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1. Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1. Epidemiologie und Semiologie des Schlaganfalls

Anhand epidemiologischer Studien wurde fur die deutsche Bevdlkerung unlangst eine
jahrliche Schlaganfall-Inzidenz von 219 pro 100000 Einwohner errechnet [1, 2]. Somit
treten in Deutschland pro Jahr rund 150- 200000 Schlaganfalle auf, wobei mehr als
50% aller Schlaganfallpatienten alter als 75 Jahre sind [3]. Im Hinblick auf die
demographische Entwicklung wird die Schlaganfall-Pravalenz weiterhin steigen [1]. Mit
einer Mortalitdt von 20- 25% steht der Schlaganfall, nach Herzerkrankungen und
malignen Tumorerkrankungen an Platz drei der Todesursachen in Deutschland
(Statistisches Bundesamt Wiesbaden, 2004). Dartuber hinaus sind Schlaganfalle die
fuhrende Ursache dauernder Invaliditat und gehéren medizinbkonomisch zur teuersten
Krankheitsgruppe in westlichen Industrielandern [4, 5].
Etwa 85 % aller Schlaganfalle werden durch eine zerebrale Ischamie und etwa 15%
durch eine intrakranielle Blutung bedingt [6]. Anhand der TOAST-Kriterien [7] werden
zerebrale Ischamien gemaR ihrer wahrscheinlichen Atiologie in Schlaganfélle durch

- ,Arteriosklerose grof3er hirnversorgender Arterien®,

- eine ,kardiale Embolie®,

- den ,Verschluss kleiner Hirngefalie®,

- ,andere definierte Ursachen® (z.B. Dissektionen oder Gerinnungsstdérungen) bzw.

- ,ungeklarter Atiologie“ unterteilt.
Dabei stellen kardioembolische Ursachen mit 25% und eine zerebrale Mikro- und
Makroangiopathie mit je 20% die haufigsten Ursachen dar. Bei weiteren 20% aller
Schlaganfallpatienten kann bisher keine atiologische Zuordnung erfolgen [8].
Bei vollstandiger Regredienz der fokal-neurologischen Defizite innerhalb von 24
Stunden wurden zerebrale Ischamien bislang als transitorisch ischamische Attacke
(TIA) bezeichnet. Ein Wandel der TIA- Definition mit einer Dauer des fokal-
neurologischen Defizits unter 1 Stunde ohne Nachweis pathologischer Veranderungen

in der zerebralen Magnetresonanztomographie (MRT) zeichnet sich jedoch ab [9].
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1.2. Pathophysiologie des Schlaganfalls und Akuttherapie

Der Energieverbrauch des Gehirns ist im Hinblick auf den relativ geringen Anteil am
Kdrpergewicht sehr hoch und betragt mehr als 20% des Korperbedarfs. Die sich im
Zuge einer zerebralen Ischamie des Gehirns ausbildende Gewebeschadigung resultiert
aus einem Ischamie- bedingten Absinken des intrazellularen ATPs, das zu einer
Wiederaufnahmestorung des exzitatorisch wirksamen Neurotransmitters Glutamat und
einer verminderten Aktivitdt der membranstdndigen Na'/K'-ATPase fiihrt. Das
konsekutive zytotoxische Odem fiihrt zu einem nekrotischen Zelluntergang. Das den
Infarktkern in der Frihphase umgebende Hirnareal mit gestértem Funktions- jedoch
erhaltenem Strukturstoffwechsel wird als ,Penumbra“ bezeichnet (zur Ubersicht [10]).
Im vom Schlaganfall betroffenen Hirngewebe kommt es dartber hinaus zu einer lokalen
Entzindungsreaktion mit Einwanderung von Leukozyten und Aktivierung von
Astrozyten, Endothelzellen und Mikrogliazellen. Die konsekutive Freisetzung von Zyto-
und Chemokinen unterliegt komplexen Regelkreisen, kann jedoch zu einer Progression
des ischamisch bedingten Schaden fuhren [11].

Die zerebrale Reperfusion durch Wiedererdffnung des verschlossenen Hirngefalies,
beispielsweise durch eine ,Lysetherapie® mittels eines rekombinanten Plasminogen-
Aktivators (rt-PA (zur Ubersicht [12]), stellt daher einen Kernpunkt der bisherigen
Akuttherapie nach einem ischamischen Schlaganfall dar, um durch Reperfusion nach
Thrombolyse den Funktionsstoffwechsel der Penumbra wiederherzustellen. Aufgrund
maglicher Blutungskomplikationen ist eine Lysetherapie jedoch nur in einem Zeitfenster
von wenigen Stunden nach Symptombeginn und unter Beachtung der vielfaltigen
Kontraindikationen mdglich, so dass derzeit nur etwa 5 % aller Schlaganfallpatienten
eine Lysetherapie erhalten [13, 14].

Trotz vielversprechender Ergebnisse im Tiermodell der zerebralen Ischamie konnte
bisher kein neuroprotektiv wirksames Medikament etabliert werden, so dass die
Akuttherapie neben der Lysetherapie auf die Normierung von Blutzucker und
Korpertemperatur sowie eine bedarfsgerechte Blutdruckeinstellung begrenzt ist [12, 15-
18]. Durch die Behandlung von Schlaganfallpatienten auf spezialisierten
Behandlungseinheiten, sogenannten ,stroke units®, konnten die Schlaganfall-assoziierte

Mortalitat und Morbiditat in den letzten Jahren deutlich gesenkt werden [19].
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1.3. Infektionen als Ursache und Folge eines akuten Schlaganfalls

Anhand epidemiologischer Studien konnte belegt werden, dass neben kardiovaskularen
Risikofaktoren wie arterieller Hypertonie, Diabetes mellitus und Fettstoffwechselstorung
[20] auch akute und chronische Infektionen als Risikofaktor fir einen ischamischen
Schlaganfall anzusehen sind [21-29].

In sowohl retrospektiven wie auch prospektiven Studien zeigte sich, dass innerhalb der
ersten Wochen 2- 24% aller Schlaganfallpatienten eine Pneumonie und 6- 24% einen
Harnwegsinfekt entwickeln [30-44]. Dabei weisen retrospektive Studien mit groReren
Patientenzahlen  durchschnittlich  geringere Infektionsraten als  prospektive

Beobachtungsstudien auf.

Autoren Fallzahl Studiendesign Ha-ir::::tgs Pneumonie Ref.
Aslanyan et al. 1455 Prospektiv 17 % 14 % [30]
Davenport et al. 597 Retrospektiv 16 % 12 % [31]
Georgilis et al. 330 Retrospektiv 12 % 10 % [32]
Grau et al. 119 Prospektiv 1% 2% [33]
Hamidon et al. 163 Prospektiv 12 % 4 % [34]
Heuschmann et al. 13440 Retrospektiv ™ 6 % [35]
Hilker et al. 124 Prospektiv (™) 21 % [36]
Johnston et al. 279 Retrospektiv 1% 5% [37]
Katzan et al. 14293 Retrospektiv () 7 % [38]
Langhorne et al. 311 Prospektiv 23 % 22 % [39]
Ovbiagele et al. 663 Prospektiv 13 % 10 % [40]
Smithard et al. 121 Prospektiv (*) 24 % [41]
Tirschwell et al. 4757 Retrospektiv 9% 6 % [42]
Vargas et al. 229 Prospektiv 6 % 18 % [43]
Weimar et al. 3866 Retrospektiv 6,3 % 7,4 % [44]

Tabelle 1: Studien zum Auftreten von Pneumonien und Harnwegsinfekten bei
Schlaganfallpatienten in einem Beobachtungszeitraum von 2 bis 90 Tagen, modifiziert
nach [45, 46]. (*) keine Angaben.
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Im Hinblick auf die Arbeit von Langhorn et al., der kumulativ bei 65% aller prospektiv
beobachteten Patienten eine Infektion nach Schlaganfall konstatierte, ist anzumerken,
dass die Definitionskriterien fiir eine ,Infektion bezlglich des Uberwachungszeitraumes
und der diagnostischen Verfahren deutlich von denen anderer Studien differierten [39].
Festzustellen ist jedoch, dass die Pravalenz nosokomialer Infektionen nach akutem
Schlaganfall weit Uber der anderer Krankheitsbilder liegt [30-44, 47].

Als Risikofaktoren einer Schlaganfall- assoziierten Pneumonie sind eine Schluckstorung
(Dysphagie) mit konsekutivem Aspirationsrisiko, eine invasive Beatmung und die
dauerhafte Immobilisation aufgrund der fokal-neurologischen Ausfalle identifiziert
worden [36].

Da einerseits die Pravalenz von Pneumonien auch nach Schlaganfallen ohne
bleibendes fokal- neurologisches Defizit erhoht ist [48] und andererseits etwa die Halfte
aller Erwachsenen im Schilaf wiederholt aspiriert ohne an einer Pneumonie zu
erkranken [49, 50], sind offenbar weitere Faktoren fir das hohe Pneumonierisiko nach
akutem Schlaganfall verantwortlich. Das Alter des Patienten und auch die Lokalisation
und Atiologie des Schlaganfalles scheinen diesbeziiglich beeinflussende Faktoren zu
sein. So konnten insbesondere altere Patienten Uber 75 Jahre und Patienten mit nicht-
lakunaren ischamischen Infarkten im Bereich der A. cerebri media (offenbar unabhangig
von der betroffenen Hemisphare) als Risikopatienten identifiziert werden [36, 51].

Es ist bisher nicht abschlieBend geklart, ob nosokomiale Infektionen einen
unabhangigen Risikofaktor ein schlechteres medizinisches Outcome darstellen [36, 37,
43, 46]. Unstrittig ist hingegen, dass Pneumonien in der postakuten Phase des
Schlaganfalls die fuhrende Todesursache darstellen [35, 38].

Basierend auf diesen Beobachtungen wurden bislang drei kontrollierte, randomisierte
Studien durchgefuhrt, die den Einfluss einer praventiven Antibiotikatherapie auf den
Krankheitsverlauf nach akuter zerebraler Ischamie untersuchten.

Die von Chamorro et al. publizierte ESPIAS- Studie (500 mg Levofloxacin per os pro
Tag Uber 3 Tage) ist methodisch umstritten [46, 52] und konnte bei mittelschwerem
fokal-neurologischem Defizit nach ischamischem oder hamorrhagisch- transformiertem
Schlaganfall keinen Nutzen einer praventiven Antibiotikatherapie zeigen. Die an der
Charité Berlin durchgefuhrte PANTHERIS- Studie (400 mg Moxifloxazin i.v. pro Tag
uber 5 Tage bei schwerem fokal-neurologischem Defizit) fuhrte in der Intention- to -treat

Analyse zwar zu einer Senkung der Infektionsrate, jedoch nicht zu einer Reduktion der
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Mortalitat, einer Verbesserung neurologischen Defizits oder des Grades der
Behinderung [53]. In der von Schwarz et al. vorgestellten MISS- Studie (3x 2 g
Mezlocillin plus Sulbactam fur vier Tage) konnte die Infektionsrate signifikant reduziert
werden (54). Da in der behandelten Gruppe dennoch 15 von 30 Patienten und in der in
der Kontrollgruppe 27 von 30 Patienten von einer Infektion betroffen waren, ist das
Studiendesign und die Aussagekraft der Studie jedoch stark anzuzweifeln. Der nach
drei Monaten postulierte signifikant niedrigere Grad der Behinderung [54] kann somit
nicht als gegeben angesehen werden. Weitere diesbezlgliche Studien sind somit
notwendig, um eine mogliche Effizienz einer praventiven Antibiotikagabe zu klaren, die
im Hinblick auf die zunehmenden Antibiotika-Resistenzen verschiedener Bakterien als

nicht unkritisch zu sehen ist.

1.4. Basisparameter der Inmunkompetenz

Das Immunsystem des Menschen umfasst neben dem angeborenen Immunsystem
(gepragt durch phagozytierende Zellen wie bspw. Makrophagen) das adaptive
Immunsystem (durch Lymphozyten getragene Antikorper-vermittelte Immunantwort).

Im Folgenden sollen die fur die vorliegende Arbeit wichtigsten immunologischen

Parameter kurz charakterisiert werden.

T-Zellen werden je nach Prasentation von CD-Molekulen (Cluster of differentiation) in
CD8+ zytotoxische T-Zellen und CD4+ T-Helferzellen (Th) unterschieden. Allen T-
Zellen ist gemein, dass sie CD3+ sind und Antigene nur nach deren Prasentation durch
Major histocompatibiliy complex (MHC) Proteine erkennen. Wahrend CD8+ Th
Fremdantigen-prasentierende Zellen attackieren, pragen CD4+ Th durch die
Freisetzung von Zytokinen zum einen die B-Zell-vermittelte humorale Immunantwort,

zum anderen die Aktivierung von Makrophagen. T-Helferzellen werden dabei anhand

der von ihnen sezernierten Zytokine in Typ 1 (Th4) [Interleukin (IL)-2, IL-12 und
Interferon (IFN)-y] und Typ 2 (Thy) [IL-4, IL-5 und IL-10] unterteilt [55-57]. Wahrend Th;-
Zellen vornehmlich fir die Abwehr mikrobieller Pathogene von Bedeutung sind und

damit vornehmlich die zellulare Immunitat verantworten , steuern Th, —Zellen Uber die
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0.g. Effektorzytokine die humorale Immunantwort Gber eine Aktivierung von B-Zellen,

Eosinophilen und Mastzellen.

Zytokine sind l6sliche Polypeptide und Glykoproteine, die pleotrope Effekte auf Zellen
des lymphatischen und hamatopoetischen Systems vermitteln [58]. Sie werden gemaf
funktioneller und struktureller Eigenschaften und Syntheseorten in Interleukine (IL),
Chemokine, Interferone (IFN) sowie Wachstums- und Tumornekrosefaktoren (TNF)
unterteilt. Interleukine vermitteln pluripotente Effekte zwischen Leukozyten [59]. Sie sind
auch an der Entwicklung und Differenzierung von Lymphozyten beteiligt. Beispielsweise
induziert IL-12 die Differenzierung von Th4 [60, 61], und IL-4 die Differenzierung von Thy,
[62, 63].

Interferon-y (IEN-y) wird vornehmlich von Th4-Zellen, NK-Zellen und Makrophagen, aber

auch Mikrogliazellen freigesetzt und verstarkt u.a. durch die zellulare Expression von

MHC- Proteinen die Antigenen- Prasentation durch Makrophagen [64].

Tumornekrosefaktor o (TNF-a) wird u.a. von monozytaren Zellen, B- und T-Zellen

sezerniert. Das im Rahmen der angeborenen, unspezifischen Immunreaktion
freigesetzte TNF-o steigert die sekretorische und phagozytotische Aktivitat sowie die
Antigen- Expression und Zytotoxizitat monozytarer Zellen [65]. Die monozytare
Sekretionskapazitat wird dabei als Ausdruck der adaquaten Reaktion des
Immunsystems auf pathogene Stimuli im Rahmen der angeborenen, unspezifischen

Immunreaktion betrachtet [66-68].

Major_histocompatibility complex (MHC) Proteine sind membranstandige polymorphe

Glykoproteine, die Antigene prasentieren. Von MHC Klasse |- Molekilen (Human
Leucocyte Antigen (HLA), HLA-A, HLA-B und HLA-C), die auf fast allen kernhaltigen
Zellen exprimiert werden und intrazellular prozessierte Antigene prasentieren, werden
MHC Klasse II- Molekile (HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP) unterschieden, die von
antigenprasentierenden Zellen exprimiert werden und vornehmlich extrazellulare
Antigene prasentieren. CD8+ T-Zellen binden an MHC- |- Komplexe, CD4+ T-Zellen
hingegen an den MHC-II-Komplex.

10
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Die HLA-DR Expression von Monozyten konnte bei einer Vielzahl von infektidsen
Erkrankungen, insbesondere jedoch bei Sepsispatienten als fur die Prognose relevanter
Marker einer Immunsuppression identifiziert werden [66, 69-72]. Bei Patienten nach
Organtransplantation wurde eine andauernde Reduktion der monozytaren HLA-DR-
Expression < 5000 Antigene pro Monozyt als ,Immunparalyse” bezeichnet [72], die mit
einem schlechten Outcome assoziiert war. Auch nach Polytraumata [73], schweren
Verbrennungen [74] und nach neurochirurgischen Eingriffen [75] konnte gezeigt
werden, dass ein verminderte HLA-DR Expression mit einer erhdhten Infektanfalligkeit

einhergeht.

1.5. Immunologische Veranderungen nach akutem ischamischen Schlaganfall

Bereits 1979 wurde beim Menschen durch Czlonkowska et al. eine verminderte Anzahl
und Aktivitat von T-Zellen innerhalb der ersten zwei Tage nach akuter zerebraler
Ischamie nachgewiesen [76]. Tarkowski et al. beschrieben 1998 zudem eine
verminderte allergische Uberempfindlichkeitsreaktion (Immunreaktion Typ V) nach
stattgehabtem ischamischen Schlaganfall die von der Lokalisation des Schlaganfalles
abhangig und insbesondere bei Beteiligung des rechten frontalen Kortex und des
Putamens nachweisbar war. In den Jahren 2006 und 2007 wurden durch Chamorro et
al. zwei Studien zur Immunantwort nach zerebraler Ischamie publiziert, die neben einer
erhohten Aktivitat des sympathischen Nervensystems eine verminderte Monozytenzahl
innerhalb der ersten zwei Tage nach Schlaganfall im Blut postulierten [77, 78].

Im Mausmodell konnten bereits weiterreichende Erkenntnisse gewonnen werden [79].
So wurde gezeigt, dass der ischamische Schlaganfall eine rasche und lang anhaltende
Suppression der zellularen Immunantwort nach sich zog, die mit einer hohen Pravalenz
bakterieller Pneumonien assoziiert war. Neben einer bereits nach Stunden
einsetzenden und Uber Tage anhaltenden, durch Apoptose-bedingten Lymphopenie, die
B-Zellen, T-Zellen und NK-Zellen betraf, konnte in vitro eine fihrende Th,- Antwort und
eine funktionelle Deaktivierung der numerisch normwertigen Monozyten nachgewiesen
und das von T- und NK-Zellen freigesetzte IFN-y als Mediator der Entstehung einer
Pneumonie nach ischamischem Schlaganfall identifiziert werden. Durch die Hemmung

des sympathischen Nervensystems (durch Gabe eines -Rezeptorblockers) oder den
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adoptiven Transfer von IFN-y produzierenden T- und NK-Zellen konnten die
beschriebene Schlaganfall- assoziierte Immundepression abgeschwacht, eine
Bakteriamie und Pneumonie verhindert und damit die Mortalitdt drastisch reduziert
werden. Eine Blockade der im Zuge des Schlaganfalles aktivierten Hypothalamus-
Hypophysen- Nebennierenachse durch den Glukokortikoidrezeptorantagonist RU 486
fuhrte im Tiermodell hingegen nicht zu einer Wiederherstellung der beeintrachtigten
Zytokinproduktion [79].

Die Immunantwort nach zerebraler Ischamie weist somit Parallelen zur humanen
Immunantwort nach akuten Traumata des ZNS oder des Rickenmarks bzw. nach
neurochirurgische Eingriffen auf (zur Ubersicht [80]). Das so genannte ,Central Nervous
System injury- induced immune deficiency syndrome* (CIDS) ist durch eine zellulare
und humorale Immunsuppression charakterisiert und geht mit einem erhohten
Infektionsrisiko einher [81-83]. Fur die Interaktionen von ZNS und Immunsystem scheint
in erster Linie die Aktivierung des sympathischen und parasympathischen
Nervensystems [84] sowie der Hypophysen- Hypothalamus- Nebennieren- Achse von
Bedeutung zu sein. Die bidirektionalen Kommunikations- und Interaktionswege sind
vielfaltig. So zeigen primare (Thymus, Knochenmark) und sekundare (Lymphfollikel,
Lymphknoten, Milz) lymphatische Organe eine Expression von a und (- Rezeptoren
[85]. Der Einfluss des sympathischen Nervensystems beruht in diesem Fall auf einer
direkten neuronalen Verbindung. Auch zellulare Immunfunktionen werden durch auf
Immunzellen exprimierten (- Rezeptoren und den Neurotransmitter Noradrenalin
modifiziert [86]. Die Hypophysen- Hypothalamus- Nebennieren- Achse stellt einen
neuroendokrinen Weg der Interaktion dar, die immunsupprimierenden Eigenschaften
des von den Nebennieren freigesetzten Kortisols bereits seit Jahrzehnten bekannt.
Daruber hinaus hat das parasympathische Nervensystem Uber auf Immunzellen wie
Makrophagen exprimierten Acetylcholinrezeptoren hemmenden Einfluss auf die

Immunfunktion [84].

12
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1.6. Herleitung der Aufgabenstellung und Zielsetzung der Arbeit

Der ischamische Schlaganfall ist aufgrund seiner hohen Pravalenz, der assoziierten
Morbiditat- und Mortalitat und der bisher unzureichenden Moglichkeiten in der
Akuttherapie weiterhin ein klinisch ungelostes Problem [2]. Die Prognose von
Schlaganfallpatienten wird derzeit vornehmlich durch das Auftreten von Komplikationen
bestimmt, wobei nosokomiale Infektionen in der postakuten Phase die flhrende
Todesursache darstellen [38, 87]. Studien, die den praventiven Einsatz von Antibiotika
untersuchten, konnten keinen relevanten Nutzen bezlglich der Mortalitat oder des
klinischen Outcomes nachweisen [52-54]. Die moglichen Ursachen flur die
differierenden Ergebnisse dieser Studien sind vielfaltig und lassen vermuten, dass eine
frhe Identifikation von Schlaganfallpatienten mit hohem Infektionsrisiko die Effizienz
praventiver MalRnahmen verbessern und damit moglicherweise die Mortalitdt und
Morbiditat senken konnte [35, 38]. Als eine Grundlage fur die hohe Rate nosokomialer
Infektionen nach einem Schlaganfall sind offenbar immunologische Veranderungen
anzusehen, die im Mausmodel der zerebralen Ischamie bereits umfassend
charakterisiert werden konnten [79] und mit Veranderungen der humanen
Immunantwort nach traumatischen Hirn- und Rickenmarksverletzungen vergleichbar
scheinen [80].

Da eine umfassende Analyse der immunologischen Veranderungen nach akuter
zerebraler Ischamie beim Menschen bisher nicht publiziert wurde, stellte diese Analyse
das Hauptziel der der vorliegenden Arbeit zugrunde liegenden prospektiven klinischen
Studie dar. Unter Verwendung eines standardisierten Immunmonitorings und der
zerebralen MRT sollte geklart werden, welche akuten Veranderungen der zellularen und
humoralen Immunantwort nach zerebraler Ischamie auftreten, inwiefern eine Korrelation
der Immunantwort mit dem Schweregrad, der Lokalisation und der GroRe der
zerebralen Ischamie besteht und ob die im Mausmodell beobachtete
Immunodepression nach akuter zerebraler Ischamie auch beim Menschen
nachgewiesen werden kann. Daruber hinaus sollten durch die Analyse der
Immunantwort pradiktive Parameter fir die Vorhersage einer nosokomialen Infektion
identifiziert werden, um bereits bei stationarer Aufnahme Schlaganfallpatienten mit
besonders hohem Infektionsrisiko identifizieren zu kénnen. Dieses Wissen kdnnte dazu

beitragen neue Therapiestrategien in der Akuttherapie zu etablieren.
13



2. Methoden

2. METHODEN

2.1. Studienpopulation und Studienkriterien

Die hier prasentierten Daten wurden im Rahmen der prospektiven klinischen Studie

.Jmmunosupression after stroke“ (ISAS) der Neurologischen Kilinik der Charité

gewonnen. Die Studie wurde von der Ethikkommission der Charité im Marz 2002

genehmigt. Zwischen April 2002 und September 2003 wurden insgesamt 52 Patienten

mit zerebraler Ischamie nach Aufklarung und schriftlicher Einwilligung in die Studie

eingeschlossen. Personenbezogene Daten und die Ergebnisse der im Rahmen der

Versuchsteilnahme erfolgten Untersuchungen wurden pseudonymisiert gespeichert.

Alle Patienten wurden auf einer Stroke Unit (Campus Virchow Klinikum oder Campus

Mitte) der Charité entsprechend den europaischen Richtlinien behandelt [88, 89].

Folgende Einschlusskriterien bestanden:

Ischamischer Schlaganfall
Auftreten fokal-neurologischer Defizite < 24 h vor Einschluss
Alter > 18 Jahre

Die folgenden Ausschlusskriterien wurden definiert:

intrazerebrale Blutung

TIA (innerhalb der letzten 6 Monate)
globale Aphasie

immunsuppressive Therapie
Schwangerschaft und Stillzeit

weitere neurologische Erkrankung
Tumorleiden

Erkrankung des autoimmunen oder rheumatischen Formenkreises
regelmafige Einnahme von NSAR
Abhangigkeit von Drogen oder Alkohol
Organtransplantation

Operation innerhalb der letzten 6 Monate

14
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Von den unter Berucksichtigung der Ausschlusskriterien in die Studie eingeschlossenen
52 Patienten wurden 12 Patienten aus der Datenanalyse wegen einer bereits bei
Aufnahme bestehenden Infektion (n=5), einer TIA (n=4) oder einer unvollstandigen
Datenerhebung (n=3) ausgeschlossen, so dass insgesamt 40 Patienten in der Studie
verblieben.

Als Kontrollgruppe wurden 30 Probanden eingeschlossen, die alter als 45 Jahre waren,
bisher keinen Schlaganfall erlitten hatten und die 0.g. Ausschlusskriterien nicht erfillten.

2.2. Studienprotokoll

Unmittelbar bei Aufnahme (Tag 0) sowie an Tag 2 und 6 des stationaren Aufenthaltes
erfolgte  im Rahmen der Studie eine umfassende Anamneseerhebung, eine
neurologische Untersuchung, die Bestimmung der Korpertemperatur, ein zerebrales
MRT sowie eine Blutentnahme (Bestimmung von C-reaktivem Protein (CRP),
Procalcitonin (PCT), Kortisol, Differentialblutbild, Zytokinsekretion ex vivo).

Eine_nosokomiale Infektion wurde als Auftreten einer Entzindung mindestens drei Tage

nach stationarer Aufnahme definiert [90]. Ein bronchopulmonaler Infekt erforderte das
Vorliegen von Fieber, einen pathologischen Auskultationsbefund und purulenten
Auswurf. Fur eine Pneumonie wurden zudem spezifische Veranderungen im Rontgen-
oder CT- Thorax gefordert. Ein mikrobiologischer Keimnachweis wurde als elektiv
betrachtet. Eine typische Klinik ohne radiologischen Nachweis wurde als Bronchitis

angesehen. Ein Harnwegsinfekt wurde bei Dysurie, Leukozyturie und positivem

Erregernachweis in der Urinkultur diagnostiziert. Bei Auftreten von Infektionen erfolgte
eine Antibiotika-Therapie nach Ermessen des behandelnden, nicht an der Studie
beteiligten Arztes.

Eine Dysphagie wurde anhand klinischer Kriterien [91] oder anhand einer
standardisierten Schluckdiagnostik diagnostiziert.

Anhand der National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS) [92] wurde der
Schweregrad des Schlaganfalles bestimmt. Anhand der Skala konnen die

Bewusstseinslage, die Funktion von Sprache und Hirnnerven, der Paresegrad, das
Ausmal} einer Sensibilitatsstorung und orientierend auch hoéhere kortikale Funktionen
quantifiziert werden. Der maximal zu erreichende Wert betragt 42 Punkte. Die deutsche

Ubersetzung und Validierung der NIHSS [93] befindet sich im Anhang.
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2.3. Immunologische Diagnostik

Die beschriebenen Untersuchungen wurden am Institut fir Medizinische Immunologie
(Direktor: Prof. Dr. H.-D. Volk) am Campus Charité Mitte durchgefuhrt.

Bestimmung von TNF-a, IL-6, IL-10, Kortisol und Procalcitonin in vivo

Die Bestimmung erfolgte unter Verwendung eines semiautomatischen Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) mit hohem Standardisierungsgrad, dem IMMULITE®-
Chemilumineszenz- Immunoassay. Grundprinzip dieses Essay ist ein ,Sandwich- Elisa“.
Der zu untersuchende humorale Marker wurde an eine mit hochspezifischen primaren
Antikorpern beschichtete Polystyrolkugel gebunden. Durch Zugabe einer Pufferlosung,
die einen mit alkalischer Phosphatase konjugierten sekundaren Antikdrper enthielt, kam
es zur Ausbildung von sogenannten Sandwichkomplexen. Durch mehrfaches Waschen
wurden ungebundene Reagenzien entfernt und dann ein luminogenes Substrat
zugefugt, welches durch die alkalische Phosphatase in ein instabiles Zwischenprodukt
umgesetzt wurde, das beim Zerfall Photonen aussendete, die mittels eines Verstarkers
quantifiziert wurden, wodurch auf die Menge des gebundenen antikérpergekoppelten
Enzyms geschlossen werden konnte. Heparinisiertes Vollblut wurde unmittelbar nach
Entnahme bei 200g und 4°C zentrifugiert und das gewonnene Plasma bei -70°C
gelagert. Die Bestimmung der Plasmakonzentrationen von TNF-a«, IL-6, IL-10 und
Kortisol erfolgte entsprechend den Herstellerangaben mit dem IMMULITE® (DPC, Los
Angeles, CA, USA). Die unteren Nachweisgrenzen lagen bei den verwendeten Essays
bei 2 pg/ml fur IL-6, 4 pg/ml fur TNF-o, 5 pg/ml far IL-10, und 5,5 nmol/l fir Kortisol.

Die Procalcitoninbestimmung (Normwert <500 pg/ml) erfolgte mit Hilfe eines
kommerziellen  immunchromatographischen  Assays (Brahms, Henningsdorf,

Deutschland) entsprechend der Herstellerangaben.

Messung der monozytaren TNF-o. Sekretion ex vivo

50 ul heparinisiertes Vollblut wurden im Verhaltnis 1:10 mit einer Stimulationsldsung

aus RPMI und 500 pg/ml Lipopolysaccharid (LPS, Fa. Sigma- Aldrich Heidelberg, BRD)
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des Escherichia coli Serotyp 0127: B8 inkubiert. Bei LPS handelt es sich um
Zellwandbestandteile gramnegativer Bakterien, die nach Bindung an das humane LPS-
binding- Protein an den CD14+- Rezeptor von Monozyten und Makrophagen binden
und diese u.a. zur Sekretion von TNF-a anregen [94]. Nach 4- stindiger Inkubationszeit
bei 37°C und 5 % CO, erfolgte die Zentrifugation bei 200g fir 5 min. Die Uberstande
wurden abpippetiert und bis zur Analyse mit dem IMMULITE®- Chemilumineszenz-

Immunoassay bei -70°C gelagert.

Bestimmung der monozytaren HLA-DR- Expression

Die Expression von HLA-DR auf Monozyten wurde mittels Durchflusszytometrie
bestimmt, deren Grundprinzip die Messung von Streulicht zuvor markierter Zellen
darstellt (FACS™- Methode). Durch eine Kapillare werden Zellen dabei in einer
laminaren nicht- turbulenten Stromung an einem Messpunkt vorbeigefuhrt, auf den im
Falle dieser Arbeit ein Argon-Laserstrahl mit einer Wellenlange von 488 nm fokussiert
war. Durch zwei im rechten Winkel zueinander stehende Detektoren wurde zum einen
die Absorption des Lichtes in Richtung des Laserstrahls (sogenannter forward scatter),
zum anderen die in 90° zum Laserstrahl stehende Streuung des Lichtstrahles (side
scatter) gemessen, um die GroRe und Granularitdt der Zellen zu bestimmen und so
beispielsweise Monozyten und Lymphozyten zu unterscheiden. Durch die Verwendung
Fluoreszenz- gekoppelter Antikorper ist zudem eine weitere Differenzierung der
Zellpopulationen anhand ihrer Oberflachenantigene mdoglich. So konnten CD4+ und
CD8+ -Zellen differenziert und die monozytare HLA-DR Expression bestimmt werden.
50 ul auf Eis gelagertes EDTA- Blut wurden mit 20 pl an Phycoerythrin- gebundene
Anti- HLA-DR- Antikérper sowie an Peridin Chlorophyll gebundene Anti- CD 14-
Antikoérper (Quantibrite, Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA) in dunkler
Umgebung bei Raumtemperatur fur 30 Minuten gelagert. Nach Zentrifugation bei 200g
fiir 5 min wurden die Proben mit 0,5 ml einer FACS®-Lysing-Solution weitere 30 min bei
Dunkelheit und Raumtemperatur inkubiert, um Erythrozyten zu lysieren. Nach erneuter
Zentrifugation bei 200g fir 5 min erfolgte die Waschung der Zellen mit 1 ml FACS-
Pufferlosung.

Die Analyse wurde an einem FACS-Calibur™ Durchflusszytometer wie oben

beschrieben mit Hilfe der CellQuest™-Software durchgefiihrt. Es folgte eine
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,QuantiBRITE™ PE-Kit" -Kalibrierung fiir eine 1:1 Quantifizierung und eine Bestimmung

der monozytdren HLA-DR- Expression anhand des Programms QuantiCALC™ (BD).

Messung der T- Zell Zytokin- Sekretion ex vivo mittels CBA

Anhand des "Cytometric Bead Array" (CBA) konnen Zytokine im Serum quantitativ
bestimmt werden. Das Prinzip entspricht einem Sandwich-ELISA, bei dem der Capture-
Antikérper an Polymerkigelchen (engl. bead) gekoppelt ist. Diese beads tragen
Fluoreszenzmolekule, die sie in einem Durchflusszytometer nach Anregung durch einen
Laser (488 nm) durch unterschiedliche Fluoreszenzintensitaten identifizierbar machen.
Es existieren flr jedes Zytokin spezifische capture beads, die sich in ihrer
Fluoreszenzeigenschaften (Farbe und Intensitat) bzw. ihrer Grélke unterscheiden.
Standardlosungen mit bekannten Zytokinkonzentrationen sowie Zytokine der zu
untersuchenden Proben kdnnen an diese Antikorper binden. In einem zweiten Schritt
wurde ein spezifischer PE- gebundener Detektionsantikdrper, der in einer anderen
Fluoreszenz eingesetzt wird, an den Komplex aus capture- bead und Zytokin,
gebunden. Durch die Antikorperspezifitat und die Eigenfluoreszenz der beads lassen
sich zum einen die einzelnen Zytokine diskriminieren, durch die Fluoreszenzaktivitat der
PE-gebundenen sekundaren Antikdrper dariber hinaus die Konzentrationen der
verschiedenen Zytokine bestimmen. Zur Analyse der T- Zell Sekretion ex vivo wurden
200 pl Vollblut zunachst mit 700 yl RPMI 1640 (Biochrom) und 100 pul einer 100 mg/ml
Concanavalin A (Canavalia ensiformis der Schwertbohne, Con A, Sigma, Heidelberg,
BRD) Ldsung fur 24h bei 37°C und 5 % CO; inkubiert. Nach Zentrifugation bei 200g fur
10 min wurden die Uberstéande bis zur Zytokinbestimmung bei -70 °C gelagert. Als
Zytokinstandards wurden 9 Verdunnungen im Bereich von 20 pg/ml bis 5000 pg/ml
verwandt. Die Analyse der Konzentrationen von IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 und TNF-a
erfolgte entsprechend den Herstellerangaben fur den BD CBA Assay (Pharmingen,
Hamburg, BRD). Die Messung erfolgte am Durchflusszytometer nach dem oben

beschriebenen Grundprinzip (FACS-Calibur™ Durchflusszytometer).
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2.4. MRT und volumetrische Untersuchungen

Die seriellen MRT- Messungen erfolgten an zwei verschiedenen 1.5 Tesla Systemen
am Campus Mitte bzw. am Campus Virchow der Charité durch diesbezuglich erfahrene
Radiologen bzw. Neurologen. Es wurden T1-, T2-, T2*-; Diffusions- und nach Gabe
eines Kontrastmittels (20 ml 0.5M- Gd-DTPA + 20 ml NaCl- Lésung als Spullésung,
Injektionsgeschwindigkeit 4 mi/s) Perfusions- gewichtete Sequenzen sowie eine Time-
of -flight (TOF) Angiographie akquiriert. Mit Hilfe des Programms ,Analyze 5.0 (Mayo
Clinic, USA) wurde die InfarktgrofRe bestimmt. Die semiautomatische Markierung der
Region of Interest (ROI) erfolgte durch Festlegung eines relativen Schwellenwertes im
Falle der DWI, die volumetrische Analyse mit Hilfe von Microsoft Excel Software. Die

ausfuhrlichen Sequenzparameter der MRT-Bildgebung finden sich im Anhang.

2.5. Statistik

Die statistische Beratung erfolgte durch Frau Dr. B. Wegner aus dem Institut fur
Medizinische Biometrie und klinische Epidemiologie Charité (Direktor: Prof. Dr. rer. nat.
Peter Martus, ehemals Prof. Dr. rer. nat. Klaus-Dieter Wernecke).

Far metrische, nicht normal-verteilte Daten wurde der Mann-Whitney U- Test
angewendet. Der XZ- Test wurde zur Erfassung von wahrscheinlichen
Zusammenhangen nominalskalierter Daten genutzt. Ein p-Wert < 0.05 wurde als
signifikant angesehen. Im Falle multipler Vergliche wurde das Signifikanzniveau mit der
Holm-Bonferroni- Ungleichung adjustiert, um eine o~ Fehlerinflation zu korrigieren [95].
Dabei wird das globale a- Niveau zu gleichen Teilen auf die Einzeltests verteilt.

Zur Ermittlung von Cut- Off Punkten wurden ROC- Kurven (receiver operating
characteristics) erstellt. Um den Einfluss verschiedener Immunparameter auf die
Entwicklung einer Infektion im Verlauf zu interpretieren, wurde eine multivariate
logistische Regression (MANOVA) angewandt. Samtliche statistischen Analysen
wurden unter Verwendung von SPSS® 13.0 und SAS (r) Software durchgefiihrt.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Charakteristika der Studienpopulation

40 Schlaganfallpatienten (SP) mit einem Altersdurchschnitt von 66,6 (+ 14,3) Jahren,
sowie 30 Gesunde Probanden (GK) als Kontrollgruppe mit einem Altersdurchschnitt von
56,0 Jahren (+7,7) gingen in die statistische Datenanalyse ein. Die

Geschlechterverteilung unterschied sich in beiden Gruppen nicht signifikant (Tabelle 3).

Anamnestisch ergaben sich folgende Vorerkrankungen der SP:
- 65 % arterielle Hypertonie,
- 25 % koronare Herzkrankheit,
- 25 % Dyslipoproteinamie,
- 23 % Diabetes mellitus Typ I,
- 15 % Vorhofflimmern,

- 10 % ischamischer Schlaganfall.

Die SP, die bereits einen Schlaganfall (12, 7, und 2 Jahre bzw. 11 Monate vor dem
aktuellem Schlaganfall) erlitten hatten, waren vor dem aktuellen Ereignis in der Lage

sich selbstandig zu versorgen.

Entsprechend der TOAST- Kriterien lieR sich die Atiologie des akuten Schlaganfalles
wie folgt zuordnen:

- 32,5% kardioembolische Ursache,

- 30% Atherosklerose der grolRen Gefalde,

- 10% andere definierte Ursache,

- 27,5% unbekannte Atiologie.

Die zerebrale Magnetresonanztomographie erfolgte unmittelbar nach stationarer
Aufnahme und im Durchschnitt 8,3 h (1-22 h) nach Auftreten der Schlaganfall-
Symptome. Der ischamische Schlaganfall war den folgenden Hirngefalden

beziehungsweise Versorgungsgebieten zuzuordnen:
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Stromgebiet A. cerebri A. cerebri A. cerebri A. basilaris
Seite anterior media posterior A. vertebralis
Links 2 18 5 2
Rechts 0 10 0 3

Tabelle 2: Magnetresonanztomographisch erfasste Lokalisation der zerebralen Ischamie.

Dementsprechend war der Schlaganfall bei 35 SP im vorderen Stromgebiet und bei 5
SP im hinteren Stromgebiet, bzw. bei 27 SP links- und bei 13 SP rechts hemisphariell
lokalisiert.

Eine systemische Thrombolysetherapie mit rt- PA erhielten 7 SP (17,5 % der
Gesamtpopulation).

Der mediane NIHSS- Score aller SP lag bei 5 (Spannweite 2-18) Punkten bei Aufnahme
und verringerte sich (einer klinischen Besserung der neurologischen Defizite im
Durchschnitt entsprechend) auf 4 Punkte (1-25) an Tag 2 und 2,5 Punkte (0-25) an Tag
6 nach stattgehabtem Schlaganfall (siehe Tabelle 3).

3.2. Immunmonitoring bei Schlaganfallpatienten und Kontrollen

Klinische und Paraklinische Entziindungsparameter und Kortisol

Verglichen mit den GK waren die CRP- Spiegel bei SP bei Aufnahme signifikant erhoht
und Uberschritten den laborchemisch validierten Normalwert von 0,5 mg/dl. Die
Korpertemperatur, Kortisol- und Procalcitonin- Konzentration zeigten hingegen keinen

signifikanten Unterschied und befanden sich im Normbereich (Tabelle 3).

Differentialblutbild

Bei Aufnahme waren die Gesamtleukozytenzahlen bei den SP im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erhdoht (Abbildung 1A). Dabei zeigt im Vergleich sich vor allem
eine Erhdhung der Granulozytenzahlen (Abbildung 1B) bei signifikanter Erniedrigung

der absoluten Lymphozytenzahlen (Abbildung 1D).
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Gesunde Kontrollen Schlaganfall-
[n=30] Patienten [n=40] p
Alter (Jahre) 56,0 +7,7 66,6 + 14,3 <0,001
Geschlecht (weiblich) 23 % 30 % 0,53
Korpertemperatur (°C) 36,5+0,3 36,6 0,4 0,32
CRP (mg/dl) [< 5 mg/d] 0,12+0,2 0,58 +0,9 <0,001
Procalcitonin (ng/ml) <500 pg/mi] 169 + 98 192 + 85 0,61
Kortisol (nmol/l) [200-690 nmoln] 354 + 98 428 + 266 0,33

Tabelle 3 : Klinische Charakteristika, Infektionsparameter im Blut und Kortisolspiegel
von 30 gesunden Kontrollen und 40 Schlaganfallpatienten bei Aufnahme. Normbereiche

in eckigen Klammern.

Die Gesamtzahl der CD3+ Zellen war bei SP ebenso signifikant reduziert wie die der
CD4+ Th (Abbildung 1GH). Sowohl CD8+ T-Zellen (Abbildung 11) als auch die
absoluten Monozytenzahlen (Abbildung 1C) sowie CD19+ B-Zellen, CD16+ NK-Zellen
(Abbildung 1 EFI) wiesen bei Aufnahme keine signifikanten Unterschiede zu GK auf.
Die Monozytenzahlen stiegen im Verlauf bei SP deutlich an, ohne eine statistische
Signifikanz zu erreichen.

Die Gesamtleukozytenzahlen der SP befanden sich zu allen Messzeitpunkten im
Referenzbereich und zeigten eine im Verlauf fallende Tendenz (1A). Auch die Zahl der
Granulozyten fiel von Tag der Aufnahme bis Tag 6 innerhalb des Referenzbereiches
leicht ab (1B). Die Gesamtzahl der T-Zellen (CD3+ Zellen, 1G) und der CD4+ T-

Helferzellen normalisierten sich hingegen bis Tag 6 nicht.
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Abbildung 1: Veranderungen des Differentialblutbildes und der
Lymphozytenpopulationen bei gesunden Kontrollen (weiB, n= 30) und

Schlaganfallpatienten (grau, n= 40). Boxplots (Median, 25 % und 75 % als Box, Minimum
und Maximum innerhalb der inneren Grenzen) von Leukozyten (A), Granulozyten (B),
Monozyten (C), Lymphozyten (D), CD19+ (E)-, CD16+ (F)-, CD3+ (G)-, CD4+ (H)-, CD8+ (I)-
T-Zellen an Tag 0, 2 und 6. Schraffiert der Bereich der gesunden Kontrollen. * = p < 0,05
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Monozytare HLA-DR- Expression und Stimulationstests ex vivo

Die quantitative Analyse der monozytaren HLA-DR Expression zeigte unmittelbar nach
stationarer Aufnahme eine signifikante Erniedrigung bei SP im Vergleich zu den GK, die
sich anhand einer Verschiebung der Expressionskurve der Gesamtpopulation im
flusszytometrischen Histogramm nachvollziehen lie3 (nicht dargestellt) und in Abbildung
2A als Boxplot dargestellt ist. Ein weiterer Abfall der monozytaren HLA-DR Expression
war an Tag 2 zu verzeichnen und persistierte an Tag 6.

Die in erster Linie von Monozyten getragene Freisetzung von TNF-a nach Stimulation
mit LPS ex vivo bei GK und SP wies keine signifikanten Unterschiede auf (Abbildung
2B). Im Untersuchungszeitraum zeigte sich bei grof3en individuellen Unterschieden ein

nicht- signifikanter Anstieg der monozytaren TNF-a Sekretion bei einem Teil der SP.
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Abbildung 2: Monozytidre HLA-DR-Expression und monozytare TNF-a Freisetzung nach
LPS- Stimulation bei gesunden Kontrollen (weiB, n=30) und Schlaganfallpatienten (grau,
n=40). Boxplots (Median, 25 % und 75 % als Box, Minimum und Maximum innerhalb der

inneren Grenzen). Schraffiert der Bereich der gesunden Kontrollen. * = p < 0,05.
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3.3. Klinische Einflussgrofen auf die Inmunantwort bei Schlaganfallpatienten

Wie in Tabelle 4 dargestellt, zeigten SP mit groRem Infarktareal (DWI oder PWI = 20
cm?® bei Aufnahme) im Vergleich zu SP mit kleinem Infarktareal (DWI oder PWI < 20

cm® bei Aufnahme) zu

Leukozytenzahlen, geringere CD3+ Lymphozytenzahlen sowie eine signifikant

herabgesetzte monozytare HLA-DR Expression und eine

Zytokinfreisetzung.

Messzeitpunkten

hohere Kortisolspiegel

reduzierte ex Vvivo

[Tag] DWI oder PWI DWI oder PWI p
<20 cm® [n=27] 220 cm® [n=13]
Kortisol nmol/l) [0] 410 + 304 469 + 154 0,09
[2] 343 +113 472 + 289 0,04
[6] 321 +105 379+ 116 0,13
Leukozyten (1/nl) [0] 8,8+2,2 9,7+25 0,53
[2] 8,0+1,4 9,6+3,2 0,07
[6] 74+20 8,6+27 0,32
Lymphozyten (1/nl) [0] 1,54 + 0,68 1,20+ 0,48 0,19
[2] 1,58 + 0,65 1,36 + 0,45 0,41
[6] 1,52 + 0,66 1,39 + 0,67 0,46
CD3+ T-Zellen (1/nl) [0] 1,11+ 0,59 0,83+ 0,38 0,23
[2] 1,13+ 0,48 0,96 £ 0,42 0,20
[6] 1,11+ 0,49 0,99 + 0,55 0,31
HLA-DR Expression [0] 25500 + 8525 19208 + 12845 0,01
(Antigene/Monozyt) [2] 21888 + 10250 13037 + 7734 0,01
[6] 22660 + 8813 13882 + 7761 <0,01
LPS-induziertes TNF-a [0] 2,36 + 1,07 1,79 + 0,81 0,20
(fg/Monozyt) [2] 2,24 + 0,97 1,73+ 0,98 0,31
[6] 3,08 £ 1,95 1,69 + 1,04 0,06
ConA-induziertes IFN«y [0] 9656 + 9090 5167 + 4580 0,11
(pg/ml) [2] 9068 + 7372 7872 £ 5872 0,63
[6] 10698 + 10150 9245 + 10854 0,22

und

Tabelle 4: Kortisol- Spiegel und ausgewahlte Immunmarker bei Schlaganfallpatienten in
Abhéngigkeit von der GroRe des Schlaganfalls bei Aufnahme (Tag 0). Werte dargestelit

als Mittelwerte £ Standardabweichung.
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Der mittels der NIHSS- Skala erhobene Schweregrad der neurologischen
Beeintrachtigung korrelierte dabei in der Kovarianzanalyse mit der volumetrisch
bestimmten Grolle des Infarktes.

Ebenso wie bei Patienten mit groRen Infarktarealen waren bei einem NIHSS >9
Punkten bei Aufnahme (n = 9) Kortisolspiegel und Leukozytenzahlen bei Aufnahme
erhoht, wahrend CD3+ Lymphozytenzahlen, HLA-DR Expression und Zytokinsekretion
ex vivo signifikant vermindert waren (Daten nicht dargestellt).

Bei alteren Schlaganfallpatienten (> 75 Jahre) waren Kortisolspiegel, Leukozytenzahlen,
die LPS- induzierte TNF-a- Freisetzung sowie die monozytare HLA-DR- Expression
vergleichbar mit jingeren Schlaganfallpatienten, wahrend Lymphozytenzahlen, CD3+
T-Zellen und Concanavalin A induzierte IFN-y- Freisetzung nicht- signifikant niedriger
waren (Daten nicht dargestellt). Eine Kovarianzanalyse zeigte, dass das Alter der
Patienten weder bei GK noch bei SP mit Veranderungen immunologischen Parameter

assoziiert war.

3.4. Inzidenz und Risikofaktoren nosokomialer Infektionen nach Schlaganfall

Innerhalb von 14 Tagen entwickelten 27.5 % (n=11) aller SP eine nosokomiale
Infektion. Sechs SP (15 %) erkrankten an einer Pneumonie oder Bronchitis, zwei (5 %)
an einer Harnwegsinfektion und drei (7.5 %) sowohl an einer Pneumonie als auch an
einer Harnwegsinfektion. Der klinisch apparente Beginn der Infektion lag
durchschnittlich an Tag 4,8 (3-11) nach stattgehabtem Schlaganfall.

Um den Einfluss verschiedener Risikofaktoren auf die Entwicklung einer Infektion
nachvollziehen zu konnen, wurden die eingeschlossenen Schlaganfallpatienten
retrospektiv in Schlaganfallpatienten mit nosokomialer Infektion (SPI+) wund
Schlaganfallpatienten ohne nosokomiale Infektion (SPI-) unterteilt (siehe Tabelle 5).
SPI+ waren durchschnittlich alter, zeigten bereits bei Aufnahme signifikant hohere
NIHSS- Scores und groRere zerebrale Lasionen (DWI + PWI beziehungsweise T2-

Volumina).
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[Tag] SPI - SPI + o
[n=29] [n=11]
Alter (Jahre) 64,0+ 14 73,5+12 0,07
Geschlecht (weiblich) 31 % 27 % 0,89
Thrombolyse 14 % 27 % 0,53
Dysphagie 17 % 73 % 0,06
Katheterisierung 14 % 100 % <0,001
Korpertemperatur (°C) [0] 36,5+04 36,7 £0,6 0,34
CRP (mg/dl) [0] 0,44+04 0,93+1,6 0,51
Procalcitonin (ng/ml) [0] 185 + 89 219+ 70 0,22
Kortisol (nmol/l) [0] 416 £ 57 466 + 43 0,14
[2] 345 + 22 492 + 98 <0,05
[6] 304 + 16 444 + 35 0,001
NIHSS (Punkte)* [0] 4 (2-9) 9 (4-18) <0,001
[2] 3(1-7) 10 (3-25) <0,001
[6] 2 (0-6) 10 (3-25) <0,001
DWI (cm®) [0] 85+12 61,3 + 51 0,01
[2] 14,3 +19 116,4 + 138 <0,005
PWI (cm®) [0] 21,8+ 25 80,3 + 91 <0,05
[2] 12,8 + 20 57,5 + 69 <0,01
T2 (cm®) [6] 18,4 £ 23 107,9 £ 97 0,02
IFN-y ex vivo (pg/ml) [0] 9300 + 8894 5258 + 4766 0,20
[2] 9452 + 7587 6559 + 3855 0,44
[6] 12418 + 11271 4445 + 2156 0,02
IL-4 ex vivo (pg/ml) [0] 271+25 26,9 £ 42 0,32
[2] 19,9+ 13 23,5+ 32 0,49
[6] 24,2 +24 16,9 + 23 0,44
IL-5 ex vivo (pg/ml) [0] 36,5+ 59 59,6 + 161 0,25
[2] 24,4 + 27 62,4 + 130 0,72
[6] 39,0 £ 59 40,2 £ 105 0,10
IL-6 in vivo (pg/ml) [0] 4,1+3,0[13%] 9,2+45([7"] <0,01
[*=n; cut off >2 pg/ml] [2] 6,7 £ 3,3 [15%] 32,9 + 50 [91] <0,01
[6] 8,4 +13,3[107] 29,4 + 34 [107] <0,01

Tabelle 5: Klinische, MRT und laborchemische Ergebnisse von Schlaganfallpatienten mit
(SPI+) und ohne nosokomiale Infektion (SPIl-). Werte dargestellt als Mittelwert *

Standardabweichung oder als Median (Spannweite).
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Es entwickelten 43% der Uber 75-jahrigen (n=14) und nur 12% der unter 75-jahrigen
einen Infekt (p= 0,02). Bezug nehmend auf den medianen NIHSS aller SPI+
entwickelten 89% aller Schlaganfallpatienten mit einem NIHSS >9 (n=9) und nur 9,7%
aller Schlaganfallpatienten mit einem NIHSS < 9 bei Aufnahme eine Infektion (p<
0.001). Des weiteren entwickelten 54% aller SP mit grof3en Infarktarealen (DWI oder
PWI bei Aufnahme >20 cm® n=13) aber nur 15% aller SP mit kleineren Infarktarealen
eine nosokomiale Infektion (p = 0,04).
Unter Verwendung der Multivariaten logistischen Regression bestatigte sich, dass das
Auftreten einer Infektion nach akutem ischamischem Schlaganfall bei Aufnahme mit:

- Alter (OR 1,14; 95 % CI: 1,0- 2,8),

- Schwergrad der neurologischen Beeintrachtigung (NIHSS- Score)(OR 1,7; 95 %

Cl: 1,17- 25,10),

- und LPS- induzierten TNF-a Sekretion ex vivo (OR 0,31; 95 % CI: 0,00- 0,88)
korrelierte.
Fir die bei Aufnahmen bestimmte Kdérpertemperatur, den CRP- Wert sowie die Zytokin-
Konzentrationen in vivo konnten diese Assoziation hingegen nicht nachgewiesen
werden. Obwohl in der Gruppe der SPI+ eine hdhere Rate an transurethralen
Harnwegskatheterisierungen und diagnostizierter Dysphagie zu verzeichnen war
(Tabelle 5), zeigt sich in der Betrachtung der Gesamtheit aller SP, dass eine Dysphagie
bei 33 % aller SP diagnostiziert wurde, allerdings nur 46 % dieser SP eine Pneumonie
entwickelten. 38 % aller SP wurden transurethral katheterisiert, wobei nur ein Drittel
dieser SP einen Harnwegsinfekt entwickelte.
Die Zuordnung der SPI+ entsprechend der jeweiligen Lokalisation des ischamischen
Schlaganfalles findet sich in Tabelle 6. Dabei zeigt sich, dass vor allem SP mit Infarkten

im Stromgebiet der A. cerebri media vom Auftreten nosokomialer Infektionen betroffen

waren.
Stromgebiet A. cerebri A. cerebri A. cerebri A. basilaris
Seite anterior media posterior
Links 50 % (n=1) 22 % (n=4) 0 50 % (n=1)
Rechts 0 50 % (n=5) 0 0

Tabelle 6: Prozent der von einer Infektion betroffenen Patienten abhdngig vom jeweiligen

Stromgebiet; Fallzahl in runden Klammern.
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Abbildung 3: Veranderungen des Differentialblutbildes und der Lymphozyten-
subpopulationen bei gesunden Kontrollen (weiB, n=30) und Schlaganfallpatienten mit
(dunkelgrau, n=11) und ohne Infektion (hellgrau, n=29). Boxplots (Median, 25 % und 75 %
als Box, Minimum und Maximum innerhalb der inneren Grenzen) von Leukozyten (A),
Granulozyten (B), Monozyten (C), Lymphozyten (D), CD19+ (E)-, CD16+ (F)-, CD3+ (G)-,
CD4+ (H)-, CD8+ (I)- T-Zellen an Tag 0, 2 und 6. Schraffiert der Bereich der gesunden
Kontrollen. * p < 0,05.
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3.5. Fruhe Veranderungen der Immunantwort bei Patienten mit nosokomialer

Infektion nach akutem Schlaganfall

Im Vergleich zu SPI- zeigten SPI+ zu allen Messzeitpunkten - und somit bereits deutlich
vor klinischer Manifestation einer nosokomialen Infektion - erhdhte Leukozyten-,
Granulozyten- und Monozytenzahlen (Abbildung 3 ABC). Die absolute
Lymphozytenzahl, CD3+ T-Zellen und CD4+ T-Helferzellen waren bei SPI+ zu allen
Messzeitpunkten signifikant erniedrigt (Abbildung 3 DGH), wahrend sich die B-Zellen,
NK-Zellen und CD8+ T-Zellen in beiden Gruppen auf ahnlichem Niveau befanden
(Abbildung 3 EFI).

Die in vivo Plasmaspiegel von IL-6 lagen bei 64 % aller SPI+ und 45 % aller SPI- bei
Aufnahme Uber der Nachweisgrenze von 2 pg/ml (Tabelle 5) und waren, wenn
nachweisbar, bei SPI+ signifikant hoher als bei SPI-.

TNF-a- Plasmaspiegel in vivo konnten weder bei SPI+ noch SPI- nachgewiesen
werden. Die IL-10 Spiegel im Plasma lagen nur bei wenigen SP (n= 7) Uber der
Nachweisgrenze (Daten nicht gezeigt).

Die Vollblutstimulation mit Concanavalin A ex vivo wies eine niedrigere und im Verlauf
weiter fallende IFN-y Freisetzung bei SPI+ nach, die an Tag 6 im Vergleich zu SPI-
statistische Signifikanz erreichte. IL-5, als Marker der Thy,- Funktion, zeigte bei SPI+ zu
allen Messzeitpunkten hohere Spiegel. Die Freisetzung von IL-4, welches in erster Linie
von Thy- Zellen sezerniert wird, zeigte keine signifikanten Veranderungen im Verlauf bei
vergleichbaren Spiegeln (siehe Tabelle 5).

Bezuglich der funktionellen Eigenschaften der Monozyten war die LPS- induzierte TNF-
o Freisetzung bei SPI+ im Vergleich zu SPI- bereits bei Aufnahme signifikant
vermindert, fiel im Verlauf weiter ab und zeigte damit gegenuber den SPI- eine
gegenlaufige Tendenz. Auch die monozytare HLA-DR Expression war bei SPI+ bereits
bei Aufnahme und an Tag 2 im Vergleich zu SPI- signifikant reduziert. An Tag 6 zeigte
sich bei SPI+ und SPI- ein nicht- signifikanter Anstieg (Abbildung 4). Die gemessenen
Kortisol- Plasmaspiegel waren bei SPI+ an Tag 2 und 6 signifikant hoher als bei SPI-
und im Zeitverlauf auf konstantem Niveau (Tabelle 5).
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Abbildung 4: Monozytiare HLA-DR- Expression (4A) und monozytare TNF-a Freisetzung
(4B) nach LPS- Stimulation bei gesunden Kontrollen (wei, n= 30) und
Schlaganfallpatienten mit (dunkelgrau, n= 11) und ohne Infektion (hellgrau, n= 29).
Boxplots (Median, 25 % und 75 % als Box, Minimum und Maximum innerhalb der inneren

Grenzen). Schraffiert der Bereich der gesunden Kontrollen. * = p < 0,05.

3.6. Pradiktiver Wert von Immunparametern, zerebraler Bildgebung und

klinischen Parametern fiir eine nosokomiale Infektion

Um mogliche Pradiktoren fur die Entwicklung einer Infektion nach akuter zerebraler
Ischamie zu identifizieren, wurden die bei Aufnahme erhobenen verschiedenen Immun-
und klinische Parameter analysiert (Tabelle 7). Cut- Off Werte wurden durch Erstellen
einer ROC-Analyse bestimmt, die exemplarisch in Abbildung 5 fir TNF-o und die
monozytare HLA-DR- Expression dargestellt ist.

Bezlglich der Immunparameter konnte bei einer ex vivo Freisetzung von TNF-a <1.6 fg
pro Monozyt der hochste pradiktive Wert mit einer Spezifitat von 0,89 sowie einem
negativen pradiktivem Wert von 0,89 und einer Sensitivitat sowie einem positivem
pradiktiven Wert von 0,71 ermittelt werden (zum Vergleich Tabelle 7A).

31



3. Ergebnisse

1.0 1.0-
TNF-a
| L .
s ! p
EE. 0.5 :_ - :E 0.5
2 1 HLA-DR @
[ - Q
(/2] o " /2]
[}
-
[}
0 0
[}
0 0.5 1 ()} 0.5 1
1 - Spezifitit 1 - Spezifitit

Abbildung 5: Darstellung der Sensitivitit und Spezifitat beziigliche der monozytaren
HLA-DR- Expression (A) und der monozytaren TNF-a Sekretion (B) als ROC- Kurve.

Das relative Risiko fur einen SP eine Infektion zu entwickeln, ist in der untersuchten
Population unterhalb des Cut- Off Wertes der induzierten TNF-a- Sekretion um das 6,4-
fache erhoht.

Eine Kombination der Cut- Off Punkte von TNF-a ex vivo, IFN-y ex vivo oder der
absoluten Zahl CD3+ T-Zellen erreichte eine Sensitivitit und einen negativen
pradiktiven Wert von 1,0 bei Aufnahme, wahrend die Spezifitdt im Vergleich zu TNF-a
ex vivo abnahm. Die Kombination weiterer Immunparameter konnte den pradiktiven
Wert nicht verbessern (Tabelle 7A).

Bezulglich der nicht- laborchemischen Parameter bei Aufnahme zeigte sich, dass die
pradiktiven Werte fur die Schwere der neurologischen Einschrankung (NIHSS>9
Punkte) mit einem relativen Infektions-Risiko von 9,2 einher geht, die Infarktgrofle (DWI
oder PWI >20 cm?®) mit einem relativen Risiko von 3,6 und ein hdheres Alter (>75 Jahre)
mit einem relativen Risiko von 1,7 assoziiert ist (Tabelle 7B).

Die Kombination von NIHSS- Score und Alter konnten eine Sensitivitat sowie einen
negativen pradiktiven Wert von 1,0 erreichen. Fur SP > 75 Jahre mit einem NIHSS-
Score > 9 Punkte betrug das relatives Risiko fir eine Infektion damit 25,4.

Wie in Tabelle 7C dargestellt, konnte durch Kombination von des NIHSS-, TNF-a
Sekretion und Alter die hochste pradiktive Wertigkeit ermittelt werden und erreichte ein

22-fach erhohtes relatives Infektionsrisiko.
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A

Immunparameter [cut off] SEN SPE PPW NPW RR;
CD3+ T-Zellen [<1,05 /nl] 0,82 0,52 0,39 0,88 3,3
ConA induziertes IFN-y [<4500 pg/ml] 0,64 0,64 0,41 0,82 2,3
HLA-DR [<18000 Antigene/ Zelle] 0,54 0,79 0,5 0,82 2,8
LPS-induziertes TNF-a. [<1,6 fg/Monozyt] 0,71 0,89 0,71 0,89 6,4*
ind. TNF- o & ind. IFN-y 1,0 0,59 0,50 1,0 10,9*
ind. TNF- o & CD3 + 1,0 0,39 0,39 1,0 7,8
B

Nicht- Laborparameter [cut off] SEN SPE PPV NPV RR;
DWI oder PWI Volumen [>20 cm”] 0,64 0,79 0,54 0,85 3,6
NIHSS [>9 Punkte] 0,73 0,97 0,89 0,90 9,2*
Alter [>75 Jahre] 0,46 0,72 0,39 0,78 1,7
DWI + PWI & NIHSS 0,82 0,76 0,56 0,92 6,8*
NIHSS & Alter 1,0 0,72 0,58 1,0 254>
DWI + PWI & NIHSS & Alter 1,0 0,57 0,48 1,0 17,1*
Cc

Kombinierte Parameter [cut off] SEN SPE PPV NPV RR;
ind. TNF-a. & DWI/ PWI 0,86 0,78 0,60 0,93 9,0*
ind. TNF-a. & NIHSS 1,0 0,83 0,70 1,0 22,1*
ind. TNF-a. & Alter 1,0 0,67 0,54 1,0 13,9*
ind. TNF-o. & DWI/PWI & NIHSS 1,0 0,72 0,58 1,0 16,2*
ind. TNF-a. & NIHSS & Alter 1,0 0,67 0,54 1,0 13,9*
ind. TNF-o. & DWI/PWI & Alter 1,0 0,56 0,48 1,0 10,2*

Tabelle 7: Sensitivitat (SEN), Spezifitat (SPE), positive pradiktiver Wert (PPW), negative
pradiktiver Wert (NPW), und relatives Risiko (RR;) fiur eine nosokomiale Infektion
ausgewahlter Immunparameter (A), nicht- laborchemischer Parameter (B) und
kombinierter Parameter (C) fiir Schlaganfallpatienten bei Aufnahme (Tag 0). [Cut- Off
Wert]. * p <0,05.
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4. DISKUSSION

In den letzten Jahren konnte das Wissen Uber die pathophysiologischen Grundlagen
des ischamischen Schlaganfalls deutlich erweitert werden. Neben einer lokalen
Inflammationsreaktion im Gehirn finden sich zudem systemische Veranderungen des
Immunsystems, die zumindest partiell die erhdhte Inzidenz nosokomialer Infektionen
nach einem akuten Schlaganfall bedingen und das Outcome negativ zu beeinflussen
scheinen [31, 38, 87].

Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass eine praventive antibiotische Therapie
innerhalb von 12 Stunden nach ischamischem Schlaganfall Infektionen verhindern, die
Mortalitat signifikant reduzieren und das neurologische Outcome nach Schlaganfall
verbessern kann [96]. DarUber hinaus scheinen bestimmte Antibiotika auch
neuroprotektive Effekte zu vermitteln [97]. Erste klinische Studien zur praventiven
Antibiotikatherapie beim Menschen nach akutem Schlaganfall konnten die im
Tiermodell nachgewiesenen Effekte jedoch nur bedingt reproduzieren [52-54] (siehe
1.3.). Die Analyse der Immunantwort nach akuter traumatischer ZNS- Verletzung, nach
neurochirurgischen Eingriffen oder im tierexperimentellen Schlaganfallmodell [79, 82,
98] fuhrten zum Modell des Central Nervous System induced immune deficiency
syndrome (CIDS), das durch eine zellulare und humorale Immunsuppression mit einer
Apoptose- bedingten Lymphopenie, Verschiebung der T- Helferzellen (Th)- Antwort von
Th1 zu Thy und einer funktionellen Deaktivierung der Monozyten gekennzeichnet ist, die
offenbar eine Uberschieldende lokale Inflammationsreaktion unterbindet, die zu einer
Vergrollerung des zerebralen Schadens fuhren wirde [99]. Die zellulare und humorale
Immunsuppression wird offenbar durch eine Aktivierung der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse und des sympathischen und parasympathischen
Nervensystems bedingt [81-83]. Eine umfassende Analyse der Immunantwort nach
humanem Schlaganfall stand bisher jedoch aus, da eine von Chamorro et al. unlangst
publizierte Arbeit nur einzelne immunologische Parameter darstellte [78].

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stand daher die Analyse der Immunantwort von
40 Schlaganfallpatienten (SP) nach akuter zerebraler Ischamie, die im Rahmen einer
prospektiven klinischen Beobachtungsstudie erfasst wurden [100]. Retrospektiv sollten
zudem Pradiktoren fur das Auftreten einer Infektion identifiziert werden. Um eine

Verfalschung der Ergebnisse zu vermeiden wurden SP mit akuten oder chronischen

34



4. Diskussion

Infektionen, malignen Erkrankungen oder einer vorbestehenden Suppression des

Immunsystems nicht in die Studie eingeschlossen.

Analyse der Immunantwort nach akutem Schlaganfall

Verglichen mit gesunden Kontrollen zeigt sich eine Akute Phase- Reaktion bei
Patienten mit akutem ischamischen Schlaganfall [100], was bereits wiederholt publiziert
wurde [101-103]. Als Akute- Phase Reaktion wird die systemische oder lokal
ausgeloste, schnell einsetzende Immunreaktion bezeichnet, die neben Fieber,
Neutrophilie und Veranderungen verschiedener komplexer Stoffwechselfunktionen auch
die Induktion der Akuten Phase Proteine wie bspw. des CRP beinhaltet [104-106].
Diese Induktion unterliegt komplexen Mechanismen, in denen IL-6 eine Schlusselrolle
als Induktor der hepatischen Protein-Synthese zukommt [107]. Da das Auftreten von
Fieber bei Patienten nach akutem Schlaganfall mit einem schlechteren neurologischen
Outcome assoziiert ist [17, 32, 33, 108-110], hat sich die frihe antipyretische Therapie
nach akutem Schlaganfall bereits seit Jahren etabliert [13].

Als Ursache der Akute Phase- Reaktion nach Schlaganfall wird in der Literatur neben
dem Auftreten von Infektionen eine autochthone inflammatorische Reaktion des
geschadigten Hirngewebes diskutiert, die zum Abbau des im Verlauf nekrotischen
Hirngewebes fuhrt [111, 112]. Zudem konnte gezeigt werden, dass das Ausmal} der
Akuten Phase Reaktion innerhalb der ersten 24 Stunden nach akuter zerebraler
Ischamie mit der GrofRe des Infarktes und dem neurologischen Outcome korreliert [110,
111, 113]. An Hand unserer Daten konnte letzteres durch eine multivariate logistische
Regression jedoch nicht bestatigt werden [100].

Die genauen physiologischen und pathophysiologischen Ursachen und Folgen der
Interaktion zwischen geschadigtem Hirngewebe und Immunsystem sind bislang nicht
vollstandig verstanden. Einerseits kdnnte eine systemische Immunsuppression, die fur
Infektionen pradisponiert, das klinische Outcome negativ beeinflussen. Andererseits
konnte diese Immunsuppression eine uberschiel3ende lokale Inflammationsreaktion

unterbinden, die zu einer VergroRerung des zerebralen Schadens fihren kdnnte [99].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte bei Patienten bereits wenige Stunden nach

akutem ischamischem Schlaganfall eine signifikante Lymphopenie nachgewiesen
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werden, die die CD3+- T-Zellen und insbesondere CD4+- T- Helferzellen (Th) betraf
und zumindest Uber 6 Tage anhielt [100]. Unsere Ergebnisse wurden mittlerweile von
anderen Arbeitsgruppen reproduziert [114] und stimmen mit den Erkenntnissen aus
dem Mausmodell [79, 115] und mit dem klrzlich vorgestellten Konzept der ,Central
nervous system injury-induced immune deficiency syndrome® (CIDS) Uberein [11, 80].
Die im Tiermodell gezeigte Suppression von B-Zellen und NK-Zellen konnte im Rahmen
der Studie nicht nachgewiesen werden [100]. Da auch bei Vogelgesang et al. bei 46
Patienten mit akutem ischamischem Schlaganfall sowohl die absolute als auch relative
B- und NK- Zellzahlen nicht beeintrachtigt waren [114], ist zu postulieren, dass sich die
Immunantwort bei Mausen und Menschen diesbezuglich unterscheidet.

In Stimulationstests ex vivo fanden wir Hinweise fur eine vornehmlich durch eine
funktionelle Deaktivierung von Monozyten getragene zellulare Immundepression, wie
bereits im Mausmodell [79] und bei Patienten nach traumatischer Verletzung des ZNS,
nach neurochirurgischen Eingriffen an Gehirn und Rickenmark und unter hoch-
dosierter Steroidtherapie gezeigt wurde [75, 82, 98]. Trotz nachgewiesener Monozytose
waren sowohl die monozytare TNF-o Sekretion als auch die monozytare HLA-DR
Expression reduziert [100]. Die Expression dieser monozytaren Oberflachenantigene,
die als Grundlage einer Antigen- spezifischen T- Zell Imnmunantwort anzusehen ist, stellt
einen validierten und standardisierten Parameter der Kompetenz der Immunantwort dar
[116]. Auch Vogelgesang et al. konnten eine reduzierte HLA-DR Expression bei
Schlaganfallpatienten nachweisen, die ihren Tiefpunkt im Gegensatz zu unseren Daten
erst an Tag 6 erreichte und unter quantitativen Aspekten deutlicher ausgepragt war
[114].

Das Ausmaly der Immunsuppression Kkorrelierte in der multivariaten logistischen
Regression mit dem Schweregrad der neurologischen Defizite und der GroRe des
ischamischen Infarktareals, wie auch kurzlich von Chamorro et al. beschrieben [78].

Da auch bei etwa einem Drittel der Patienten ohne Infektion nach Schlaganfall (SPI-)
eine zumindest temporare Erniedrigung der ex vivo IFN-y- Sekretion und der
monozytaren HLA-DR- Expression nachgewiesen werden konnte, scheint eine
zumindest intermittierende Immunsuppression vorzuliegen, die jedoch nicht in jedem

Fall zu einer Infektion flhrt.
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Auftreten nosokomialer Infektionen nach akutem Schlaganfall

Insgesamt erlitten 28 % aller in die Studie eingeschlossenen SP im
Beobachtungszeitraum von 14 Tagen eine nosokomiale Infektion, was in etwa den
bisher publizierten Pravalenzen in anderen Schlaganfall-Studien entsprach [30-44].
Eine direkte Vergleichbarkeit dieser Studien ist jedoch aufgrund der differierenden
Beobachtungszeitraume und des unterschiedlichen klinischen Settings eingeschrankt.
Wie bereits publiziert [31, 35, 78, 82, 117, 118] zeigte sich auch im Rahmen der Studie
eine hohere Inzidenz von Infekten bei SP mit grol3en Infarktarealen, bei SP mit
schwerem neurologischem Defizit und bei alteren SP (99). Eine Assoziation des
Infektionsrisikos mit dem in einigen anderen Studien [17, 34, 40, 43, 119] postulierten
Faktoren (Nachweis von Vorhofflimmern, Herzinsuffizienz, weibliches Geschlecht,
Infarkt im vorderen Stromgebiet) konnte anhand der vorliegenden Daten und der
entsprechenden Fallzahl hingegen nicht bestatigt werden.

In Ubereinstimmung mit einer Publikation von Marik et al. [49] entwickelten im Rahmen
der Studie weniger als die Halfte aller SP mit Dysphagie im weiteren Verlauf von eine
Bronchitis oder Pneumonie. Im Hinblick auf die Studie von Dziewas et al., die trotz
frhzeitiger Ernahrung Uber eine nasogastrale Sonde bei bestehender Dysphagie nach
akutem Schlaganfall bei 44 % der Patienten eine Pneumonie fanden, ist abzuleiten,
dass eine Dysphagie fur eine nosokomiale Infektion pradisponiert aber weitere Faktoren
fur die hohe Infektanfalligkeit entscheidend sind. Diese These wird auch durch die
Tatsache gestutzt, dass nur etwa ein Drittel aller Harnwegs- katheterisierten Patienten

in unserer Studie im Beobachtungszeitraum einen Harnwegsinfekt entwickelten [100].

Analyse der Immunantwort im Hinblick auf nosokomiale Infektionen

Die anhand unserer Studie mogliche Analyse der Immunantwort Dbei
Schlaganfallpatienten mit nosokomialer Infektion (SPI+) und Schlaganfallpatienten ohne
nosokomiale Infektion (SPI-) zeigte, dass bereits wenige Stunden nach dem
stattgehabten Schlaganfall grundlegende Unterschiede in der zellularen Immunantwort
bestanden.

Im Gegensatz zu einer Publikation von Chamorro et al. [78] war die Lymphozytenzahl

und insbesondere die der CD-3+ T-Helferzellen (Th) und CD-4+ Th bei SPI+ bereits
37



4. Diskussion

nach durchschnittlich 8 Stunden signifikant reduziert. Dieser Verlust der CD4+ Th
persistierte bei SPI+ fur zumindest 6 Tage. Diese Ergebnisse konnten auch unlangst
von Vogelgesang et al. bestatigt werden [114] und scheinen fur die erhdhte Infektrate
mitverantwortlich zu sein.

Additiv zur Lymphopenie wurde in der Gruppe der SPI+ eine funktionelle Dysfunktion
der Th4- Achse der Immunabwehr anhand einer verringerten Sekretion von IFN-y nach
Stimulation mit Concanavalin A ex vivo beobachtet. Der zu ungunsten der Th4- Antwort
verschobene Th4/ Th, Quotient war im Mausmodell jedoch noch deutlicher ausgepragt
[79]. Dass insbesondere IFN-y in der Abwehr bakterieller Infektionen nach
stattgehabtem Schlaganfall von Bedeutung ist, konnte im Mausmodell durch adoptiven
Zelltransfer IFN-y - produzierender T- und NK-Zellen gezeigt werden [79].
Therapeutische Interventionen erscheinen zumindest denkbar, da durch eine
Boosterung des Immunsystems mit IFN-y in Sepsis- Studien eine Konsolidierung der
Immunfunktion erreicht werden konnte [66, 120].

Auch Monozyten wiesen numerische und funktionelle Veranderungen auf: Eine
verminderte monozytare Sekretionsfahigkeit von TNF-a nach LPS- Stimulation ex vivo
deutetet dabei ebenso wie die signifikant erniedrigte monozytare HLA-DR Expression
auf einen Verlust der monozytaren Immunkompetenz nach Schlaganfall hin. Im
Gegensatz zu den Veranderungen der Leukozytensubpopulationen und
Beobachtungen von Vogelgesang et al. [114] zeigen sich diese Veranderungen in
unserer Studie erst an Tag 2. Bei den SPI+ war der Abfall der monozytaren HLA-DR-
Expression deutlicher ausgepragt als bei SPI- und zeigte zudem eine abfallende
Tendenz. Bei SPI- stieg die HLA-DR Expression zwischen Tag 2 und Tag 6 wieder an.
An Tag 6 fanden sich bei SPI+ durchschnittlich weniger als 15000 Antigene/ Monozyt,
dies entspricht einer als ,mmunparalyse bezeichneten Reduktion der
Oberflachenantigene [72]. Die absolute und auch relative Monozytenzahl selbst war im
Vergleich zu SPI- und den Gesunden Kontrollen (GK) erhdht, wie auch von Chamorro
et al. in den Jahren 2006 und 2007 beschrieben [46, 78, 100].

Unter Verwendung hochsensitiver ELISA- Techniken konnten anhand der vorliegenden
Arbeit die von Beamer et al. [102] und Chamorro et al. [78] publizierte generalisierte
Erhdéhung der Serumspiegel fur IL-6 nicht bestatigt werden, da sich erhdhte IL-6 Werte
nur bei einem Teil der SP, zumeist bei solchen mit einer Infektion zeigten, wie auch

durch Emsley et al. [28] postuliert.
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Serielle Bestimmungen der in vivo Serumspiegel von TNF-a. und IL-10 im untersuchten
Patientenkollektiv ergaben keine detektierbaren Veranderungen, was Publikationen von
Chamorro et al. [78] und Zaremba et al. [121] widerspricht. Die pradiktive Wertigkeit der
Zytokin- Bestimmung zur Vorhersage einer Infektion nach einem ischamischen
Schlaganfall ist somit in Frage zu stellen.

Dem Konzept des ,CIDS* folgend untersuchten wir zudem Serumkortisolwerte, die bei
SPI+ an Tag 2 und 6 nach Schlaganfall signifikant hdher als bei SPI- waren. Durch
Bestimmung der Serumwerte am Morgen konnte eine Verzerrung der Ergebnisse durch
die zirkadiane Fluktuation der Kortisolfreisetzung weitestgehend vermieden werden. Die
erhdhte Aktivitat des sympathischen Nervensystems nach akutem Schlaganfall konnte
anhand dieser Studie nicht beurteilt werden, da eine valide Bestimmung der
diesbezuglichen Parameter einen zu hohen methodischen Aufwand bedeutet hatte.

Der Einfluss der Lokalisation des ischamischen Schlaganfalles wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Dass linke und rechte Hemisphare unterschiedlichen Einfluss auf
die Immunfunktion haben, konnte sowohl durch tierexperimentelle Arbeiten als auch
anhand klinischer Studien beim Menschen festgestellt werden [122, 123]. So finden sich
Arbeiten, die eine Verbindung zwischen dem von der Ischamie betroffenen vaskularen
Stromgebiet und der nachfolgenden Suppression des Immunsystems herstellen [124-
127]. Die GrofRe und Atiologie des Infarktes wurden dabei jedoch auRer acht gelassen
und die Veranderungen der Immunitatslage teils erst Monate nach dem Infarkt
beschrieben. Koch et al. postulierten, dass linkshemispharielle Schlaganfélle eine
verminderte Immunantwort nach Schlaganfall bedingen [128]. Tarkowski et. al zeigten
1998, dass ein Schlaganfall mit Schadigung des frontalen Kortex und des Putamens auf
der kontralateralen paretischen Seite eine starkere T- Zell vermittelte Immunreaktion
Typ IV (delayed type of hypersensitivity) hervorrief [126]. Anhand der von uns
erhobenen Daten liel3 sich keine sichere Aussage zum Einfluss der hemisphariellen
Lokalisation treffen. Allerdings waren vorrangig Patienten mit Infarkten im Stromgebiet
der rechten A. cerebri media vom Auftreten einer Infektion betroffen [100]. Weitere
prospektive klinische Studien sind notig, um Aussagen uber den Einfluss der

Lokalisation des Schlaganfalls auf die Immunfunktion treffen zu konnen.
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Pradiktoren fir die Entwicklung einer Infektion nach akuter zerebraler Ischamie

Anhand der Sensitivitat, Spezifitat, dem positiven und negativen pradiktiven Wert fur
verschiedener Parameter konnte anhand dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine
standardisierte Uberwachung zelluldrer Immunfunktionen verldssliche Voraussagen
Uber das Auftreten einer nosokomialen Infektion nach einem akuten Schlaganfall
zulasst.

Bei Unterschreiten eines festgelegten Cut- Off- Wertes der monozytaren TNF-a-
Sekretion ex vivo bei stationarer Aufnahme war das relative Risiko fur das Auftreten
einer nosokomialen Infektion im Verlauf um das 6-fache erhoht.

Fanden sich darlber hinaus die ex vivo bestimmten IFN-y Spiegel oder die Zahl der
CD3+ Zellen unterhalb der in der ROC- Analyse bestimmten Cut- Off- Werte, erreichte
die Sensitivitat 100 %. Daher kann angenommen werden, dass der Schweregrad der
Immunsuppression das Auftreten einer nosokomialen Infektion beeinflusst. Die
monozytare HLA-DR Expression zeigte bereits bei Aufnahme und vor klinisch
apparentem Beginn einer Infektion signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen der
SPI+ und SPI-, was durch Harms et al. [53] bestatigt wurde, blieb jedoch bezuglich der
pradiktiven Wertigkeit bei Aufnahme hinter anderen Parametern zurlck (Tabelle 7).
Unter Verwendung der Multivariaten Analyse konnte festgestellt werden, dass das
Auftreten einer Infektion nach akutem Schlaganfall mit dem Ausmalf3 der neurologischen
Defizite, Alter und LPS- induzierter TNF-a Sekretion ex vivo, jedoch nicht mit dem
Vorhandensein einer Dysphagie oder der SchlaganfallgroRe assoziiert ist. Im Hinblick
auf die klinische Anwendbarkeit der Ergebnisse ist insbesondere der hervorragende
pradiktive Wert des Schweregrades des Schlaganfalls (NIHSS-Skala) in Kombination

mit dem Alter des Patienten oder der TNF-a- Sekretion ex vivo relevant.

Limitationen der prospektiven Studie

Der ischdmische Schlaganfall kann aufgrund der variierenden Atiologie und der
individuell differenten Risikofaktoren nicht als homogenes Krankheitsbild eingeordnet
werden. So wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit Patienten mit leichten bis

mittelschweren klinischen Defiziten und variierenden Schlaganfalllokalisationen
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untersucht. Die hier vorgelegten Ergebnisse kdnnen somit keine allgemeine Gultigkeit
besitzen.

Aufgrund des hohen methodischen Aufwands konnte zudem nur eine bestimmte Zahl
an SP eingeschlossen und Uber eine begrenzte Zeitdauer nachverfolgt werden. Zudem
war eine Limitation der geplanten Untersuchungen notwendig, um die Belastungen fir
die Studienteilnehmer in einem vertretbaren Rahmen zu halten. So wurde auf eine
liquorologische und tagliche laborchemische Untersuchung verzichtet. Anhand der
vorliegenden Daten konnten somit keine dezidierten Aussagen Uber eine Assoziation
einer klinischen Verschlechterung und dem Auftreten von Infektionen, die Aktivitat des
sympathischen und parasympathischen Nervensystems oder Uber den Einfluss der
Lokalisation der zerebralen Ischamie auf die Immunantwort getroffen werden. Ein
weiterer Kritikpunkt ist das signifikant niedrigere Alter der herangezogenen
Kontrollgruppe. Eine Kovarianzanalyse zeigte jedoch, dass das Alter in der
Kontrollgruppe keinen unabhangigen Einflussfaktor auf den gegenwartigen

Immunstatus darstellte.
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5. Zusammenfassung

Der ischamische Schlaganfall zahlt zu den haufigsten Todesursachen in Deutschland
und ist der haufigste Grund einer bleibenden Behinderung. Insbesondere in der
postakuten Phase haben nosokomiale Infektionen, deren Inzidenz bei
Schlaganfallpatienten deutlich hoher ist als bei anderen Erkrankungen, einen
bedeutenden Einfluss auf die Mortalitdt und Morbiditat. Als Ursachen der erhdhten
Infektsuszeptibilitat konnte im Mausmodell der akuten zerebralen Ischamie eine akut
einsetzende und andauernde Immunsuppression nachgewiesen werden, die durch
Aktivierung der Hypothalamus- Hypophysen- Nebennieren- Achse und eine Aktivierung
des sympathischen Nervensystems induziert wird. Um den Einfluss einer akuten
zerebralen Ischamie auf das humane Immunsystem zu analysieren, wurden 40
Patienten mit ischamischem Schlaganfall einem standardisierten Immunmonitoring
sowie seriellen MRT- und klinischen Untersuchungen unterzogen. Als Vergleichsgruppe
dienten 30 gesunde Probanden ohne bestehende Immunsuppression.

Es zeigte sich bei den von einer Infektion betroffenen Schlaganfallpatienten eine bereits
bei Aufnahme und vor Auftreten eines Infektes bestehende und Uber zumindest 6 Tage
anhaltende Immunsuppression, die durch eine Depression der Zahl der CD3+ und
CD4+ Lymphozyten sowie eine funktionelle Deaktivierung von Monozyten und Thy-
Zellen charakterisiert wurde. Die Analyse der erhobenen volumetrischen,
immunologischen und paraklinschen Parameter zeigte eine direkte Korrelation der
Immunsuppression mit dem klinischen Schweregrad, dem Alter der Patienten und dem
Infarktvolumen. Bezuglich der pradiktiven Wertigkeit fir nosokomiale Infektionen zeigte
die Kombination der monozytaren TNF-a Freisetzung ex vivo und der Klinische
Schweregrad (NIHSS- Wert) die hochste Sensitivitat und Spezifitat, die durch etablierte
Parameter wie CRP, IL-6 oder die monozytare HLA-DR Expression nicht erreicht
werden konnte. Im Rahmen dieser Arbeit konnte das sogenannte ,Central Nervous
System injury- induced immune deficiency syndrome® nach akutem ischamischem
Schlaganfall beim Menschen gezeigt werden, das offenbar fur die erhdhte Inzidenz
nosokomialer Infektionen nach akuter zerebraler Ischamie mitverantwortlich ist. Sollten
sich die Ergebnisse dieser Arbeit in weiteren Studien bestatigen, konnten neue
therapeutische Ansatze dazu beitragen, die Schlaganfall-assoziierte Morbiditat und

Mortalitat zu senken.
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7. Anhang

7. ANHANG

7.1. Sequenzparameter der MRT- Bildgebung

Grundeinstellungen fur alle akquirierten Sequenzen bis auf MR- Angiographie: Field of

view (FoV) = 240 mm, Schichtdicke =6mm, gap =6mm.

T1 gewichtete MRT:
Vor und nach Kontrastmittelapplikation; Spin-Echo: TE = 14 ms; TR = 600 ms; matrix
256 x 256; Aquisitionszeit = 2 min.

T2 gewichtete MRT :
Turbo spin echo (TSE) mit mutliplen Echos, TE = 15 ms, 75 ms, 135 ms; TR = 2900 ms;

matrix 256 x 256, Aquisitionszeit= 4 min.

Diffusionsgewichtete Bildgebung (DWI)
zur Berechnung der ADC maps: Echo planar imaging (EPI): TE = 114 ms; TR = 4700

ms; matrix 256 x 256, Aquisitionszeit=1 min.

T2*- gewichtete MRT

zur Durchfuhrung einer perfusions- gewichteten Bildgebung (PWI) unmittelbar nach
Applikation von 0.1 mmol/kg Kérpergewicht Gd-DTPA (4ml/s) und folgender NaCl 0.9
%- Spulung (20ml, 4ml/s), EPl: TE = 56 ms; TR = 1000 ms; matrix 128 x 128;

Aquisitionszeit = 1 min.
MR- Angiographie: time-of-flight angiography (TOF): TE = 7 ms; TR = 35 ms;

Agisitionsvolumen 200 x 200 x 150 mm?® Voxel Grésse 0.4 x 0.4 x 0.8 mm>;

Aquisitionszeit= 6 min.
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7. Anhang

7.2. Erlauterungen zur neurologischen Befunderhebung mittels NIHSS

la

Bewultseinslage

(0) Wach, unmittelbar antwortend.
(1) Benommen, aber durch geringe Stimulation zum Befolgen von Aufforderungen, Antworten oder Reaktionen zu bewegen.
(2) Somnolent, bedarf wiederholter Stimulation um aufmerksam zu sein, oder ist sopords und bedarf starker oder schmerzhafter Stimulation

(Vigilan z) zum Erzielen von Bewegungen.
(3) Koma, antwortet nur mit motorischen oder vegetativen Reflexen oder reagiert gar nicht, ist schlaff und ohne Reflexe.
Anmerkung: bei Koma erhalt Skala 7 (Extremitatenataxie) 0 Pkte.
Frage nach Monat und Alter
. . (0) beide Fragen richtig beantwortet.
1b Orientierung (1) eine Frage richtig beantwortet.
(2) keine Frage richtig beantwortet.
Befolgung von Aufforderung die Augen und die nicht paretische Hand zu 6ffnen und zu schlieBen
1c | Aufforderungen (0) beide Aufforderung richtig befolgt.
(1) eine Aufforderung richtig befolgt.
(2) keine Aufforderung richtig befolgt.
(0) Normal.
Blick- (1) Partielle Blickparese = wenn die Blickrichtung von einem oder bd. Augen abnormal ist, jedoch keine forcierte Blickdeviation oder
2 bewegungen komplette Blickparese besteht (e. g. Augenmuskelparese). Auch bei unzureichender Kooperation 1 Pkt.
(Okulomotorik) (2) Forcierte Blickdeviation oder komplette Blickparese, die durch Ausfiihren des oculocephalen Reflexes
nicht tberwunden werden kann.
(0) keine Einschrankung.
(1) partielle Hemianopsie.
3 Gesichtsfeld (2) komplette Hemianopsie.
(3) bilaterale Hemianopsie (Blindheit oder corticale Blindheit).
Anmerkung: Bei fehlender Beurteilbarkeit 0 Pkte.
(0) normal.
4 Facialisparese (1) gering (abgeflachte Nasolabialfalte, Asymmetrie beim Lacheln).
(2) partiell (vollstandige oder fast vollstidndige Parese des unteren Gesichts).
(3) vollstandig auf einer oder bd. Seiten (fehlende Bewegungen unterer und oberer Teil des Gesichts).
Motorik Arme (0) kein Absinken (der Arm wird tiber 10 Sekunden in der 90°/45° Position gehalten)
(1) Absinken (der Arm wird zunéchst bei 90°/45° gehalten, sinkt aber im Verlauf von 10 Sek. ab.
getrennt fir (2) Anheben gegen Schwerkraft méglich (der Arm kann die 90°/45° Position nicht erreichen oder halten, sinkt auf die Liegeflache ab, kann
5 links und rechts aber gegen Schwerkraft angehoben werden)
7. B. bei (3) Kein (aktives) Anheben gegen Schwerkraft, der Arm féllt nach passivem Anheben sofort auf die Liegeflache.
Tetraparese (4) Keine Bewegung.
Anmerkung: bei Amputation oder Gelenkversteif. 0 Pkte; bei Plegie erhélt Skala 7 (Extremitatenataxie) 0 Pkte.
Motorik Beine (0) Kein Absinken (das Bein bleibt iiber 5 Sekunden in der 30° Position).
(1) Absinken (das Bein sinkt am Ende der 5 Sekundenperiode, berlihrt aber die Liegeflache nicht).
getrennt fur (2) Aktive Bewegung gegen die Schwerkraft (das Bein sinkt binnen 5 Sek. auf die Liegeflache ab, kann aber gegen die Schwerkraft gehoben
6 links und rechts z. werden).
B. bei (3) Kein (aktives) Anheben gegen die Schwerkraft, das Bein fallt nach passivem Anheben sofort auf die Liegeflache.
Tetraparese (4) Keine Bewegung.
Anmerkung: bei Amputation oder Gelenkversteif. 0 Pkte; bei Plegie erhélt Skala 7 (Extremitatenataxie) 0 Pkte.
(0) fehlend.
Extremitaten- (1) in einer Extremitat vorhanden.
7 ataxie (2) in zwei Extremitaten vorhanden.
Anmerkung: wird bei Verstandigungsschwierigkeiten oder Plegie als fehlend (0 Pkte.) gewertet.
Wird bei Angabe von Koma (s. Skala 1a) als fehlend (0 Pkte.) gewertet.
(0) Normal; kein Sensibilitatsverlust.
8 Sensibilitat (1) Leichter bis mittelschwerer Sensibilitatsverlust; Patient empfindet Nadelstiche auf der betroffenen Seite als stumpf, oder er nimmt diese
nur als Berlihrung wahr.
(2) Schwerer bis vollstandiger Sensibilitatsverlust; Patient nimmt die Berlihrung von Gesicht, Arm und Bein nicht wahr.
(0) normal; keine Aphasie.
(1) Leichte bis mittelschwere Aphasie; deutliche Einschrankung der Wortfliissigkeit oder des Sprachversténdnisses, keine relevante
Einschrankung von Umfang oder Art des Ausdruckes. Die Einschrankung des Sprachvermdgens und/oder des Sprachverstandnisses macht
9 Sprache die Unterhaltung schwierig bis unmdéglich.
(2) Schwere Aphasie; die Kommunikation findet Giber fragmentierte Ausdrucksformen statt. Der Untersucher muss das Gesagte in groRem
Umfang interpretieren, nachfragen oder erraten. Der Untersucher tragt im
wesentlichen die Kommunikation.
(3) Stumm, globale Aphasie; Sprachproduktion oder Sprachverstéandnis nicht verwertbar (auch bei Koma).
(0) Normal.
(1) Leicht bis mittelschwer; der Patient spricht zumindest einige Worte verwaschen und kann nur mit
10 Dysarthrie Schwierigkeiten verstanden werden.
(2) Schwer, anarthrisch; die verwaschene Sprache des Patienten ist unverstandlich und beruht nicht auf
einer Aphasie.
Anmerkung: Bei Intubation o. &. 0 Punkte
(0) Keine Abnormalitat.
Neglekt (1) Visuelle, taktile, auditive oder personenbezogene Unaufmerksamkeit oder Ausléschung bei Uberpriifung von gleichzeitiger bilateraler
11 Stimulation in einer der sensiblen Qualitaten.

(2) Schwere halbseitige Unaufmerksamkeit. Kein Erkennen der eigenen Hand oder Orientierung nur zu einer Seite des Raumes.
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7. Anhang

7.3. Glossar

CD
Con A
CRP
DWI
ELISA
FACS
Gd

GK
HLA-DR
HWI
IFN-y
IL

LPS
MHC
MRT
NIHSS
NK-Zellen
NPW
PNS
PPW
PWI
SEN
SNS
SP
SPE
SPI-
SPI+
Th
Thy, Thy
TNF-a
ZNS

Cluster of differentiation

Concavalin A

c- reaktives Protein

Diffusion weighted imaging, Diffusions- gewichtete Bildgebung
Enzyme- linked Immunosorbent Assay
Fluorescence Activated Cell Sorter

Gadolinium

Gesunde Kontrollen

Human Leukocyte Antigen DR

Harnwegsinfekt

Interferon-y

Interleukin

Lipopolysaccharid

Major histocompatibility complex
Magnetresonanztomographie

National Institute of Health Stroke Scale
Naturliche Killerzellen

Negativ pradiktiver Wert

Peripheres Nervensystem

Positiv pradiktiver Wert

Perfusion weighted imaging, Perfusionsgewichtete Bildgebung
Sensitivitat

Sympathisches Nervensystem
Schlaganfallpatienten

Spezifitat

Schlaganfallpatienten ohne nosokomiale Infektion
Schlaganfallpatienten mit nosokomialer Infektion
T- Helferzellen

T- Helferzellen Typ 1, Typ 2

Tumornekrosefaktor a

Zentralnervensystem
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7. Anhang

7.4. Lebenslauf

"Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Grinden in der elektronischen

Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht.”
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7. Anhang

7.5. Erklarung an Eides statt

.lch, Wolf Ulrich Herbert Schmidt, erklare an Eides statt, dass ich die vorgelegte
Dissertationsschrift mit dem Thema: ,Immunsuppression nach akuter zerebraler
Ischamie beim Menschen® selbst verfasst und keine anderen als die angegebenen
Quellen und Hilfsmittel benutzt, ohne die (unzulassige) Hilfe Dritter verfasst und auch in

Teilen keine Kopien anderer Arbeiten dargestellt habe.”

Berlin, den 18. Dezember 2009 Wolf Schmidt
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