12 h nach der Ischämie kam es zu einer gesteigerten Apoptose von 

Lymphozyten in Milz, Thymus und im peripheren Blut (17). Nach einer MCAO zeigten die 

Mäuse im Vergleich zu scheinoperierten Mäusen nach 96 h eine Milzatrophie (18). In einer 

weiteren klinischen Arbeit konnte gezeigt werden, dass Patienten, die später einen Infekt 

entwickelten, einen stärkeren Abfall der CD4+-T-Zellen aufwiesen. Im Gegensatz dazu 

wiesen in der gleichen Studie Patienten, die keinen Infekt erlitten, höhere Absolutzahlen von 

CD4+CD25+ auf (78, 79). Die Funktion von T-Helferzellen vom Typ 1 (Th1), welche in der 

Abwehr von bakteriellen Infektionen eine wichtige Rolle spielen, ist in der immunsuppressiven 

Phase des Hirninfarkts über eine verminderte Produktion von IFN-g eingeschränkt (80). Auch 

das Zytokinprofil verändert sich zu Gunsten der anti-inflammatorischen Zytokine. 

Beispielsweise ist die Sekretion von IL-10 im Vergleich zu gesunden Kontrollen signifikant 

erhöht (81). In einer klinischen Untersuchung zeigten Hirninfarkt-Patienten mit neurologischer 

Verschlechterung im Verlauf allerdings niedrigere IL-10-Spiegel als Patienten ohne 

neurologische Verschlechterung (82). Den Treg wird im ischämischen Hirninfarkt 

überwiegend eine protektive Rolle zugeschrieben. Das Infarktareal nach induziertem 

Hirninfarkt bei Mäusen war erheblich größer in den Tieren, in denen Treg zuvor durch anti-

CD25 Antikörper depletiert wurden. Die gleichen Mäuse zeigten außerdem nach 7 Tagen ein 

schlechteres neurologisches Ergebnis und höhere Spiegel der pro-inflammatorischen 

Zytokine TNF-a,  IFN-g und IL-1ß. Durch das Neutralisieren dieser Zytokine mit 

intracerebroventrikulär verabreichten Antikörpern, wurde das Infarktvolumen reduziert (83). 

1.5 Statine und ihre Rolle in der Immunologie 

Statine sind 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A (HMG-CoA)-Reduktase-Inhibitoren. 

Durch ihre Bindung an die HMG-CoA-Reduktase hemmen sie reversibel den 

geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der intrazellulären Cholesterin-Biosynthese (84). 

Statine werden in der Primär- und Sekundärprophylaxe von Myokardinfarkten und 

ischämischen Schlaganfällen eingesetzt. Mehrere große Studien belegen die Effektivität 

von Statinen bei der Reduktion des Hirninfarkt- oder Herzinfarktrisikos (85). 

Dieser Effekt wurde zunächst durch die lipidsenkende Eigenschaft der HMG-CoA-

Reduktase-Inhibitoren erklärt. Später wurde jedoch gezeigt, dass Statine zusätzlich 
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inflammatorische Prozesse beeinflussen. Ein HMG-CoA-Reduktase-unabhängiger Effekt 

von Statinen ist die Bindung an das Lymphocyte function-associated antigen (LFA-1) auf 

Leukozyten, wodurch sich die Bindungskapazität des Interzellulären Adhäsionsmoleküls 1 

(engl.: intercellular adhesion molecule 1, ICAM-1) ändert und die Lymphozyten-Migration 

gehemmt wird (86). Durch eine Blockade der L-Mevalonat-Synthese verhindern Statine die 

Entstehung relevanter Zwischenprodukte der Cholesterin-Biosynthese wie beispielsweise 

die Synthese der Isoprenoide Farnesylpyrophosphat (FPP) und Geranylgeranyl-

pyrophosphat (GGPP). Diese Lipide sind wichtig für die posttranslationale Modifikation einer 

Vielzahl von G-Proteinen, darunter Ras, Rac und Rho (87). Eine Isoprenylierung verankert 

G-Proteine in der Zellmembran. Diese Verankerung ist für die Funktionalität der G-Proteine 

erforderlich, nur so können sie beispielsweise die Zellproliferation, -motilität, und -

differenzierung steuern. Bei fehlender Isoprenylierung kommt es zur Anhäufung von 

inaktiven G-Proteinen im Zytosol (88). Die Folgen sind beispielsweise eine verminderte 

Expression von Proteinen des Haupthistokompatibilitätskomplexes II (engl.: major 

histocompatibility complex II MHC-II) (89) sowie eine reduzierte Expression und Sekretion 

von pro-inflammatorischen Zytokinen, Adhäsionsmolekülen (90) und Chemokinen (91). Laut 

Studien kann Lovastatin die Konzentration des C-reaktiven Proteins (CRP) im Serum um bis 

zu 15 % reduzieren (92, 93). Im Tiermodell der Multiplen Sklerose, der experimentellen 

autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), wurde gezeigt, dass die Gabe von Atorvastatin 

sowohl therapeutische als auch präventive Effekte besitzt (94). Wir konnten darüber hinaus 

in einer Arbeit zeigen, dass auch spezialisierte Antigen-präsentierende Zellen, sogenannte 

dendritische Zellen, durch Statine moduliert werden, die eine regulatorische T-Zell-

Population induzieren (95). 

Inzwischen wurde der positive immunmodulatorische Effekt von Statinen bei zahlreichen 

inflammatorischen Krankheitsbildern nachgewiesen. Dazu zählen die chronische 

obstruktive Lungenerkrankung (engl. chronic obstructive pulmonary disease, COPD) (96), 

die Hashimoto-Thyreoiditis (97), die Myasthenia gravis (98, 99), die Glomerulonephritis 

(100) und die Graft-versus-Host-Disease (101). Aufgrund der teilweise unzureichenden 

bzw. widersprüchlichen Datenlage sind allerdings weitere Untersuchungen notwendig, um 

neue Therapiekonzepte für diese Krankheitsbilder zu etablieren. 
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1.6 Zielsetzung der Arbeit 

Der ischämische Hirninfarkt stellt in Deutschland und auch weltweit medizinisch und 

gesundheitspolitisch ein herausforderndes Krankheitsbild dar (1, 5). Die Prognose der 

Patientinnen und Patienten wird maßgeblich durch die Komplikationen nach einer 

zerebralen Ischämie bestimmt (16). Das Immunsystem weist nach einem Hirninfarkt 

deutliche Veränderungen auf. Da Treg die Immunantwort dämpfen, sind sie möglicherweise 

in der Lage den Schaden, der durch die Ischämie im zentralen Nervensystem (ZNS) 

entsteht, zu begrenzen. Gleichzeitig scheint der Organismus nach einem Hirninfarkt 

anfälliger für Infektionen, die zu ernsthaften Komplikationen führen können. Fraglich ist 

daher, ob dies durch Treg vermittelt sein könnte oder ein (Treg-) unabhängiger Effekt ist.  

Das Ziel dieser Arbeit war die Analyse der Treg im peripher-venösen Blut von 

Hirninfarktpatienten und deren Korrelation zu klinischen und paraklinischen Parametern. 

Hierzu wurde eine Kombinationsfärbung mit verschiedenen Oberflächenmarkern (CD3+, 

CD4+, CD25hi, FoxP3+, CD127-) durchgeführt, um Treg mittels Durchflusszytometrie zu 

identifizieren. 

Folgende Fragestellungen sollten beantwortet werden: 

1. Wie gestaltet sich der zeitliche Verlauf der T-Lymphozyten-Gesamtoopulation und 

speziell der Treg nach einem ischämischen Hirninfarkt? Dazu erfolgten mehrere 

Blutentnahmen zu verschiedenen Zeitpunkten nach dem ischämischen Ereignis. 

Anschließend sollten mögliche Korrelationen zwischen dem zeitlichen Verlauf der T-

Lymphozyten-Gesamtpopulation und Tregs und dem klinischen Verlauf (neurologischer 

Befund, Entwicklung des Gesundheitszustands), den auftretenden Komplikationen 

(Infektionen nach Hirninfarkt) und der medikamentösen Behandlung (Einnahme von 

Statinen vor und nach dem Hirninfarkt vs. nach dem Hirninfarkt) analysiert werden. 

2. Gibt es eine Korrelation zwischen dem Auftreten von Infektionen und der Anzahl der 

Treg bei Hirninfarktpatienten? 

3. Hat die Einnahme von Statinen einen Einfluss auf die Anzahl der T-Zell-

Gesamtpopulation und der Treg im peripheren Blut und ihren zeitlichen Verlauf? 

4. Korreliert das klinische Ergebnis nach einem stattgehabten Hirninfarkt mit der Anzahl 

der Treg im peripheren Blut? 

Eine bessere Kenntnis über den zeitlichen Verlauf der Treg könnte als Ausgangspunkt 

für die Entwicklung neuer Behandlungsmöglichkeiten dienen. 
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2 Materialien und Methoden 

2.1 Laborartikel 

2.1.1 Puffer, Lösungen, Zellkulturmedien 

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Puffer, Lösungen und Zellkulturmedien sind 

in Tabelle 2 gelistet. 

Tabelle 2: Puffer, Lösungen, Zellkulturmedien 

Puffer, Lösung, 
Medium 

Formel Hersteller 

Phosphatgepufferte 
Kochsalzlösung (engl. 
phosphate-buffered 
saline, PBS) 

 PAA Laboratories, Österreich 

Zellkulturmedium Rosewell Park Memorial Institute Medium 
(RPMI) 1640 

Gibco In vitrogen, Karlsruhe 

Einfriermedium RPMI 1640 
1 % Hepes 1M 
40 % Fetales Kälberserum (FCS) 
hitzeinaktiviert für 30 min bei 56 °C 

Gibco In vitrogen, Karlsruhe 
Gibco In vitrogen, Karlsruhe 
Biochrom, Berlin 

Auftaumedium RPMI 1640 
1 % Hepes 1M 
10 % FCS hitzeinaktiviert für 30 min bei 56 
°C 
100 U/ml Penicillin 

Gibco In vitrogen, Karlsruhe 
Gibco In vitrogen, Karlsruhe 
Biochrom, Berlin 
 
Gibco In vitrogen, Karlsruhe 

Waschmedium RPMI 1640 
1 % Hepes 1 M 
5 % FCS hitzeinaktiviert für 30 min bei 56 
°C 
100 U/ml Penicillin 
100 µg/ml Streptomycin 

Gibco In vitrogen, Karlsruhe 
Gibco In vitrogen, Karlsruhe 
Gibco In vitrogen, Karlsruhe 
 
Biochrom, Berlin 
Gibco Invitrogen, Karlsruhe 

Fluorescence 
activated cell sorting 
(FACS) Puffer 

PBS 
0,5 % bovines Serumalbumin 
0,5 % Natriumazid (NaN3) 

PAA Laboratories, Österreich 
Serva, 
Heidelberg Merck, Darmstadt 

Humanes forkhead-
box-protein 3 
(FoxP3)-Puffer Set 

 BD Biosciences, Heidelberg 
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2.1.2 Antikörper und Sekundärfarbstoffe 

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Antikörper mit den für den Nachweis der 

Antigene genutzten Farbstoffen sind in Tabelle 3 gelistet. 

Tabelle 3: Antikörper und Isotypen 

Name Klon Herkunft Konzentratio
n 

Antikörper zur Detektion von Oberflächenantigenen 
α-h-CD4-PerCP SK3 BD Bioscience, Heidelberg 1:10 

α-h-CD3-Alexa Fluor 700 UCHT1 BD Bioscience, Heidelberg 1:50 

α-h- CD25-PE-Cy7 M-A251 BD Bioscience, Heidelberg 1:20 

α-h-CD127-FITC eBioRDR5 eBioscience, Frankfurt 1:10 

α-h-CD45RA APC HI100 BD Bioscience, Heidelberg 1:10 

Antikörper zur Detektion intrazellulärer Antigene 

α-h-FoxP3-PE 259D/C7 BD Bioscience, Heidelberg 1:10 

Sekundärantikörper, Isotypenkontrolle und Sonstige 

PE Isotyp IgG1 k MOPC-21 BD Bioscience, Heidelberg 1 :10 

Abkürzungen: α-h = anti-human; APC = Allophycocyanin; CD = cluster of differentiation; CD45RA = Isoform 
von CD45; Cy7 = Cyanin 7; FITC = Fluorescein-Isothiocyanat, FoxP3 = forkhead-box-protein 3; IgG = 
Immunglobulin G; PE = Phycoerythrin; PerCP = Peridin-Chlorophyll-Protein; 

2.1.3 Sonstige Reagenzien und Chemikalien 

Weitere in der vorliegenden Arbeit verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 4 gelistet. 

Tabelle 4: Reagenzien und Chemikalien 

Chemikalien Hersteller 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Steinheim 
Ficoll Sigma-Aldrich, Steinheim 
Trypanblau (0,4 %) Biochrom, Berlin 
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2.1.4 Kunststoffartikel und sonstige Materialien 

Weitere in der vorliegenden Arbeit genutzten Materialien sind in Tabelle 5 gelistet. 

Tabelle 5: Kunststoffartikel und sonstige Materialien 

Artikel Hersteller 
Fluorescence activated cell sorting (FACS) Tubes BD Biosciences, Heidelberg 
Falcon-Tubes BD Biosciences, Heidelberg 
Kryo-Tubes Nunc, Roskilde, Dänemark 
Pipettenspitzen bis 10 µl, 200 µl, 1000 µl VWR, Darmstadt 
Reaktionsgefäße (safe lock tubes) Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland, Falcon 
Blutentnahmeröhrchen Heparin 9ml Sarstedt AG, Nümbrecht, Deutschland 

 

2.1.5 Verwendete Software 

Die in der vorliegenden Arbeit genutzte Software ist in Tabelle 6 gelistet. 

Tabelle 6: Software 

Software Hersteller 
FACS Diva  BD Bioscience, Heidelberg 
Graphpad Prism 9 Graphpad Software Inc., USA 
IBM SPSS Statistics 20 und 27 IBM 
FlowJo 8.7.3 Tree Star Inc., USA 
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2.1.6 Geräte 

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Geräte sind Tabelle 7 gelistet. 

Tabelle 7: Geräte 

Gerät Hersteller 
Durchflusszytometer FACSCanto BD Bioscience, Heidelberg 
Eppendorf Centrifuge 5417R 
Heraeus Biofuge Primo R 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Heraeus Kendro, Langenselbold 

Inkubatoren Heraeus Kendro, Langenselbold 
Lichtmikroskop Helmut Hund GmbH, Wetzlar, Deutschland 
Magnetischer Schüttler Eppendorf, Hamburg 
Heraeus Multifuge 1 S  Heraeus Kendro, Langenselbold 
Neubauer-Zählkammer Brand, Wertheim 
Pipetten BD Biosciences, Heidelberg 
Pipettierhilfe Pipetus Hirschmann Laborgeräte, Herrenberg 
Sterilbank, Herasafe 
Sterilbank 

Heraeus Kendro, Langenselbold 
BDK Luft- und Raumtechnik, Sonnenbühl-
Genkingen, Deutschland 

Stickstofftank Messer, Sulzbach 
Vortexer Scientific Industries, UK 
Waage (für Chemikalien) Mettler Gießen Deutschland 
Wasserbad Medingen, Wiesloch 

 

2.2 Studienpopulation 

Zwischen November 2007 und Juni 2008 wurden Patienten mit einem ischämischen 

Hirninfarkt oder einer transitorischen ischämischen Attacke (TIA) aus der Rettungsstelle 

des Helios Klinikum Berlin-Buch – ehemals Charité Universitätsmedizin Berlin Campus 

Berlin-Buch – für die prospektive Fallserie rekrutiert. Die Studie wurde von der 

Ethikkommission der Charité evaluiert und genehmigt (Ethikvotum EA1/199/07). Es 

erfolgte eine Aufklärung der Patienten und anschließend eine schriftliche Einwilligung 

gemäß der Prinzipien der Deklaration von Helsinki. Im Falle einer fehlenden 

Einwilligungsfähigkeit des Patienten wurde ein gesetzlich bestellter Betreuer aufgeklärt. 

Zu den Einschlusskriterien zählten: 

– Aufnahme maximal 8 h nach Auftreten der Symptome 

– Alter >30 Jahre 

– komplette zerebrale Ischämie oder transitorische ischämische Attacke (TIA) 
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Zu den Ausschlusskriterien zählten: 

– vorausgegangene zerebrale Ischämie in den letzten 12 Monaten 

– mehr als zwei ischämische Schlaganfälle in der Anamnese 

– Diabetes mellitus Typ 1 

– Autoimmunerkrankung 

– vorausgegangene Operation in den letzten 3 Monaten 

– immunsuppressive Therapie 

2.3 Studienprotokoll 

Bei den in die Studie aufgenommenen Patienten waren Blutentnahmen für folgende 

Zeitpunkte vorgesehen: 

– bei Aufnahme 

– Nach 24 h ± 4 h 

– nach 48 h ± 8 h 

– nach 72 h ± 12 h 

– nach 5 d ± 60 h 

– nach 5 Wochen ± 1 Woche; diese Blutentnahmen fanden im häuslichen Umfeld der 

Patienten oder in den weiterbehandelnden Rehabilitationskliniken/Geriatrischen 

Kliniken statt. 

 

Abbildung 2: Übersicht über den zeitlichen Verlauf der Untersuchung 

Das entnommenes Blutvolumen pro Zeitpunkt betrug ca. 16 ml (2-3 Sarstedt Heparin-

Röhrchen). 
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Für den klinischen Nachweis eines Hirninfarkts wurden folgende etablierte Scores 

verwendet: 

– National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS) 

– modifizierte Rankin-Skala (mRS) 

Tabelle 8: NIHSS 

Parameter Bewertung Punkte 
Vigilanz wach – benommen – somnolent - komatös 0 bis 3 
Orientierung  
(Frage nach Alter und 
Monat) 

beide Antworten richtig - eine richtig - keine richtig 0 bis 2 

Befolgen von 
Aufforderungen 
(Öffnen und Schließen der 
Augen sowie der nicht-
paretischen Hand) 

beide Aufforderungen ausgeführt - eine ausgeführt - keine 
ausgeführt 

0 bis 2 

Okulomotorik Normalbefund- partielle Blickparese - komplette Blickparese 
oder forcierte Blickdeviation 

0 bis 2 

Gesichtsfeld keine Einschränkung - partielle Hemianopsie - komplette 
Hemianopsie - bilaterale Hemianopsie 

0 bis 3 
 

Fazialisparese keine - gering - partiell - vollständig 
 

0 bis 3 

Motorik der Arme 
(Arme halten bei 90°) 

kein Absinken - Absinken innerhalb von 10 Sekunden - 
Anheben gegen Schwerkraft möglich - kein Anheben möglich - 
keine Bewegung 

0 bis 4 

Beinmotorik 
(Beine halten bei 30°) 

kein Absinken - Absinken innerhalb von 5 Sekunden - 
Anheben gegen Schwerkraft möglich - kein Anheben möglich - 
keine Bewegung 

0 bis 4 
 

Ataxie der Extremitäten keine - an einer Extremität - an beiden Extremitäten 0 bis 2 
Sensibilität normal - leicht bis mittelschwerer Verlust - schwerer bis 

vollständiger Verlust 
0 bis 2 

Sprache normal - leichte bis mittelschwere Aphasie- schwere Aphase - 
globale Aphasie oder stumm 

0 bis 3 
 

Dysarthrie keine - leicht bis mittelschwer - schwer 0 bis 2 
Neglect keiner - visuell, taktil, auditiv oder personenbezogen -  

Schwer halbseitig oder halbseitig in mehr als einer Qualität 
0 bis 2 
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Tabelle 9: mRS 

Wert Klinischer Befund 
0 Keine Funktionseinschränkung  
1 Keine wesentliche Funktionseinschränkung. Kann trotz geringer neurologischer Defizite 

uneingeschränkt Alltagsaktivitäten verrichten.  
2 Geringe Funktionseinschränkung. Kann sich ohne Hilfe versorgen, ist aber im Alltag 

eingeschränkt.  
3 Mäßige Funktionseinschränkung. Benötigt Hilfe im Alltag, kann aber ohne fremde Hilfe bzw. 

mit Hilfsmitteln (Gehstock, Rollator) gehen.  
4 Mittelschwere Funktionseinschränkung. Benötigt Hilfe bei der Körperpflege, kann nicht 

ohne Hilfe gehen.  
5 Schwere Funktionseinschränkung. Bettlägerig, inkontinent, benötigt ständige pflegerische 

Hilfe.  
6 Tod 

Jeder Patient erhielt mindestens ein Computertomogramm (CT) oder 

Magnetresonanztomogramm (MRT) bei der Aufnahme. Vereinzelt wurden auch 

Verlaufskontrollen durchgeführt, sofern sie klinisch indiziert waren. 

Weiter wurde insbesondere auf klinische Anzeichen einer Pneumonie und eines 

Harnwegsinfektes geachtet. Die Diagnose eines Infektes wurde mit Hilfe der klinischen 

und paraklinischen Parameter durch den behandelnden Arzt gestellt. 

Zur Charakterisierung des Studienkollektivs wurden folgende Daten dokumentiert: 

– Alter (Jahre) 

– Geschlecht (weiblich/männlich) 

– Hirninfarkt-Typ (kardioembolisch/lakunär/artherosklerotisch/ 

transitorische ischämische Attacke (TIA)) 

– Bildgebungsbefund (positiv/negativ) 

– National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS) bei Aufnahme (<16/≥ 16) 

– Klinische Entwicklung des Gesundheitszustands (mRS nach Tag 5; 0,1,2,3/4,5,6) 

– Statin-Medikation (ohne/vor und nach dem Hirninfarkt/nach dem Hirninfarkt) 

– Lyse-Therapie (ja/nein) 

– Klinischer Infekt (ja/nein) 

– Maximaler Wert des C-reaktiven Proteins (CRP) (> 10 mg/l/≤ 10 mg /l) 

– Rezidiv (ja/nein) 

– Entlassungsart (nach Hause/Rehabilitation/andere Abteilung/Pflegeheim/Tod) 
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2.4 Zellbiologische Methoden 

Alle Materialen, die in Kontakt mit dem Blut oder den Zellen kamen, wurden sterilisiert. 

Beim Umgang mit den Zellen wurde unter einer Sterilbank gearbeitet, die regelmäßig mit 

Ethanol desinfiziert und mit ultraviolettem (UV) Licht bestrahlt wurde. 

2.4.1 Isolierung von PBMC aus Heparin-Blut – Dichtegradientenzentrifugation 

Die ca. 16 ml Heparin-Blut der Patienten zu den verschiedenen Zeitpunkten wurden in 

ein 50 ml Reagenzgefäß gefüllt und auf 50 ml mit PBS aufgefüllt. In zwei separaten 

Reagenzgefäßen wurde je 15 ml Ficoll vorgelegt. Das verdünnte Heparin-Blut wurde 

dann zu gleichen Teilen auf die beiden Gefäße mit Ficoll aufgeteilt. Dabei wurde darauf 

geachtet, das Ficoll mit dem Blut zu überschichten und nicht zu mischen, so dass zwei 

Phasen entstanden. Die Proben wurden bei 764 g 25 min ohne Bremse bei 

Raumtemperatur zentrifugiert. Der entstandene Lymphozyten-Ring wurde mit einer 

sterilen Pasteurpipette abgenommen, auf 50 ml mit PBS aufgefüllt und bei 561 g 15 min 

bei Raumtemperatur zentrifugiert. Es folgte ein Waschschritt mit 30 ml PBS bei 389 g für 

15 min bei Raumtemperatur und anschließend ein Thrombozyten-Waschschritt bei 200 g 

für 15 min bei Raumtemperatur. Die Zellen wurden abschließend in 10 ml Waschmedium 

aufgenommen und in einer Neubauer-Zählkammer gezählt. Dazu wurden 10 µl der 

Zellsuspension mit Trypanblau im Verhältnis 1:1 gemischt und in eine Neubauer-

Zählkammer gegeben. Unter dem Lichtmikroskop wurden die vitalen Zellen in 16 Feldern 

eines Quadrats ausgezählt (n). Die vitalen Zellen zeichneten sich dadurch aus, dass sie 

kein Trypanblau aufgenommen hatten und im Lichtmikroskop hell erschienen. Die 

Gesamtzahl der Zellen ergab sich wie folgt: Gesamtzahl = n x 2 (Verdünnungsfaktor) x 

10 (Volumen) x 104. Nach nochmaligem Waschen wurden die Zellen in 500 µl 

Einfriermedium pro ca. 10 Millionen Zellen aufgenommen und je Probe mit 500 µl 20 % 

Dimethylsulfoxid-(DMSO)-Lösung versetzt. Die Proben wurden für 24 h langsam bei –

80°C gekühlt und anschließend in flüssigem Stickstoff überführt, wo sie bis zur weiteren 

Verwendung gelagert wurden. 

2.5 Durchflusszytometrie 

2.5.1 Prinzip 

Die Durchflusszytometrie (engl. fluorescence activated cell sorting, FACS) wurde in 

dieser Arbeit dazu verwendet, die Expression von Oberflächenmolekülen sowie des 
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intrazellulären Transkriptionsfaktors FoxP3 zu bestimmen. Beim FACS wird die Streuung 

eines Laserstrahles an den Strukturen der Zellen genutzt, um die Größe und Granularität 

der Zellen zu ermitteln. Weiter lassen sich mit Fluoreszenz-Farbstoffen konjugierte 

Antikörper verwenden, um Antigene der Zellen nachzuweisen. Diese Farbstoffe werden 

als Fluorchrome bezeichnet. Bei der Fluoreszenz absorbieren Moleküle Licht einer 

bestimmten Wellenlänge und emittieren Licht einer anderen Wellenlänge. Die Intensität 

des emittierten Lichtes ist dabei proportional zur Menge der angeregten 

Fluorchrommoleküle und damit zum Ausmaß der Expression der an den konjugierten 

Antikörper gebundenen Antigene. Aufgrund der Existenz verschiedener Fluorchrome 

(z. B. Fluorescein-Isothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE), Peridin-Chlorophyll-Protein 

(PerCP)), deren Emissionsbereiche sich nur teilweise überlappen, ist es möglich, 

verschiedene Moleküle auf der Oberfläche bzw. im Zytoplasma der Zellen anzufärben. 

Beim FACS werden die nachzuweisenden Moleküle auf oder in der Zelle mit primären 

Antikörpern spezifisch markiert, die im einfachen Fall direkt an das Fluorchrom gebunden 

sind. Zur Messung der Streuung und Fluoreszenz wurde ein FACSCanto II Gerät 

verwendet. Die Zellen werden hierbei einzeln in einem Flüssigkeitsstrom an drei Lasern 

vorbeigeleitet (405 nm Diodenlaser, 30 mW; 488 nm Diodenlaser, 20 mW; 633 nm 

Helium-Neon-Laser, 17 mW). Das gestreute und emittierte Licht wird nach der Passage 

von optischen Linsen, Spiegeln, Filtern und Photodetektoren in ein elektrisches Signal 

verwandelt, das mit Hilfe eines Computers graphisch und statistisch ausgewertet wird. 

Der FACSCanto II ermöglicht die parallele Bestimmung von bis zu zehn Parametern. In 

der vorliegenden Arbeit wurden acht Parameter bestimmt (siehe Tabelle 10). 
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Tabelle 10: Messparameter am FACS Canto II 

Parameter Nachweis Absorbtions- 
maximum 
(nm) 

Emissions- 
maximum 
(nm) 

Zielstruktur 

Vorwärtsstreulicht 
(engl. forward-
scatter, FSC) 

Streuung längs des 
Laserstrahls  

  Zellgröße 

Seitwärtsstreulicht 
(engl. side scatter, 
SSC) 

Streuung quer zum 
Laserstrahl  

  Granularität 

Fluoreszenz 1 Fluorescein-Isothiocyanat 
(FITC) 

494 519 CD127 

Fluoreszenz 2 Phycoerythrin (PE) 496, 564 578 FoxP3 
Fluoreszenz 3 Allophycocyanin (APC) 650 660 CD45RA 
Fluoreszenz 4 Peridin-Chlorophyll-Protein 

(PerCP) 
482 678 CD4 

Fluoreszenz 5 Alexa Fluor 700 696 719 CD3 
Fluoreszenz 6 Phycoerythrin/Cyanin 7 

(PE-Cy7) 
496, 564 785 CD25 

 

2.5.2 Nachweis von Oberflächenproteinen 

Die bei –80°C gelagerten PBMC-Proben wurden aufgetaut und in Waschmedium gewaschen 

und erneut gezählt. Pro Patient und Zeitpunkt wurden 2–4 x 106 PBMC verwendet. Jeweils 1–

2 x 106 PBMC wurden in zwei 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt. Nach zweimaligem Waschen 

mit FACS-Puffer wurde der Überstand verworfen. Das Pellet wurde in der angefertigten 

Mischung mit dem Primärantikörper (antiCD-3-Alexafluor700, antiCD4-PerCP, antiCD25-PE-

Cy7, antiCD127-FITC und antiCD45RA-APC, siehe Tabelle 3) resuspendiert und für 30 min in 

den angegebenen Konzentrationen in einem Volumen von 100 µl bei 4 °C im Dunkeln 

inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt erfolgte die Färbung der intrazellulären Proteine 

(siehe Kapitel 2.5.3). Alle Arbeitsschritte bei der Färbung der Oberflächenantigene erfolgten 

auf Eis und in einer gekühlten Zentrifuge (4°C, 4 min, 550 relative centrifugal force (rcf)). 

2.5.3 Intrazelluläre FoxP3-Färbung 

Zur Anfärbung intrazellulärer Strukturen müssen die Antikörper die Zellmembran passieren. 

Daher werden die Zellen vor der Färbung intrazellulärer Antigene fixiert und permeabilisiert. 

Für diese Arbeitsschritte wurde das FoxP3-Puffer-Set nach dem Protokoll des Herstellers 

verwendet. Nach erfolgter Fixierung und Permeabilisierung sowie zweimaligem Waschen 

wurde jeweils die Hälfte der Probe mit einem FoxP3-Antikörper (antiFoxP3-PE) bzw. mit 
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einem Isotyp-Kontrollantikörper (anti mouse IgG1-PE) für 30 min bei Raumtemperatur im 

Dunkeln inkubiert. Die Isotyp-Kontrolle erfolgte, um eine eventuelle unspezifische Bindung 

des spezifischen Antikörpers zu detektieren. Daher wurde ein Antikörper der gleichen 

Klasse (IgG1) mit dem gleichen Fluorchrom verwendet, der spezifisch an ein nicht in der 

Zelle vorkommendes Antigen bindet. Nach abschließendem zweimaligen Waschen wurden 

die Zellpellets in 300 μl FACS-Puffer resuspendiert und am FACSCanto II analysiert. Alle 

Arbeitsschritte der Färbung des intrazellulären Transkriptionsfaktors FoxP3 erfolgten bei 

Raumtemperatur. Für die Waschschritte wurden die PBMC 7 min bei 1000 rcf zentrifugiert. 

2.5.4 Analyse 

Standardmäßig wurden Lymphozyten anhand ihrer Größe und Granularität im Forward-

Scatter-(FSC)-Side-Scatter-(SSC)-Bild identifiziert. Die Daten wurden im FACS Diva 

Standard aufgezeichnet und anschließend mittels der Software Flo Jo analysiert. 

Bestimmt wurden folgende Subpopulationen (Anzahl pro µl Patientenblut): 

– CD3+-Lymphozyten (T-Zellen) 

– CD3+CD4+-Lymphozyten (T-Helferzellen) 

– CD3+CD4+CD25hiFoxP3+-Lymphozyten (Treg – Markerkombination 1) 

– CD3+CD4+CD25hiFoxP3+CD127-Lymphozyten (Treg – Markerkombination 2) 

Aus den FACS-Daten wurden weiter folgende Anteile (%) bestimmt: 

– Anteil der CD3+CD4+-Lymphozyten an allen CD3+-Lymphozyten 

– Anteil der CD3+CD4+CD25hiFoxP3+-Lymphozyten an allen CD4+-Lymphozyten 

– Anteil der CD3+CD4+CD25hiFoxP3+CD127-Lymphozyten an allen 

CD3+CD4+CD25hiFoxP3+-Lymphozyten 

Falls keine Angabe zur abgenommenen Blutmenge vorhanden war, wurden die im 

Protokoll vorgesehenen 16 ml vorausgesetzt. Bei einer dokumentierten abweichenden 

Blutmenge wurde diese berücksichtigt. 

2.6 Erhebung der klinischen Parameter für die Korrelationsanalyse 

Nachweis von Infektionen: Es wurden klinische Auffälligkeiten und paraklinische 

Befunde (Entzündungszeichen im Blut, Befunde der Bildgebung und mikrobiologische 

Befunde) berücksichtigt. Die Entscheidung, ob ein Infekt vorlag und ob oder wie dieser 

behandelt wurde, lag bei den behandelnden Ärztinnen und Ärzten. 
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Statin-Therapie: Die Information, ob ein Patient bereits vor dem ischämischen Ereignis 

ein Statin einnahm, wurde der Krankenakte entnommen. Bei auffälliger Lipiddiagnostik 

nach stattgehabtem Hirninfarkt wurde leitliniengemäß eine Statintherapie begonnen. Die 

Indikationsstellung zur Therapie und die Auswahl des Statins erfolgte durch die 

behandelnden Stationsärzte. 

Outcome-Analyse mit dem mRS: Der mRS wurde verwendet, um das funktionale 

neurologische Outcome zu messen. Die Werte 0, 1, 2 und 3 wurden als „gutes klinisches 

Ergebnis“ zusammengefasst. Die Werte 4, 5 und 6 wurden als „schlechtes klinisches 

Ergebnis“ zusammengefasst. 

2.7 Statistik 

Es erfolgte eine statistische Beratung und Prüfung der Ergebnisse durch das Institut für 

medizinische Biometrie und Epidemiologie des Universitätsklinikums Hamburg 

Eppendorf. Sämtliche statistische Analysen wurden mittels IBM SPSS Statistics 20 

durchgeführt. Alle Analysen waren zweiseitig mit einem Alpha von p <0,05. Eine 

Normalverteilung der Daten wurde vorausgesetzt.  

Um zu analysieren, ob ein Zusammenhang zwischen der Anzahl der Treg und dem 

Auftreten eines Infektes besteht sowie ob ein Zusammenhang zwischen der Anzahl der 

Treg und der Einnahme von Statinen besteht, wurde ein lineares, gemischtes Modell mit 

der eingeschränkten Maximum-Likelihood Methode (REML) verwendet. Zur Feststellung 

der Signifikanz wurde der Test auf feste Effekte durchgeführt. Dargestellt wurden die 

adjustierten Mittelwerte und die 95-%-Konfidenzintervalle aus dem Modell. Es wurde 

berücksichtigt, dass es sich bei der Untersuchung um Messwiederholungen handelt. Zur 

Analyse eines potenziellen Zusammenhangs zwischen der Anzahl der Treg und dem 

Outcome wurde eine logistische Regression durchgeführt. Das Outcome wurde mit der 

mRS ermittelt. Für die statistische Analyse wurden die Outcome-Klassen dichotomisiert. 

Die mRS-Werte, die „keiner Funktionseinschränkung“, „keiner wesentlichen 

Funktionseinschränkung“, einer „geringen Funktionseinschränkung“ und einer „mäßigen 

Funktionseinschränkung“ entsprechen, wurden als „gutes klinisches Ergebnis“ zusammen-

gefasst. Die mRS-Werte die als „mittelschwere Funktionseinschränkung“, „schwere 

Funktionseinschränkung“ und „Tod“ klassifiziert wurden, wurden als „schlechtes klinisches 

Ergebnis“ gewertet. Die Grafiken wurden mit dem Graphpad Prism 9 erstellt. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Charakterisierung der Studienpopulation 

Zunächst wurden die in die Untersuchung eingeschlossenen 59 Patientinnen und 

Patienten hinsichtlich ihres Alters und Geschlechts, der Charakteristika des Hirninfarkts 

und des klinischen Verlaufs analysiert (siehe Tabelle 11). 

Tabelle 11: Charakteristika der Studienpopulation (n=59) 

Alter (Jahre) Mittelwert ± Standardabweichung 
Jüngster Patient/Ältester Patient 

73,5 ±11,5 
41/95 

Parameter  Ausprägung n Gültige %* 
Geschlecht weiblich 

männlich 
fehlende Werte 

27 
32 
0 

45,8 
54,2 

Hirninfarkt-Typ kardioembolisch 
lakunär 
artherosklerotisch 
transitorische ischämische Attacke (TIA) 
fehlende Werte 

30 
4 
15 
5 
5 

55,6 
7,4 
27,8 
9,3 

Bildgebungsbefund positiv 
negativ 
fehlende Werte 

45 
12 
2 

78,9 
21,1 

National Institute of Health 
Stroke Scale (NIHSS) bei 
Aufnahme  

<16 
≥16 
fehlende Werte 

11 
39 
9 

22 
78 

Modifizierte Rankin-Skala 
(mRS) nach Tag 5 

Gutes klinisches Ergebnis (Werte 0,1,2,3) 
Schlechtes klinisches Ergebnis (Werte 4,5,6) 
fehlende Werte 

30 
22 
7 

57,7 
42,3 

Statin-Medikation Ohne 
vor und nach dem Hirninfarkt 
nur nach dem Hirninfarkt 
fehlende Werte 

19 
14 
21 
5 

35,2 
25,9 
38,9 

Lyse ja 
nein 
fehlende Werte 

8 
51 
0 

13,6 
86,4 

Klinischer Infekt ja 
nein 
fehlende Werte 

21 
38 
0 

35,6 
64,4 

C-reaktives Protein (CRP) 
Maximum 

>10 mg/l 
≤ 10 mg/l 
fehlende Werte 

33 
24 
2 

57,9 
42,1 

Rezidiv ja 
nein 
fehlende Werte 

16 
37 
6 

30,2 
69,8 
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Alter (Jahre) Mittelwert ± Standardabweichung 
Jüngster Patient/Ältester Patient 

73,5 ±11,5 
41/95 

Parameter  Ausprägung n Gültige %* 
Entlassungsart nach Hause 

Rehabilitation 
Andere Abteilung 
Pflegeheim 
Tod 
fehlende Werte 

18 
27 
4 
3 
6 
1 

31 
46,6 
6,9 
5,2 
10,3 

*) Der 'gültige Prozentsatz' klammert bei der Berechnung der relativen Häufigkeiten die fehlenden Werte 
aus. 

Die Patienten waren durchschnittlich 73,5 ±11,5 Jahre alt. Es waren etwas mehr Männer 

(n=32) betroffen als Frauen (n=27). Der häufigste Hirninfarkt-Typ war der 

kardioembolische Hirninfarkt (n=30). Bei 35 % der Patienten wurde ein Infekt 

diagnostiziert. Knapp ein Drittel der Patienten konnte im Anschluss an die Behandlung 

im Krankenhaus nach Hause entlassen werden. 60 % wurden in eine Einrichtung verlegt 

(Rehabilitations, andere Abteilung, Pflegeheim). 10 % der Patienten verstarben. 

3.2 Nachgewiesene Subpopulationen in der Durchflusszytometrie 

Zur Beurteilung des Einflusses eines Hirninfarktes bzw. des Auftretens einer Hirninfarkt 

assoziierten Infektion oder Statin-Therapie auf das Immunsystem wurden verschiedene 

Immunzellpopulationen betrachtet. Der Schwerpunkt lag auf Subpopulationen der 

CD3+CD4+-T-Zellen. Die folgende Abbildung 3 zeigt die mithilfe der FACS-Analyse 

identifizierten Subpopulationen: 

– CD3+-Lymphozyten 

– CD3+CD4+-Lymphozyten 

– CD3+CD4+CD25hiFoxP3+-Lymphozyten 

– CD3+CD4+CD25hiFoxP3+CD127--Lymphozyten 
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Abbildung 3: Durchflusszytometrische Analyse der peripheren mononukleären Blutzellen (engl. 
peripheral blood mononuclear cells, PBMC) 
Obere Reihe: Nachweis von Lymphozyten anhand ihrer Größe und Granularität (links); 
Nachweis von T-Zellen anhand CD3-Expression (Mitte); Nachweis von T-Helferzellen 
anhand der CD4-Expression (rechts); Untere Reihe: Nachweis von CD4+CD25hiFoxP3+-
T-Zellen (links), Nachweis von CD4+CD25+CD127--T-Zellen (Mitte)  
Abkürzungen: APC = Allophycocyanin; CD = cluster of differentiation; Cy7 = Cyanin 7; 
FITC = Fluorescein-Isothiocyanat; FoxP3 = forkhead-box-protein 3; FSC = forward-scatter; 
PE = Phycoerythrin; PerCP = Peridin-Chlorophyll-Protein; SSC = side-scatter 

Es wurden ausschließlich T-Zellen betrachtet, die anhand ihres Oberflächenmarkers CD3 

identifiziert wurden. Im weiteren Verlauf wird daher der Marker CD3+ nicht mehr erwähnt 

bei der Beschreibung der Subpopulationen. 

3.3 Zeitlicher Verlauf von CD4+-T-Zellen und von Treg bei Hirninfarkt-Patienten 

Die Analyse der CD4+-T-Zellen (siehe Abbildung 4A) und der CD4+CD25hiFoxP3+-T-

Zellen (Treg, siehe Abbildung 4B) der Hirninfarkt-Patienten der Studienpopulation ergab 

keine signifikanten Unterschiede im zeitlichen Verlauf. 
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Abbildung 4: Zeitlicher Verlauf der Anzahl von CD4+-T-Zellen (A) und CD4+CD25hiFoxP3+-T-Zellen 
(Treg; B) im Blut von Hirninfarktpatienten (n=59). Dargestellt sind die adjustierten 
Mittelwerte und die 95-%-Konfidenzintervalle. 
Abkürzungen: CD = cluster of differentiation; FoxP3 = forkhead-box-protein 

3.4 Vergleich der Lymphozyten-Zahlen bei Patienten mit und ohne Infekt 

35,6 % (n= 21) der Patienten zeigten klinisch und paraklinisch einen Infekt. Von diesen 

Patienten entwickelten 76,2 % (n=16) eine Pneumonie (n=7 mit Dysphagie), 14,3 % (n=3) 

einen Harnwegsinfekt, 4,8 % (n=1) einen Herpes zoster, 4,8 % ein Erysipel (n=1) und 

4,8 % (n=1) einen Infekt mit unklarem Fokus. Bei einem Patienten wurde eine Pneumonie 

und ein Harnwegsinfekt diagnostiziert. Im Folgenden werden die Ergebnisse dargestellt 

der untersuchten T-Zell-Subpopulationen und ihr zeitlicher Verlauf bei Hirninfarkt-

Patienten mit und ohne Infekt. 

CD4+-T-Zellen und Treg bei Patienten mit und ohne Infekt (Gesamtauswertung) 

Die Patienten mit Infekt zeigten im Mittel aller Zeitpunkte signifikant niedrigere CD4+-T-

Zellzahlen (p=0,046; siehe Abbildung 5A) und CD4+CD25hiFoxP3+-T-Zellzahlen 

(p=0,035; siehe Abbildung 5C) im Vergleich zu den Patienten ohne Infekt. Der relative 

Anteil der CD4+-T-Zellen an den CD3+-T-Zellen war bei Patienten mit Infekt ebenfalls 

erniedrigt; der Unterschied zwischen Patienten mit und ohne Infekt war jedoch nicht 

signifikant (p=0,153; siehe Abbildung 5B). Ebenso war auch der relative Anteil der 

CD4+CD25hiFoxP3+-T-Zellen an allen CD4-T-Zellen bei Patienten mit Infekt niedriger, 

allerdings ohne eine statistische Signifikanz (p=0,455; siehe Abbildung 5D). Auch die 

absolute Anzahl der CD3+CD4+CD25hiFoxP3+CD127- -T-Zellen pro μl Blut war bei 

Patienten mit Infekt erniedrigt; wobei wiederum kein signifikanter Unterschied zu den 
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Werten der Patienten ohne Infekt bestand (p=0,093; siehe Abbildung 5E). Bei 

Betrachtung der Prozente aus der FACS-Auswertung zeigte sich in dieser Zellpopulation 

dieser Effekt allerdings nicht (p=0,7; Abbildung 5F). 

 

Abbildung 5: Vergleich der T-Zellsubpopulationen bei Hirninfarktpatienten mit (n=21) und ohne (n=38) 
Infekt. Dargestellt sind die adjustierten Mittelwerte und die 95-%-Konfidenzintervalle. 
A: Anzahl der CD4+-T-Zellen; B: relativer Anteil der CD4+-T-Zellen an allen CD3+-T-
Zellen; C: Anzahl der CD4+CD25hiFoxP3+-T-Zellen; D: Relativer Anteil der 
CD4+CD25hiFoxP3+-T-Zellen an allen CD4+T-Zellen; E: Anzahl der 
CD3+CD4+CD25hiFoxP3+CD127--T-Zellen; F: Relativer Anteil der 
CD4+CD25hiFoxP3+CD127-T-Zellen  
Abkürzungen: CD = cluster of differentiation; FoxP3 = forkhead-box-protein; * = p<0,05 
signifikanter Effekt 
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CD4+-T-Zellen und Treg bei Patienten mit und ohne Infekt (zeitlicher Verlauf) 

Die Analyse des zeitlichen Verlaufs der T-Lymphozyten-Populationen der Patienten mit 

und ohne Infekt ergab einen signifikanten Unterscheid beim relativen Anteil (in %) der 

CD4+CD25hiFoxP3+-T-Zellen (Treg) an allen CD4+-T-Zellen zwischen den einzelnen 

Zeitpunkten bei Patienten ohne Infekt. In dieser Gruppe stieg der Anteil der Treg bis zum 

Zeitpunkt 2 (24 h nach Einsetzen der Symptome) an, fiel danach ab und erreichte am 

Zeitpunkt 4 (72 h nach Einsetzen der Symptome) ein Minimum, um anschließend wieder 

zu steigen (siehe Abbildung 6D). Bei den Patienten mit Infekt bestanden keine 

signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Zeitpunkten. Weiter zeigten 

Patienten mit und ohne Infekt keine signifikanten Unterschiede zueinander beim Anteil 

der CD4+CD25hiFoxP3+-Zellen (Treg) an den CD4+-T-Zellen zu den verschiedenen 

Messzeitpunkten (siehe Abbildung 6D). Bei den anderen betrachteten Zellpopulationen 

bestanden ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit und ohne 

Infekt (siehe Abbildung 6A–C und 5E-F). Die Zellzahlen der CD4+-T-Zellen (siehe 

Abbildung 6A), der CD4+CD25hiFoxP3+-Zellen (siehe Abbildung 6C), der 

CD4+CD25hiFoxP3+CD127Zellen (siehe Abbildung 6E) und sanken jedoch jeweils zum 

Zeitpunkt 4 (72 h nach Symptombeginn) bei Patienten ohne Infekt ab, wobei diese 

Veränderung nicht statistisch signifikant war. Die Anzahlen der CD4+CD25hiFoxP3+-

Zellen (siehe Abbildung 6B) und der CD4+CD25hiFoxP3+CD127--T-Zellen (siehe 

Abbildung 6C) stiegen danach wieder an, wohingegen die Anzahl aller CD4+-Zellen 

weiter abfiel (siehe Abbildung 6E). Bei Patienten mit nachgewiesenem Infekt sanken 

sowohl die absoluten Zellzahlen als auch die relativen Anteile der CD4+CD25hiFoxP3+-

Zellen (siehe Abbildung 6C+D) an allen CD4+-Zellen und der 

CD4+CD25hiFoxP3+CD127--T-Zellen (siehe Abbildung 6E+F) vom Zeitpunkt 1 (bei 

Aufnahme) zum Zeitpunkt 2 (nach 24 h) ab. Bei den CD4+-T-Zellen war nur ein Abfall der 

absoluten Zellzahl pro μl Blut zu erkennen (Abbildung 6A+B). Diese Veränderungen 

waren statistisch nicht signifikant. 
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Abbildung 6: Zeitlicher Verlauf der T-Zell-Subpopulationen bei Hirninfarkt-Patienten mit (n=21) und ohne 
(n=38) Infekt. Dargestellt sind die adjustierten Mittelwerte und die 95-%-
Konfidenzintervalle. 
A: Anzahl der CD4+-T-Zellen; B: relativer Anteil der CD4+-T-Zellen an allen CD3+-T-
Zellen; C: Anzahl der CD4+CD25hiFoxP3+-T-Zellen; D: Relativer Anteil der 
CD4+CD25hiFoxP3+-T-Zellen an allen CD4+T-Zellen; E: Anzahl der 
CD3+CD4+CD25hiFoxP3+CD127--T-Zellen; F: Relativer Anteil der 
CD4+CD25hiFoxP3+CD127-T-Zellen. 
Abkürzungen: CD = cluster of differentiation; FoxP3 = forkhead-box-protein; * = p<0,05 
signifikanter Effekt 
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3.5 Vergleich der Lymphozyten-Zahlen bei Patienten mit und ohne Statin-
Therapie 

32,2 % (n= 19) der Patienten nahmen weder vor noch nach dem Hirninfarkt während der 

Dauer der Untersuchung ein Statin ein. Bei 23,7 % (n=14) der Patienten wurde schon 

zum Zeitpunkt des Hirninfarkts eine Statin-Therapie durchgeführt. 35,6 % (n=21) der 

Patienten erhielten im Rahmen der Hirninfarkt-Behandlung ein Statin bei nachgewiesener 

Hyperlipoproteinämie. Dargestellt werden im Folgenden die Ergebnisse der untersuchten 

T-Zell-Subpopulationen und ihr zeitlicher Verlauf bei Hirninfarkt-Patienten mit Statin-

Therapie vor und nach dem Hirninfarkt, nur nach dem Hirninfarkt und ohne Statin-

Therapie. 

CD4+-T-Zellen und Treg bei Patienten mit und ohne Statin-Therapie 
(Gesamtauswertung) 

In der Durchflusszytometrie ergab sich ein signifikanter Unterschied beim relativen Anteil 

der CD4+CD25hiFoxP3+-Zellen an allen CD4+-Zellen zwischen Patienten mit einer 

Statin-Behandlung nach dem Hirninfarkt und Patienten ohne Statin-Behandlung 

(p=0,022) bzw. mit Patienten mit einer schon vor dem Hirninfarkt bestehenden Statin-

Behandlung (p=0,001). Bei Patienten, die erst nach dem Hirninfarkt mit einem HMG-CoA-

Reduktase-Inhibitor behandelt wurden, war der Anteil der Treg signifikant größer (siehe 

Abbildung 7D). Weiter bestand ein signifikanter Unterschied bei der Anzahl der 

CD4+CD25hiFoxP3+-T-Zellen zwischen Patienten ohne Statin-Behandlung und 

Patienten mit einer Statin-Behandlung nach dem Hirninfarkt (p=0,014). Auch hier lag die 

Anzahl der Treg bei Patienten mit einer Statin-Behandlung nach dem Hirninfarkt höher 

(siehe Abbildung 7C). Die Zellzahlen und relativen Anteile der CD4+- und 

CD4+CD25hiFoxP3+CD127- -T-Zellen unterschieden sich nicht signifikant zwischen 

Patienten ohne und mit einer Statin-Behandlung (siehe Abbildung 7A+B und E+F). Die 

Patienten, die bereits vor dem Hirninfarkt mit einem HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor 

behandelt wurden, wiesen jedoch jeweils die höchsten Werte auf. 
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Abbildung 7: Vergleich der T-Zell-Subpopulationen bei Hirninfarkt-Patienten ohne Statin-Therapie (n=19) 
bzw. mit einer Statin-Therapie vor und nach (n=14) oder nur nach (n=21) dem Hirninfarkt. 
Dargestellt sind die adjustierten Mittelwerte und die 95-%-Konfidenzintervalle. 
A: Anzahl der CD4+-T-Zellen; B: relativer Anteil der CD4+-T-Zellen an allen CD3+-T-
Zellen; C: Anzahl der CD4+CD25hiFoxP3+-T-Zellen; D: Relativer Anteil der 
CD4+CD25hiFoxP3+-T-Zellen an allen CD4+T-Zellen; E: Anzahl der 
CD3+CD4+CD25hiFoxP3+CD127--T-Zellen; F: Relativer Anteil der 
CD4+CD25hiFoxP3+CD127-T-Zellen. 
Abkürzungen: CD = cluster of differentiation; FoxP3 = forkhead-box-protein; * = p<0,05 
signifikanter Effekt 

CD4+-T-Zellen und Treg bei Patienten mit und ohne Statin-Therapie (zeitlicher 
Verlauf) 

Bei dem Vergleich des zeitlichen Verlaufs der Lymphozyten-Subpopulationen mit (vor 

und nach bzw. nur nach dem Hirninfarkt) und ohne Statin-Therapie zeigten sich keine 

signifikanten Unterschiede (siehe Abbildung 8A–F). 
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Abbildung 8: Zeitlicher Verlauf der T-Zell-Subpopulationen bei Hirninfarkt-Patienten ohne Statin-
Therapie (n=19) bzw. mit einer Statin-Therapie vor und nach (n=14) oder nur nach (n=21) 
dem Hirninfarkt. Dargestellt sind die adjustierten Mittelwerte und die 95-%-
Konfidenzintervalle. 
A: Anzahl der CD4+-T-Zellen; B: relativer Anteil der CD4+-T-Zellen an allen CD3+-T-
Zellen; C: Anzahl der CD4+CD25hiFoxP3+-T-Zellen; D: Relativer Anteil der 
CD4+CD25hiFoxP3+-T-Zellen an allen CD4+T-Zellen; E: Anzahl der 
CD3+CD4+CD25hiFoxP3+CD127--T-Zellen; F: Relativer Anteil der 
CD4+CD25hiFoxP3+CD127-T-Zellen. 
Abkürzungen: CD = cluster of differentiation; FoxP3 = forkhead-box-protein; * = p<0,05 
signifikanter Effekt 
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3.6 Vergleich der Lymphozytenzahlen bei Patienten mit unterschiedlicher 
Besserung des Gesundheitszustands 

Zur Untersuchung des klinischen Ergebnisses wurden die mRS-Werte ermittelt und 

mittels logistischer Regression analysiert. Hierbei zeigte sich, dass ein niedriger mRS, 

also ein gutes klinisches Ergebnis (keine Symptome, keine wesentliche 

Funktionseinschränkung, geringgradige Funktionseinschränkung und mäßiggradige 

Funktionseinschränkung), signifikant mit einer höheren Anzahl von CD4+-T-Zellen 

(Odds-Ratio: 1.007; p=0,03) (s. Abbildung 9A) sowie mit einer höheren Anzahl von Treg 

korrelierte (Odds-Ratio: 1,16; p=0,014) (s. Abbildung 8C). Dies zeigte sich allerdings nur 

bei der Betrachtung der absoluten Zellzahlen pro µl Patientenblut. Bei Auswertung des 

prozentualen Anteils der Treg an den CD4 Zellen zeigten sich zwar ebenfalls ein höherer 

Anteil Treg an allen CD4+-T-Zellen bei den Patienten mit gutem klinischen Ergebnis. Der 

Unterschied war allerdings nicht statistisch signifikant. (siehe Abbildung 9B). 
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Abbildung 9: Vergleich der T-Zell-Subpopulationen bei Patienten mit gutem klinischen Ergebnis und 
schlechtem klinischen Ergebnis, gemessen mittels mRS. Dargestellt sind die adjustierten 
Mittelwerte und die 95-%-Konfidenzintervalle. 
A: Anzahl der CD4+-T-Zellen; B: relativer Anteil der CD4+-T-Zellen an allen CD3+-T-
Zellen; C: Anzahl der CD4+CD25hiFoxP3+-T-Zellen; D: Relativer Anteil der 
CD4+CD25hiFoxP3+-T-Zellen an allen CD4+T-Zellen; 
Gutes klinisches Ergebnis = Werte 0, 1, 2 oder 3 auf der modifizierten Rankin-Skala. 
Schlechtes klinisches Ergebnis = Werte 4, 5 oder 6 auf der modifizierten Rankin-Skala. 
Abkürzungen: CD = cluster of differentiation; FoxP3 = forkhead-box-protein; 
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4 Diskussion 

Das Immunsystem spielt für die bei einem ischämischen Hirninfarkt ablaufenden 

pathophysiologischen Prozesse eine bedeutende Rolle und beeinflusst das klinische 

Ergebnis betroffener Patienten. Untersuchungen belegen, dass sowohl das angeborene 

als auch das erworbene Immunsystem beim ischämischen Hirninfarkt eine bedeutende 

Funktion besitzen. Die neuroprotektive Rolle der Treg nach einem Hirninfarkt wurde bisher 

nur für kleine ischämische Areale belegt (52, 83, 102). Im Tiermodell wurde eine relevante 

systemische Immunsuppression beschrieben mit Apoptose von Lymphozyten und 

folgender Lymphopenie in sekundären Lymphorganen und dem peripheren Blut (17, 18). 

In der vorliegenden Untersuchung kam es im Gesamtkollektiv innerhalb einer Woche 

nach dem Hirninfarkt und 4–6 Wochen später zu keinen signifikanten Veränderungen der 

Treg. Im peripheren Blut von Hirninfarkt-Patienten mit Infekt waren signifikant weniger 

CD3+CD4+-T-Zellen und CD4+CD25hiFoxP3+-Treg nachweisbar als bei Patienten ohne 

Infekt. Patientinnen und Patienten mit guter Besserung des Gesundheitszustands hatten 

durchweg höhere Absolutwerte der beiden T-Zell-Populationen. 

4.1 CD4+-T-Lymphozyten bei Hirninfarktpatienten 

In den vergangenen Jahren konnte wiederholt gezeigt werden, dass es im Rahmen des 

Leukozyten-Einstromes in das ZNS auch zu einer Akkumulation von T-Lymphozyten nur 

wenige Stunden nach einer Reperfusion kommt (103, 104). 

Eine Depletion von T-Zellen führte im Tierexperiment zu einer reduzierten Infarktgröße 

(105, 106). Auch eine Suppression des T-Zell-Einstroms in das Gehirn verbesserte den 

Gesundheitszustand in einem experimentellen Hirninfarkt-Modell (107, 108). Lewis-

Ratten, die mit einer Zytokin-Ausschüttung (Dominanz der IFN-g-Sekretion) 

entsprechend einer Reaktion vom T-Helferzell-Typ-1 reagierten, zeigten ein funktional 

eingeschränktes Outcome (109). 

Im Tiermodell führte sowohl eine permanente MCAO über 24 h als auch eine 

photochemisch induzierte Ischämie zur Infiltration von CD4+-T-Zellen ab dem ersten Tag. 

Die Anzahl der T-Zellen im ZNS stieg an Tag 3 weiter an und erreichte ein Maximum an 

Tag 7, um über die darauffolgenden sieben Tage wieder abzufallen (104, 110). Laut 

FACS-Analysen wies die ischämische im Vergleich zur nicht-ischämischen Hemisphäre 

nach einer permanenten MCAO über 24 h doppelt viele T-Lymphozyten auf (111). Eine 
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erhöhte Anzahl an CD4+-Zellen in der ischämischen Hemisphäre trat an Tag 14 und 30 

im Vergleich zur kontralateralen Seite und zu scheinoperierten Mäusen. Mittels 

Immunhistochemie waren die CD4+-T-Zellen in der Periinfarktzone und im Infarktareal 

nachweisbar (112). In einer Studie zeigten Hirninfarkt-Patienten (n=46) bei der Aufnahme 

im Vergleich zu Kontrollen (n=14, gesunde Probanden oder Patienten mit anderen 

neurologischen Erkrankungen) signifikante niedrigere CD4+-T-Zellzahlen im Blut (79). 

In der vorliegenden Arbeit wurde das periphere Blut der Patienten untersucht. Im 

zeitlichen Verlauf kam es im Gesamtkollektiv zu keinen signifikanten Veränderungen der 

CD4+-T-Zellzahlen. Möglicherweise wurde der von Stubbe et al. (112) beschriebene 

späte Anstieg der CD4+-T-Zellen an Tag 14 und 30 nicht erfasst. In der vorliegenden 

Studie zeigten jedoch Hirninfarkt-Patienten mit Infekt signifikant niedrigere CD4+-T-

Zellzahlen im Vergleich zu Hirninfarkt-Patienten ohne Infekt. Dieses Ergebnis unterstützt 

das vielfach beschriebene Konzept einer Hirninfarkt-induzierten Immunsuppression (12, 

113) und deckt sich mit den Ergebnissen einer Studie, in der gezeigt wurde, dass 

Hirninfarktpatienten mit Infekt einen größeren Abfall aller Lymphozyten, aber auch der T-

Helferzellen aufweisen (77). Es gab bereits mehrere Ansätze durch das Vermindern des 

T-Zell-Einstroms in das ZNS und der folgenden pro-inflammatorischen Reaktion das 

Infarktvolumen zu reduzieren und das Outcome zu verbessern. Hier wurde z. B. der 

monoklonale Antikörper Natalizumab getestet, der an das Adhäsionsmolekül Integrin 

α4β1 auf Leukozyten bindet und dadurch die Leukozytenadhäsion an das Endothel und 

damit die Infiltration ins Gehirn verhindert. Im Tiermodell mit permanenter MCAO konnte 

dadurch Infarktvolumen reduziert und Outcome gebessert werden (105). Klinische 

Studien zeigten keinen eindeutigen Erfolg (114). Eine weitere Substanz, die auch in 

klinischen Studien erfolgsversprechend scheint, ist Fingolimod. Fingolimod induziert eine 

Lymphopenie, wodurch die Einwanderung ins ZNS vermindert werden könnte. In einer 

klinischen Phase II Studie zeigten sich  kleinere Infarktareale und eine besserer 

Gesundheitszustand im Vergleich zu Kontrollen gemessen an NIHSS und mRS, was aber 

bisher nicht in größeren Studien bestätigt werden konnte (115-117). Es traten unter 

Fingolimod-Therapie auch kardiovaskuläre Nebenwirkungen auf, wie z. B. Bradykardie 

und AV-Blockade (116, 118). Außerdem gibt es Hinweise, dass es teratogen wirken kann 

(116, 119).  

Statine könnten ebenfalls einen positiven Effekt haben und eine mögliche Therapie 

darstellen, da sie, neben ihrer Lipidsenkenden Funktion, auch immunmodulatorische 
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Eigenschaften besitzen. In Patienten mit stabilem Verlauf nach Herztransplantation 

wurde gezeigt, dass ex vivo durch eine Inkubation der PBMC mit Atorvastatin die Anzahl 

der CD3+CD4+ Zellen reduziert wurde (120). In der vorliegenden Arbeit zeigte sich kein 

Unterschied der Anzahl von CD4+-T-Zellen im Blut bei Hirninfarkt-Patienten mit oder 

ohne Statin-Therapie. Diese Ergebnisse decken sich mit der ASSORT Studie von 2017, 

in der sich kein Vorteil einer Statin-Therapie zeigte, gemessen an dem neurologischen 

Outcome nach 90 Tagen (121). 

4.2 Infektionen bei Hirninfarktpatienten 

Die Häufigkeit und Art von Komplikationen nach einem Hirninfarkt wurden vielfach 

untersucht. Die Inzidenz von Infektionen variiert je nach Studie und Zeitpunkt der 

Untersuchung im Krankheitsverlauf und liegt zwischen 17 und 59 % (17 % Chamorro 

et al. (74), 30 % Urra et al. (77), 59 % Castillo et al. (122)). 

In der vorliegenden Studie zeigten Patienten in 35,6 % der Fälle einen Infekt. Wie auch 

in der Literatur beschrieben, traten am häufigsten Pneumonien (76,2 % aller Infektionen 

und 27,1 % aller Hirninfarkt-Patienten) gefolgt von Harnwegsinfektionen (14,3 % aller 

Infektionen und 5,1 % aller Hirninfarkt-Patienten) auf. 

Wie in Kapitel 1.2 dargelegt treffen auf Hirninfarkt-Patienten eine Reihe von für einen 

Infekt prädisponierende Faktoren zu (z. B. Dysphagie, Immobilität). Die vorliegenden 

Daten unterstützen jedoch auch das Konzept der Poststroke-Immunsuppression. Die 

durch die zerebrale Ischämie ausgelöste Lymphozytopenie könnte Ausdruck einer 

systemischen Immunsuppression sein, die das Auftreten von Infektionen erleichtert. 

Alternativ kann auch eine vorbestehende (CD4+ T-) Lymphopenie eine unabhängiger 

Risikofaktor für die Entwicklung eines Infekts nach akutem ischämischem Hirninfarkt 

darstellen. Möglicherweise lässt sich der Abfall der CD4+-T-Lymphozyten in der Klinik als 

Marker für die Entwicklung einer Infektion nutzen. 

4.3 Verlauf von Treg bei Patienten mit ischämischem Hirninfarkt 

Ein bedeutender Akteur für die Aufrechterhaltung der Homöostase des Immunsystems 

sind die Treg. Verschiedene Untersuchungen belegen eine signifikant erhöhte Anzahl 

von Treg im peripheren Blut von Patienten an Tag 1, 7 und 21 nach dem Hirninfarkt im 

Vergleich zu Kontrollpatienten (123, 124). FACS-Analysen zeigen eine Invasion von Treg 

im Tiermodell ab dem dritten Tag nach einer MCAO. Fünf Tage nach der MCAO sind die 
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Zellen immunhistochemisch im Bereich der Penumbra (Periinfarktzone) nachweisbar. 

Treg-depletierte Mäuse zeigen im Verlauf ein signifikant größeres Hirninfarkt-Volumen 

und eine schlechtere neurologische Funktionalität. Weiter ist der Einstrom der 

Neutrophilen 24 h nach der MCAO bei Treg-depletierten Mäuse signifikant größer als in 

der Kontrollgruppe (dieser Effekt ist 5 Tage nach MCAO noch sichtbar, aber nicht mehr 

signifikant). Der Einstrom von CD3+-Zellen unterscheidet sich nicht in den beiden 

Gruppen (83). Bei der Analyse der Verteilung der Treg im ZNS und im peripheren 

Lymphgewebe nach MCAO zeigt sich eine signifikant erhöhte Treg-Anzahl ipsiläsional 

im ZNS an Tag 14 und 30 im Vergleich zu Tag 7 und im Vergleich zum peripheren 

Lymphgewebe. Die Treg sind in der Periinfarktzone und im Infarktareal lokalisiert. Auch 

ist eine vermehrte Treg-Proliferation im ZNS im Vergleich zu scheinoperierten Mäusen 

nachweisbar (112). Im peripheren Blut zeigen die Treg-depletierten Tiere signifikant 

höhere Spiegel an IFN-g und TNF-a. Durch die Gabe von Antikörpern gegen TNF-a und 

IFN-g kann die sekundäre Größenzunahme des Infarktareals in diesen Mäusen verhindert 

werden. Eine intrazerebroventrikuläre Injektion von IL-10 in Treg-depletierte Mäuse 

reduziert die Infarktgröße nach 7 Tagen signifikant und hemmt die postischämische 

Steigerung der TNF-a- und IL-1ß-Expression. Bei einem Cotransfer von Treg aus IL-10-

defizienten Mäusen bleiben die Infarktareale vergleichbar groß zu denen der der Treg-

depletierten Tieren, was auf einen zerebroprotektiven Effekt des von Treg sezernierten 

IL-10 hindeutend (125). 

In der vorliegenden Studie traten keine signifikanten Veränderungen im zeitlichen Verlauf 

der Treg im peripheren Blut der Hirninfarktpatienten zu den untersuchten Zeitpunkten auf. 

Ein Vergleich zu einer Kontrollgruppe fand nicht statt, da der Schwerpunkt der 

Untersuchung auf der Zeitkinetik lag. In anderen Studien lag die Anzahl an Treg bei 

Patienten mit Hirninfarkt (n=71) an Tag 1, 7 und 21 höher als bei Kontrollpatienten (123). 

Laut Tiermodellen sind Treg wenige Tage nach dem Hirninfarkt in der ipsilateralen 

Hemisphäre nachweisbar (83). Die Anzahl der FoxP3+-Treg ist in der ischämischen 

Hemisphäre an Tag 7, 14 und 30 im Vergleich zur kontralateralen Seite und zum ZNS 

scheinoperierter Tiere erhöht. Außerdem steigt die Treg-Anzahl an Tag 14 und 30 im 

Vergleich zu Tag 7 signifikant an. CD4+-Treg sind im Infarktareal und in der 

Periinfarktzone nachweisbar. Die Treg-Anzahl ist auch in zervikalen und inguinalen 

Lymphknoten sowie in der Milz erhöht. Die starke Proliferation der Treg an Tag 7 und 14 

(Nachweis mit dem Proliferationsmarker Ki-67) fällt an Tag 30 wieder ab (112). Eine 
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mögliche Proliferationssteigerung der Treg im Zeitraum von ein bis zwei Wochen nach 

dem Infarkt wurde in der vorliegenden Studie nicht erfasst, da die Zellen nur innerhalb 

der ersten fünf Tage und nach 4–6 Wochen bestimmt wurden. 

4.4 Treg und Infektionen bei Hirninfarktpatienten 

In der vorliegenden Studie waren die Treg-Zahlen bei den Patienten mit einem Infekt nach 

einem Hirninfarkt zu den Messzeitzeitpunkten nicht signifikant verschieden. Lediglich bei 

Patienten ohne Infekt war ein signifikanter Anstieg der Treg innerhalb der ersten 24 h 

nach Aufnahme und ein signifikanter Abfall 72 h nach Aufnahme nachweisbar. Bei den 

Patienten mit Infekt war der erkennbare Abfall der Treg innerhalb der ersten 48 h dagegen 

nicht signifikant. Diese Befunde stimmen mit Ergebnissen von Urra et al. überein, die 

zeigen, dass zwar T-Helferzellen bei Hirninfarkt-Patienten mit Infekt im Verlauf abfallen, 

aber nicht Treg im Vergleich zu den Patienten ohne Infekt (77). Insgesamt zeigten die 

Patienten mit Infekt in der vorliegenden Studie eine signifikant geringere Anzahl an 

CD4+CD25hiFoxP3+-T-Zellen im peripheren Blut als Patienten ohne Infekt. Bei der 

Interpretation sollte berücksichtigt werden, dass diese Befunde keine Aussage über die 

Anzahl der Treg im ZNS bzw. über das Verhältnis der peripheren und in das ZNS 

einwandernden Treg zulassen. 

Weiter lässt sich anhand der vorliegenden Befunde nicht klären, ob die Abnahme der 

Treg die Folge oder die Ursache der Immunsuppression ist. Auch lässt sich nicht ableiten, 

ob die beschriebene Immunsuppression durch das offensichtliche Begünstigen von 

Infektionen ein schädlicher Effekt ist oder vielmehr ein protektiver Effekt. Denn durch den 

Untergang der Blut-Hirn-Schranke und die Gewebsschädigung erhält das Immunsystem 

Kontakt zu vormals unbekannten ZNS-spezifischen Antigenen. Hierdurch könnte eine 

autoaggressive Reaktion mit einer pro-inflammatorischen Immunantwort entstehen oder 

auch eine autoregulatorische und anti-inflammatorische Immunantwort (113). Ein 

möglicher Auslöser dieser Immunsuppression nach Hirninfarkt könnte die Aktivierung der 

Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse und des sympathischen 

Nervensystems sein. In einer Studie korrelierte die erhöhte Mortalität drei Monate nach 

dem Hirninfarkt mit erhöhten Katecholamin-Spiegeln im Blut (74). In einer 

tierexperimentellen Studie ließ sich mit dem Glukokortikoid-Rezeptor-Blocker RU486 der 

Abfall von Lymphozyten reduzieren. Dies führte jedoch nicht zu einer niedrigeren 

Infektionsrate. Wurde allerdings das sympathische Nervensystem mit dem Betablocker 
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Propranolol gehemmt, zeigte sich eine niedrigeren Infektionsrate und eine reduzierte 

Mortalität der Tiere an Tag 7 (17, 126). Tabelle 12 zeigt die bisher nachgewiesenen 

Veränderungen immunologischer Parameter, die mit Infektionen nach einem Hirninfarkt 

assoziiert sind. 

Tabelle 12: Veränderungen von Parametern des Immunsystems bei Patienten mit Infektionen nach 
Hirninfarkt (nach Vogelsang) 

Parameter Erhöht/erniedrigt Autoren 
Zelluläre Parameter 
Anzahl der T-Lymphozyten ß Prass et al. (17) 

Anzahl der CD4+-T-Zellen ß Vogelgesang et al. (79), Klehmet et al. (127) 

Regulatorische T-Zellen 
(Treg) 

Ý im Vergleich zu 
Kontrollpatienten* 

Yan et al. (123) 

Zytokine  
Interleukin-(IL)-10 Ý Chamorro et al. (74), Klehmet et al. (127) 

Interleukin-(IL)-6 Ý Chamorro et al. (73), Klehmet et al. (125) 

Interferon-gamma (IFN-g) ß Klehmet et al. (125) 

Hormone  
Norepinephrin im Urin Ý Klehmet et al. (125) 

Normetanephrin im Blut Ý  Chamorro et al. (73) 

*) gesunde Kontrollen und Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen 

4.5 Klinisches Ergebnis und Treg 

Bisher gab es kontroverse Ergebnisse zu der Frage, inwiefern Tregs das Outcome 

beeinflussen. Stubbe et al. neutralisierten Treg in Mäusen mit einem anti-CD25 

Antikörper an Tag 3 und 14 nach MCAO. Sie fanden keinen signifikanten Unterschied in 

Bezug auf das neurologische Ergebnis (112). Liesz et al. zeigten hingegen, dass im 

Tiermodell das neurologische Ergebnis schlechter war bei Mäusen, die 24 Stunden und 

an Tag 3 nach MCAO einen anti-CD25 Antikörper erhalten hatten (83). Dieses Ergebnis 

konnte in der vorliegenden Studie bestätigt werden. Es bestand eine Korrelation 

zwischen dem klinischen Ergebnis (gemessen anhand mRS-Wert) und der Anzahl der 

Treg. Patienten mit einem besseren klinischen Ergebnis zeigten eine höhere Anzahl an 

Tregs in ihrem Blut. Zhang et al. zeigte, dass eine in vivo Expansion von Treg in Mäusen 

durch die Gabe eines IL2/IL2-Antikörper-Komplexes zu einem gebesserten 

neurologischen Gesundheitszustand führte (128), was eine neuroprotektive Funktion der 

Treg in einer zerebralen Ischämie vermuten lässt. Die mit dem IL2/IL2-Antikörper-

Komplex behandelten Mäuse zeigten ebenfalls ein geringeres Infarktvolumen. In der 
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Arbeit von Liesz et al. zeigten die Treg depletierten Mäuse an Tag 7 signifikant größeres 

Infarktvolumen. Im nächsten Schritt erhielten Rag2-knock-out Mäuse, welche keine reifen 

T-Lymphozyten hervorbringen können, entweder CD4+ CD25- T-Lymphozyten oder 

Treg. Die Mäusen, denen Treg fehlten, zeigten deutlich größere Infarktareale (83). Pang 

et al. zeigten, dass bei Patienten mit größerem Infarkt weniger Tregs im Blut nachweisbar 

waren (129). Leider erfolgte in dieser Untersuchung keine Korrelation mit dem klinischen 

Ergebnis, aber es wurde bereits mehrfach belegt, dass es eine positive Korrelation 

zwischen der Infarktgröße und der Besserung des Gesundheitszustands gibt (130, 131).  

4.6 Treg und Statine 

In der vorliegenden Arbeit zeigten Patienten mit einer neu begonnenen Statin-Therapie 

nach dem Hirninfarkt eine signifikant höhere Anzahl an Treg (CD4+CD25hiFoxP3+-T-

Zellen) bzw. einen signifikant höheren Anteil an Treg an allen CD4+-Zellen im Vergleich 

zu Patienten ohne Statin-Therapie. Innerhalb der Statin-Gruppen bestanden keine 

signifikanten Unterschiede im zeitlichen Verlauf. 

Laut in vitro Experimenten exprimieren CD4+-T-Zellen nach Zugabe von Atorvastatin 

vermehrt FoxP3 (132). Im MCAO-Tiermodell zeigen Ratten mit zerebraler Ischämie nach 

sieben Tagen eine höhere Anzahl an FoxP3+-Zellen im peripheren Blut als 

scheinoperierte Tiere. Durch eine Atorvastatin-Behandlung verringert sich die FoxP3-

Population wieder. Diese Effekte werden ausschließlich an Tag 7, nicht aber an Tag 3 

und Tag 15 beobachtet (133). 

In der vorliegenden Studie wurde das periphere Blut der Patienten täglich bis zum fünften 

Tag und danach erst wieder nach 4–6 Wochen analysiert. Ein möglicher Effekt an Tag 7 

wurde somit nicht erfasst. 

Weiter stieg in einer Untersuchung die CD4+CD25hi-Zellzahl bei Patienten, die bei einer 

Hyperlipidämie Pravastatin und Simvastatin erhielten (132). Laut in vitro und ex vivo 

Untersuchungen erhöht Atorvastatin, nicht aber Mevastatin und Pravastatin, die Anzahl 

humaner CD4+CD25+FoxP3+-T-Zellen (132). In der vorliegenden Studie wurde nicht 

unterschieden, welches Statin verabreicht wurde. 

In der vorliegenden Studie zeigten Patienten mit einer neu begonnenen Statin-Therapie 

mehr CD4+CD25hiFoxP3+-T-Zellen als Patienten mit einer bestehenden Statin-

Therapie. Die Ursache für diesen Unterschied lässt sich anhand der vorliegenden Daten 
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nicht klären. Es fehlen Angaben zur Compliance der Patienten bei längerer Statin-

Einnahme und eine engmaschige Kontrolle der Zellzahlen über den gesamten 

Therapieverlauf. Möglicherweise kommt es initial nach Beginn der Statin-Therapie zu 

einem Anstieg der Treg mit anschließender Normalisierung. 

4.7 Limitationen 

– Stichprobengröße und Patientenauswahl: Es wurden nur 59 Personen in die Studie 

eingeschlossen, die in einer bestimmten Notaufnahme eines Akutkrankenhauses 

aufgenommen wurden. Eine größere Stichprobe aus verschiedenen Kliniken 

(multizentrisches Design) könnte die Repräsentativität der Ergebnisse verbessern. 

Darüber hinaus könnte die Auswahl der Patienten in der Notaufnahme zu einer 

potenziellen Verzerrung führen und die Generalisierbarkeit der Ergebnisse 

einschränken. 

– Beobachtungsdesign und fehlende Kontrollgruppe: Die Studie hatte ein exploratives, 

prospektives Design, das auf Beobachtungen basierte. Es wurde jedoch keine 

Kontrollgruppe verwendet, um die Ergebnisse mit einer Vergleichsgruppe zu 

vergleichen (z.B. anderes Krankheitsbild, das zur Aufnahme im Krankenhaus führt 

oder gesunde Kontrollpersonen). Das Fehlen einer Kontrollgruppe könnte alternative 

Erklärungen für die beobachteten Unterschiede zwischen den Gruppen einschränken 

(z.B. Hospitalisierungs-bezogene und die Kausalität der beobachteten Effekte). 

– Zeitliche Erfassung der T-Zell-Populationen: Die T-Zell-Populationen wurden zu 

verschiedenen Zeitpunkten nach dem Hirninfarkt erfasst. Der zeitliche Verlauf der T-Zell-

Populationen könnte jedoch variabel sein und möglicherweise nicht vollständig in den 

gewählten Erfassungszeitpunkten erfasst werden. Eine häufigere Erfassung der T-Zell-

Daten könnte ein genaueres Bild über den zeitlichen Verlauf der Populationen liefern. 

– Methodische Limitierungen: Treg weisen eine Reihe charakteristischer 

Oberflächenmoleküle auf. Die Tatsache, dass viele dieser Marker auch von aktivierten 

T-Effektorzellen exprimiert werden, erschwert die Differenzierung. Auch der 

ursprünglich als exklusiver Treg-Marker geltende Transkriptionsfaktor FoxP3 wird 

zeitweise von aktivierten T-Effektorzellen exprimiert (134). In der vorliegenden Arbeit 

wurden daher neben den CD4+CD25hiFoxP3+-Zellen auch 

CD4+CD25hiFoxP3+CD127-Zellen untersucht. Die Ergebnisse der beiden 

Zellpopulationen unterschieden sich jedoch kaum. Möglicherweise spielt CD127 bei 

Zellsortierungsverfahren eine größere Rolle und hilft bei der Gewinnung einer reineren 
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Treg-Population. Zumindest konnte mit Hilfe von Suppressionsassays nachgewiesen 

werden, dass eine fehlende Expression des IL-7-Rezeptor-alpha (CD127) eine hoch 

suppressive Population an CD4+CD25+-Zellen kennzeichnet (35). 

–  Eine Möglichkeit zur Differenzierung zwischen Treg und anderen T-Zellen in 

zukünftigen Arbeiten wäre eine Analyse des Desoxyribonukleinsäure-(DNS)-

Methylierungsmusters des FoxP3-Genlokus. Eine Demethylierung der FoxP3-Region 

tritt ausschließlich bei Treg-Zellen auf. Alle anderen Zelltypen im peripheren Blut 

einschließlich der aktivierten Effektor-T-Zellen sind dort vollständig methyliert (135). 

– Korrelationsanalysen: Die begrenzte Zahl an erfassten Faktoren in den 

Korrelationsanalysen könnten möglicherweise andere wichtige Faktoren übersehen 

haben, die die klinischen Ergebnisse beeinflussen könnten. 

– Fehlende Langzeitbeobachtung: Die Studie erfasste Daten bis zu 6 Wochen nach dem 

Hirninfarkt. Eine längere Nachbeobachtung der Patienten über einen größeren 

Zeitraum könnte Einblicke in den Langzeitverlauf der T-Zell-Populationen und deren 

Zusammenhang mit der Prognose liefern. 

Zusammenfassend sind weitere Studien mit größeren Stichproben, Kontrollgruppen 

und längeren Nachbeobachtungszeiträumen erforderlich, um die Ergebnisse dieser 

Studie zu validieren und umfassendere Erkenntnisse über die Rolle von 

regulatorischen T-Zellen nach einem ischämischen Hirninfarkt zu gewinnen. 

4.8 Schlussfolgerungen 

Trotz umfassender Analysen an Hirninfarkt-Patienten und an Tiermodellen der 

zerebralen Ischämie ist die Bedeutung des Immunsystems für den Krankheitsverlauf 

noch nicht gänzlich verstanden. Die vorliegenden Daten unterstützen das Konzept der 

Hirninfarkt-induzierten Immunsuppression. Befunde aus der Literatur belegen, dass eine 

präventive antibiotische Therapie oder eine immunmodulatorische Therapie die 

Besserung des Gesundheitszustandes nicht bei allen Hirninfarkt-Patienten positiv 

beeinflussen kann (17, 22-24). Eine lokale Erhöhung der Treg-Population in dem vom 

Hirninfarkt betroffenen Hirnareal könnte therapeutisch wirksam sein. In diesem Kontext 

könnte eine Statin-Therapie für einzelne Subgruppen von Hirninfarkt-Patienten sinnvoll 

sein. Vor dem klinischen Einsatz dieses Medikaments muss in weiteren Studien geklärt 

werden, welche Patientengruppen von einer Statin-Therapie profitieren und zu welchem 

Zeitpunkt mit der Therapie begonnen werden sollte.  
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Zellen bei Patienten nach ischämischen Hirninfarkt (engl.: Regulatory T cells in patients 
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Autoren/innen beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung kenntlich gemacht. Die 
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statistische Aufarbeitung) und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und 

Tabellen) werden von mir verantwortet. 

Ich versichere ferner, dass ich die in Zusammenarbeit mit anderen Personen generierten 

Daten, Datenauswertungen und Schlussfolgerungen korrekt gekennzeichnet und meinen 

eigenen Beitrag sowie die Beiträge anderer Personen korrekt kenntlich gemacht habe 

(siehe Anteilserklärung). Texte oder Textteile, die gemeinsam mit anderen erstellt oder 

verwendet wurden, habe ich korrekt kenntlich gemacht. 
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sämtliche im Rahmen der Dissertation entstandenen Publikationen wurden die Richtlinien des 

ICMJE (International Committee of Medical Journal Editors; www.icmje.og) zur Autorenschaft 

eingehalten. Ich erkläre ferner, dass ich mich zur Einhaltung der Satzung der Charité – 
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unwahren eidesstattlichen Versicherung (§§156, 161 des Strafgesetzbuches) sind mir 
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6.2 Lebenslauf 
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