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1 Zusammenfassung

Der Schlaganfall gehort zu den fithrenden Todesursachen und ist oft mit irreversiblen
Langzeitschidden bis hin zur Bettldgerigkeit und Pflegebediirftigkeit verbunden. Die bishe-
rigen Therapieoptionen beschrinken sich allerdings noch immer weitgehend auf die Fibri-
nolyse. Die Effektivitit dieser Behandlung ist allerdings durch ihr enges Zeitfenster und
ihre hohe Komplikationsrate limitiert und kann nur bei einem geringen Prozentsatz der
PatientInnen erfolgreich angewandt werden. Daher ist die Suche nach weiteren therapeuti-
schen Ansatzpunkten und die Entwicklung neuer Therapeutika von groBer klinischer Be-

deutung.

In diesem Zusammenhang beschiftigt sich die Forschung derzeit besonders mit den immu-
nologischen Verdnderungen, die nach einem Schlaganfall auftreten und den Verlauf der
Erkrankung entscheidend mitbestimmen. Diese immunologische Reaktion beschrénkt sich
neueren Erkenntnissen zur Folge nicht nur auf eine lokale Entziindungsreaktion als Ant-
wort auf den ischdmischen Gewebsschaden, sondern fiihrt auch zu einer systemischen Re-
aktion des Immunsystems in Form einer Immundepression. Folge dieser Immundepression
ist eine Haufung von Infektionen, welche fiir die Mortalitét in der subakuten postischidmi-
schen Phase hauptverantwortlich sind. Ndhere Informationen iiber die Mechanismen, durch
die es nach einer ZNS-Schadigung zur Immundepression, genannt ,,CNS-injury-induced
immunodeficiency-syndrom* (CIDS), kommt, sind daher von groem Interesse, zumal der

Sinn dieser ZNS-getriggerten Immunregulation noch nicht eindeutig geklart ist.

In der vorliegenden Arbeit werden die bisherigen Erkenntnisse iiber die lokalen und syste-
mischen immunregulatorischen Prozesse nach einem Schlaganfall zusammengefasst. Die
Resultate aus klinischen Studien und Tierversuchen werden dabei gesondert behandelt und
miteinander verglichen. Der erste allgemeine Teil beschéftigt sich mit dem Pathomecha-
nismus, der der Immundepression zugrunde liegt. Im zweiten speziellen Teil wird genauer
auf die lokale und systemische Beteiligung wichtiger immunologischer Mediatoren (IL-10,
IL-6, IL-17, CCL2) sowie anderer, am immunologischen Prozess beteiligter Strukturen
und Enzyme (TLRs, Integrine, Matrix-Metalloproteinasen) eingegangen.

Schlagwdérter: Schlaganfall, Immundefizienz, CIDS (CNS-injury-induced immunodefi-
ciency-syndrom), Infektkomplikationen, Autoimmunitit, Lateralisation, IL-10, IL-6, IL-

17, TNF-a, CCL2 (MCP-1), TLR, MMP, Adhisionsmolekiile




2 Abstract

Stroke is still one of the most common causes of death and is often associated with irre-
versible long-lasting deficits. But up to now therapeutic opportunities are more or less lim-
ited to Fibrinolysis, which is only practicable in a low percentage of stroke-patients. Due to
this reason it is important to search for new therapeutic strategies.

In this context immunological changes following ischemic stroke are of special interest
because they could affect the course of disease. On the one hand the immunsystem triggers
an inflammatory process within the ischemic area that enlarges the lesion and worsen neu-
rological outcome. On the other hand stroke induces a systemic immunodepression that is
called “CNS-injury-induced immunodeficiency-syndrom” (CIDS). This immunosuppres-
sive state contributes to multiple infections that are the most common cause of mortality in
the postacute phase after stroke. The question whether stroke-induced immunodepression
has not only a detrimental but also a beneficial effect has not been elucidated yet and needs
further investigations.

The present work reviews the current knowledge of the local and systemic immunological
response to stroke. The results based on experimental and clinical studies are discussed
separately and compared with each other. The first part serves the pathophysiological un-
derstanding of the crosstalk between the central nervous system (CNS) and the immune
system that leads to an immunosuppressive state in response to CNS-injury. The second,
more specific part reviews the local and systemic implications of important immunological
mediators (IL-10, IL-6, IL-17, TNF-a, CCL2) and other structural proteins and encymes

(toll like receptors, cell adhesion molecules, mmp-9).

Key words: stroke, immunodeficiency, CIDS (CNS-injury-induced immunodeficiency-
syndrom), infection, autoimmunity, lateralisation, IL-10, IL-6, IL-17, TNF-a, CCL2
(MCP-1), TLR, MMP, cell adhesion molecules,




PartI:
Pathomechanismus der Schlaganfall-

induzierten Immundefizienz




3 Interaktion zwischen Nervensystem

und Immunsystem

Bakterielle und virale Infekte, aber auch Gewebsdefekte fithren zur Aktivierung von Im-
munzellen, welche mit der Sekretion verschiedenster Zytokine auf diesen Stimulus reagie-
ren. Dies fiihrt zu einer lokalen Entziindungsreaktion, aber wie Berkenbosch et al. [23]
bereits 1989 im Tierversuch gezeigt haben, auch zu einer Reaktion des Nervensystems,
welches immunmodulatorisch eingreift. Diese nervale Immunregulation erfolgt systemisch
iber einen groflen, das ZNS einschlieBenden, Reflexbogen sowie regional iiber direkte
Interaktion zwischen Entziindungsmediatoren und peripheren Nerven. Wéhrend das peri-
phere Nervensystem iiber die Freisetzung von vornehmlich proinflammatorischen Neuro-
peptiden, wie z.B. CRH (Corticotropin-Releasing-Hormon), Substanz P und CGRP (Calci-
tonin gene-related peptid) [212], die lokale angeborene Immunreaktion verstirkt um ein-
wandernde Pathogene zu eliminieren, wirkt das ZNS iiber neuronale und humorale Effe-
renzen immunsuppressiv um einen exzessiven Entziindungsprozess oder ein systemisches
Ubergreifen zu verhindern.

Der sensorische Nervus vagus ist die wichtigste Afferenz, die das ZNS iiber peripher ab-
laufende Entziindungsprozesse informiert. Aktiviert wird der Nervus vagus iiber die im
Entziindungsareal freigesetzten Zytokine. Bei deren Ausschwemmung in die Blutbahn
kann das ZNS auch durch zentrale Rezeptoren im Hirn oder an der Blut-Hirn-Schranke
aktiviert werden. Messungen des Aktivitits-Zustandes einzelner Hirnregionen haben erge-
ben, dass vor allem der Hypothalamus auf diese immunologische Stimulation reagiert
[115]. Dies ist nicht weiter verwunderlich, denn der Hypothalamus ist das wichtigste Kon-
troll- und Steuerungszentrum des vegetativen Nervensystems (VNS). Aullerdem kontrol-
liert der Hypothalamus iiber die Sekretion von Releasing-und Inhibiting-Hormonen die
Freisetzung von Hormonen aus der Adenohypophyse bzw. bildet selbst Hormone, die iiber
die Neurohypophyse freigesetzt werden. Der Hypothalamus kann daher, als Reaktion auf
einen peripheren Entziindungsprozess, sowohl nerval, iiber sympathische und parasym-
pathische Efferenzen als auch neurohumoral {iber Hypophysenhormone reagieren ([238];
S.543ff). Beide Efferenzen weisen einen immunsuppressiven Effekt auf und erfiillen somit
den Zweck, die periphere Immunreaktion zu dimpfen und ein systemisches Ubergreifen

eines lokalen Entziindungsprozesses im Sinne einer Sepsis zu vermeiden.




Im Folgenden werden die Afferenzen, liber die das ZNS Informationen {iber immunologi-
sche Vorgénge in der Peripherie bekommt, und die Efferenzen, durch die das ZNS seine

immunmodulierende Wirkung entfaltet, genauer vorgestellt.

3.1 Afferenz: Ubermittlung des Immunstatus an das ZNS

Die Afferenz, durch die das ZNS iiber den Immunstatus in der Peripherie informiert wird,
erfolgt iiber Zytokine [23] [115], die von Antigen-stimulierten Immunzellen freigesetzten
werden und an Rezeptoren des Nervensystems binden. Diese Rezeptoren konnen an fol-

genden Strukturen lokalisiert sein [115]:

® Zentral

o Blut-Hirn-Schranke

o Zentral im ZNS } humorale Afferenz
® Peripher

o Sympathische Nervenendigungen

o Parasympathische Nervenfasern } neuronale Afferenz

3.1.1 Zentrale Rezeptoren

An der Blut-Hirn-Schranke (BHS) befinden sich saturierende Carrier-mediierte Transpor-
ter [179], unter anderem fiir TNF und IL-1p3. Diese wichtigen pro-inflammatorischen Zyto-

kine werden demnach aktiv ins ZNS eingeschleust [57].

Des Weiteren finden sich an den Endothelien der Hirnkapillaren Rezeptoren fiir immuno-
logische Mediatoren, deren Aktivierung zur Freisetzung von loslichen Mediatoren, wie
Prostaglandinen und Stickoxiden fiihren [179], die im ZNS als eine Art second messenger

wirken (siehe unten).

Humorale Mediatoren, fiir die es an der Blut-Hirn-Schranke keine eigenen Rezeptoren
gibt, kdnnen tiber die sogenannten ,,circumventrikuldren Regionen* direkt ins ZNS gelan-
gen und dort zentrale Rezeptoren aktivieren. Zu den circumventrikuldren Organen gehoren
Teile der Epiphyse (Zirbeldriise) und des Hypothalamus, die Neurohypophyse, der Plexus
choroideus, die Area postrema, das Subfornikalorgan, das Organum vasculosum laminae
terminalis und das Subcommissuralorgan ([238]; S.548f). Das Charakteristikum der cir-
cumventrikuldren Organe ist die Diskontinuitit der Blut-Hirn-Schranke in diesen Arealen,

die durch ein fenestriertes Endothel zustande kommt ([238]; S.548f). Letzteres ermoglicht




das oben erwédhnte Eindringen humoraler Mediatoren (z.B. von IL1-a [57]) in das ZNS
auch ohne spezifischen Rezeptor. In weiterer Folge konnen diese Mediatoren iiber die Ak-
tivierung von second messengers eine spezifische Reaktion des ZNS bewirken. So z.B.
tiber die Wirkung von COX2 (Cyclooxygenase2), welches PGE2 (Prostaglandin E2) aus
Arachnoidonsdure abspaltet und damit einen Mediator freisetzt, der wahrscheinlich maB-

geblich an der Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-NNR-Achse beteiligt ist [57].

3.1.2  Periphere Rezeptoren

Man geht davon aus, dass vor allem der Nervus vagus fiir die Perzeption eines inflammato-
rischen Prozesses und die Weiterleitung dieser Information an das ZNS verantwortlich ist.
Einzelheiten iiber die Mechanismen, iiber welche der Nervus vagus immunologische Reak-
tionen wahrnimmt sind noch nicht bekannt. Man geht aber davon aus, dass der Nervus va-
gus Rezeptoren fiir Endotoxine und die verschiedensten inflammatorischen Mediatoren
exprimiert. Diese These stiitzt sich auf den Nachweis der mRNA-Expression des IL-1-
Rezeptors in Neuronen des Nervus vagus. Des Weiteren kdnnen auch Mechanorezeptoren,
Chemorezeptoren, Temperaturrezeptoren und Osmorezeptoren den Nervus vagus aktivie-
ren. Jene konnten im Zuge eines inflammatorischen Prozesses lokal gereizt werden und

somit zur Aktivierung des Nervus vagus fithren [57].

Die afferenten Fasern des Nervus vagus enden im Nucleus tractus solitarius (NTS) sowie
in der Area postrema. Beide Areale sind im Falle von peripheren Entziindungsvorgéngen
besonders aktiv, was die Bedeutung des Nervus vagus in diesem Zusammenhang unter-
streicht [57]. Der Nucleus tractus solitarius (NTS) bildet die Spitze des vasovagalen Re-
flexbogens, welcher fiir die Regulation der parasympathisch gesteuerten Funktionen visze-
raler Organe verantwortlich ist. Zu diesen Funktionen zéhlen demnach aber nicht nur die
altbekannten autonomen Regelkreise, die kardiovaskuldre, respiratorische und digestive
Funktionen modulieren, sondern auch die Steuerung des Immunsystems. Die sensorische
Afferenz liber immunologische Vorgidnge im Korper konnte sogar, wie auch die motori-
schen und sensiblen Funktionen des Korpers, somatotop organisiert sein. Dies wiirde eine
gezielte, lokal umschriebene Immunsuppression als Antwort auf einen peripheren Entziin-

dungsherd, im Sinne eines vago-vagalen Reflexbogens, ermoglichen [57].

Der NTS steht in enger bidirektionalen Verbindung mit dem dorsalen motorischen Nucleus
des Nervus vagus (DMN = dorsal motor nucleus), der das Kerngebiet der parasympathi-

schen Efferenz darstellt, und der Area postrema (AP). Zusammen bilden der NTS, die Area
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postrema und der DMN den dorsalen vagalen Komplex (DVC = dorsal vagal complex)
[179].

Neben dem direkten Umschalten der Afferenz im NTS auf den efferenten parasympathi-
schen Schenkel des Reflexbogens iiber den DMN, kdonnen die eingehenden Informationen
iiber den Status des Immunsystems auch an die Formatio retikularis, den Locus coeruleus,
die rostrale ventrolaterale Medulla (RVM) , den Hypothalamus und wahrscheinlich auch
an hohere Hirnareale weitergeleitet werden [57] [226] [179]. Die rostrale ventrolaterale
Medulla (RVM) und der Locus coeruleus (LC) sind zwei funktionell wichtige Strukturen
des sympathischen Nervensystems. Uber diese neuronale Verbindung kommt es offen-
sichtlich zur Aktivierung der sympathischen immunmodulatorischen Efferenz nach Akti-
vierung des NTS durch den sensorischen Nervus vagus. Die rostrale ventrolaterale Medulla
(RVM) und der Locus coeruleus (LC) sind nicht nur untereinander und mit dem NTS ver-
linkt sondern unterhalten auch eine enge bidirektionale Kommunikation mit den para-
ventrikuldren Kerngebieten des Hypothalamus [179]. Der Hypothalamus, der auch in di-
rekter Verbindung mit dem NTS steht, ist bekanntlich die iibergeordnete Schaltstelle vieler
vegetativer und hormoneller Regulationssysteme ([238]; S.410f), darunter ist er auch fiir
die Steuerung der humoralen Antwort durch die HH-NNR-Achse verantwortlich.

Die im NTS eingehenden Afferenzen des Nervus vagus fiithren demnach iiber Verschaltun-
gen zu parasympathischen, sympathischen und neuroendokrinen Kerngebieten zur Reakti-
onen verschiedener Regulationssysteme, mit dem Ziel das immunologische Geschehen im

Korper in Balance zu halten und bestmoglich zu modulieren.

Wihrend die humorale Afferenz aber nur funktioniert wenn ausreichend hohe Zytokin-
Level im Blut vorhanden sind, funktioniert jene iiber nervale Afferenzen auch bei Vorhan-
densein nur geringer Zytokin-Mengen. Zudem erfolgt die neuronale Afferenz schneller und
ermdglicht auch eine Lokalisation des Entziindungsherdes, wihrend humorale Mediatoren
dem ZNS nur allgemein die Information eines entziindlichen Vorganges im Korper iiber-
mitteln kdnnen. Der Nervus vagus empfiehlt sich als Afferenz besonders weil er alle wich-
tigen Organe innerviert, welche eine Barrierefunktion zur Aulenwelt innehaben. Darunter
befinden sich Lunge, GIT (Gastrointestinaltrakt), Niere, Leber und andere viszerale Orga-
ne, welche unter anderem als Eintrittspforte flir Erreger oder Toxine dienen kénnen. Ent-
ziindliche Prozesse in diesen Arealen konnen daher liber den Nervus vagus rasch registriert
und dem ZNS iibermittelt werden, welches dann reflektorisch im Sinne einer immunregu-

latorischen Reaktion auf den Reiz reagiert [57].




3.2 Efferenz: Immunregulation durch das ZNS

¢ Neuronal:
o Sympathisches Nervensystem: = v.a. Noradrenalin
o Parasympathisches Nervensystem: > Acetylcholin
¢ Humoral:
o Hypophysen-Nebennieren-Achse: = Cortisol

o Mediatoren: zentral gebildete Zytokine aus dem geschadigten Hirngewebe

3.2.1 Efferenz iiber das sympathische Nervensystem

Das sympathische Nervensystem reguliert immunologische Funktionen iiber zwei Funkti-
onswege. Zum einen iiber die Freisetzung von Neurotransmittern, vor allem Noradrenalin,
aus sympathischen Nervenendigungen in lymphatischen Organen und zum anderen iiber
die Freisetzung von Catecholaminen aus dem Nebennierenmark.
Insgesamt gibt es mehrere Transmitter, die der Signaliibertragung im sympathischen Ner-
vensystem dienen [115]:

® Catecholamine: Noradrenalin, Adrenalin und Neuropeptid Y

¢ Endogene Opioide: Enkephaline, Endorphine, Adenosine und ATP
Jedes dieser Hormone kann die Aktivitit von Immunzellen auf direktem Weg beeinflussen
[115]. Der primire Neurotransmitter des sympathischen Nervensystems ist aber das No-
radrenalin, ein biogenes Amin, das durch das Enzym B-Hydroxylase aus Tyrosin und sei-

nem Metaboliten Dopamin entsteht [212].

Der sympathische Neurotransmitter Adrenalin, wird vor allem aus dem Nebennierenmark
freigesetzt und entsteht aus dem Noradrenalin durch das Enzym Phenylethanolamin-N-

Methyl-Transferase [212].

Wie bereits 1989 in einem Tierversuch von Berkenbosch et al. [23] gezeigt, reagiert der
Korper auf Stimulation durch IL-1 mit einem Anstieg der Plasmakonzentration von Adre-
nalin und Noradrenalin. Diese Studie dient als erster Anhaltspunkt einer Kommunikation
zwischen Immunsystem und sympathischen Nervensystem.

Zu den Zentren des sympathischen Nervensystems im Hirn gehoren der Locus coeruleus,
der rostrale Anteile der ventrolateralen Medulla [45] sowie der Hypothalamus, der das

oberste Kontrollzentrum aller vegetativen Funktionen darstellt.




3.2.1.1 Das Nebennierenmark als Effektororgan des sympathischen Nerven-

systems

Die chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks entstammen embryologisch der Neural-
leiste. Das Nebennierenmark als solches entspricht demnach einem umgebauten sympathi-
schen Ganglion [45]

Aber im Gegensatz zu den sympathischen Nervenendigungen, die hauptséchlich Noradre-
nalin und Neuropeptid Y (NPY) freisetzen, sezerniert das Nebennierenmark (NNM), neben
dem NPY, hauptsdchlich Adrenalin, in einer Relation von 4:1 zu Noradrenalin [45]. Im
Unterschied zum Noradrenalin aus den sympathischen Nervenendigungen, das nur lokal
innerhalb des innervierten Organs eine immunologische Reaktion hervorruft, wirkt das
vom Nebennierenmark (NNM) freigesetzte Adrenalin wie ein Hormon systemisch [212].
Daher ist es auch nicht weiter verwunderlich, dass die im peripheren Blut messbaren Cate-
cholamine hauptsidchlich aus dem NNM stammen [45].

Der Metabolismus der Catecholamine erfolgt iiber die Catechol-O-Methyl-Transferase
(COMT) und die Monoamino-Oxidase (MAO). Als Endprodukte der COMT entstehen
Metanephrin und Normetanephrin [45]. Sympathische Nerven besitzen selbst keine
COMT, weshalb man aus Messungen dieser metabolischen Endprodukte auf die Aktivitét
nicht-neuraler Catecholamin-Quellen schlieBen kann. Daher lédsst sich sagen, dass unter
Stress bis zu 90% des Plasma-Normetanephrins und bis zu 40% des Plasma-Metanephrins
aus dem NNM stammt, was u.U. einen Hinweis auf eine stirkere Stressantwort des NNMs
als des sympathischen Nervensystems darstellt [45].

Der ddmpfende Einfluss des Adrenalins auf das Immunsystem ist seit langem bekannt.

In in-vivo-Versuchen an Mensch und Tier fiihrte die Applikation von Adrenalin zu einer
verminderten Anzahl von Monozyten, T- und B-Lymphozyten sowie von NK-Zellen [101]
[165].

Diese Effekte werden iiber den B-Adrenorezeptor (B-AR) vermittelt (siche Kapitel: 3.2.1.3

Wirkung des sympathischen Nervensystems auf Immunzellen).

Messungen der Catecholamin-Metaboliten bei Schlaganfallpatientlnnen bestdtigen, dass
eine verstirkte Aktivierung des Nebennierenmarks nach einem Schlaganfall mit einer peri-
pheren Immundepression und damit mit einem hoheren Infektionsrisiko assoziiert ist.
Denn PatientInnen, die eine postischdmische Infektion akquirierten, wiesen bei Messungen

innerhalb der ersten 24 Stunden nach dem akuten Ereignis hohere Level an Metanephrin




und Normetanephrin auf [42]. In dieser Studie zeigte sich zudem, dass eine hohe Plasma-
konzentration von Normetanephrin zu diesem Zeitpunkt mit einer erhéhten Mortalitdt in-
nerhalb der ersten drei Monate einhergeht.

Eine hohe extraneuronale Catecholaminfreisetzung aus dem NNM ist demnach ein unab-
hiangiger Risikofaktor fiir die Entwicklung einer postischdmischen Infektion und fiir die

Mortalitit in der postakuten Phase.

Interessanterweise enthdlt das NNM auch grofle Mengen an IL-6 und TNF, proinflammato-
rische Zytokine, welche bei Stimulation durch LPS oder durch andere proinflammatorische
Zytokine wie IL-1 freigesetzt werden [212]. Diese und antimikrobiell wirksame Peptide,
die ebenfalls von den chromaffinen Zellen gebildet werden, zeigen, dass das NNM neben
seiner immunsuppressiven Wirkung durch das Adrenalin, auch proinflammatorische, anti-

mikrobielle Wirkungen entfalten kann [212].

3.2.1.2 Lymphatische Organe als Effektororgane des sympathischen Ner-

vensystems

Sympathische Nervenfasern sind in allen lymphatischen Geweben zu finden [45] [115]
[162]. Sympathische Efferenzen finden sich in Thymus, Milz, Lymphknoten und dem
Knochenmark [162]. Eine afferente sympathische Innervation, konnte unter den lymphati-
schen Organen allerdings nur in den Lymphknoten und im Knochenmark nachgewiesen
werden [162]. Diese afferenten sensorischen Nervenfasern sollen fiir die Regulation des
Ausmales und fiir die Effektivitdt der lokalen Immunreaktion verantwortlich sein [162].
Die Endigungen der sympathischen Nervenfasern im lymphatischen Gewebe befinden sich
vor allem in Arealen, in denen sich hauptsdchlich CD4+ T-Zellen, Makrophagen und B-
Zellen befinden. Der Rezeptor des sympathischen Neurotransmitters Noradrenalin, der
sogenannte 32-Adrenorezeptor (82-AR), befindet sich auf nahezu allen Immunzellen [115]
[45].

Die Aktivierung des Sympathikus fiihrt zur Freisetzung von Noradrenalin aus den sympa-
thischen Nervenendigungen und bewirkt somit die Aktivierung der umliegenden Immun-
zellen liber den 32-Adrenorezeptor.

Welche Wirkung die B2-AR-Aktivierung auf die verschiedenen Immunzellen hat, wird in
den folgenden Kapiteln néher erdrtert.

Neben den Neurotransmittern des sympathischen Nervensystems, werden in lymphatischen

Organen aber auch andere Neuropeptide, die die Aktivitdt von Immunzellen beeinflussen,
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aus sensorischen Nervenfasern freigesetzt [115]. Zu diesen Neuropeptiden zdhlen Soma-
tostatin, das Calzitonin-related-peptid, das vasoaktive intestinale Peptid (VIP) und die Sub-

stanz-P.

3.2.1.3  Wirkung des sympathischen Nervensystems auf Immunzellen

Soweit bisher bekannt, wird der 2-Adrenorezeptor (32-AR) von folgenden Zellen des
Immunsystems exprimiert:
e Lymphozyten [115] [45]:
o T-Zellen: Naive CD4+ T-Zellen [115] sowie in Richtung Thl differenzierte T-
Helferzellen exprimieren den 32-Adrenorezeptor. Im Gegensatz dazu weisen in
Richtung Th2 differenzierte T-Helferzellen, zumindest im Tierexperiment, kei-
ne 32-Adrenorezeptor-Expression auf [115].
o B-Zellen: Auch B-Zellen exprimieren 2-Adrenorezeptoren, die Anzahl derer
auf B-Zellen ist sogar doppelt so hoch wie auf CD4+ T-Zellen [115].
® (QGranulozyten [45]
® Monozyten / Makrophagen [45] und dendritische Zellen (DC) [212]: Adrenalin und
Noradrenalin inhibieren iiber den B2-AR die Aktivitdt von Makrophagen [45] und
dendritischen Zellen (DC) und supprimieren ihre Produktion proinflammatorischer
Zytokine (wie TNF, IL-1, IL-6, IL-12) [212], wihrend sie die Synthese von IL-10
steigern [231] [212].
e Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) [45]: Bereits in mehreren Studien konnte die
hemmende Wirkung von Catecholaminen auf die zytotoxische Aktivitdt von NK-
Zellen nachgewiesen werden [151] [212].
Die Aktivierung des B2-Adrenorezeptors fiihrt nicht zur initialen Aktivierung von immuno-
logischen Zellen, ebenso wenig konnen iiber den 32-Adrenorezeptor neue Aktivititen ver-
mittelt werden, er reguliert nur das Ausmal} der Aktivitdt. Die Aktivierung selbst erfolgt
durch das Immunsystem. [115]
Intrazelluldr kommt es nach der Stimulation des B2-Adrenorezeptors iiber die Erh6hung
des intrazelluldiren cAMP mit konsekutiver Aktivierung der Phosphokinase-A (PKA) zu
einer verminderten Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen wie TNF-a, IL-1,
IL-12 und IFN-y durch Hemmung des Transkriptionsfaktors NF-xB [212] sowie zur ver-
minderten Bildung von Sauerstoffradikalen wie Stickstoffmonoxid (NO) [45].
Des Weiteren vermittelt Noradrenalin die vermehrte Produktion des anti-

inflammatorischen IL-10 und des IL-6, das sowohl eine pro- als auch eine anti-
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inflammatorische Komponente besitzt [45]. Vor allem der Anstieg von IL-10 ist in diesem
Zusammenhang von Bedeutung, da IL-10 gleich auf mehreren Ebenen immunsuppressiv
wirkt. Denn unter anderem inhibiert IL-10 in hoheren Konzentrationen die Fahigkeit von
Monozyten/Makrophagen und dendritischen Zellen zur Antigen-Prasentation und damit
zur Initiierung einer pro-inflammatorischen Thl-Zellantwort [151]. (siehe unter ,,Mediato-
ren des Immunsystems nach ischdmischem Insult®)

Zudem zeigen Untersuchungen an einer unfraktionierten CD4+ T-Zell-Population einen
Abfall der IL-2-Expression und Sekretion sowie eine verminderte IL-2-Rezeptor-
Expression als Reaktion auf 32-Adrenorezeptor-Aktivierung [115]. IL-2 wird, neben IFN-
v und TNF, von Thl-Zellen exprimiert und aktiviert Makrophagen zum intrazelluldren
Killing ([205]; S.517). Da die Phagozytose von mikrobiellen Erregern durch Makrophagen
in der ersten unspezifischen Abwehr von groer Bedeutung ist, stellt die Schwichung die-
ses Abwehrmechanismuses eine weitere wichtige Erkldrung fiir die Infektanfélligkeit in
der postischamischen Phase dar. Ob dieser Effekt auch cAMP vermittelt ist oder dieser
direkt iiber die Inhibierung des Transkriptionsfaktors NF-kB vermittelt wird, ist noch un-
klar [115].

In Summe ergibt sich aus diesen B2-Adrenorezeptor vermittelten Effekten die immun-

supprimierende Wirkung des sympathischen Nervensystems auf Immunzellen.

Einfluss des Sympathikus auf naive CD4+ T-Zellen und Th1-Zellen

Inwieweit die Stimulation des 32-Adrenorezeptors auf CD4+ naiven T-Zellen ihre weitere
Differenzierung in Richtung pro-inflammatorischer Thl- oder anti-inflammatorischer Th2-
Zellen direkt beeinflusst ist noch unklar. In einer Studie von Swanson et al. [218] zeigte
sich durch Stimulation des 82-Adrenorezeptors auf naiven CD4+ T-Zellen kein Effekt auf
die Menge, der sich daraus entwickelnden, Thl-Zellen, sehr wohl aber auf deren IFN-
v Produktion. Dem widerspricht eine Studie von Panina-Bordignon et al. [176], in der die
Aktivierung des 2-Adrenorezeptors iiber einen IL-12 abhdngigen Mechanismus zu einer
Hemmung der Differenzierung von naiven CD4+ T-Zellen zu proinflammatorischen Thl-
Zellen fiihrte. Gleich wie bei Swanson et al. [218] ergab B2-AR-Stimulation auch in dieser
und anderen Studien eine supprimierende Wirkung auf die IFN-y—Produktion von Thl-
Zellen [115] [151]. Die Hemmung der Produktion von IFN-y, einem wichtigen proin-
flammatorischen Zytokin, durch die Schlaganfall-induzierte Sympathikusaktivierung gilt
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als einer der wichtigsten pathogenetischen Mechanismen, die zur postischdmischen Im-
mundepression flihren.
Der Effekt des Noradrenalins auf die Th1-Zellen hingt allerdings von der zeitlichen Korre-
lation zwischen der immunologischen T-Zell-Aktivierung via T-Zell-Rezeptor (TCR) und
der Aktivierung des B2-Adrenorezeptors ab [115]:

¢ (32-AR-Stimulation vor TCR-Stimulation: verminderte IFN- y-Produktion

® [32-AR-Stimulation gleichzeitig zur TCR-Stimulation: keine verdnderte IFN- y-

Produktion

® [32-AR-Stimulation nach TCR-Stimulation: erhéhte IFN- y-Produktion
Zudem zeigte sich, dass eine Steigerung der IFN- y-Produktion auch immer mit einer er-
hohten IL-12-Konzentration einhergeht. Die Prisenz von IL-12 erwies sich sogar als ein
essentieller Co-Faktor bei der Steigerung der IFN- y-Produktion [115]. Die positive Korre-
lation zwischen der IL-12- und der IFN- y-Konzentration im Blut konnte ein Hinweis dar-
auf sein, dass der Sympathikus nur indirekt {iber die IL-12-Konzentration auf die Produkti-
on von IFN- y Einfluss nimmt.
IL-12 wird von Antigen-préasentierenden-Zellen (APC) produziert und ist das entscheiden-
de Zytokin, das die Differenzierung naiver CD4+ T-Zellen in Richtung proinflammatori-
sche Th1-Zellen fordert, welche die Hauptproduzenten des IFN-y darstellen.
Somit konnte die Senkung der IFN-y -Produktion durch den Sympathikus, wie dies nach
einem Schlaganfall beobachtet wird, auch indirekt iiber die Hemmung der IL-12-
Produktion durch Antigen-prasentierenden-Zellen erfolgen [115]. Kommt es also im Zuge
eines Schlaganfalls zur Stimulation des 32-Adrenorezeptors auf Antigen-priasentierenden-
Zellen, fiihrt dies zu einer reduzierten IL-12-Produktion und damit zu einem Ubergewicht
der T-Zell-Differenzierung in Richtung Th2-Zelltyp. Dieser Lymphozyten-Subtyp sezer-
niert im Gegensatz zum Th1-Typ kein IFN- y sondern hauptsichlich antiinflammatorische

Zytokine wie IL-10, IL-4 und IL-13. (siche Abbildung 1)

Einfluss des Sympathikus auf Th2-Zellen

Th2-Zellen exprimieren, im Gegensatz zu Thl-Zellen, wahrscheinlich keinen B2-
Adrenorezeptor [115] und sind demnach nicht direkt durch den Sympathikus beeinflussbar.
Dies wiirde auch erkldren, warum Th2-Zellen, im Gegensatz zu Th1-Zellen, auf Catecho-
lamine nicht mit einer Reduktion der Zytokin-Produktion reagieren [151]. Die Studien tiber

die B2-Expression auf Th2-Zellen beschranken sich bisher allerdings nur auf das Tiermo-
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dell, weshalb eine Expression auf humanen Th2-Zellen nicht mit Sicherheit ausgeschlossen

werden kann [115].

indirekter Weg indirekter Weg

e 4—'3— Sympathikus

" B2AR

Sympathikus

direkter Weg direkter Weg

Pro-inflammatorische
Zytokine

Abbildung 1: Wirkung des Sympathikus auf periphere Immunzellen

Noradrenalin konnte aber in jedem Fall indirekt auf die Entstehung von Th2-Zellen Ein-
fluss nehmen. Uber die Wirkung von Noradrenalin auf die Zytokinproduktion von Makro-
phagen und dendritischen Zellen (DC) konnte es durch ein veridndertes Mediatorenprofil,
mit verminderter IL-12- und gesteigerter IL-4-Sekretion, zu einer Pridominanz der Diffe-
renzierung von ungepriagten ThO-Zellen in Richtung Th2-Zelltyp kommen. Zumindest
sprechen Ergebnisse aus dem Tierexperiment fiir diese These [115]. Da die Th2-Antwort
eher anti-inflammatorisch ausgerichtet ist, wiirde dies die erhohte Empfindlichkeit von
Schlaganfallpatientlnnen gegeniiber Infektionen in der postischdmischen Phase mit erklé-

ren.

3.2.1.4 Das Knochenmark als Effektororgan des sympathischen Nerven-

systems

Eine Sympathikus-Aktivierung im Knochenmark bedingt eine:
e Verminderung der [45]:
= Granulopoese

=  Monozytopoese
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e Forderung der [45]:

= Lymphopoese

= Erythropoese
Die inhibitorische Wirkung des Sympathikus auf die Produktion von Granulozyten und
Makrophagen hat eine dementsprechend gravierende Auswirkung auf die Abwehrfahigkeit
des Immunsystems, da diese die primiren Effektorzellen des angeborenen Immunsystems
darstellen. Eine verminderte Produktion derer aufgrund der erh6hten Sympathikusaktivitét
nach einem akuten Schlaganfall erkldrt die erhohte Infektanfalligkeit in der postischdmi-

schen Phase.

3.2.2 Efferenz iiber das parasympathische Nervensystem

Fiir die Funktion des Parasympathikus als Immunmodulator sind vor allem seine Efferen-
zen zu Organen von Bedeutung, die Teil des retikuloendothelialen Systems sind. Zu diesen
vagal innervierten Organen des retikuloendothelialen Systems gehoren die Leber, die Lun-
ge, die Milz, die Nieren und der Gastrointestinaltrakt [179].

Eine gesteigerte Aktivitdt des Parasympathikus scheint vor allem iiber die Deaktivierung
von Makrophagen und einer Reduktion deren TNF-Produktion eine immunsuppressive
Wirkung zu haben. Dies wird als ,,cholinerger anti-inflammatorischer Pathway* bezeichnet
und reprisentiert einen physiologischen Mechanismus der Kontrolle des ZNS {iiber das
angeborene Immunsystem, um {iiberschieBende Entziindungsreaktionen zu inhibieren

[187].

Der cholinerge anti-inflammatorische Pathway kann experimentell durch elektrische Va-
gusstimulation oder durch den Einsatz von Acetylcholin-Rezeptor-Agonisten stimuliert
werden. Elektrische Stimulation des Nervus vagus fiihrt im Tiermodell zu einer verminder-
ten TNF-Produktion in Leber [31], Milz [57] und Myocard [25], die durch Deaktivierung
der ortsansédssigen Makrophagen zustande kommt. Weiters kommt es zu einer Senkung der
maximalen TNF-Konzentration im Blut sowie zur Pravention eines Schockgeschehens bei
Endotoxdmie [31] [25] und nach Ischdmie-Reperfusionsschaden [24].

In-vitro-Versuche an tierischen und humanen Zellkulturen zeigen die Effekte des Para-
sympathikus auf Makrophagen im Detail. Exposition gegeniiber Acetylcholin oder Nicotin,
einem selektiven cholinergen Rezeptoragonisten, fithrt zu einer verminderten Produktion

von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF, IL-1(3, IL-6, IL-18 [31] sowie von
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HMGBI (high-mobility group box 1) [241] und MIP-2 (macrophage inflammatory protein-
2) [41], beeintrachtigte aber nicht die Produktion von anti-inflammatorischen Zytokinen,
wie IL-10 [31] [41]. Dieser Effekt konnte allerdings nur bei Gewebsmakrophagen und
nicht bei zirkulierenden Monozyten nachgewiesen werden. Nur {iberphysiologische Kon-
zentrationen von ACh-R-Agonisten kénnen bei Monozyten die Synthese von Zytokinen

inhibieren [226].

Die antiinflammatorische Wirkung des Parasympathikus wird durch nicotinerge Rezepto-
ren an der Oberfliche von Makrophagen vermittelt. Hiervon existieren beim Menschen 16
verschiedene Subtypen. Die Hauptfunktion dieser Rezeptorengruppe liegt in der Signal-
transmission an der motorischen Endplatte. Durch Markierung des a-Bungarotoxins, eines
Rezeptorantagonisten, konnten die spezifischen Subtypen des nACh-Rs an Makrophagen
nachgewiesen werden. Als der fiir die cholinerg-anti-inflammatorische Wirkung auf Mak-
rophagen verantwortliche Rezeptor wurde der a7-Subtyp des nicotinergen Acetylcholin-
Rezeptors (nACh-R) identifiziert [180]. Bei experimentellen Untersuchungen an Gen-
knockout-Médusen zeigten a7-ACh-R-defiziente Miuse eine hohere Sensitivitit gegeniiber
entziindlichen Stimuli sowie hohere Level pro-inflammatorischer Zytokine (TNF, IL-1, IL-
6) wiahrend Endotoxdmie [180]. Elektrische Vagusstimulation [180] bzw. die Applikation
eines nACh-R-Agonisten [178] fiihrte bei a7-nACh-R-defizienten Mausen auch nicht zur
charakteristischen Senkung des TNF-Serumspiegels.

Der zweite wichtige Subtyp des nicotinergen ACh-Rs, der a4- f2-nACh-R, der hauptsich-
lich von alveoldren Makrophagen exprimiert wird [147], scheint nicht essentiell an der
Vermittlung des vagalen anti-inflammatorischen Effekts beteiligt zu sein. Dafiir sprechen
mitunter die Ergebnisse der elektrischen Vagusstimulation am Tiermodell. Denn wihrend
die TNF-Produktion nach Vagusstimulation in Herz, Milz und Leber sinkt, zeigt sich keine

Verianderung der TNF-Produktion in der Lunge [25].

Die intrazelluliren Mechanismen, iiber welche es nach Aktivierung des a7-nicotinergen-
Rezeptors zu den oben genannten anti-inflammatorischen Effekten kommt, wurden von
Jonge et al. [41] mit Hilfe tierischer Zellkulturen ndher untersucht. Thren Ergebnissen zu-
folge kommt es nach Bindung von Nicotin an den a7-nACh-R auf Makrophagen zur Akti-
vierung der Tyrosinkinase Jak2, welche den Transkriptionsfaktor STAT3 aktiviert. STAT3

wird eine anti-inflammatorische Wirkung zugeschrieben da dieses offensichtlich auch an
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der intrazelluldren Vermittlung der anti-inflammatorischen Effekte des IL-10 beteiligt ist
[134] [251]. Diese Wirkung wird wahrscheinlich iiber die Blockade von NF-kB, durch
direkte Interaktion zwischen STAT3 und der p56-Untereinheit des NF-kBs, vermittelt [41].
Durch die nicotinerg-induzierte Hemmung des Transkriptionsfaktors NF-kB, der flir die
Transkription pro-inflammatorischer Zytokine verantwortlich ist, lieBen sich die oben an-
gefithrten Anderungen der Zytokinexpression schliissig erkliren.

Zusammengefasst imitiert der Nervus vagus in Makrophagen den intrazelluldren Signalt-
ransduktionsweg des IL-10-Rezeptors und erzielt damit dhnliche anti-inflammatorische

Effekte, bedarf dazu aber nicht der Beteiligung von IL-10 [41].

3.2.3 Efferenz iiber die Hypothalamus-Hypophysen-NNR-Achse

Uber die Bildung von Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH) in den periventrikuliren
Nuclei (PVN) des Hypothalamus und der Bildung von adrenocorticotropem Hormon
(ACTH) in der Adenohypophyse kommt es zur Stimulation der Nebennierenrinde, die mit
der Bildung und Freisetzung von Glukokortikoiden (Cortisol) reagiert.

Glukokortikoide wirken tiber folgende Mechanismen anti-inflammatorisch [45]:

e Suppression der Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen (IL-1- f3, IL-11,
IL-12, IFN-y, TNF-a), Chemokinen (IL-8), Prostaglandinen und Sauerstoff-

radikalen

¢ Forderung der Bildung von anti-inflammatorischen Zytokinen wie 1L-4, IL-10 und
TGF- B

® Antiproliferative Wirkung

® Proapoptotische Wirkung auf Immunzellen
Cortisol als Endprodukt der aktivierten HHNNR-Achse stellt mit seinem anti-
inflammatorischen Wirkspektrum einen negativen Feedbackmechanismus nach Stimulati-
on des ZNS durch proinflammatorische Zytokine (IL-1 [23], IL-6, TNF- o) dar [45].
In klinischen Studien mit Schlaganfallpatientlnnen zeigte sich allerdings, dass auch dieser
Regulationskreislauf streng balanciert ablaufen muss, da sich jedes Extrem in der Reaktion
der HHNNR-Achse negativ auf das PatientInnenoutcome auswirkt [45]. Sowohl massiver
Anstieg als auch eine abnormal geringe Sekretion von ACTH und Cortisol sind mit einem
komplizierteren Krankheitsverlauf assoziiert, sei es ein groBeres Infarktareal, ein schlech-

teres neurologisches Outcome oder hohere Mortalitét.
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3.2.4 Efferenz iiber immunologische Mediatoren

Zytokine

Bei PatientInnen nach einem akuten Schlaganfall wurde ein rapider Anstieg an zirkulie-
renden Zytokinen im peripheren Blut beobachtet [45]. Ob diese hautsidchlich peripher in
lymphatischen Organen oder durch zirkulierende Immunzellen gebildet werden, oder ob
sie im Zuge des Entziindungsprozesses innerhalb des ischdmisch-geschidigten Hirnareals
gebildet und nur sekundér ausgeschwemmt werden, ist noch unklar. Fest steht aber, dass
sie entscheidend an den systemischen immunologischen Reaktionen nach dem akuten ze-
rebralen Insult teilhaben. Entscheidend ist dabei das Verhéltnis zwischen pro- und anti-
inflammatorischen Zytokinen, denn ein Uberwiegen der antiinflammatorisch-wirksamen
Mediatoren, wie z.B. von IL-10, geht mit einer reduzierten Immunabwehr und damit mit
einem erhohten Risiko fiir Infektionen einher.

Genaueres liber die Serumkonzentrationen wichtiger Zytokine und deren immunologischer

Funktionen findet sich unter ,,Mediatoren des Immunsystems nach ischdmischem Insult®.
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4 Infektkomplikationen nach akutem

ischamischem Insult

4.1 Infektionen bei PatientInnen nach akutem ischamischem

Insult

Die haufigste Komplikation eines akuten Schlaganfalls sind Infektionen [249] [108], die
bei 23-65% [61] [185] der Patientlnnen nachgewiesen werden kénnen. Die gro3en Unter-
schiede bzgl. der Inzidenzangaben lassen sich durch unterschiedliche Observanzperioden,
Infektionsdefinitionen und Infektionsnachweismethoden erkliaren [200]. Trotz der hohen
zahlenmifigen Variabilitit zwischen den einzelnen Studien ist die Inzidenz von Infektio-
nen unter Schlaganfallpatientlnnen signifikant hoher als die Gesamtpridvalenz der im
Krankenhaus neu-auftretenden Infektionen (,,hospital-acquired-infections®), die im Ver-
gleich dazu nur bei 4 -9 % liegt [150]. Dass hierfiir ein immunsuppressiver Status verant-
wortlich ist, der durch den akuten Schlaganfall ausgelost wird, wurde bereits 1974 von

Howard et al. postuliert [150].

Infektionen des Urogenitaltrakts mit einem Auftreten bei 16% [59] bzw. 17,2% [14] der
PatientInnen, und Pneumonien mit einem Auftreten bei zw. 5% und 22% (5% [102]; 6,9%
[110]; 7,4% [249]; 12% Thoraxinfektionen [59]; 13,6% [14]; 22% [239]) der PatientInnen
sind am haufigsten. Wahrend Infektionen des Urogenitaltrakts nicht mit einer erh6hten
Mortalitdt einhergehen, stellt die bakterielle Pneumonie die hdufigste Todesursache in der
postakuten Phase nach einem Schlaganfall dar [14] [61] [184]. PatientInnen, die eine sol-
che entwickeln, haben ein dreifach erhohtes Risiko, innerhalb der ersten 30 Tage zu ver-
sterben [110].

Das Risiko, an einer Pneumonie zu erkranken, ist zwar in der akuten Phase am hochsten
[14], bleibt aber insgesamt fiir einige Monate erhdht [119]. Besonders hoch ist das Risiko,
wenn weitere pradisponierende Faktoren wie hoheres Alter und Begleiterkrankungen hin-
zukommen [ 184].

Als Ursachen fiir die nach Schlaganfall gehéduft auftretende Pneumonie wurden lange Zeit
herabgesetzte bulbiare Reflexe, Benommenheit und die dadurch erhéhte Aspirationsgefahr

sowie invasive therapeutische Eingriffe verantwortlich gemacht [182].
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Diese Faktoren stellen aber, den neuesten Erkenntnissen iiber die immunologischen Pro-
zesse nach einem Schlaganfall zur Folge, nur einen Ko-Faktor dar. In erster Linie soll die
systemische Schlaganfall-induzierte Immundepression, genannt CIDS (CNS-injury-
induced immunodeficiency syndrom), fiir die erhohte Infektanfilligkeit verantwortlich sein
[83]. Ein akuter ischdmischer Insult fiihrt innerhalb der ersten Wochen nach dem akuten
Ereignis sowohl bei Patientlnnen mit klinisch manifester Infektion als auch bei jenen ohne
Infektionszeichen zu einer voriibergehenden Herabsetzung der Immunkompetenz [83]. Das
Ausmal} der dabei detektierten Immundepression steigt mit der InfarktgroBe, dem klini-
schen Schweregrad des neurologischen Defizits und dem Alter der PatientInnen [83]. Die
Erkenntnis, dass Aspiration nicht die Hauptursache fiir die nach Schlaganfall erhohte
Pneumonieantilligkeit sein kann, wird durch die Tatsache unterstrichen, dass auch die
Halfte der gesunden Bevolkerung in der Nacht aspiriert, ohne eine Pneumonie zu entwi-
ckeln [184]. Als ein Pneumonie-begiinstigender Faktor hat die Aspiration allerdings, schon
auf Grund ihrer Héufigkeit, sehr wohl Relevanz. Zwischen 40-70% der Schlaganfall-
PatientInnen entwickeln eine Dysphagie, unter diesen Patientlnnen kommt es bei 40%

auch zur Aspiration [184].

Das Auftreten von Pneumonien nach einem Schlaganfall korreliert nicht nur (wie oben
erwihnt) mit dem klinischen Schweregrad des Insults [110] sondern ist auch mit einem
schlechteren neurologischen Outcome assoziiert [184]. Letzteres wirft die Frage auf, wie
Infektionen an ganz anderer Stelle im Korper die neurologische Regeneration beeinflussen
konnen. Denn das neurologische Outcome der Patientlnnen, die in der postischdmischen
Phase eine Infektion akquirierten, ist auch dann schlechter, wenn diese Infektion suffizient
behandelt werden konnte [76]. Das schlechtere neurologische Outcome kann daher nicht
direkte Folge infektionsspezifischer Komplikationen oder fehlender bzw. mangelnder Re-
habilitierungsmafBnahmen in der Krankheitsphase sein.

Aslanyan et al. [14] fiihren die schlechte neurologische Regeneration auf das Infektions-
assoziierte Auftreten von Fieber und toxischen Substanzen im Blut zuriick, welche die
Wundheilung im ischdmisch geschiddigten Areal beeintriachtigen. Die Entwicklung einer
Pneumonie geht wiederum mit Hypoxie einher, welche zur sekundiren Progression des
Hirnschadens beitragen kann [14]. Infektionen des Urogenitaltraktes auf der anderen Seite
beeintrachtigen die Ausscheidung und kénnen somit zu einer homdostatischen Inbalance

fiihren [14].

20



Gee et al. [76] liefern durch ihre Ergebnisse aus dem Tiermodell neue mdogliche Erkla-
rungsansitze, wie Infektionen zu einer Verschlechterung des neurologischen Outcomes
filhren konnen. In ihren Versuchen wurde nach experimentellem Verschluss der Arteria
cerebri media zum Zeitpunkt der Reperfusion eine intraperitoneale Lipopolysaccharid-
(LPS) Injektion verabreicht. LPS sind Bestandteil der Zellmembran Gram-negativer Bakte-
rien, welche hauptsédchlich fiir die Schlaganfall-assoziierten Infektionen verantwortlich
sind [188] [90]. Das Modell entspricht einer Infektion in der postischdmischen Phase und
dient dem Vergleich des immunologischen Status nach einem Monat zwischen den mit
LPS-,,infizierten” Mausen und jenen, die keine LPS-Injektion erhalten haben. Auch wenn
das Ausmal} der Infiltration der ischdmischen Hemisphire mit mononukledren Zellen in
beiden Gruppen dhnlich war, so unterschieden sich die beiden Gruppen doch im Phenotyp
threr Immunantwort. 67% der mit LPS-behandelten Tiere entwickelten bei Kontakt mit
einem Hirn-spezifischen Antigen eine Thl-gepragte autoimmunologische Reaktion. Unter
den Tieren, die keine LPS-Injektion erhielten, reagierten nur 22% auf dhnliche Weise. Ob
es zur Entstehung von autoimmunologischen Prozessen kommt oder nicht, scheint dem-
nach stark von den immunologischen Begleitprozessen beeinflusst zu werden [76]. Die
durch eine Infektion getriggerte Immunantwort scheint nach einem Schlaganfall zu einer
zusdtzlichen autoimmunologischen Schidigung des Hirnparenchyms zu fiihren, welche das
schlechtere neurologische Outcome von PatientInnen mit Infektkomplikationen erkléren

wiirde.

4.1.1 Immunologische Verinderungen bei Patientinnen nach akutem

ischamischem Insult

Die Verdnderungen des Immunsystems nach einem akuten Schlaganfall im Sinne einer
Immundepression priadisponieren zum Auftreten von Infektionen. Der in dieser Phase
supprimierte Immunstatus beinhaltet sowohl numerische als auch funktionelle immunolo-

gische Verdnderungen [83].

Numerische Verinderungen:
e Lymphopenie [83]: Innerhalb weniger Stunden nach dem akuten ischdmischen Er-
eignis kommt es zur Lymphopenie, welche bis zu 6 Tagen besteht.
e Verminderung der Anzahl von Thl-Lymphozyten [83]: Die Abschwichung der
proinflammatorischen Th1-Immunantwort gehort zu den wichtigsten Faktoren, die

zur Immunsuppression flihren und wird auch im Tierexperiment bei Prass et al.
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[185] beschrieben. Ursdchlich hierfiir soll ein Switch der Thl-/Th2-Balance in
Richtung Pradominanz der vornehmlich antiinflammatorischen Th2-Immunantwort
sein.

Im Gegensatz zum Tierexperiment zeigte sich beim Menschen allerdings keine

Suppression von B-Zellen und NK-Zellen [83].

Funktionelle Verinderungen:

Verminderte Expression von MHC-II-Molekiilen (=HLA-DR) durch Monozy-
ten/Makrophagen [83] [84]: Mit Hilfe der MHC-II-Molekiile an ihrer Oberflédche
prasentieren Monozyten/Makrophagen Antigene an T-Zellen und aktivieren sie da-
durch zu einer Antigen-spezifischen T-Zell-Antwort. Durch die verminderte Ex-
pression von MHC-II-Molekiilen ist die Funktion der Monozyten/Makrophagen
stark beeintrachtigt [83].
Verminderte Produktion von IFN- y durch Th1-Zellen [83]: Der Switch der T-Zell-
Antwort in Richtung dominierender Th2-Zell-Antwort fiihrt bereits zu einer ver-
minderten Anzahl von IFN- y-produzierenden Th1-Zellen. Die Senkung von IFN- y
wird aber durch eine Funktionseinbufle der Th1-Zellen noch potenziert. Diese sind
nach einem Schlaganfall nur noch beschrinkt zur IFN-y -Produktion fahig. Das
IFN-y hat, neben seinen antiviralen und anti-tumordsen Eigenschaften, einen ent-
scheidenden Einfluss auf das immunologische Geschehen. Zu seinen, weitgehend
proinflammatorischen Effekten gehoren ([205]; S.542f):
= Aktivierung von Makrophagen, die zu einer hoheren lysosomalen Aktivitdt
und zu einer verstiarkten Antigenprasentation fiihrt.
= Aktivierung von Neutrophilen, was sich mitunter in einer gesteigerten Pro-
duktion von Sauerstoffradikalen manifestiert.
= Forderung der Zellaktivitidt von NK-Zellen
= Suppression der antiinflammatorischen Th2-Immunantwort
= Forderung der Leukozytenmigration durch eine gesteigerte Adhdsivitit an
vaskuldren Endothelzellen
Die verminderte IFN- y-Produktion durch Thl-Zellen scheint eine der Hauptursa-

chen der Schlaganfall-induzierten Immunsuppression zu sein [185].
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4.1.1.1 Pradiktive Marker zur Identifikation von Hochrisiko-PatientInnen

fiir Infektionen nach einem Schlaganfall

Da Infektionen als Komplikation eines Schlaganfalls haufig sind, und ihr Beitrag zur Ge-
samtmortalitit auch nicht zu unterschétzen ist, wire die frithzeitige Identifikation von
Hochrisiko-PatientInnen fiir Infektionen von groBem klinischen Nutzen.
IL-6 wurde in diesem Zusammenhang als Marker diskutiert. Die Konzentration von IL-6
im peripheren Blut steigt nach einem Schlaganfall zwar signifikant an [1] [68] [69], zeigte
aber nach Haeusler et al. [83] keine ausreichende Korrelation mit dem Auftreten von Infek-
tionen. Daher ist dieser Marker fiir die Abschédtzung des Infektionsrisikos wahrscheinlich
nicht geeignet.
Die beste Methode nach heutigem Wissensstand ist laut Haeusler et al. [83] eine Kombina-
tion aus:
e Schwere der klinischen Symptomatik nach dem Infarkt, gemessen am NIH-stroke-
score
® zusammen mit:
o Alter oder
o LPS-induzierter TNF- oo —Sekretion durch T-Zellen

Bei frithzeitiger Identifikation der Hochrisiko-PatientInnen fiir Infektionen konnte mittels
Antibiotika-Prophylaxe interveniert werden.

Die prophylaktische Gabe von Antibiotika nach einem Schlaganfall erzielte im Tiermodell
vielversprechende Ergebnisse. Neben der Privention postischdmischer Infektionen zeigte
sich auch eine Reduktion der Mortalitdt sowie eine Verbesserung des neurologischen Out-
comes [150]. Die Ergebnisse aus klinischen Studien sind allerdings ambivalent und konn-
ten bisher den hohen Erwartungen aus dem Tiermodell nicht gerecht werden (siche Kapi-
tel: 8 Ansatzpunkte fiir therapeutische Interventionen).

Die sich daraus ableitende Expertenmeinung empfiehlt eine Antibiotika—Prophylaxe, wenn
iiberhaupt, nur bei PatientInnen mit hohem Infektionsrisiko.

Da Pneumonien, neben den Infektionen des Urogenitaltrakts, die hdufigste Manifestation
von Infektionen nach einem Schlaganfall darstellen und sie auch hauptverantwortlich fiir
die Mortalitit in der subakuten Phase sind, haben Walter et al. [239] gesondert nach Pra-
diktoren fiir eine Schlaganfall-assoziierte Pneumonie (SAP=stroke associated pneumonia)

gesucht.
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Dabei ergaben sich, mit einer Sensitivitdt von 76% und einer Spezifitit von 88%, folgende
klinische Merkmale als unabhingige Risikofaktoren:

¢ Dysphagie

e Schwere klinische Symptomatik (NIHSS >/= 10)

® Nicht lakundrer Basalganglien-Infarkt

® Gleichzeitiges Vorhandensein anderer Infektionen zum Zeitpunkt der Aufnahme
Als weitere Risikofaktoren, wenngleich nicht als unabhingige, gelten die GroRe des In-
farktareals sowie die Lokalisation derselben. Patientlnnen mit lakunédren Infarkten haben

insgesamt ein geringeres Risiko, eine SAP zu entwickeln [239].

Im Gegensatz zu Vorstudien hatten bei Walter et al. [239] die Zugehorigkeit zum méannli-
chen Geschlecht sowie Diabetes mellitus als Grundkrankheit keinen Einfluss auf die Ent-

stehung Schlaganfall-assoziierter Pneumonien.

4.2 Infektionen nach akutem ischimischem Insult im Tier-

modell

Auch im Tiermodell bestitigte sich eine erhohte Anfilligkeit fiir Infektionen nach artifi-
ziell induzierter zerebraler Ischdmie. Im Mausemodel bei Prass et al. [185] kam es bei allen
Tieren innerhalb der ersten drei Tage nach experimenteller Okklusion der ACM spontan
zur Septikédmie und zur Entwicklung einer Pneumonie.

Da die bakterielle Pneumonie in der Klinik die haufigste postischdmische Infektion dar-
stellt und fiir die Prognose am bedeutendsten ist, widmet sich auch die Forschung am
Tiermodell hauptséchlich der Pneumonie.

Prass et al. [184] zeigten an Miusen, wie durch einen Schlaganfall aus einer harmlosen
intranasalen Kolonisation mit Streptococcus pneumoniae durch die postischdmische Im-
mundepression eine schwere Pneumonie entstehen kann. Wihrend bei gesunden Méusen
200 000 Kolonie-bildende Einheiten Streptococcus pneumoniae ndtig waren, reichten nach
experimenteller Okklusion der ACM schon 200 Kolonie-bildende Einheiten, um eine ver-
gleichbar schwere Pneumonie auszuldsen.

Untersuchungen der immunologischen Vorgénge im Lungenparenchym nach zerebraler
Ischdmie zeigten eine erhohte Produktion von IL-10 durch Lungen-Makrophagen, eine
verminderte Anzahl an Lymphozyten im Lungenparenchym sowie eine verminderte IFN-y

und erhohte IL-4-Produktion derer [89]. Diese verdnderte immunologische Situation im
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Lungengewebe ist den unten angefiihrten systemischen immunologischen Verdnderungen
nach akutem ischdmischem Insult dhnlich.

Zudem scheint dieser neuen Studie von Schulte-Herbriiggen et al. [89] zufolge auch das
a—Melanozyten-stimulierende-Hormon (MSH) an der postischdmisch erhohten Infektan-

falligkeit des Lungengewebes beteiligt zu sein [89].

Die Ursache fiir die postischdmisch erhdhte Inzidenz von Pneumonien scheint demnach,
konkordant mit den Ergebnissen aus klinischen Studien, in einer Kombination aus Aspira-
tion und Immundepression zu liegen. Durch die Aspiration gelangen Bakterien der physio-
logischen Nasalflora in den unteren Respirationstrakt (Infektionsweg), durch die Immun-
depression wiederum erhoht sich die Anfilligkeit fiir Infektionen. Letzteres scheint aber

laut Prass et al. [184] von groBerer klinischer Bedeutung zu sein.

4.2.1 Immunologische Verinderungen nach akutem ischimischem In-

sult im Tiermodell

Die immunologischen Verdnderungen nach einem akuten Schlaganfall entsprechen im
Tiermodell weitgehend denen beim Menschen. Zerebrale Ischdmie induziert auch beim
Tier eine langanhaltende Immundepression, die durch folgende Mechanismen ausgeldst
wird:

e Lymphopenie [45]: Durch Schlaganfall-induzierten exzessiven apoptotischen Un-
tergang von Lymphozyten [185] kommt es zur Lymphopenie. Zudem fiihrt die ze-
rebrale Ischimie zu einer insuffizienten Funktion der verbleibenden T-Zellen, die
sich in einer verminderten IFN- y-Produktion duBert [185].

® Herabgesetzter Funktion von Monozyten [45] und NK-Zellen [185]

e THI1-/Th2-Shift [45]: Verlagerung der T-Zellantwort vom pro-inflammatorischen
Zytokinprofil der Th1-Zellen Richtung Dominanz der anti-inflammatorischen Th2-
Zellantwort [185].
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5 Pathomechanismen der Immundefizienz nach

akutem ischamischem Insult

5.1 Immunologische Reaktionen nach akutem ischimischem

Insult

Die bidirektionale Kommunikation zwischen Peripherie und ZNS hat, wie oben erldutert,
den Sinn das ZNS {iber einen peripheren Entziindungsprozess zu informieren, damit dieses
iiber einen negativen Feedback-Mechanismus das lokale Immungeschehen modulieren
kann. Zur Detektion des Entziindungsgeschehens dienen Zytokinen, die das ZNS iiber den
Nervus vagus oder liber zentrale Rezeptoren aktivieren und damit reflektorisch eine zentral
induzierte Immundepression auslosen. Das Ziel dieses Reflexbogens ist es, ein systemi-
sches Ubergreifen eines lokalen Entziindungsprozesses mit Ausbildung einer Sepsis zu
vermeiden.

Im Falle eines Schlaganfalls kommt es nun aber im Hirn zu einer Immunreaktion mit Frei-
setzung verschiedenster Zytokine. Durch die hohen lokalen Konzentrationen von Zytoki-
nen werden nun wahrscheinlich die Hirnstrukturen, die fiir die Immunregulation verant-
wortlich sind, direkt und maximal stimuliert. Dadurch kommt es zur zentralen Aktivierung
des efferenten Schenkels des Immunmodulations-Regelkreises und zur peripheren Immun-
suppression. Aber wéihrend eine Afferenz liber den Parasympathikus wahrscheinlich soma-
totop zugeordnet werden kann und zu einer lokalisierten Immunsuppression fiihrt, bedingt
die zentrale Aktivierung des efferenten Schenkels eine generalisierte systemische Immun-
depression.

Ob dies eine unerwiinschte Nebenwirkung durch die beim Schlaganfall zentral freigesetz-
ten Zytokine darstellt oder die Immundepression einen physiologischen Grund hat, ist bis
heute nicht geklart. Wihrend die Immundepression einerseits zur erhdhten Infektanféllig-
keit fiihrt, konnte sie gleichzeitig aber auch einen Schutzmechanismus gegen Autoimmun-

reaktionen darstellen. (siche Kapitel: 6 Immundepression als Schutz vor Autoimmunitt)
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5.2 Rolle der Regulationsmechanismen

5.2.1 Sympathikus versus HHNNR-Achse

Bei der Vermittlung der postischamischen Immundepression scheint bisherigen Erkennt-
nissen zufolge das SNS gegeniiber der HHNNR-Achse von groBerer klinischer Relevanz
zu sein [61]. Denn nur die Hemmung des SNSs durch Einsatz des 3-Blockers Propranolol,
nicht aber die Blockade der HHNR-Achse durch einen Glukokortikoid-Rezeptor-
Antagonisten flihrte zu einer Reduktion der bakteriellen Infektionen und dariiber hinaus zu
einer drastisch verminderten Mortalitét [185].

Da aber sowohl B-Blocker als auch Glukokortikoid-Antagonisten die Schlaganfall-
induzierte Lymphopenie und Monozytendeaktivierung inhibieren, konnen diese Effekte
nicht ausschlaggebend fiir die Senkung der Infektanfélligkeit sein. Diese geht demnach vor
allem auf die Hemmung der Lymphozytendysfunktion, die durch B-Blocker, nicht aber
durch Glukokortikoid-Antagonisten vermittelt wird und sich in einer verminderten IFN-y-
Produktion dufert, zuriick [61] [185]. Die Verbesserung der bakteriellen Abwehr bei friiher
Administration von rekombinantem IFN-y nach einem Schlaganfall [185] bestétigt diese
Theorie.

Der fiir die postischdmische Immunsuppression ausschlaggebende Faktor scheint demnach
die Storung der frithen Aktivierung von Lymphozyten (v.a. von Thl-Zellen und NK-
Zellen) zu sein, die zu einer verminderten IFN-y-Produktion fiihrt. IFN-y ist ein charakte-
ristisches Zytokin aus dem Mediatorenprofil der Thl-Zellen [185], weshalb die IFN-y-
Konzentration ein guter Marker flir die Aktivitdt von Th1-Zellen bzw. fiir das Ausmal} der
Differenzierung naiver T-Zellen in Richtung proinflammatorischer Thl-Zellen ist. Nach-
dem die immunsuppressive Wirkung des Sympathikus, wie oben beschrieben, vor allem
auf dessen Hemmung von Th1-Zellen zuriick zu fiihren ist, kann die Senkung der periphe-
ren IFN-y-Konzentration auch als indirektes Zeichen der Sympathikusaktivierung gedeutet

werden.

5.2.2 Sympathikus versus Parasympathikus

Sowohl der Sympathikus als auch der Parasympathikus vermitteln iiber ihre Efferenzen,
mit den jeweiligen Neurotransmittern, eine immunsuppressive Wirkung. Wéhrend es durch
den Parasympathikus zu einer abgeschwichten Immunantwort des angeborenen Immun-

systems kommt (Deaktivierung von Makrophagen mit verminderter TNF- a-Produktion),
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fiihrt die Aktivierung des Sympathikus zusétzlich zu einer Hemmung der proinflammatori-
schen Komponente des erworbenen Immunsystems (Hemmung der Thl-Zellen, mit ver-
minderter IFN- y-Produktion). In diesem Zusammenhang scheinen Sympathikus und Para-
sympathikus synergistisch zu wirken.

Welche Achse des autonomen Nervensystems ist nun aber ausschlaggebend bzw. starker
fiir die systemische Immundepression nach einem Schlaganfall verantwortlich? Um diese
Frage zu beantworten, kann man Messungen der Herzfrequenzvariabilitit bei Patientlnnen
mit traumatischer Hirnschddigung heranziehen. Da sowohl Sympathikus als auch Para-
sympathikus efferente Fasern zum Herzen senden, um die Herzfrequenz zu regulieren,
reflektiert diese anschaulich die Balance der Aktivitit dieser beiden Subsysteme [122]. Die
Analyse der Herzfrequenz-Variabilitit (HRV = heart-rate-variability) dient demnach indi-
rekt der Messung autonomer Aktivititen. Zur Erfassung der Herzfrequenzvariabilitét dient
das EKG, mit dessen Hilfe man den zeitlichen Abstand zwischen zwei R-Zacken und die
Fluktuation dieses RR-Abstandes darstellen kann. Die Herzfrequenzvariabilitdt ist Aus-
druck der Anpassungsfihigkeit des Herzens, die es ermoglicht, auf die unterschiedlichen
Anforderungen der Umwelt addquat zu reagieren. Vereinfacht bedeutet dies einen Anstieg
der Herzfrequenz in physischen oder psychischen Stresssituationen und ein Absinken in

Ruhe.

Mittels Spektralanalyse kann man zwischen den verschiedenen Frequenzbereichen diffe-
renzieren, innerhalb derer sich die Herzfrequenz verdndert. Um den Einfluss des Sympa-
thikus von dem des Parasympathikus zu unterscheiden, benétigt man die Unterteilung des
Frequenzbereichs in low frequency (LF) und high frequency (HF). Low frequency (0,04-
0,15 Hz) entspricht der rhythmischen Verdnderung der Herzfrequenz innerhalb einer Zeit-
spanne von 25-7 sec. Dieser Frequenzbereich entspricht einem vorwiegend sympathischen
Einfluss auf das Herz. Der high frequency Anteil (0,15-0-4 Hz) entspricht rhythmischen
Verianderungen der Herzfrequenz innerhalb einer Zeitspanne von 7-4 sec. und représentiert
das Uberwiegen des Parasympathikus [86].

Zur Messung der sympatho-vagalen Balance hat man die HF/LF-Ratio eingefiihrt [122]. In
den bereits erwédhnten klinischen Studien, in denen die Herzfrequenzvariabilitit nach trau-
matischer Hirnschiddigung gemessen wurde, zeigte sich ein Anstieg der HF/LF-Ratio in der
akuten Phase. Dies spricht fiir ein Uberwiegen der parasympathischen Aktivitit in der aku-
ten Phase nach einer Hirnschdadigung. Ursédchlich hierfiir konnte ein erhohter Hirndruck

sein, den ein Anstieg der HF/LF-Ratio korrelierte zumeist mit erhohten Hirndruckwerten.
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Dadurch konnte es zur Kompression des Hirnstammes oder hoherer vagaler Kerne kom-
men, was in einem unkontrollierten Feuern der Neurone der medulla oblongata, dem Kern-

gebiet der vagalen Efferenzen, resultiert [122].
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6 Immundepression als Schutz vor Autoimmunitit

Schon des ldngeren wird der Schutz vor Autoimmunitit als Ursache fiir die Immundepres-
sion, die nach jeder ZNS-Schidigung beobachtet werden kann, diskutiert. Dies gilt natiir-
lich auch fiir den akuten Schlaganfall. Der theoretische Kern hinter dieser Hypothese liegt
in der Offenlegung hirnspezifischer Antigene durch die Schddigung der Blut-Hirn-
Schranke bei den verschiedensten Arten der akuten ZNS-Verletzung. Gegen diese hirnspe-
zifischen-Antigene wurde allerdings im Laufe der Zeit keine Immunitét aufgebaut, da sie
sich in einem durch die Blut-Hirn-Schranke vom systemischen Immunsystem abgeschie-
denen Kompartiment befinden. Thre Offenlegung kénnte daher zu einer autoimmunologi-
schen Reaktion gegen hirninterne Strukturen fithren. Solche Autoimmunreaktionen im
Sinne einer experimentellen Autoimmun-Enzephalitis (EAE), welche das Analog zur Mul-
tiplen Sklerose (MS) beim Menschen darstellt, konnten bisher nur im Tiermodell nachge-
wiesen werden [76]. In Untersuchungen an Menschen, die bereits einen Schlaganfall erlit-
ten haben, fanden sich ZNS-spezifische-Immunglobuline (z.B. gegen Neurofilamente [30]
und NMDA-Rezeptoren [58]) sowie autoreaktive Zellen [246] gegen ZNS-Strukturen. Die
Bildung von spezifischen Immunglobulinen setzt eine erworbene Antigen-spezifische-
Immunantwort gegen das ZNS voraus. Auch wenn diese autoreaktiven Verdnderungen des
Immunsystems nach bisherigem Stand der Wissenschaft nicht ausreichen, um zu einer Au-
toimmunreaktion gegen das ZNS zu fiihren, weifl man doch wenig iiber potenzielle Lang-
zeitfolgen. Ein derartiges ,,Priming® der Immunzellen auf hirnspezifische-Antigene konnte

bei einem Rezidivinfarkt zu einer Aggravierung des Hirnschadens fiihren [76].

Im folgenden Absatz sollen die Vorginge, die zur Autoreaktivitét fithren konnen, zum ni-
heren Verstdndnis genauer erldutert werden. Dazu ist es wichtig zu verstehen, wie es unter
normalen Umstinden im Korper zur Ausbildung immunologischer Toleranz gegeniiber

korpereigenen Strukturen kommt.

Eine T-Zell-mediierte Immunantwort, wie sie als Reaktion auf einen akuten Schlaganfall
im ischdmischen Gewebe typisch ist, bedarf verschiedener Mechanismen, um in Gang ge-
setzt zu werden. Das die T-Zelle umgebende Mikroenvironment tragt ganz entscheidend an
der Art der folgenden Immunantwort bei. Zur Aktivierung der T-Zelle muss das Antigen

von einer Antigen-priasentierenden Zelle in Verbindung mit einem Major Histocompatibili-
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ty Complex (MHC-II) prasentiert werden. Zudem bedarf die T-Zelle eines zusétzlichen co-
stimulierenden Signals. Zu diesen co-stimulierenden Molekiilen gehort unter anderem das
Molekiil B7.1. Eine derartige Prisentation des Antigens mit entsprechender Co-
Stimulierung fiihrt zur Sensibilisierung der T-Zelle und resultiert in einer Th1l-mediierten
Immunreaktion, die durch die Expression von proinflammatorischen Zytokinen wie 1L-2,
IL-12, TNF-a, und IFN-y charakterisiert ist [76]. Bleibt aber ein solches co-
stimulierendes Signal aus oder erfolgt ein zusétzliches inhibitorisches Signal, kommt es zur
immunologischen Toleranz gegeniiber diesem Antigen. Zukiinftige Interaktionen zwischen
diesem Antigen und darauf tolerisierten T-Zellen flihren zu einer Th2-/Th3-gewichteten
Immunantwort, welche durch die Freisetzung von antiinflammatorischen Zytokinen wie
IL-4, IL-10 und TFG- B1 gekennzeichnet ist [76].

Eine weitere Mdglichkeit des Immunsystems zu verhindern, dass ein Antigen zu einer
iibermdfigen immunologischen Reaktion fiihrt, erfolgt iiber die immunmodulierende Wir-
kung von regulatorischen T-Zellen (Treg). Diese werden durch eine besondere Art des
Antigen-Processing und der Antigen-Prisentation aktiviert und haben eine dédmpfende
Wirkung auf die Aktivierung und Funktion von Lymphozyten [76].

Der Vorgang der pri-ischimischen Toleranzinduktion gegeniiber ZNS-spezifischen Anti-
genen, der im Tierversuch vielversprechend erscheint, beruht mitunter auf der Induktion

dieser regulatorischen T-Zellen [76].
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7 Einfluss der Lokalisation des ischamischen

Infarktareals

Neben den infektiosen Komplikationen in der postakuten Phase nach einem Schlaganfall
zeigte sich in der Langzeit-Beobachtung auch eine erhohte Inzidenz an kardialen Kompli-
kationen und Todesfdllen. Man vermutete lange, dass dies auf den gleichzeitigen arteri-
osklerotischen Befall von zerebralen und koronaren Gefal3en zuriickzufiihren sei, in letzter
Zeit zeigte sich aber, dass dies alleine als Erkldrung unzureichend ist. Eine Schiadigung des
ZNS scheint ursdchlich an der kardialen Dysfunktion beteiligt zu sein. Evidenz hierfiir
findet sich in diversen Studien, im Zuge derer man nach einem akuten Schlaganfall EKG-
Verdnderungen (Arrhythmien [160], verminderte Herzfrequenzvariabilitit [224]) sowie
erhohte Serumkonzentrationen von kardialen Enzymen bzw. Strukturproteinen (Creatinki-
nase (CK) [160], Troponin T [15], Troponin I [16]) fand. Die erhohte CK-Konzentration,
die einen Marker fiir myokardiale Schadigung darstellt, war bei Myers et al. [160] mit ei-
nem Anstieg des Noradrenalin-Plasmaspiegels assoziiert, was den Schluss nahe legt, dass
auch die kardialen Komplikationen auf die postischdmische Sympathikusaktivierung zu-
riickzufiihren sind. Der gesteigerte Sympathikotonus soll {iber die durch intrakardiale Ner-
ven freigesetzten Katecholamine eine schiddigende Wirkung auf das Myocard haben. Bei
Obduktione, nach einem akuten zerebralen Infarkt fand man eine solche myokardiale
Schidigung, die im speziellen als Myozytolyse bezeichnet wird. Die Tatsache, dass in die-
sen Féllen die myokardialen Nekrosen ohne gleichzeitiges Bestehen einer koronaren-Herz-
Krankheit (KHK) aufgetreten sind, spricht ebenfalls fiir eine direkte Schidigung des Her-
zens durch den Schlaganfall.

Die Lateralisation zerebraler Aufgaben soll auch fiir autonome Funktionen gelten. So zeig-
te sich bei Patientlnnen mit einem Schlaganfall in der rechten Hemisphéire ein Anstieg so-
wie eine verminderte Variabilitit des Blutdrucks im zirkadianen Verlauf, eine verminderte
Herzfrequenzvariabilitit [224] und hohere Noradrenalin-Konzentrationen [215] im Ver-
gleich zu linksseitigen Infarkten [173].

Eine besonders wichtige Rolle in der autonomen Kontrolle von kardiovaskuldren Funktio-
nen soll die Inselregion spielen. Die Insel ist zustindig fiir die Integration sensorischer,

autonomer und limbischer Funktionen. Zu diesem Zweck steht sie in engem bidirektiona-
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lem Kontakt mit vielen wichtigen Kerngebieten. Dazu gehoren unter anderem der Hypo-
thalamus, als wichtigstes vegetatives Kontrollorgan, und die Amygdala [49], die emotiona-
le Stimuli mit dem Vegetativum verbindet [173].

Im Tierexperiment zeigte sich, dass die Insel auch Afferenzen aus den verschiedensten
viszeralen Organen erhilt. Dabei handelt es sich um Inputs aus dem Gastrointestinaltrakt,
aus dem Respirationstrakt und aus dem kardiovaskuldren System [49]. Die Ablation des
rechten hinteren Inselkortex bzw. eine Lasionen in diesem Areal fiihrte im Tierexperiment
zu einem erhohten Sympathikotonus, was sich klinisch durch die Steigerung von Herzfre-
quenz und Blutdruck &uBerte [173]. Lasionen des linken hinteren Inselkortex fiihrten auf
der anderen Seite zu einer gesteigerten Sensitivitit der Barorezeptoren. Ahnliche Ergebnis-
se zeigten sich in klinischen Studien. Stimulation der rechten Inselregion im Zuge chirurgi-
scher Interventionen fiihrte zu Tachykardie und Hypertonus, wahrend Stimulation der lin-
ken Inselregion eine Bradykardie und einen Hypotonus hervorriefen. Diese Beobachtungen
implizieren eine Lateralisation der autonomen Funktionen mit Prddominanz des Sympathi-
kus auf der rechten Hemisphire und des Parasympathikus auf der linken Hemisphére. Eine
Schéadigung des rechten hinteren Inselkortex wiirde demnach, wahrscheinlich {iber Disin-
hibierung anderer Zentren (vielleicht anteriorer Teilbereiche der Insel) [15], zu einer Stei-
gerung des Sympathikotonus fiihren. Diese manifestiert sich in einer exzessiven Catecho-
lamin-Freisetzung im Herzen, welche zu einer metabolischen Entgleisung der Zellen fiihrt
und damit cardiotoxisch wirkt [173]. Dadurch wiren die nach einem Schlaganfall beobach-
teten kardialen Komplikationen erkldrbar. Zu diesen zédhlen Rhythmusstérungen sowie das
erhohte Risiko einer schweren kardialen Komplikation (plotzlicher Herztod, Myocardin-
farkt, Angina pectoris, Herzinsuffizienz) im ersten Jahr nach dem zerebralen Ereignis. Eine
aktuelle Studie an Schlaganfallpatientlnnen [173] fand eine signifikante Assoziation zwi-
schen einer Insultlokalisation im Bereich der rechten Insel (und dem rechten inferioren
Parietallappen) und erhohten Troponin-T-Werten, die auf eine myokardiale Schadigung
hinweisen. Weiters ist ein Infarkt im Bereich der rechten Insel mit einem erh6hten Risiko
verbunden innerhalb der ersten zwei Jahre nach dem Schlaganfall an einem vaskulidren
Ereignis zu versterben [53] [173]. Dieses erhohte Mortalitétsrisiko geht vor allem auf
Schiadigungen des Herzrhythmussystems (verldngerte QT-Zeit, linksseitiger Schenkel-
block) zuriick [173].

Aber auch wenn die Mehrzahl der bisherigen Studien rechtsseitige Infarkte mit einer ge-
steigerten Sympathikus-Aktivierung und einem erhohten kardialen Risiko in Verbindung

bringen, gibt es auch einige wenige Studien, in denen ein Insult der linken Hemisphéire mit
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einem hoheren Risiko fiir kardiale Komplikationen (kardiale Mortalitdt, Myocardinfarkt,

Angina pectoris, Herzinsuffizienz) assoziiert war [194] [126] [6].

Die Beeinflussung der autonomen Regulation durch einen Schlaganfall hat neben den kar-
dialen Auswirkungen auch Einfluss auf den peripheren Immunstatus. Daher versuchte
man, auch immunologische Veridnderungen und das postischdmische Infektionsrisiko mit
der Lokalisation des zerebralen Insults in Verbindung zu bringen. Bisher durchgefiihrte
Studien ergaben aber noch keine einheitlichen Ergebnisse. Eine kleine Studie zeigte zwar
eine Assoziation zwischen linksseitigem Insult und einem erhohten Risiko fiir Infektionen
[111], groBeren klinischen Studien zu Folge steht aber nur die GroBle des Infarktareals,
nicht aber dessen Topographie in Beziehung mit dem Infektionsrisiko [42] [45]. Auch eine
jingere Studie von Koch et al. [116] konnte bei linksseitigen Infarkten im Vgl. zu rechts-
seitigen keine signifikant erhohten CRP- und Leukozyten-Werte als Pradiktoren einer be-

ginnenden Infektion nachweisen.
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8 Ansatzpunkte fir therapeutische Interventionen

Neben dem Versuch der raschen Rekanalisation durch Fibrinolyse versucht man in der
Therapie eines Schlaganfalls, negative prognostische Faktoren so weit als moglich auszu-
schalten, um damit die Rekonvaleszenz zu optimieren. Zu den Faktoren, die den Verlauf
nach einem akuten ischdmischen Insult komplizieren, gehdren Fieber, Infektionen, arteriel-
le Hypotension sowie die Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine [152].

Es hat sich gezeigt, dass 61% der Schlaganfallpatientlnnen innerhalb der ersten 3 Tage
eine Hyperthermie entwickeln [152]. Aus dem Tiermodell ist bekannt, dass sich eine um
tiber ein Grad erhohte Temperatur deutlich negativ auswirkt. Zu diesen negativen Effekten
der Hyperthermie gehort eine drastisch gesteigerte Sekretion des zytotoxischen Neu-
rotransmitters Glutamat, was mitunter fiir das signifikant vergroBerte Infarktareal bei Hy-
perthermie verantwortlich ist. Fieber erwies sich aber nicht nur im Tiermodell als negativer
prognostischer Faktor nach einem Schlaganfall, sondern fiihrte auch in klinischen Studien
zu einer gesteigerten Mortalitdts- und Morbiditéitsrate [152]. Eine symptomatische Thera-
pie mittels Antipyretika zeigte aber keine positive Wirkung, was wahrscheinlich auf die
Tatsache zuriickzufiihren ist, dass die hdufigste Ursache des Symptoms ,,Fieber eine zu-
grunde liegende Infektion darstellt, die durch reine Antipyretikatherapie nicht suffizient

behandelbar ist [200].

8.1 Antibiotika-Prophylaxe

Die Antibiotika-Prophylaxe stellt, wie auch die Antipyretika-Gabe, keinen kausalen The-
rapieansatz dar, denn sie greift nicht in die spezifischen Mechanismen ein, die die immu-
nologische Infektabwehr nach einem Schlaganfall herabsetzen. Aber sie kann die in dieser
Situation erleichterte Invasion und Ausbreitung von Pathogenen verhindern.

Der Versuch, mittels prophylaktischer Antibiotika-Gabe das Auftreten von Infektionen zu
unterbinden, bevor es noch zu klinischen Symptomen gekommen ist, wird schon lange bei
den verschiedensten Krankheitsbildern mit hohem Infektionsrisiko angewandt [200].

Die erste klinische Studie iiber die prophylaktische Anwendung von Antibiotika nach ei-
nem Schlaganfall wurde bereits 1982 durchgefiihrt. Dabei wurden fiir 10 Tage Penicillin-G

oder Ampicillin verabreicht, ein Erfolg blieb allerdings aus. Die Autoren schlossen daraus,
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dass die prophylaktische Gabe eines unspezifischen Antibiotikums ohne vorangegangenen
Sensitivitdtsnachweis fiir den spezifischen Erreger nicht von klinischem Nutzen sei [145].
Ein Tierversuch von Meisel et al. [150] im Jahr 2004 mit Moxifloxacin erschien allerdings
erfolgversprechend. So ergab sich bei den praventiv mit Moxifloxacin behandelten Méusen
nach experimenteller Okklusion der ACM ein signifikant vermindertes Auftreten von In-
fektionen. Dariiber hinaus zeigten sich auch eine Reduktion der Mortalitdt und ein verbes-
sertes neurologisches Outcome innerhalb der ersten 14 Tage.

Eine 2005 publizierte klinische Studie von Chamorro et al. [44], bei der wéhrend der ersten
drei Tage nach dem Auftreten eines akuten Schlaganfalls priventiv Levofloxacin verab-
reicht wurde, konnte das Ergebnis aus dem Tiermodell allerdings nicht bestdtigen. Die
Studie wurde nach einer Zwischenanalyse vorzeitig beendet, da sich keine signifikante
Senkung der Infektinzidenz, dafiir aber ein schlechteres neurologisches Outcome nach 90
Tagen in der mit Levofloxacin behandelten Gruppe zeigte. Auch die Mortalitdtsrate nach
90 Tagen war in der Levofloxacin-Gruppe hoher als in der Placebogruppe, wenn auch
nicht signifikant.

Eine Erklarung fiir die schlechtere Rekonvaleszenz in der Behandlungsgruppe konnte die
potentiell neurotoxische Wirkung des Préparates liefern. Levofloxacin verfligt ndmlich
iiber einen hemmenden Effekt auf GABAerge Neurone, wiahrend es stimulierend auf die
exzitatorischen Effekte von Glutamat wirkt [44]. Diese neurotoxischen Nebenwirkungen
des Levofloxacins konnten dafiir verantwortlich sein, dass Levofloxacin im Gegensatz zu
Moxifloxacin im Tiermodell zu keiner Reduktion der Infektanfélligkeit fiihrt, obwohl bei-
de Priparate derselben Substanzgruppe angehoren. Unter Umsténden verfiigt Moxifloxacin
aber auch iiber ein weiteres Wirkspektrum, das fiir seine positiven Effekte verantwortlich
ist. Neben seiner antibakteriellen Funktion konnte Moxifloxacin auch eine anti-

exzitatorische oder eine immunmodulierende Wirkung haben [184].

In einer erst kiirzlich publizierten klinischen Studie wurde Moxifloxacin statt Levofloxacin
zur praventiven antibakteriellen Therapie nach einem Schlaganfall eingesetzt. Moxifloxa-
cin fihrte dabei zu einer Reduktion der Infektinzidenz, beeinflusste aber im Gegensatz
zum Tiermodell weder die Uberlebensrate noch das neurologische Outcome nach 6 Mona-

ten [84].

Nur in einer einzigen klinischen Studie konnte bisher auch eine Besserung des neurologi-

schen Outcomes erzielt werden. In dieser Studie wurde den Schlaganfallpatientlnnen iiber
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4 Tage ein Breitbandpenicillin mit einem B-Lactamase-Hemmer (Mezlocillin plus Sulbac-
tam) appliziert [200]. Der Erfolg dieser Studie konnte auf das verwendete Antibiotikum
zuriickzufiihren sein, welches eine hohe Effektivitdt gegeniiber den hdufigsten Erregern bei
Schlaganfallpatientlnnen aufweist. Es konnte aber auch an den strengen Studienein-
schlusskriterien liegen, denn im Gegensatz zu vorangegangenen Studien (z.B. Chamorro et
al. [44]) wurden in diese Studie nur schwer kranke PatientInnen aufgenommen, die bei der
Aufnahme bereits bettldgerig waren. Dieses Procedere, das nur Patientlnnen mit hohem
Infektionsrisiko einer Antibiotika-Prophylaxe zufiihrt, scheint demnach das erfolgverspre-

chendste zu sein.

Zusammenfassend scheinen folgende Punkte fiir den Erfolg der Antibiotika-Prophylaxe in
der Klinik von Bedeutung zu sein:

¢ Gute PatientInnen-Selektion (nur high-risk-Patientlnnen)

e Richtiges Antibiotikum

e Suffiziente Form der Applikation

8.2 Kausale Therapieansitze

Zu den kausalen Therapieansidtzen gehoren all jene, die direkt in die immunologischen
Prozesse nach dem akuten ischdmischen Insult eingreifen. Dies sind zum einen anti-
inflammatorische Agenzien, die die sekundéire Exazerbation des ischdmischen Gewebs-
schadens durch die lokale Entziindungsreaktion inhibieren. Zum anderen handelt es sich
um Therapeutika, die die postischdmische Immundepression, die zum vermehrten Auftre-
ten von Infektionen fiihrt, verhindern sollen. Zu diesem Zweck konnte man in jeden der
drei immunsuppressiv-wirkenden efferenten Schenkel des Regelkreises eingreifen. Die
neuronal vermittelte Hemmung des peripheren Immunsystems durch den Sympathikus
konnte durch die Applikation eines B-Blockers, die des Parasympathikus durch die Appli-
kation eines Parasympatholytikums inhibiert werden. Die humorale Immundepression
durch das Cortisol aus der HHNNR-Achse konnte, wie im Tierversuch bereits erprobt,
durch Glucocorticoid-Rezeptor-Antagonisten gedimpft werden. Neben diesen Mechanis-
men besteht auch die Moglichkeit, liber die Beeinflussung des Zytokinprofils auf das im-

munologische Geschehen Einfluss zu nehmen.
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8.2.1 Propranolol

Durch die Blockade des Sympathikus mit dem B-Blocker Propanolol konnte im Tiermodell
eine erhohte Infektanfilligkeit nach Ischdmie verhindert werden [184] [45] [185]. Zudem
fiihrte Propranolol zu einer dramatischen Reduktion der Mortalitédt [185]. Dies unterstreicht
die entscheidende Beteiligung der Sympathikusaktivierung an der Schlaganfall-induzierten
Immundepression und zeigt eine neue therapeutische Moglichkeit das Auftreten von Infek-

tionen in der postischdmischen Phase einzudimmen.

Bisher gibt es noch keine klinischen Studien, in denen Propranolol zur Privention von in-
fektiosen Komplikationen nach einem Schlaganfall eingesetzt wurde. Davor bedarf es noch
weiterer Forschung, zumal man sich noch nicht iiber einen potentiell physiologischen Sinn
der postischdmischen Immundepression im Klaren ist. Sollte der Sinn in einer Protektion
gegeniiber autoimmunologischen Prozessen (siehe Kapitel: 6 Immundepression als Schutz
vor Autoimmunitdt) liegen, so wire ein Eingreifen in die immunsupprimierenden Prozesse

nach einem Schlaganfall kontraproduktiv.

8.2.2 Zytokine

Bisher versuchte man, mit dem Eingreifen in das Zytokinprofil nach akutem ischdmischem
Insult ein Uberwiegen der anti-inflammatorischen Mediatoren zu erzielen. Dies ist durch
Blockade  proinflammatorischer  Zytokine bzw. durch  Administration anti-
inflammatorischer Zytokine mdglich. Die Hemmung der proinflammatorischen Zytokine
kann mittels Rezeptor-Antagonisten oder durch den Einsatz 16slicher Rezeptoren erfolgen.

Die lokale Entziindungsreaktion im ischdmisch geschidigten Gewebe konnte allerdings
neben den schddigenden Effekten auch einen Nutzen fiir den Regenerationsprozess haben.
Denn der Entziindungsreiz ist in jedem Gewebe ein Stimulus zur Regeneration, zur Angio-
genese und zum ,tissue remodeling®. Dieser positive Effekt konnte durch eine anti-

inflammatorische Therapie verhindert werden.

Neben der lokalen Entziindungsreaktion kommt es aber, wie oben bereits ausfiihrlich be-
schrieben, auch zu einer systemischen Reaktion des Immunsystems in Form einer Immun-
depression. Diese geht mitunter auf eine erhohte Konzentrationen des anti-
inflammatorischen Zytokins IL-10 im peripheren Blut zuriick und fiihrt zu einer gesteiger-

ten Inzidenz von Infektionen, die die hdufigste Ursache fiir die Mortalitét in der postakuten
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Phase nach einem Schlaganfall darstellen. Eine anti-inflammatorische Therapie im Sinne
einer Substitution des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 oder der Blockade von proin-

flammatorischen Zytokinen konnte diese Problematik noch verstérken.

Naheres tiber die lokale und systemische Wirkung wichtiger immunologischer Mediatoren
und die Mdglichkeit, auf diesem Gebiet therapeutisch zu intervenieren, findet sich im 2.

Teil der Arbeit unter:“Mediatoren des Immunsystems nach ischdmischen Insult*
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Part II:
Mediatoren des Immunsystems nach

ischamischem Insult
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9 Interleukin-10 (IL-10)

9.1 Allgemeines zu IL-10

IL-10 gilt als eines der wichtigsten antiinflammatorischen Zytokine und als wichtiger Re-
gulator zur Aufrechterhaltung der Homoostase im Verlauf eines inflammatorischen Pro-
zesses. Seine Wirkung beschriankt sich aber nicht nur auf immunologische Zellen, sondern

umfasst, wie im Folgenden ndher erdrtert, auch Zellen des ZNS sowie der BHS.

Wirkung von IL-10 auf immunologische Zellen

Seine antiiflammatorischen Effekte erzielt IL-10 zu einem groBen Teil {iber die Hemmung
von Antigen-priasentierenden Zellen wie Monozyten, dendritische Zellen und Makropha-
gen, die alle iiber einen IL-10-Rezeptor verfiigen. Neben der Suppression ihrer Phagozyto-
se-Aktivitdt hemmt IL-10 auch deren Produktion von pro-inflammatorischen Mediatoren
(IL-1, IL-12, TNF- o) und Chemokinen (CCL2 und IL-8) und unterdriickt die Expression
von MHC-II-Molekiilen und Adhisionsmolekiilen wie CD80 (Co-Stimulations-Signal von
Monozyten und B-Zellen bei der Aktivierung von T-Zellen [216]). Dadurch geht ihre An-
tigen-prisentierende bzw. co-stimulierende Funktion verloren, was in einer verminderten
T-Zell-Stimulation resultiert. [80] ([205]; S.543)

Des Weiteren fordert IL-10 die Differenzierung von CD4+ T-Zellen zu antiinflammatori-
schen Th2-Zellen, wihrend es deren Differenzierung zu proinflammatorischen Th1-Zellen
inhibiert [72]. Da die nun vermehrt gebildeten Th2-Zellen hauptsidchlich IL-10 produzie-
ren, potenziert sich dieser Effekt. Das Uberwiegen des antiinflammatorischen Mediato-
renprofils der Th2-Antwort inhibiert riickwirkend die Th1-Zelldifferenzierung und die Ak-
tivitdt von Antigen-prisentierenden Zellen (APC). Im Zuge dessen wird auch die durch
Antigen-prasentierende-Zellen mediierte Aktivierung von Thl-Zellen vermindert und es
erfolgt ein Shift der T-Zell-Antwort in Richtung antiinflammatorische Th2-Zellantwort
[72].

Dartiber hinaus fiihrt IL-10-Exposition zur Generierung eines spezifischen CD4+ T-
Zellsubtyps, den sogenannten regulatorischen T-Zellen (Trl-Zellen), welche ein spezifi-
sches Repertoire an Interleukinen produzieren. Tr1-Zellen und deren Mediatoren wirken

ebenfalls hemmend auf die pro-inflammatorisch-wirksamen Th1-Zellen [80].
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Im Gegensatz zu seiner hemmenden Wirkung auf T-Lymphozyten wirkt IL-10 stimulie-
rend auf die B-Zellpopulation. IL-10 steigert die B-Zell-Proliferation, fordert deren Diffe-
renzierung in Plasmazellen und steigert deren Antikorperproduktion. Wéhrend IL-10 die
MHC-II-Expression auf Monozyten/Makrophagen und dendritischen Zellen hemmt, stimu-
liert es B-Zellen zur MHC-II-Aufregulierung [80]. Ahnlich stimulierend auf Proliferation
und Funktionstiichtigkeit wirkt IL-10 auch auf zytotoxische CD8+ T-Zellen und auf Mast-
zellen [80]. Auf der anderen Seite wirkt IL-10 supprimierend auf Granulozyten, natiirliche
Killerzellen und Endothelzellen, woraus sich zusammen mit seiner hemmenden Wirkung
auf Antigen-prisentierende Zellen eine vorwiegend diampfende Funktion des IL-10 auf

entzlindliche Vorginge ableiten lasst [80].

Wirkung von IL-10 auf Zellen des ZNS

IL-10 hat eine antiapoptotische Wirkung auf Neurone und alle Typen von Gliazellen [216].
Diese Wirkung entfaltet sich durch eine Blockade von proapoptotischen Mediatoren
und/oder durch die Aktivierung von intrazelluliren ,,Uberlebenssignalwegen® [170]. Eine
Uberexpression von IL-10 hat eine Senkung der Konzentration von IL-1B sowie einen An-
stieg von TNF- o im Liquor zur Folge. Dies spricht fiir eine proapoptotische Wirkung des
IL-1p und fiir einen antiapoptotischen Effekt des kontroversiell diskutierten TNF- o [170].

Fiir die Aktivierung von ,,Uberlebenssignalwegen® ist das Protoonkogen Bcl-2 von ent-
scheidender Bedeutung. IL-10 vermittelt die vermehrte Expression von Bcl-2 und konnte
damit durch das Eingreifen in den Apoptose-Pathway einen direkten protektiven Effekt auf
das Uberleben der Zellen haben [170]. Die antiapoptotische Wirkung von IL-10 soll be-
sonders der Minderung von hippocampalen Schiden dienen, da diese hauptsidchlich auf
Apoptose zuriickzufiihren sind.

Verschiedene Experimente sprechen auch dafiir, dass IL-10 zu einer Deaktivierung von
Astrozyten und Makrophagen-dhnlichen-Zellen im Hirn fiihrt. Da diese Zellen am sekun-
déren Entzlindungsprozess im ischdmisch geschddigten Hirnareal beteiligt sind, hat deren

Hemmung eine neuroprotektive Wirkung [72] [210].

Wirkung von IL-10 auf das Mediatorenprofil und Mikroenvironment
IL-10 wirkt hemmend auf proinflammatorische Zytokine wie IL-1-f3, IL-6, IFN- vy, TNF- o
und Chemokine wie IL-8 (Chemoattractant fiir Neutrophile) und CCL2 (Chemoattractant

v.a. flir Monozyten). Dies geschieht iiber unterschiedliche Mechanismen. Zum einen ver-
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mindert IL-10 die Synthese der oben genannten Mediatoren durch Inaktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB sowie durch Blockade der Gentranskription. Zum anderen
wird die Wirkung dieser proinflammatorischen Mediatoren durch Aufregulierung von An-
tagonisten sowie Suppression der Expression und Aktivitét ihrer Rezeptoren abgeschwécht
[216] [170] [43].

Von besonderer Bedeutung fiir die IL-10-vermittelte Immunsuppression scheint die Abre-
gulierung der TNF-a-Produktion durch Monozyten sowie die Abregulierung der INF-y-
Produktion durch Th1-Lymphozyten zu sein [43].

Wirkung von IL-10 auf die Leukozyteninfiltration

IL-10 vermindert die Infiltration von Leukozyten in das ischdmisch geschiddigte Hirnareal,
v.a. von neutrophilen Granulozyten in der Frithphase nach einem Schlaganfall [170]. Dafiir
sind wahrscheinlich zwei IL-10-abhénginge Mechanismen verantwortlich. Zum einen die
IL-10-vermittelte Abregulierung des Adhdsionsmolekiils ICAM-1 an Endothelzellen [234],
und zum anderen eine Reduktion des Chemokins MIP-1 (CCL3), einem starken Chemo-

attractant flir neutrophile Granulozyten [210].

Wirkung von IL-10 auf die Integritit der Blut-Hirn-Schranke

Durch die IL-10-assoziierte Down-Regulation der Matrix-Metalloproteinasen MMP-2 und
MMP-9 (siche Kapitel: 14 Matrix Metalloproteinasen (MMP)), welche nach einem
Schlaganfall maBgeblich am Aufbrechen der Blut-Hirn-Schranke (BHS) beteiligt sind,
wirkt IL-10 stabilisierend auf die Integritdt der BHS [234]. Auch dadurch wird eine unkon-

trollierte Infiltration des Hirnparenchyms durch Entziindungszellen reduziert.
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= Leukozyten

{v.a. Neutrophile

Granulozyten)
Abbildung a.: cerebrales Blutgefdl nach ischdmischen Insult:

Recruitment und Infiltration von Leukozyten ins \/ = ICAM-1
Hirnparenchym (Adhésion
smolekiil)

."" = MIP-1 (Chemoaltractant)

1 = Chemotaxis

2 = Bindung

3 =Diapedese

Abbildung b.: Wirkung von IL-10 nach cerebraler Ischimie.
Aus der verminderten Expression von Adhédsionsmolekiilen
und geringeren Konzentrationen von Chemokinen, wie
MIP-1, resultiert eine reduzierte Leukozyteninfiltration.

Abbildung 2: Wirkung von IL-10 auf die Leukozyteninfiltration

9.2 Daten aus dem Tiermodell

9.2.1 Zeitliches Profil und Quelle der IL-10-Expression nach zerebra-

ler Ischamie

Messungen der Genexpression von Zytokinen in der Frithphase nach Okklusion der Arteria
cerebri media (MCAO), zeigen bereits nach 6 Stunden einen Anstieg der IL-10-Expression
in der ischdmischen Hemisphire. Die IL-10-Aufregulierung erfolgt 4 Stunden nach der von
TNF- o und IL-1B, was den Schluss nahe legt, dass die IL-10-Expression durch TNF- a
gefordert wird. IL-10 hemmt darauthin, im Sinne einer negativen Riickkoppelung, die wei-
tere Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und inhibiert somit eine Exazerbati-

on des Entzlindungsvorganges [262].
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Messungen des IL-10-Serumspiegels von Witt et al. [252] ergaben im Tierexperiment, im
Gegensatz zum Grofteil der Messungen am Menschen, keine signifikanten Verdnderun-
gen. Die IL-10-Konzentration blieb, ebenso wie die von TNF- a, wihrend der ersten 36
Stunden nach Ischdmie/Reperfusion auf undetektierbarem Level.

Daher muss man von einer lokalen Produktion des IL-10 im Hirn ausgehen. Als Quelle der
IL-10-Produktion wurden im Tierexperiment CD4+ Th2-Zellen, CD8+T-Zellen, B-Zellen
und aktivierte Makrophagen identifiziert [80]. Diese infiltrieren nach dem Insult das
ischdmische Areal und tragen zur erhohten zerebralen IL-10-Expression bei. Einer neuen
Studie von Verma et al. [233] zur Folge scheinen sich nach Ischdmie aber auch zerebrale
Endothelzellen an der Zytokinproduktion zu beteiligen und neben proinflammatorischen

Mediatoren (IL-1a, GM-CSF, IL-6 und TNF-a) auch IL-10 zu produzieren.

9.2.2 Hinweise auf protektive Effekte von IL-10

IL-10 reduziert, unabhéngig von der zerebralen Durchblutung, die InfarktgroBe [170]. Der
ischamischen Schiddigung nach einem Schlaganfall folgt eine inflammatorische Reaktion,
die eine sekundidre Expansion der ischdmischen Lésion in den ersten 24 bis 168 Stunden
bewirkt. Diese erfolgt unter Einwirkung verschiedener proinflammatorischer Mediatoren,
Gewebs-abbauender Enzyme und freier Radikale. IL-10 wirkt gegenregulatorisch ab-
schwichend auf diese inflammatorische Reaktion, scheint aber auch einen direkten protek-
tiven Effekt auf die Vulnerabilitit der Zellen zu haben.

Dieser Riickschluss ergibt sich aus Studien unter Zuhilfenahme genetisch manipulierter
Tiere. IL-10-knock-out-Méause zeigten darin groBere Infarktldsionen und eine erhohte An-
falligkeit gegeniiber Exzitotoxizitit und kombinierter Sauerstoff-Glukose-Deprivation
[79]. Im Gegensatz dazu fiihrte die Applikation von IL-10 im in-vitro-Versuch zu einer
konzentrationsabhédngigen Pravention des neuronalen Schadens. Dies spricht fiir eine mo-
dulierende Wirkung des IL-10 auf die Vulnerabilitit des nervalen Gewebes [79] [234],
eine Funktion, die vor allem im Hippocampus von grofler Bedeutung zu sein scheint. Ho-
here Konzentrationen von IL-10 im Hippocampus bewirken eine Reduktion der Nerven-
zellschadigung im hippocampalen Parenchym [170]. Hierfiir konnte die bei IL-10-
Applikation beobachtete verminderte DNA-Schidigung verantwortlich sein [170].

Ein weiterer Faktor, durch den IL-10 die InfarktgroBe reduziert, ist die verminderte Leuko-
zyteninfiltration. Durch die bereits oben angefiihrten Mechanismen hemmt IL-10 iiber ge-

ringere Level an Chemokinen und Adhésionsmolekiilen sowie iiber eine verbesserte BHS-
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Integritdt das Einwandern von Entziindungszellen in das Ischamiegebiet. Dadurch wird die
Entziindungsreaktion abgeschwiécht und die damit assoziierte sekundédre Ausbreitung des

geschédigten Areals eingeddammt [170] [234].

9.2.3 Therapieoptionen

Im Hinblick auf die oben beschriebenen positiven Effekte des IL-10 im Falle einer zerebra-
len Ischdmie wurden in den letzten Jahren verschiedene therapeutische Mdglichkeiten am
Tiermodell untersucht, die zu einer Steigerung des IL-10 Spiegels fiihren.

Sowohl die systemische als auch die intraventrikuldre Applikation von IL-10 fiihrte im
Tierversuch zu einer signifikanten Reduktion der Infarktgrofe. Dieser Effekt zeigte sich
nicht nur bei pra-ischdmischer Applikation, sondern auch bei postischdmischer Applikation
in einem Zeitraum von 30 min bis 3 Stunden nach Okklusion der ACM [79] [210] [170].
Ein postischdmischer IL-10-Gentransfer in die Wand des Seitenventrikels innerhalb der
ersten 60-90 min nach Verschluss fiihrte iiber eine gesteigerte Sekretion von IL-10 in den
Liquor ebenfalls zur Reduktion der InfarktgroBe. Die Wand des Seitenventrikels ist eine
besonders giinstige Lokalisation fiir den Gentransfer, da subependymale Zellen zur Neuro-
genese befdhigt sind. Ein Gen-Transfer ins Zentrum der ischimischen Lision zeigte im
Gegensatz dazu keinen positiven Effekt [170].

Interessanterweise fithrte auch die subkutane Applikation von G-CSF und SCF (stem-cell-
factor) iiber eine Steigerung der IL-10-Konzentration zur verbesserten Neuroregeneration
und sekundér zu einem besseren neurologischen Outcome. Die neuroprotektive Wirkung
scheint auf das unter IL-10-Einfluss verbesserte Mikroenvironment riickfithrbar zu sein
und war sowohl bei Applikation in der akuten Phase (Tag 1-10) als auch bei Applikation in
der subakuten Phase (Tag 11-20) nachweisbar [158].

Eine weitere hochinteressante Moglichkeit der therapeutischen Immunmodulation funktio-
niert dhnlich wie eine Impfung und wird als Toleranzinduktion bezeichnet. Zur Toleranz-
induktion wird die nasale Mukosa mit MOG (= myelin oligodendrocyte glycoprotein) [72]
oder E-Selektin [48] sensibilisiert. Dies bewirkt ein Priming von T-Zellen mit Préiferenz
zum ,,Switch* zur Th2—Zelllinie und zur Th3-Zelllinie. Das Mediatorenprofil von Th2-
Zellen (IL4 und IL-10) und Th3-Zellen (TGF- ) wirkt antiinflammatorisch und suppri-

miert zudem Th1-Zellen und andere proinflammatorische Immunzellen.
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Durch Toleranzinduktion aktivierte T-Zellen kénnen die Blut-Hirn-Schranke (BHS) per-
meieren, wandern ins ZNS ein, werden dort durch lokale Mediatoren supprimiert und ru-
hen vor Ort. Erst bei Auftreten einer Hirnschidigung, z.B. eines ischdmischen Insults,
werden diese ruhenden T-Zellen durch das ,,Aufdecken™ der ZNS-spezifischen Antigene
und Prasentation dieser, durch lokale Antigen-priasentierende Zellen (Mikroglia) aktiviert.
Aktivierung dieser geprdgten Th2-Zellen fiihrt zu einer Th2-spezifischen Entziindungsre-
aktion, deren antiinflammatorische Wirkung vor allem auf einer gesteigerten IL-10-
Sekretion basiert [72] [48]. Die Sicherheit dieser Behandlungsmethode ist allerdings noch
umstritten, da es im Tierversuch, als Folge der MOG-Toleranzinduktion, zum Auftreten
klinischer Zeichen einer milden EAE (experimental autoimmune Encephalitis), dem Pen-

dant der Multiplen Sklerose im Tiermodell, gekommen ist [61].

9.3 Klinische Daten

9.3.1 Serumspiegel und Quelle von IL-10 nach zerebraler Ischimie

IL-10 stellt ein wichtiges antiinflammatorisches Zytokin dar, das im Zuge der postischidmi-
schen Entziindungsreaktion von essenzieller Wichtigkeit sein konnte, um das Gleichge-
wicht zwischen pro- und anti-inflammatorischen Mediatoren aufrecht zu erhalten. Die Er-
gebnisse beziiglich der IL-10-Serumkonzentration nach einem Schlaganfall sind aber in
den verschiedenen klinischen Studien nicht einheitlich.

Einigen Studien zufolge steigt IL-10 nach einem zerebralen Insult sowohl im Plasma als
auch im Liquor an [234] [79], bei anderen wiederum finden sich verminderte [181] oder
gar undetektierbare [252] IL-10-Plasma-Spiegel. Erklérbar wire die Inkohérenz der IL-10-
Konzentrationen in den verschiedenen Studien durch Unterschiede zwischen systemischem
und zerebralem Kompartiment [181] sowie durch Genpolymorphismen. Erstere wiirden
nur Unterschiede zwischen den Messungen in Plasma und Liquor erkldren. Genetische
Polymorphismen kdnnten aber auch die uneinheitlichen Plasma-Spiegel durch interindivi-
duelle Unterschiede der IL-10-Produktion erkldren.

IL-10 Polymorphismen konnten in der Zukunft auch bei der Detektion von Risikopatien-
tInnen eine Rolle spielen. Eine Studie von van Exel et al. [232] zeigt, dass ein niedriges
Grundniveau der IL-10-Plasmakonzentration fiir akute vaskuldre Syndrome pradisponiert.

Dies beinhaltet ein erhohtes Schlaganfall-Risiko sowie ein hoheres Risiko eines todlichen
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Ausganges bei stattgehabtem Insult. Bei solchen Risikopatientlnnen kénnte eine prophy-

laktische Behandlung mit rekombinantem IL-10 von Nutzen sein [148] [234].

IL-10 wird beim Menschen von T-Zellen, B-Zellen [80] und von Monozyten bzw. Makro-
phagen [234] gebildet, wobei letztere eine ganz besonders wichtige 1L-10-Quelle darstel-
len. Aber nicht nur zirkulierende immunologische Zellen [234] tragen nach zerebralem
Infarkt zur IL-10-Produktion bei, sondern auch ortsansissige Zellen des Hirnparenchyms.
Williams et al. [250] zeigten schon 1996, dass aktivierte Mikrogliazellen im Hirn die loka-
le Hauptquelle fiir IL-10 darstellen.

9.3.2 Relevanz als pridiktiver Marker

Die Wertigkeit von IL-10 als pradiktiver Marker fiir das neurologische Outcome nach ei-
nem Schlaganfall ist noch umstritten.

Einigen Studien zufolge stellt IL-10 einen von Hyperthermie, Hyperglykdmie und neuro-
logischen Konditionen unabhéngigen prognostischer Marker dar [234] [148].

So sind verminderte 1L-10-Plasma-Werte nach subkortikalen oder lakunéren Infarkten bei
Vila et al. [234] mit einem schlechteren neurologischen Outcome nach 48 Stunden assozi-
iert. Waje-Andreassen et al. [237] konnten auf der anderen Seite keine Korrelation zwi-
schen der IL-10-Konzentration und der InfarktgréBe und dem neurologischen Outcome
nachweisen, wobei die Wertigkeit dieser Studie aufgrund ihrer geringen Teilnehmerzahl
(11 Patientlnnen) eher minder einzustufen ist.

Die prognostische Aussagekraft der IL-10-Plasmakonzentration ist demnach beschrinkt
und bei weitem nicht so signifikant wie die Aussagekraft erhohter IL-6- und TNF- o -

Plasma-Konzentrationen [148].

9.3.3 Hinweise auf schiidigende Effekte von IL-10

Wihrend IL-10 lokal offensichtlich protektiv wirkt, scheint eine gesteigerte IL-10-Plasma-
Konzentration mit einem erhohten Infektionsrisiko assoziiert zu sein [43]. Diese Erkennt-
nis ist konkordant mit der anfangs bereits ausfiihrlich erlduterten Theorie der postischimi-
schen Immundepression, welche mutmaBlich durch das Uberwiegen des antiinflammatori-

schen Zytokins IL-10 zustande kommt.
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10 Interleukin-6 (IL-6)

10.1 Allgemeines zu IL-6

IL-6 ist schon seit langem als proinflammatorisches Zytokin bekannt, jiingere Studien wie-
sen aber auch einen anti-inflammatorischen Effekt von IL-6 nach. IL-6 gilt daher heute als
Zytokin mit sowohl pro- als auch anti-inflammatorischem Wirkspektrum. Welche dieser
ambivalenten Wirkungen nun aber die, nach einem Schlaganfall, dominierende ist und von
welchen Bedingungen dies abhingt, ist noch nicht eindeutig geklirt und bedarf weiterer
Untersuchungen.

Viele Zellen des Korpers sind zur Produktion von IL-6 befdhigt, darunter Fibroblasten,
Endothelzellen und aktivierte T-Zellen, die Hauptquelle bilden allerdings mononukleére
Zellen. Die IL-6-Produktion erfolgt nach Stimulation durch IL-1 und/oder TNF- o, welche
als wichtige regulatorische Zytokine die Freisetzung einer Vielzahl von Mediatoren initiie-
ren ([205]; S540f). IL-1, TNF- a und IL-6 stellen die wichtigsten proinflammatorischen
Zytokine dar und teilen sich auch die Mehrzahl ihrer Funktionen. Die meisten der unten

angefiihrten Funktionen von IL-6 gelten daher auch fiir das IL-1 und den TNF- a.

Wirkung auf die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse

IL-6 wird auch als Stresszytokin bezeichnet, da es die ACTH-Sekretion aus der Hypophyse
fordert und damit zu einer vermehrten Sekretion von Cortisol aus der Nebennierenrinde
fiihrt ([205]; S541f). Naheres iiber die Wirkung von Cortisol auf das Immunsystem findet
sich im Kapitel: 3.2.3 Efferenz iiber die Hypothalamus-Hypophysen-NNR-Achse.

Wirkung auf den Hypothalamus

Im Tierexperiment wurde IL-6 auch als Schliissel-Regulator der Korpertemperatur identi-
fiziert [190]. Als Reaktion auf IL-6 kommt es im Hypothalamus zu einer Verschiebung des
»Sollwertes* der Korpertemperatur nach oben. Dadurch soll die Ausbreitung einer Infekti-
on verhindert werden, da sich die meisten Pathogene bei hoheren Temperaturen nicht so
gut vermehren konnen ([100]; S.383ff). Im Zuge eines Schlaganfalls hat die durch IL-6
induzierte Hyperthermie aber einen schddigenden Effekt auf das Hirnparenchym [190].
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Wirkung auf die Leber

IL-6 stimuliert die Hepatozyten zur Bildung von Akute-Phase-Proteinen wie CRP (C-
reaktives Protein), Fibrinogen, Serum-Amyloid-A (SAA) und a2-Makroglobulin [205].
Diese sind in der Lage, Pathogene zu opsonieren und erhohen somit die Effektivitit der
Immunabwehr. Das CRP ist dariiber hinaus auch zur Aktivierung der Komplementkaskade
befahigt. Die Funktionen der Akute-Phase-Proteine sind denen von Immunglobulinen &hn-
lich, der Unterschied liegt allerdings darin, dass Akute-Phase-Proteine eine viel weitere
Bandbreite von Bakterien binden und keine Spezifitit fiir bestimmte pathogene Molekiile
aufweisen ([100]; S.383ff). Aufgrund der direkten Wirkung von IL-6 auf die Leber korre-
lieren erhohte IL-6-Werte auch immer mit erhdhten CRP- und SAA—Werten im Blut. Die
IL-6-induzierte Steigerung der hepatischen Fibrinogenproduktion hat auch einen prokoagu-

lativen Effekt, was wiederum zu Komplikationen fithren kann.

Wirkung auf das Knochenmark
IL-6 stimuliert Endothelzellen des Knochenmarks zur Freisetzung von neutrophilen Granu-
lozyten, welche als Phagozyten eine wichtige Rolle in der ersten unspezifischen Immun-

abwehr eines Pathogens spielen ([100]; S.383ff).

10.2 Daten aus dem Tiermodell

10.2.1 Zeitliches Profil und Quelle der IL-6-Expression nach zerebraler

Ischamie

Ubereinstimmend mit den klinischen Studien (siehe unten) zeigt sich auch im Tiermodell
nach ischdmischem Insult ein Anstieg der zerebralen IL-6-Expression [28] [7] [248] [52]
sowie des IL-6-Plasma-Spiegels [191] [166]. Nur die Transkription der IL-6-Rezeptoren,
IL-6Ro und gp130, verdndert sich im Tiermodell im Gegensatz zum Menschen nicht [7].
Beziiglich des zeitlichen Profils der IL-6-Expression bzw. der IL-6-Aktivitit im Hirnpa-
renchym nach einem Schlaganfall liegen unterschiedliche Ergebnisse vor.

Messungen der IL-6-Bioaktivitidt durch Loddick et al. [140] im Hirn von Ratten, zeigten
bereits 2 Stunden nach MCAO eine erhdhte IL-6-Aktivitét in der ischdmischen Hemispha-
re mit weiterem Anstieg nach 8 Stunden und nach 24 Stunden. Da es innerhalb der ersten
12 Stunden nach MCAO noch zu keiner massiven Infiltration des ischdmischen Gewebes

durch Immunzellen kommt, sprechen diese Daten fiir eine intrazerebrale Quelle von IL-6
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[140]. Eine moderat gesteigerte Bioaktivitdt von IL-6 wurde auch in der kontralateralen
Hemisphiére gefunden. Grund hierfiir kdnnte eine mechanische Alteration der kontralatera-
len Hemisphire durch 6dematdse Schwellung und Raumforderung der ischdmischen He-
misphire sein [140].

Auch bei Wang et al. [248] zeigte sich bereits nach 3 Stunden ein signifikanter IL-6-

mRNA-Anstieg im ischdmischen Gewebe mit einem Peak nach 12 Stunden.

Im Gegensatz dazu kam es bei Block et al. [28] zu einer verzogerten, dafiir aber langanhal-
tenden IL-6-Expression im ischdmischen Randgebiet. Am ersten Tag nach dem Infarkt
fanden sich in dieser Studie nur einige wenige IL-6-positive Zellen in der Penumbra. Zu
einem deutlichen Anstieg kam es erst nach 3 Tagen. Die gesteigerte zerebrale IL-6-
Expression hielt in dieser Studie aber im Sinne einer Langzeiterhdhung bis zum 14. Tag
an.

Die zerebrale Quelle fiir das nach einem Schlaganfall im Hirn vermehrt exprimierte I1L-6
sind Neurone [190] [140] [2] und Gliazellen [140], wobei man unter den Gliazellen bisher
nur bei Astrozyten mit Sicherheit die Fahigkeit zur IL-6-Produktion nachweisen konnte
[2]. Block et al. [28] schlieBen aber aufgrund der Zytomorphologie der IL-6-
exprimierenden Zellen im Hirn auch auf eine IL-6-Produktion durch Mikroglia-Zellen.

Des Weiteren sind auch zerebrale Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke zur Sekretion
von IL-6 befdhigt. Stimuliert wird die Sekretion durch Lipopolysaccharide, welche Be-
standteil der bakteriellen Zellmembran sind [233] [192], aber auch durch Hypoxie [192].

Der IL-6-Plasma-Spiegel steigt bereits 6 bis 24 Stunden nach experimentellem Ischimie-
/Reperfusions-Schaden signifikant an [191]. Zu diesem Anstieg des IL-6 kann sowohl die
Ausschwemmung von zerebral gebildetem IL-6 ins periphere Blut als auch eine periphere
IL-6-Produktion beitragen. Zerebrale Schidigung induziert auch in peripheren lymphati-
schen Organen die Produktion von Zytokinen [166]. Bereits 6 Stunden nach MCAO pro-
duzieren aktivierte Splenozyten, neben anderen proinflammatorischen Zytokinen und

Chemokinen, auch signifikant mehr IL-6 [166].

10.2.2 Hinweise auf schiadigende Effekte von IL-6

IL-6 gehort zu den wichtigsten proinflammatorischen Zytokinen und ist in dieser Funktion
auch am lokalen Entziindungsprozess beteiligt, welcher auf einen Insult folgt und zur Exa-

zerbation des ischdmischen Hirnschadens fithrt. Transgene Maiuse mit IL-6-
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Uberexpression weisen demnach nach Ischimie auch schwerere neurologische Schiden
auf als Mause mit normaler IL-6-Expression [37].

IL-6 fiihrt zudem, wie bereits bei den allgemeinen Effekten angemerkt, zur Hyperthermie,
welche eine zusitzliche schiadigende Wirkung auf das Hirnparenchym hat. Nachgewiesen
wurde dies im Tiermodell durch intracerebroventrikuldre Injektion von rekombinantem IL-
6, das zu einem dosisabhidngigen Anstieg der Korpertemperatur fiithrte [140] [133]. Dieser
trat 4 Stunden nach Applikation auf, erreichte nach 5 Stunden seinen Hohepunkt und nor-
malisiert sich nach ca. 10 Stunden [140].

Die Wirkung des nach MCAO freigesetzten 1L-6 auf die Korpertemperatur zeigt sich im
Tierversuch als durchaus relevanter Faktor fiir die Prognose. IL-6-defiziente Mause zeigten
nach MCAO eine verlingerte Hypothermie, die zu einer deutlich hoheren Uberlebensrate
fiihrte. Bei IL-6-defizienten Mdusen, deren normale Kdrpertemperatur nach MCAO kiinst-

lich aufrechterhalten wurde, verschwand dieser positive Effekt auf die Mortalitdt [4].

10.2.3 Hinweise auf protektive Effekte von IL-6

IL-6 zeigt in-vitro [253] als auch in-vivo [7] [225] eine Dosis-abhidngige protektive Wir-
kung gegeniiber Glutamat-induziertem exzitotoxischem, neuronalem Zelltod. Bei Ali et al.
[7] fiihrte die striatale Injektion von NMDA (N-methyl-D-Aspartat), einem spezifischen
Agonisten des Glutamat-Rezeptors, zu einer gesteigerten IL-6-mRNA-Expression. IL-6
wird offensichtlich von zerebralen Neuronen gezielt als Reaktion auf Glutamat gebildet,
um den Glutamat-induzierten exzitotoxischen Zelltod zu verhindern. Diese neuroprotektive
Funktion des IL-6 beschréinkt sich aber auf die NMDA-mediierte Toxizitdt und gilt nicht
fiir die Exzitotoxizitét, die von den beiden anderen Subgruppen des Glutamat-Rezeptors
(AMPA- und Kainat-Rezeptor) vermittelt wird. Der in dieser Versuchsanordnung erzielte
neuroprotektive Effekt konnte durch kompetitive Hemmung von IL-6 riickgéngig gemacht
werden. IL-6-Blockade fiihrte bei Yamashita et al. [255] sogar zu einem deutlich groferen
Infarktareal, einer Steigerung der apoptotischen Zellmasse und einem schlechteren neuro-
logischen Outcome. Konkordant zu diesem Ergebnis zeigen auch IL-6-defiziente Méuse
nicht die zu erwartende verminderte Infarktgréofe sondern entweder gleich grof3e oder so-
gar grofere Lésionen [4].

Auch ein in-vivo-Versuch von Loddick et al. [140] spricht fiir eine neuroprotektive Wir-
kung von IL-6, denn die intraventrikuldre Applikation von rekombinantem IL-6 nach

MCAQO fiihrte zu einer drastischen Reduktion des ischamischen Hirnschadens.
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Neben dem postulierten Schutz gegentiber Exzitotoxizitit konnte IL-6 auch die Sensibilitét
der Neurone auf Veridnderungen des Blutdruckes und des Blutflusses herabsetzen und eine
antiapoptotische Wirkung auf Neurone entfalten. Dieser antiapoptotische Effekt konnte
intrazelluldr iiber den IL-6-Rezeptor-aktivierten Stat3-Transkriptionsweg vermittelt wer-
den. Denn aktiviertes Stat3 induziert die Expression von Bcl2 und Bcel-xL, zweier wichti-
ger anti-apoptotischer Faktoren [255].

Krizanac-Bengez et al. [22] beschreiben zudem eine Senkung der GefdBpermeabilitit

durch IL-6, was zu einer Reduktion des postischdmischen Hirnédems fiihrt.

10.3 Klinische Daten

10.3.1 Serumspiegel und Quelle von IL-6 nach zerebraler Ischimie

Es liegen bereits einige Studien vor, in denen die Serum -Konzentration von IL-6 nach
einem akuten Schlaganfall gemessen wurde [208] [1] [68] [69].

Dabei zeigte sich fast durchwegs bereits am ersten Tag nach dem Insult ein Anstieg der IL-
6-Konzentration [1] [68] [69]. Beziiglich des weiteren Verlaufs ist die Datenlage aber un-
einheitlich. Fassbender et al. [68] zeigten bereits 6 Stunden nach Auftreten der ersten
Symptome eine signifikante Erhohung des IL-6-Serum-Spiegels, welcher die ersten 5 Tage
persistierte und erst am 7. Tag wieder auf das Ursprungsniveau zuriickkehrte. Ungleich
dazu fand sich bei Ferrarese et al. [69] auch 90 Tage nach dem Infarkt noch ein erhohter
IL-6-Serumspiegel, wobei die maximale IL-6-Expression durch periphere Immunzellen
auch in dieser Studie um den vierten Tag lag.

Der postischdmische Anstieg des IL-6 im Serum konnte aber auch auf eine koexistierende
Infektion zuriickzufiihren sein, denn bei Emsley et al. [64] kam es zu einem Verlust der
beobachteten Unterschiede der IL-6-Plasma-Spiegel zwischen Schlaganfallpatientlnnen
und gesunden Kontrollen, wenn alle Patientlnnen mit evidenter Infektion ausgeschlossen
wurden.

Aber nicht nur der Serum-Spiegel von IL-6 steigt nach zerebralem Insult an, auch im Li-
quor kommt es zu einem IL-6-Anstieg, der am 2. und 3. Tag seinen Hohepunkt erreicht
[222].

Die Herkunft des nach Ischdmie gesteigerten IL-6 ist noch unklar. Entweder wird es aus
zirkulierenden und ins Hirn iibergetretenen Monozyten freigesetzt, oder es stammt von

Zellen des ischdmischen Hirnparenchyms, wie es im Tiermodell den Anschein hat [190].
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Als lokale Quellen der IL-6-Produktion im Hirn kommen v.a. Astrozyten und Neuronen in
Frage (vgl. Tiermodell).

Fiir die Hypothese, dass die Hauptquelle der IL-6-Produktion im ischdmischen Hirn selbst
liegt, spricht die positive Korrelation zwischen IL-6-Serumkonzentration und Infarktgrof3e

sowie die Tatsache, dass die IL-6-Konzentration im Liquor hoher ist als im Serum [1].

10.3.1.1 Polymorphismen der IL-6-Expression

Die Expression von IL-6 hdngt vom Haplotyp des IL-6-Promotors ab [1]. Hiervon gibt es
in der Bevolkerung vier Subtypen, zu diesen gehdren [1]:
e Subtyp F: Dieser ist der hdufigste Subtyp und wirkt protektiv da er mit der gerings-
ten IL-6-Expression vergesellschaftet ist.
e Subtyp B und E: Diese beiden Typen gehen mit einer hohen Expression von IL-6
einher und stellen damit im Falle eines Schlaganfalls ein erhohtes Risiko dar.
Im normalen, unaktivierten Zustand gibt es keine interindividuellen Unterschiede in der
IL-6-Expression, zu diesen kommt es erst nach vorangegangener Stimulation, z. B. durch

einen ischdmischen Insult [1].

10.3.1.2 Rezeptoren von IL-6

IL-6 hat zwei verschiedene Rezeptoren, den IL-6R und den gp130. Beide Rezeptoren sind
nicht nur wandstdndig, sondern auch in l6slicher Form (Préfix s- fiir soluble) im Serum zu
finden:
® IL-6R: Der sIL-6R wirkt als Agonist und verstirkt den Effekt von IL-6.
® sgpl30: Der sgp130 wirkt als Antagonist, das heiflt er verhindert die Bindung von
IL-6 an einen membranstidndigen Rezeptor. Dieser antagonisierende Effekt wurde
aber bisher nur im in-vitro-Versuch nachgewiesen.
In einer Studie von Acalovschi et al. [1] wurde neben einem signifikanten Anstieg von IL-
6 nach ischdmischem Insult auch eine transiente Reduktion des sgp130-Serumspiegels
festgestellt. Die sIL-6R-Konzentration im Serum blieb unverindert.
Die Abregulierung des sgp130 konnte zu einer Verstiarkung der inflammatorischen Reakti-

on durch IL-6 fithren [1]

10.3.2 Hinweise auf schidigende Effekte von IL-6

Erhohte Serumkonzentrationen von IL-6 nach zerebraler Ischamie sind in den meisten kli-

nischen Studien mit einer Entziindungsreaktion assoziiert, die sich in einem Anstieg der
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»akute Phase Proteine® wie CRP und einem Anstieg der Korpertemperatur manifestiert
[255]. Zudem korrelieren erhohte IL-6-Serumspiegel in einigen Studien mit groBeren In-
farktarealen und einem schlechteren neurologischen Outcome [255]. Daher wird IL-6 auch
als moglicher Marker zur Abschidtzung der Schwere des Infarkts und der Prognose bzgl.

der Mortalitdt und der neurologischen Rehabilitation in Betracht gezogen (siehe unten).

10.3.2.1 Relevanz von IL-6 als pradiktiver Marker

Als mogliche Marker der frithen Mortalitdt (in-hospital-Mortalitit) nach einem Schlagan-
fall wurden bisher vor allem IL-6, CRP und SAA (Serum-Amyloid-A) untersucht.
Messungen dieser Parameter 12 Stunden nach Infarkt bei Rallidis et al. [190] zeigten, dass
sich IL-6 davon am besten als pridiktive Marker fiir die postischdmische Krankenhaus-
sterblichkeit eignet. Als Patientlnnen mit besonders hohem Risiko lieBen sich mit einer
Sensitivitidt von 85% und einer Spezifitidt von 93% jene mit Serumwerten iiber 13pug/ ml
identifizieren.

Auch in anderen Studien wurde ein erhohter IL-6-Serumspiegel als wichtiger Marker fiir
ein schlechteres klinisches Outcome nach 3 Monaten [207] bzw. nach einem Jahr [237]
bestdtigt und eine positive Korrelation mit der Schwere und der GroBe des Infarkts nach-
gewiesen [207] [148] [237].

Dasselbe gilt laut Smith et al. [207] mit geringerer Signifikanz auch fiir das CRP und die
Leukozytenzahl.

10.3.3 Hinweise auf protektive Effekte von IL-6

Im Gegensatz zu der Vielzahl an Tierexperimenten und in-vitro-Versuchen, die auf eine
neuroprotektive Potenz des IL-6 hinweisen, gibt es bisher nur wenige klinische Daten, die
fiir einen protektiven Effekt des IL-6 bei SchlaganfallpatientInnen sprechen.

Dazu gehort eine klinische Studie von Sotgiu et al. [209] mit 50 PatientInnen, in der Mar-
ker im peripheren Blut nach Insult evaluiert wurden. Dabei zeigte die IL-6-Konzentration
eine inverse Korrelation mit der Schwere des Infarkts. Das bedeutet hohere IL-6-
Serumkonzentrationen waren mit einer geringeren InfarktgroB3e und einem besseren neuro-
logischen Outcome assoziiert und umgekehrt.

Auch in der Diabetes-Literatur wird dem IL-6 ein eher anti-inflammatorischer Effekt zuge-
schrieben, der einen suppressiven Effekt auf TNF- a ausiiben soll [209]. IL-6 ist zudem in

der Lage, die Synthese von IL-1 zu inhibieren und die Produktion eines endogenen IL-1-
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Rezeptor-Antagonisten zu stimulieren. IL-1 gehort neben TNF- a zu den wichtigsten pro-
inflammatorischen Zytokinen, gilt als neurotoxisch und fiihrt nach zerebralem Infarkt zu
einer Exazerbation des ischdmischen Hirnschadens [140].

Uber diese Wirkung, als ,,Regulator* der wichtigen proinflammatorischen Zytokine TNF-
o und IL-1 konnte IL-6 stirker anti-inflammatorisch und neurotroph als proinflammato-

risch und neurodestruktiv wirken [209].
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11 Interleukin-17 (IL-17)

11.1 Allgemeines zu IL-17

IL-17 ist ein Wachstumsfaktor, der aus aktivierten CD4-pos. T-Zellen freigesetzt wird.
Lange hielt man IL-17 fiir ein T-Zell-spezifisches Zytokin. Erst in letzter Zeit zeigte sich,
dass auch andere Zellen zur IL-17-Produktion befdhigt sind (siche unten).

IL-17 induziert Stromazellen wie Epithelzellen, Endothelzellen und Fibroblasten zur Pro-
duktion von proinflammatorischen Mediatoren wie IL-6, PGE2 und IL-8 [135] [121]. Letz-
teres stellt einen Chemoattractant fiir neutrophile Granulozyten dar. Da IL-17 auch die
Aufregulierung von endothelialen Adhdsionsmolekiilen stimuliert, erleichtert IL-17 zudem
den Ubertritt der chemotaktisch angelockten Entziindungszellen ins Hirnparenchym.
Neutrophile sind die ersten Immunzellen, die nach einem Schlaganfall reagieren und ins
ZNS einwandern. Dies geschieht bereits am ersten postischdmischen Tag und erreicht am
2. und 3. Tag sein Maximum. Bei permanentem Gefdl3verschluss ist die Neutrophilen-
Infiltration nur moderat, kommt es aber zur Reperfusion kann sie dermaflen ausgeprigt
sein, dass sie zu einem sogenanntem ,,no-reflow*-Phinomen fiihrt. Das bedeutet, dass die
Kapillarlumina, auf Grund der massiven Akkumulation von Neutrophilen verstopfen und
die Reperfusion somit verhindert wird [159].

Zudem produzieren die infiltrierenden neutrophilen Granulozyten Sauerstoff-Radikale,
proinflammatorische Zytokine und zytolytische Enzyme, die zu einer chemischen Destruk-
tion des ischdmisch geschéddigten Gewebes fiihren [135] [121]. IL-17 stimuliert aber nicht
nur die Chemotaxis und Migration von Neutrophilen, sondern induziert {iber eine gestei-
gerte Freisetzung von G-CSF (Granulozyten-colony-stimulating-factor) auch deren Bil-

dung [135] [121].
11.2 Daten aus dem Tiermodell

11.2.1 Zeitliches Profil und Quelle der IL-17-Expression nach zerebra-

ler Ischamie

Die meisten Studien bzgl. der Funktion von IL-17 im Zusammenhang mit zerebraler

Ischdmie konzentrieren sich auf das Tiermodell. Bei diesen kommt es bereits eine Stunde
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nach Insult zu einem Anstieg der IL-17-Expression in der ischdmischen Lasion. Maximale
Konzentrationen fanden sich allerdings erst nach 6 Tagen, wobei die IL-17-Expression
nicht nur in der ischdmischen Hemisphdre aufreguliert wurde, sondern in geringerem
AusmalB auch in der kontralateralen nicht-ischdmischen Hemisphére [135].

Als Quelle des nach Ischdmie erhohten IL-17 wurden lange Zeit T-Zellen angenommen,
die im Zuge der Reperfusion und des postischdmischen Entziindungsgeschehens vermehrt
einwandern. Diese Theorie wird allerdings durch eine jiingere Studie von Li et al. [135] in
Frage gestellt. Mit Hilfe der Immunhistochemie konnte nachgewiesen werden, dass auch
Astrozyten IL-17 produzieren. Da der IL-17-Peak erst am 6. Tag erreicht wird, wenn das
ischamische Gewebe bereits génzlich von der Blutzufuhr abgeschnitten ist und keine zu-
sitzliche T-Zell-Infiltration mehr stattfindet, geht man heute davon aus, dass Gliazellen
sogar die Hauptquelle des zerebral erhohten IL-17 darstellen [135].

Ein ischdmischer Insult induziert aber auch peripher in mononukledren Zellen des Blutes,

der Milz und der Lymphknoten eine gesteigerte IL-17-Produktion [136].

IL-17 gehort zu den proinflammatorischen Zytokinen. Daher konnte eine Blockade von IL-
17 die Entziindungsreaktion und somit den ischdmischen Hirn-Schaden mindern. Da es
aber auf diesem Gebiet noch kaum Untersuchungen gibt, bleibt dies reine Spekulation. Es
sollten daher weiterfilhrende Untersuchungen mit Anti-IL-17-Antikorpern im Tierexperi-

ment durchgefiihrt werden.

11.3 Klinische Daten

11.3.1 Zeitliches Profil und Quelle der IL-17-Expression nach zerebra-

ler Ischamie

Wie bereits im Tiermodell beschrieben, zeigt sich auch beim Menschen als Reaktion auf
zerebrale Ischidmie ein Anstieg der IL-17-Expression im Hirn. Diese erfolgt ebenfalls bila-
teral, aber mit Betonung der ischdmischen Hemisphire [135].

Der Peak der IL-17-mRNA-Expression im ischdmischen Hirn-Gewebe liegt beim Men-
schen zwischen dem 3. und 5. Tag und somit frither als im Tiermodell [135].

Aber nicht nur im lokalen Parenchym sondern auch in peripheren, zirkulierenden Monozy-
ten zeigt sich wie im Tiermodell eine erhdhte IL-17-Expression als Reaktion auf den

Schlaganfall [121].
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11.3.2 Wirkung und Funktion von IL-17 nach zerebraler Ischimie

Was die Wirkung und Funktion von IL-17 im Zuge eines ischdmischen Insults betrifft, gibt
es bisher nur sehr wenige Daten. Die Ergebnisse von Li et al. [135] sprechen aber fiir eine
Beteiligung des IL-17 an der postischdmischen Entziindungsreaktion und damit an der

Progression des ischdmischen Hirnschadens.
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12 Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF- o)

12.1 Allgemeines zu TNF-a

TNF- a gehort neben dem IL-1 zu den wichtigsten proinflammatorisches Zytokinen und
spielt als primdrer Aktivator der postischdmischen Immunreaktion auch beim Schlaganfall
eine essenzielle Rolle.

TNF wird von aktivierten Makrophagen als Reaktion auf Pathogene oder nach Kontakt mit
geschiadigtem Gewebe gebildet und ist hauptverantwortlich fiir die darauf folgende Ent-
ziindungsreaktion. Ausschlaggebend hierfiir ist die Potenz des TNF, andere Zellen zur
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1, HMGBI (high mobility group
B1) und anderen Mediatoren wie Eicosanoiden, Stickstoffmonoxid und reaktiven Sauer-
stoffradikalen zu aktivieren, welche die Entziindungsreaktion weiter unterhalten [226].
Neben der Tatsache, dass TNF- o die Sekretion von IL-1 stimuliert und damit die
proinflammatorische Kaskade initiiert, teilen sich diese beiden Zytokine auch den Grof3teil
ihrer Wirkungen. Die meisten der unten angefiihrten Wirkungen des TNFs gelten also auch

fiir das IL-1, auch wenn dieses hier nicht extra besprochen wird ([100]; S.383fY).

Wirkung auf das Endothel

Die Wirkung von TNF auf das Endothel umfasst sowohl die Expression von Adhisionsmo-
lekiilen, die Durchldssigkeit der Blut-Hirn-Schranke, die Beeinflussung der Gerinnung, als
auch die Angioneogenese [240] [94] [229] [229].

TNF-Exposition bedingt eine erhdhte Permeabilitdt des Endothels sowie eine Aufregulie-
rung von Adhédsionsmolekiilen, was zu einer vermehrten Infiltration von Lymphozyten und
Monozyten ins Hirngewebe fiihrt.

Zusitzlich scheint TNF das Endothel in einen prothrombotischen Zustand zu iiberfiihren.
Dies erfolgt durch Induktion einer tissue-factor-dhnlichen Aktivitét der Endothelzellen, wie
dies in-vitro an einer humanen Endothel-Zellkultur nachgewiesen wurde. Weiters bedingt
TNF die Suppression des antikoagulativen Systems durch Hemmung des Protein-C, Re-
duktion des tissue-Plasminogen-Aktivators sowie iiber die gesteigerte Synthese von PAI-1
(Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1) [229].

In geringen Konzentrationen kann TNF auch die Angioneogenese stimulieren, was unter

Umsténden essenziell fiir das Uberleben des nicht unmittelbar geschidigten Gewebes im
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Umfeld des Infarkts ist. In hohen Konzentrationen bewirkt TNF allerdings das Gegenteil
und inhibiert die Angioneogenese [240] [94].

Wirkung auf Astrozyten und Mikroglia

Sowohl Astrozyten als auch Mikrogliazellen sind in der Lage, TNF zu sezernieren, welcher
wiederum autokrin aktivierend und proliferationsfordernd auf die Gliazellen wirkt [240]
[94]. Die in in-vitro- sowie auch in-vivo-Studien nachgewiesene proliferationsfordernde
Wirkung von TNF auf Astrozyten bringt sowohl positive als auch negative Aspekte mit
sich. Auf der einen Seite konnte die Astrogliose der Wundheilung nach ZNS-Verletzungen
dienen, auf der anderen Seite verhindert sie durch Narbenbildung die axonale Remyelini-
sierung und Regeneration. Dadurch wird eine funktionelle Restitution z.B. nach Riicken-

marksverletzungen unmaoglich.

Wirkung auf Oligodendrozyten

TNF hat eine schidigende Wirkung auf Oligodendrozyten. Dies konnte sowohl im Tierex-
periment als auch in-vitro nachgewiesen werden. Der Grad der Toxizitdt variiert allerdings
unter den verschiedenen TNF-Subtypen und ist fiir TNF-8 starker ausgeprégt als fiir TNF-
a [240].

12.1.1 TNF-Rezeptoren

Die oben beschriebenen Wirkungen des TNF-a auf die verschiedenen korpereigenen Zel-
len erfolgen iiber Aktivierung seiner spezifischen Rezeptoren auf diesen Zellen. Es gibt
zwei Typen von TNF-Rezeptoren, den p55-Rezeptor (TNFR1) und den p75-Rezeptor
(TNFR2), namensgebend ist die Masse der den Rezeptor bildenden Proteinstruktur mit
thren 55kD bzw. 75kD. Der Struktur nach handelt es sich bei beiden Rezeptoren um ein
transmembrandses Glycoprotein mit homologer extrazelluldrer Doméne. Unterschiede fin-
den sich nur im intrazellulér liegenden Part des Rezeptors. Dieser Unterschied ist aber von
hochster Relevanz, da nur der p55-Rezeptor (TNFR1) an seiner intrazelluldren Doméne ein
Segment namens ,,death domain* (DD) enthélt, welches fiir die Initiierung der Apoptose
verantwortlich ist. Die Mehrzahl der TNF-spezifischen Bioaktivititen wird vom p55-
Rezeptor vermittelt, dazu gehdren die Zytotoxizitdt, die Freisetzung von Arachidonsdure

aus der Zellmembran sowie die Modulation der Genexpression [240] [175].
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Die Aktivierung des TNFRI1 fiihrt zum Recruitment von verschiedenen Rezeptor-

assoziierten-Proteinen. Die Zelle kann entsprechend der aktivierten zytoplasmatischen

Domine auf verschiedene Weise reagieren. Die Reaktionsbreite reicht von der Aktivierung

der Caspase-8, die zur Apoptose fiihrt, bis hin zur Induktion von ,,cell survival genes* liber

den TRAF2 Signalweg [175].

Der TNFRI hat drei zytoplasmatische Doménen [175]:

TRID = ,,TNFRI internalization domain“: Die Aktivierung der TRID fiihrt tiber

Rezeptorinternalisierung zur Initiation der Apoptose.

NSD = ,neutral sphingomyelinase domain®: Die NSD ist verantwortlich fiir die

Bildung von Ceramiden. Dies geschieht durch Spaltung von Sphingolipiden der

Zellmembran mittels einer spezifischen Phospholipase namens Sphingomyelinase.

Ceramide wiederum aktivieren Transkriptionsfaktoren wie NF-kB und mitogen ac-

tivated protein (MAP)-Kinase, welche die Synthese von proinflammatorischen Zy-

tokinen vermitteln [240] [175].

Des Weiteren kann durch die NSD die Caspase-3 aktiviert werden, welche zur

Apoptose fiihrt [175].

DD = ,,death domain‘: Bei Aktivierung der DD konnen zwei unterschiedliche We-

ge der intrazelluldren Signaliibermittlung in Gang gesetzt werden, diese erfolgen

entweder iiber die Aktivierung der FADD oder des TRAF?2.

o FADD (Fas-Associated protein with Death Domain) bindet die Procaspase-8
und initiiert damit eine Procaspasen-Caspasen-Kaskade (Caspase-8 = Caspase-
3), die mit der Freisetzung von Caspase-3 endet, welche zum apoptotischen
Zelltod fiihrt [175].

o TRAF2 = TNF receptor-associated factor 2: Dieses Protein bildet mit IAP (=
,inhibitor-of-apoptosis proteins*) einen Komplex, der zur Aktivierung der pro-
inflammatorischen MAPKS8/INK- und NF-kB-Pathways fiihrt und anti-
apoptotisch wirkt. Diese antiapoptotische Wirkung wird durch eine direkte

Hemmung der Caspasen-Aktivierung erzielt [175].
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12.2 Daten aus dem Tiermodell

12.2.1 Zeitliches Profil der TNF-a-Expression nach zerebraler

Ischamie

Wihrend der embryonalen Wachstums- und Entwicklungsphase zeigt sich bei Méusen eine
hohe Expression von TNF- a sowohl im Hirngewebe als auch im Riickenmark und in den
peripheren Nerven. Bei gesunden ausgewachsenen Tieren wird die TNF- a-Expression im
ZNS zwar nicht ganz eingestellt, erfolgt aber nur mehr auf sehr niedrigem Niveau [240].
Dies dndert sich bei nahezu jeder Form der ZNS-Schéddigung wie Verletzungen, Infektio-
nen, degenerativen ZNS-Erkrankungen sowie Ischidmie [240].

Innerhalb weniger Stunden nach einem zerebralen Insult kommt es zu einer massiven Auf-
Regulation der TNF- a-Produktion, ebenso wie dies auch fiir IL-6 und IL-1 bekannt ist
[94] [78] [127] [125] [229] [198].

Dieser gemeinsamen Auf-Regulation liegt wahrscheinlich ein gemeinsamer Signalweg
zugrunde, der durch Ischdmie stimuliert wird. Einer dieser gemeinsamen Transkriptions-
faktoren ist NF-xB [94].

Beziiglich des zeitlichen Profils der TNF- a-Expression zeigen sich Unterschiede zwischen
globaler und fokaler Ischédmie. Bei globaler Ischimie kommt es im Mausemodell nach ei-
nem akuten Anstieg zu einem voriibergehenden Absinken der TNF-Expression im Hirn,
bis diese nach ca. 3 Tagen erneut ansteigt. Im Gegensatz dazu bleibt die TNF- a-

Expression nach fokaler Ischdmie fiir einige Tage konstant erhoht [240].

Aber nicht nur die Produktion von TNF wird nach zerebraler Ischimie aufreguliert sondern
auch die Expression seiner Rezeptoren. Untersuchungen der TNF-Rezeptor-Expression
ergaben, dass es nach permanenter Okklusion der ACM bereits nach 6 Stunden zur Aufre-
gulierung von TNFR1 kommt, gefolgt von einer TNFR2-Aufregulierung nach 24 Stunden
[175].

12.2.2 Quelle der TNF- a-Produktion nach zerebraler Ischimie

Nach einem akuten ischdmischen Insult kommt es sowohl zentral als auch peripher zur

Produktion von TNF-a [175]. Zentral geschieht dies durch Neurone, Astrozyten, Mikrog-
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lia/Makrophagen, Zellen des choroidalen Plexus, Endothelzellen sowie durch infiltrierende
Leukozyten (v.a. neutrophile Granulozyten) [175] [138] [17] [78].
Mikroglia/Makrophagen stellen nach Lambertsen et al. [125] und Gregersen et al. [78] die
zerebrale Hauptquelle der postischdmischen TNF-Produktion dar, welche in den ersten 12-
24 Stunden am hochsten ist [125]. Als zweite wichtige TNF-Quelle gelten die nach zere-
bralem Insult ins Hirngewebe infiltrierenden Leukozyten [124].

Dariiber hinaus findet sich, iibereinstimmend mit den Beobachtungen aus klinischen Stu-
dien, aber auch eine periphere Produktion von TNF- o [175].

So wurde 6 und 22 Stunden nach MCAO die Sekretion von TNF- o und anderen Zytoki-
nen aus aktivierten Splenozyten nachgewiesen [166]. Dies entspricht der Theorie der bila-
teralen Kommunikation zwischen ZNS und peripherem Immunsystem, welche besagt, dass
ZNS-Schidigung eine Zytokin-Produktion in peripheren immunologischen Organen be-

dingt, welche wiederum die Pathophysiologie des ZNS-Schadens beeinflusst.

12.2.2.1 Transport von TNF- a iiber die BHS

Die nach einem zerebralen Insult erhohte Konzentration von TNF im Hirngewebe geht
neben dessen zentraler Produktion auch auf die vermehrte Einschwemmung von TNF aus
dem Blut zuriick. Diese erfolgt zum einen durch die direkte Schidigung der Blut-Hirn-
Schranke und zum anderen durch einen gesteigerten aktiven Transport von TNF- a iiber
die BHS. Dazu dienen Rezeptor-mediierte, saturierende Transport-Systeme sowie die Ge-
nerierung von sekundéren Signalen, die die Permeation erleichtern [175].

Die Aktivierung dieser Transportsysteme fiir TNF- o erfolgt bilateral, also der Neuroplas-

tizitdt Rechnung tragend auch auf der nicht-ischdmischen Hemisphére [175].

12.2.3 Wirkung von TNF- a nach akutem ischimischem Insult

Die Wirkung von TNF- a nach einem akuten ischdmischen Insult wird in der Literatur
kontroversiell diskutiert. Neben Studien, die eindeutig neurotoxische Effekte durch TNF-
o nachgewiesen haben gibt es auch Untersuchungen, in denen die Antagonisierung von

TNF- a zu einer Exazerbation des postischimischen Hirnschadens fiihrt [4].

12.2.3.1 Hinweise auf schadigende Effekte von TNF- o

Zur Neutralisierung des Effekts von TNF- o konnen Anti-TNF- o -Antikorper oder TNF-

a-bindende Proteine verwendet werden. Letztere sind 16sliche Proteine, die durch Abspal-
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tung der extrazelluldren Bindungsdoméne des TNF- a-Rezeptors entstehen und im Sinne
einer negativen Riickkoppelung vom Korper als endogene Inhibitoren gebildet werden [4].
Verschiedene Studien, bei denen entweder TNF- a-Antikorper oder TNF- a-bindende Pro-
teine appliziert wurden, zeigen eine Abschwichung der postischdmischen inflammatori-
schen Reaktion und einen verminderten neuronalen Schaden [4].

Ubereinstimmend mit diesen Daten zeigten auch TNF- a-defiziente Miuse eine signifikan-
te Reduktion des Infarktvolumens, wiahrend die Applikation von TNF- a bei diesen Méu-

sen zu einer Exazerbation der Infarktgrof3e flihrte [4].

12.2.3.2 Hinweise auf protektive Effekte von TNF- a

Als Beispiel der widerspriichlichen Ergebnisse beziiglich der TNF- a-Wirkung sei ein Ver-
such mit transgenen Méausen angefiihrt, die zwar, im Unterschied zu den oben erwidhnten
Versuchen, TNF- o exprimierten, nicht aber seine Rezeptoren pS5R und p75R [33]. In
diesem Fall erwies sich die Rezeptor-Deletion als ein schidigender Faktor, der nach tran-
sienter Okklusion der Arteria cerebri media (tMCAO) zu einem groBeren Infarktschaden
fiihrte. Ob dieser Effekt durch das Fehlen des TNFR1 oder des TNFR2 zustande kam, ging
aus dieser Untersuchung allerdings nicht hervor und ist bis heute nicht geklart, denn die
Ergebnisse der verschiedenen Studien zu diesem Thema sind uneinheitlich.

Bei Adibhatla et al. [4] und Gary et al. [74] zeigten TNFR1-defiziente Miuse, nicht aber
TNFR2-defiziente Méuse, eine erhdhte Empfindlichkeit gegeniiber Ischdmie. Dies wiirde
fiir eine neuroprotektive Wirkung des TNFR1 sprechen.

Dem widersprechend heif3t es bei Marchetti et al. [146], dass der pS5R (TNFR1) fiir die
Vermittlung der neurodegenerativen Prozesse verantwortlich ist, wéihrend der p75R
(TNFR2) die neuroprotektiven Effekte des TNF- a vermittelt. Marchetti et al. machten den
TNF-Rezeptor-induzierten NF-kB-Anstieg fiir die neuroprotektiven Effekte des TNFR2
verantwortlich. Obwohl sowohl TNFR1 als auch TNFR2 ihre Wirkung {iber dieselbe intra-
zelluldre Signaltransduktionskaskade, unter Aktivierung von NF-kB, entfalten, gibt es wir-
kungsrelevante Unterschiede in der Dauer des NF-kB-Anstieges.

Die neuroprotektive Wirkung des TNFR2 soll demnach durch eine PI3K- (Phosphatidyli-
nositol-3-Kinase) abhingige langanhaltende NF-kB-Aktivierung erfolgen, die die Sensibi-

litdit der Zellen auf Glutamat herabsetzt. Im Gegensatz dazu fiihrt die Aktivierung von

65



TNFR1 laut Marchetti et al. nur zu einem kurzanhaltenden Anstieg von NF-kB, was die
exzitotoxischen Wirkung von Glutamat nicht abzuschwéchen vermag [146].

Eine erst unléngst publizierte Studie von Lambertsen et al. [124] zeigte im Gegensatz zu
den oben (unter 12.2.3.1 Hinweise auf schiadigende Effekte von TNF- o) zitierten Studien
auch bei TNF-defizienten Mausen eine Exazerbation der Infarktgrof8e und des neurologi-
schen Defizits. Die sich daraus ableitende neuroprotektive Wirkung des TNFs wurde aller-
dings wiederum vom p55R (TNFRI1) vermittelt und scheint {iber eine supportive Wirkung
auf Mikrogliazellen und eine gesteigerte Expression von TLR2 (Toll-like receptor 2) ver-
mittelt zu werden [124]. Diese Erkenntnisse sind konkordant mit den Hinweisen auf eine
neuroprotektive Wirkung der Mikrogliazellen nach ischdmischem Insult, welche {iber noch
nicht identifizierte Wege das Uberleben der geschidigten umliegenden Neurone fordern
[87]. Zu diesen neuroprotektiven Mechanismen scheint Lambertsen et al. [124] zufolge
auch eine frithe TNF-Sekretion von Mikrogliazellen zu gehoren.

Diese widerspriichlichen Daten zeigen, dass die Effekte und Wirkungen von TNF-a und

seiner Rezeptoren nach akutem ischdmischem Insult noch nicht geklirt sind.

12.2.3.3 Therapieoptionen

Eine der vielversprechendsten Therapieoptionen im Zusammenhang mit TNF-o ist das
Gebiet der Prakonditionierung. Im Tiermodell reduzierte die Applikation kleiner Mengen
von TNF-a den postischdmischen Hirnschaden bei nachfolgendem Infarkt signifikant
[175]. Geringe Dosen von TNF- a scheinen demnach eine zytoprotektive Wirkung im Sin-

ne einer Prikonditionierung der neuronalen Antwort auf ischdmischen Insult zu haben.

Ein gutes Beispiel fiir den Effekt der Prikonditionierung ist ein Tierversuch von Nawashi-
ro et al. [163], bei dem die Vorbehandlung mit intrazisternal appliziertem TNF- a zu einer
verminderten InfarktgroBe flihrte. Dieser Effekt ist allerdings vom Zeitpunkt der nachfol-
genden Ischidmie abhingig.

Erfolgt diese 48 Stunden nach TNF- a-Applikation, so fiihrt dies zu einer erh6hten ischa-
mischen Toleranz mit verminderter Hirngewebsschadigung [163]. Erfolgt der ischdmische
Insult allerdings schon nach 24 Stunden, so kommt es zu einer dramatischen Aggravierung
des ischamischen Schadens [17], dhnlich dem Effekt einer TNF- a-Applikation zum Zeit-
punkt der MCAO. Dies impliziert, dass der protektive Effekt der TNF-Vorbehandlung

wahrscheinlich durch eine Verdnderung der Genexpression zustande kommt, die einen
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Zeitraum von ca. 48 Stunden bendtigt [4]. Diese Verdnderung der Genexpression konnte
die Expression von TNF-Rezeptoren betreffen, die im in-vitro-Versuch nach Prékonditio-
nierung abreguliert war [175]. Dadurch wire die Ubermittlung der proinflammatorischen,
neurotoxischen Wirkung des TNF auf die Zellen nicht mehr in dem Ausmal} moglich.
Weiters konnte durch TNF- a-Prikonditionierung auch die TNF- a-induzierte Infiltration
des ischdmischen Gewebes durch Leukozyten beeinflusst werden. So zeigt sich bei Na-
washiro et al. [163] in dem soeben beschriecbenen Versuch ecin mit TNF- a-
Prakonditionierung korrelierender Abfall der Mac-1 (CD11b/ CD18) Expression in der
ischdmischen Hemisphédre. Mac-1 ist ein Integrin, das von Neutrophilen, aber auch von
Monozyten/Makrophagen und Mikrogliazellen exprimiert wird. Eine verminderte Expres-
sion von Mac-1 ist demnach Ausdruck einer reduzierten Infiltration des Hirngewebes
durch Leukozyten und einer verminderten Aktivierung der ortsansissigen Mikroglia. Ein
weiterer Faktor, der fiir die verminderte Leukozyteninfiltration nach Prikonditionierung
mitverantwortlich sein konnte, ist die Hemmung der NF-kB-mediierten Signaltransduktion
in den zerebralen Endothelzellen. NF-«xB fiihrt ndmlich unter anderem zur vermehrten Ex-
pression von ICAM-1, dem Gegenrezeptor der durch Leukozyten exprimierten Integrine,
zu denen Mac-1 gehort [163]. (siehe Kapitel: 16 Zelladhidsionsmolekiile)

Versuche, durch Pridkonditionierung den postischdmischen Hirnschaden zu reduzieren,
wurden bereits mit verschiedenen Agenzien, darunter LPS (Lipopolysaccharid), TLR4-
Liganden und TLR9-Liganden, erfolgreich durchgefiihrt. Die in diesen Versuchen nach-
gewiesene Neuroprotektion war immer mit einem Anstieg von TNF- o assoziiert. Dieser
TNF- a-Anstieg scheint demnach den entscheidenden pathophysiologischen Mechanismus
der Prikonditionierung darzustellen. Dieser Zusammenhang wurde bei Stevens et al. [213]
ndher untersucht. Die in dieser Studie durchgefiihrte Prakonditionierung mittels TLR-9-
Liganden reduzierte den ischdmischen Hirnschaden um bis zu 60% und wurde, wie erwar-
tet, von einem TNF- a-Anstieg begleitet. Dasselbe Prakonditionierungs-Prozedere bei
genmanipulierten TNF-defizienten Maiusen zeigte im Gegensatz dazu keine erhdhte

Ischdmietoleranz. Dies zeigt, welche essenzielle Rolle TNF- o in diesem Prozess spielt.

12.2.3.4 Zusammenfassung der ambivalenten TNF- a-Wirkungen

Die bisherigen Ergebnisse zusammenfassend scheint TNF- a sowohl neurotoxisch als auch
neuroprotektiv wirken zu konnen: Dies hidngt offensichtlich vom quantitativen Ausmal

sowie vom Zeitpunkt seiner Expression ab. Wahrend eine frithe massiv gesteigerte TNF- o

67



-Expression im ischdmisch geschéddigten Hirn noch zusitzlich schiadigend wirkt, konnten
geringere Konzentrationen von TNF- o zu einem spidteren Zeitpunkt die neurologische
Regeneration unterstiitzen, wie dies bei Scherbel et al. [199] fiir ZNS-Verletzungen bereits
nachgewiesen wurde. TNF- a-defiziente Mause zeigten in dieser Studie zwar sieben Tage
nach der Verletzung geringere neurologische Defizite, nach zwei bis drei Wochen stellte
sich aber heraus, dass diese Méuse im Genesungsprozess schlechter abschnitten und bei
einer Uberpriifung des neurologischen Outcomes nach vier Wochen ausgeprigtere Defizite
aufwiesen als der Wildtyp mit normaler TNF- a-Produktion. Ob dieses Phinomen auch auf
einen ischdmischen Hirnschaden zutrifft, kann aufgrund der mangelnden Untersuchungen

auf diesem Gebiet noch nicht gesagt werden [4].

12.3 Klinische Daten

12.3.1 Serumspiegel von TNF- a nach zerebraler Ischamie

Der GroBteil der klinischen Studien zeigt auch beim Menschen einen Anstieg der TNF-
Konzentration nach einem Schlaganfall. TNF- a ist nach zerebralem Insult (1 Tag, 1 und 2
Wochen) sowohl im peripheren Blut als auch im Liquor erhoht, wobei die Hohe des TNF-
Spiegels zumeist mit der GroB3e des Infarkts sowie mit der Schwere der neurologischen
Beeintriachtigungen korreliert [175] [94] [148].

Aber auch diese Daten sind nicht einheitlich. Emsley et al. [65] fanden keinen Anstieg der
TNF- a-Konzentration nach akutem ischdmischem Insult, dafiir aber erhéhte Plasma-
Konzentrationen der loslichen Form des TNF- a-R1 (sTNF-R1), welche sowohl mit der
Infarktgrofe als auch mit dem neurologischen Outcome nach 3 bzw. 12 Monaten korrelier-
ten. Intiso et al. [98] wiederum fanden zwar eine signifikante Erhéhung des TNF- o im
Serum mit einem Peak am 7. postischdmischen Tag, jedoch keine Korrelation der TNF- a-

Serum-Konzentration mit der Lasionsgrofle oder der neurologischen Beeintrichtigung.

12.3.2 Quelle der TNF- a-Produktion nach zerebraler Ischimie

TNF- a wird auch beim Menschen sowohl von peripheren Leukozyten als auch von paren-
chymalen Zellen des ZNS produziert. In Neuronen kommt es nach einem ischdmischen
Insult bereits sehr rasch zu einer Aufregulierung der TNF- a-Produktion mit einem Peak

am 2. und 3. Tag. Astrozyten, die ebenfalls TNF- o exprimieren, reagieren im Gegensatz
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zu Neuronen erst spéter, mit einer maximalen Expression um den 17. und 18. Tag [175].
Der unterschiedliche Zeitpunkt der TNF- a-Produktion in den verschiedenen Parenchym-
zellen spricht auch beim Menschen fiir eine neuroprotektive Funktion des astrozytdren
TNF- o im Zuge des Regenerationsprozesses.

Da die Blut-Hirn-Schranke bei den meisten Patientlnnen aber nur minimal alteriert zu sein
scheint, was sich in einem niedrigen CSF/Serum-Albumin-Quotienten niederschldgt, und
stimulierte Leukozyten nach Insult nachgewiesenerweise auch TNF- a produzieren kon-
nen, liegt der Schluss nahe, dass der erhohte TNF- a-Plasmaspiegel vor allem auf eine
periphere Produktion zuriickzufiihren ist [175].

Dagegen sprechen wiederum Ergebnisse von Emsley et al. [65], die nach einem Schlagan-
fall nur eine minimale spontane Expression von TNF- a (sowie IL-1 und IL-6) durch peri-
phere Leukozyten gefunden haben, welche auch nach Stimulation durch LPS nicht in dem
Ausmal} wie bei gesunden Menschen gesteigert werden konnte. Das verminderte Anspre-
chen der Zytokin-Produktion auf LPS-Stimulation unterstreicht wiederum die Theorie der

postischdmischen Immunsuppression.

12.3.3 Therapieoptionen

In der Frithphase nach akutem ischdmischem Insult konnten die schadigenden Effekte des
TNF- a durch dessen Blockade inhibiert werden. Dazu konnten Anti-TNF- a-Antikorper
oder ein TNF- a-bindendes Protein verwendet werden [175].

Zu einem spiteren Zeitpunkt, an dem TNF- o eine neuroregenerative Funktion entfalten
konnte, sollte der TNF- a-Transport liber die BHS gefordert werden, da die in-situ-
Produktion zu diesem Zeitpunkt bereits gering ist [175].

Mit einer Kombination dieser therapeutischen Ansitze wiirde die primar schadigende Wir-
kung des TNF- o vermindert und seine benefizielle Wirkung in der Regenerationsphase

ausgenutzt werden.
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13 Monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1; CCL2)

13.1 Allgemeines zu Chemokinen

Chemokine sind Polypeptide, die an der Zellkommunikation und dem Zellrekruitment be-
teiligt sind [245]. Funktionell werden sie den proinflammatorischen Zytokinen zugeordnet
([205]; S.545%), da sie im Zuge immunologischer Prozesse durch ihre chemotaktische
Funktion mafgeblich an der Migration von Entziindungszellen in das entziindete Gewebe

beteiligt sind.

Unter den Chemokinen unterscheidet man, basierend auf der Position des Cystein- (C)
Restes, vier Subgruppen [245] ([205]; S.5451):
® (CC = Rantes—Familie: Chemokine der Rantes-Familie vermitteln die Chemotaxis
von Monozyten und T-Zellen. Einer der wichtigsten Vertreter der CC-Chemokine
ist das Monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1 = CCL2).
® (CXC: Diese Chemokinsubgruppe dient der Chemotaxis von Granulozyten. Der
wichtigste Vertreter der CXC-Chemokine ist das IL-8, welches vor allem fiir die
Neutrophilen-Aktivierung zustindig ist.
® (CX3C = Fraktalkin: Fraktalkin ist membranstindig und wird, im Gegensatz zu den
anderen Chemokinen, nicht sezerniert.

e (: Lymphotactin

Ihre Wirkung entfalten Chemokine durch Bindung an spezifische Rezeptoren, die der
Gruppe der GTP-gekoppelten-Rezeptoren angehoren, und die sie sich zum Teil teilen
[245]. Unter den oben angefiihrten Chemokinen sind v.a. IL8, das Fraktalin und CCL2 von
Bedeutung.

Die Aufregulierung von Chemokinen nach einem Schlaganfall wird fiir die sekundére Pro-
gression des primdren ischdmischen Hirnschadens mitverantwortlich gemacht [245], da sie
fiir das Rekruitment von Leukozyten verantwortlich sind, die Leukozyten-Adhdsion an

Endothelzellen fordern und indirekt auch am Aufbrechen der BHS beteiligt sind [60].
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13.2 Allgemeines zum Monocyte chemotactic protein-1

CCL2 ist das am besten charakterisierte Chemokin der CC-Chemokin-Subgruppe. Die
Hauptaufgabe des CCL2 die Chemotaxis von Monozyten, welche durch den Kontakt mit
CCL2 auch zu einer gesteigerten Produktion von Zytokinen (IL-1 B3, IL-6, TNF) stimuliert
werden [261]. CCL2 wirkt aber auch chemotaktisch auf T-Zellen und NK-Zellen, wenn-
gleich diese auch nicht die Hauptadressaten des CCL2 darstellen [261] [71]. Unter den
Granulozyten wirkt CCL2 nur auf Basophile, die es zur Degranulation und Histaminaus-
schiittung stimuliert, ohne auf sie eine chemotaktische Wirkung zu entfalten ([205];
S.545f).

Neben seiner chemotaktischen und aktivierenden Wirkung auf Entziindungszellen, indu-
ziert CCL2 auch die Expression von Adhdsionsmolekiilen [261], wodurch sich CCL2 auch
an der Adhésion und Migration der angelockten Leukozyten beteilig.

CCL2 kann an CCR2 und CCRS5 binden [139], der wichtigerere Rezeptor des CCL2 ist
aber der CCR2, der auf Monozyten und Endothelzellen exprimiert wird [9] [8] [66].

13.3 Daten aus dem Tiermodell

13.3.1 Zeitliches Profil und Quelle der CCL2-Expression nach zere-

braler Ischimie

Gesunde Tiere zeigen keine zerebrale Expression von CCL2 [114], erst nach experimentel-
ler Ischdmie wird diese aufreguliert. Eine geringe Expression zeigt sich bereits nach 6 bis
12 Stunden, maximale Konzentrationen werden aber erst nach ca. 48 Stunden erreicht
[243] [254] [247] [114] [46]. Danach fillt die CCL2-Expression kontinuierlich ab, bleibt
aber insgesamt fiir ca. 5 Tage nachweisbar [247] [46].

Produziert wird CCL2 nicht nur von einwandernden Makrophagen und Endothelzellen
[114] sondern auch von Neuronen [46], Astrozyten [46] und Mikrogliazellen [153].

Das zeitliche Profil der CCL2-Aufregulierung spiegelt die zeitliche Abfolge der Leukozy-
teninfiltration wider. Wihrend in der ersten akuten Phase (1.-3.Tag) nach dem ischimi-
schen Insult vor allem neutrophile Granulozyten in das geschiddigte Hirngewebe einwan-
dern, folgt mit dem Peak der CCL2-Konzentration am 2. Tag auch die Monozyten-
/Makrophageninfiltration, welche fiir ca. 7 Tag persistiert [254].
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13.3.2 Hinweise auf schidigende Effekte von CCL2

Anhand von Studien mit genetisch manipulierten Méiusen konnte eine schidigende Wir-
kung von CCL2 im Rahmen einer zerebralen Ischdmie nachgewiesen werden.

CCL2- [261] [95] bzw. CCR2- [60] defiziente Mause zeigen nach experimentellem Ischa-
mie-/Reperfusions-Schaden im Vgl. zum Wild-Typ eine geringere InfarktgroBe [261] [60]
[95]. Dies kann auf die durch CCL2-Defizienz abgeschwéchte Entziindungsreaktion und
ein geringeres Hirnddem zuriickgefiihrt werden [60].

Ersteres beruht auf einem reduzierten Rekruitment von Leukozyten und einer verminderten
Astrozytenaktivierung, Wirkungen, die zu den wichtigsten Aufgaben des CCL2 im Zuge
einer Entziindungsreaktion gehdren [47]. Neben dem geringeren Einwandern von Monozy-
ten [261] [60] ist bei CCR2-Defizienz auch die Neutrophileninfiltration reduziert [60].
Hierfiir konnte die verminderte Expression von Adhidsionsmolekiilen an Endothelzellen
verantwortlich sein. Eine weitere Erklarungsmdglichkeit ergibt sich aus der Interaktion der
Expression von CCL2 mit anderen Chemokinen und Zytokinen. CCL2 wirkt ndmlich im
Sinne eines proinflammatorischen Mediators up-regulierend auf die Produktion von in-
flammatorischen Zytokinen und Chemokinen der CXC-Subgruppe (z.B. IL-8), die fiir das
Neutrophilenrekruitment verantwortlich sind [60].

Neben dem Leukozytenrekruitment beteiligt sich CCL2 iiber eine modulierende Wirkung
auf die T-Zellantwort auch am Ausmal} des Entziindungsgeschehens. Die Hemmung der
CCL2/CCR2-Achse bei CCR2-Deletion verschiebt die Balance zwischen Thl- und Th2-
Antwort in Richtung Th2 und dessen Zytokinprofil (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13) [60]. Da die
Th2-Zellantwort mit ihrem spezifischen Zytokinprofil eher antiinflammatorisch wirkt, er-
klart sich die reduzierte Entziindungsreaktion und Infarktgrofle auch dadurch.
CCL2-defiziente Mduse produzieren in der akuten Phase nach ischdmischem Insult (nach 6
Stunden) auch signifikant weniger IL-1p [95]. Da die verminderte CCL2-vermittelte Mo-
nozyten/Makrophagen-Invasion erst in der subakuten Phase (ab 2.-3. Tag) nach einem
Schlaganfall relevant wird, konnte die Reduktion des IL-13 im geschéddigten Hirnareal die
entscheidende Rolle fiir die akute Reduktion der Infarktgrée bei CCL2-Defizienz spielen
[95].

Der zweite Punkt, der bei Hemmung der CCL2/CCR2-Achse zur verminderten Infarktgro-
Be beitragt, ist die Reduktion des Hirnddems [60]. Das postischdmische Hirnddem wird
zum einen durch die vermehrte Permeabilitit und Extravasation durch die geschidigte

Blut-Hirn-Schranke (BHS) und zum anderen durch ein Zellddem hervorgerufen. Das Zell-
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0dem der Friihphase entsteht durch Energiemangel, erst spater kommt es zu einem sekun-
dédren zytotoxischen Zellodem [60]. Sowohl im in-vitro-Versuch an kultivierten Endothel-
zellen und Astrozyten (entspricht in-vitro der BHS) als auch in-vivo (Tiermodell) zeigte
sich durch Beigabe/intrazerebrale bzw. intraventrikuldre Applikation von CCL2 eine mas-
sive Steigerung der Permeabilitdt [211]. Eine Wirkung, die offensichtlich durch CCR2
vermittelt wird, denn CCR2-Deletion fiihrte zur Authebung dieses Effekts [211]. Zum Teil
scheint die Alteration der BHS durch CCL2 auf das Rekruitment von Monozyten zuriick-
zufiihren zu sein, die vor Ort durch die Bildung proinflammatorischer Zytokine die BHS
schiadigen. Zytokine wie IL-1, TNF- a, IL-6 und GM-CSF werden hauptsichlich fiir den
Zusammenbruch der Blut-Hirnschranke im Zuge inflammatorischer Hirnprozesse verant-
wortlich gemacht [211]. Zum Anderen scheint CCL2 aber auch einen direkten Effekt auf
die tight-junction-Proteine der Endothelzellen zu haben [211] und {iber Alteration derer am

Aufbruch der BHS beteiligt zu sein.

13.3.3 Hinweise auf protektive Effekte von CCL2

Neueren Erkenntnissen zufolge spielt CCL2 nicht nur im postischdmischen Entziindungs-
prozess eine Rolle, sondern ist auch an der Neuroregeneration beteiligt. CCL2 konnte ne-
ben seiner Funktion als Chemoattractant fiir Immunzellen auch fiir das Einwandern von
Stammzellen in das geschiddigte Gewebe verantwortlich sein und damit maB3geblich am
Regenerationsprozess teilhaben. Im reifen Gehirn wurden zwei Regionen identifiziert, die
neurale Stammzellen und Progenitorzellen beherbergen. Zum einen handelt es sich dabei
um die subventrikuldre Zone der Seitenventrikel [142] [36] und zum anderen um die subg-
ranuldre Zone des Gyrus dentatus [63]. Von diesen Regionen geht im Erwachsenenalter die
Regeneration neuralen Gewebes nach Verletzungen aus. Auch im Falle eines ischdmischen
Insults kommt es zur Proliferation neuronaler Progenitorzellen, zur Migration derer in das
geschidigte Gewebe und zur Differenzierung in ,,neue Nervenzellen [139]. Es ist bekannt,
dass Chemokine die Migration neuronaler Progenitorzellen im Zuge der Hirnentwicklung
mediieren. In letzter Zeit zeigte sich allerdings, dass Chemokine auch im reifen Gehirn fiir
die Migration von Progenitorzellen verantwortlich sind [21]. Die neuronalen Progenitorzel-
len exprimieren eine Vielzahl von Rezeptoren fiir Chemokine, darunter CCR1, CCR2,
CCRS5, CXCR3 und CXCR4 [227]. CCL2 und sein Rezeptor CCR2 sollen beim ,,Homing*
der neuronalen Progenitorzellen in geschidigte Hirnareale eine besonders wichtige Rolle

spielen [21] [244] [243]. Transiente Okklusion der Arteria cerebri media (MCAO) fiihrt
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zur Aufregulierung der CCL2-Expression durch Astrozyten und Mikrogliazellen in Kortex
und Striatum und ist assoziiert mit dem Einwandern von Neuroblasten, welche CCR2 ex-
primieren [256]. Die Neuroblastenmigration ist bei CCL2/CCR2-knockout-Méusen signi-
fikant vermindert [256] [21]. Die Applikation von CCL2 in das Striatum gesunder Tiere
induziert im Gegensatz dazu das Einwandern von Neuroblasten in das (CCL2-) infiltrierte
Gewebe [256]. Diese Beobachtungen sprechen fiir eine entscheidende Funktion von CCL2
im Prozess der Neuroblastenmigration. CCL2 scheint aber auch an der Differenzierung
neuronaler Stamm- und Progenitorzellen beteiligt zu sein. Die Expression von CCL2 wird
laut Liu et al. [139] nach MCAO auch von Stammzellen und Gliazellen in der subventriku-
laren Zone aufreguliert. In dieser neurogenen Zone des erwachsenen reifen Hirns fordert
CCL2 die Differenzierung der Progenitorzellen in neuronale Zellen. Die Blockade von
CCL2 durch Anti-CCL2-Antikoérper inhibiert die durch CCL2 vermittelten Effekte auf
Differenzierung und Migration [139].

13.4 Klinische Daten

13.4.1 Serumspiegel und Quelle von CCL2 nach zerebraler Ischimie

Wihrend im Tiermodell eindeutig ein Anstieg der zerebralen CCL2-Expression nach ei-
nem Schlaganfall nachgewiesen werden konnte [261], sind die Ergebnisse beim Menschen,
was die CCL2-Serumkonzentration betrifft, widerspriichlich. Bei Zaremba et al. [261] fand
sich unter den gemessenen Chemokinen lediglich ein Serumanstieg von CCL3, nicht aber
von CCL2 und CCLS5. Auch Losy et al. [141] fanden innerhalb der ersten 24 Stunden nach
zerebralem Insult ausschlieBlich einen Anstieg der CCL2-Konzentration im Liquor, nicht
aber im Serum. Im Gegensatz dazu ergaben jlingere Studien bei Arakelyan et al. [11] und
Reynolds et al. [193] sehr wohl einen signifikanten Anstieg der CCL2-Serumkonzentration

nach ischdmischem Insult.

Basierend auf den Erkenntnissen aus Tierexperimenten, die eine intrazerebrale Produktion
von CCL2 nachwiesen, und den Ergebnissen von Kostulas et al. [120], die nach Insult kei-
ne erhohte CCL2-Produktion in peripheren Monozyten feststellen konnten, geht man von
einer hauptsichlich intrazerebralen Produktion des CCL2 nach Ischédmie aus [261].

Noch ist allerdings unklar, ob die in manchen Studien postischdmisch gesteigerte CCL2-

Serumkonzentration auf eine Ausschwemmung des zerebral gebildeten CCL2 zuriickgeht
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oder ob sie, bereits vor dem Infarkt, im Zuge einer atherosklerotischen Gefaerkrankung
erhoht war. Sicher ist allerdings, dass CCL2 eine essenzielle Rolle in der Entstehung und
Progression der Atherosklerose spielt [97] und dessen Serumkonzentration bei Atheroskle-
rosepatientlnnen bereits vor Eintreten eines Schlaganfalls erhoht ist [11]. CCL2 kdnnte
demnach auch als Marker fiir Schlaganfall-RisikopatientInnen dienen. Chronische Entziin-
dungsvorginge in den atherosklerotischen Plaques fithren zur Destabilisierung des Plaques
und damit zu einem erhohten Risiko einer Ruptur mit konsekutiv thrombotischem Ver-
schluss des Gefalles [97].
Trotz der unterschiedlichen Ergebnisse iliber die CCL2-Serumkonzentration nach einem
Schlaganfall fand sich bei den verschiedenen Autoren doch einheitlich eine starke interin-
dividuelle Variabilitdt der CCL2-Expression, was seine Aussagekraft als Risikomarker
einschrinkt. Zu erklédren ist die hohe interindividuelle Variabilitdt mdglicherweise durch
folgende Punkte:
® Individuelle Bedingungen vor dem ischdmischen Ereignis: Atherosklerose fiihrt
schon vorab zu einer erh6hten CC-Chemokin-Produktion [261].
e Unterschiede in Zeitpunkt und Effizienz der Reperfusion, die wiederum die posti-
schdmische Entziindungsreaktion und damit die Chemokin-Expression beeinflusst
[261].
® Genetische Polymorphismen des MCP-1-Gens, die mit verschieden hohen MCP-1-
Serum-Spiegeln assoziiert sind. Auf Basis dieser Gen-Variationen ergibt sich eine
genetische Komponente in der Abschédtzung des Risikos von Atherosklerose-
PatientIlnnen, einen ischdmischen Insult zu erleiden. Dieser Zusammenhang wurde
von Braunersreuther [32] fiir den Myocardinfarkt beschrieben, gilt aber wahr-

scheinlich auch fiir zerebrale Gefderkrankungen und ihre Komplikationen [32].

13.4.2 Therapieoptionen

Wie im Tiermodell zeigte sich auch bei Patientlnnen mit Myocardinfarkt eine Reduktion
des CCL2-Serum-Spiegels bei medikamentoser Therapie mit ACE-Hemmern. Ein prophy-
laktischer Therapieversuch mit Ramipiril zur Prdvention der Atherosklerose brachte aller-

dings nach 4 Jahren kein signifikantes Ergebnis [214].
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14 Matrix Metalloproteinasen (MMP)

14.1 Allgemeines zu MMPs

MMP-9 und MMP-13 gehoren in die Gruppe der Zink-abhdngigen-Proteinasen, von denen
bis heute 25 verschiedene Subtypen identifiziert wurden. Basierend auf ihren bevorzugten
Substrat und ihrer molekularen Struktur kann man MMPs noch weiter in Kollagenasen,
wie MMP-13, Gelatinasen, wie MMP-9, Stromelysine und membrangebundene Matrix
Metalloproteinasen unterteilen. Thre Aktivitiat wird durch spezifische Inhibitoren, TIMPs (=
tissue inhibitor of MMPs) reguliert [156] ([205]; S.988f)

Die Metalloproteinasen spielen in vielen physiologischen Prozessen eine essentielle Rolle
(Embryogenese, Wundheilung, Umbau von normalem Gewebe; Angiogenese). Durch De-
gradation von Proteinen der extrazelluliren Matrix (ECM) ermdglichen Metalloproteinasen
die Penetration von Zellen durch das Gewebe bzw. die Extravasation.

Die Expression der MMPs unterliegt strenger Kontrollmechanismen, Stérungen dieser Re-
gulation resultieren in einer Vielzahl von Pathologien wie Arthritis, Nephritis, Gewebsul-
zerationen, Malignomen, kardiovaskuldren und neurodegenerativen Erkrankungen [267].
Im ZNS entfalten Metalloproteinasen nach ischdmischer Schiadigung sowohl schiadigende

als auch neuroprotektive Eigenschaften.

Schadigende Wirkung von MMPs

Die schidigende Wirkung manifestiert sich relativ frith nach dem ischdmischen Insult und
fiihrt zu einer Schidigung der BHS.

Dies geschieht iiber proteolytischen Abbau von Kollagen Typ IV, Laminin und Fibronek-
tin, die als wichtige Bestandteile der Basallamina fiir die Integritdt der BHS essenziell sind.
Deren Degradation fiihrt daher zu einem erhohten Risiko fiir hdmorrhagische Komplikati-
onen. Zusétzlich scheinen MMPs an der Induktion des neuronalen Zelltodes beteiligt zu

sein [38] [267] [82] [81] [128].

Neuroprotektive Wirkung von MMPs
Die neuroprotektiven Eigenschaften der Metalloproteinasen zeigen sich erst spéter in der
Regenerationsphase. Zu diesem Zeitpunkt scheinen MMPs eine unterstiitzende Wirkung

auf die neuronalen Regenerationsvorgénge zu haben [267].
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Wirkung und Funktion der verschiedenen MMP-Subtypen

Metalloproteinasen alterieren die Permeabilitit der BHS zum einen iiber die Spaltung von
Proteinen in der Basallamina, zum anderen durch Abbau der tight-junctions [258], die fiir
den Zusammenhalt zwischen den Endothelzellen verantwortlich sind.

Der Aufbruch der Blut-Hirn-Schranke nach ischdmischem Insult erfolg biphasisch. Die
initiale Schadigung erfolgt liberwiegend durch MMP-2 und entwickelt sich bereits nach
wenigen Stunden. Diese primire Offnung der BHS durch MMP-2 ist allerdings reversibel.
Die endothelialen tight-junction-Proteine werden durch MMP-2 wahrscheinlich nur gelo-
ckert, verbleiben aber im interendothelialen Spaltraum. Erst im Zuge der fortschreitenden
postischdmischen Entziindungsreaktion, die mit der Freisetzung von MMP-9 einhergeht,
kommt es zu einem proteolytischen Abbau der sich im Spaltraum befindlichen tight-
junction-Proteine. Auch freie Radikale und andere Proteasen konnten an diesem Prozess
beteiligt sein. Produziert wird das in der Friihphase bedeutsame MMP-2 von Astrozyten
und Neuronen. Die Bedeutung der MMP-2-Expression durch Astrozyten konnte in der
Induktion von Permeabilititsinderungen der BHS liegen. Diese logische Schlussfolgerung
ergibt sich aus der hohen Expression von MMP-2 in den die BHS-bildenden FuBlfortsétzen
der Astrozyten. Der Sinn der MMP-2-Expression durch Neuronen ist im Gegensatz dazu
noch unklar [258]. Die initiale Reversibilitdt der BHS-Schiadigung erklért die Effektivitét
von Breit-Spektrum-MMP-Inhibitoren in der Frithphase. Breit-Spektrum-MMP-Inhibitoren
vermindern den Schaden an der BHS durch Hemmung der proteolytischen Spaltung von
tight-junction-Proteinen und reduzieren damit die Toxizitdt der Behandlung mit rekombi-
nantem tissue-Plasminogen-Aktivator, einem Aktivator der Fibrinolyse [258].

Der zweite Aufbruch der BHS erfolg nach ca. 24 Stunden und ist komplikationstrichtiger.
Zum einen ist er irreversibel und zum anderen geht er mit einem groBBeren Gewebsschaden
einher. Diese Spatschdadigung geht mit einer exzessiven Expression von MMP-9 einher,
wie dies bereits in mehreren Studien nachgewiesen wurde [258]. Neben anderen Mediato-
ren der nach 24 Stunden florierenden postischdmischen Entziindungsreaktion, und neben
MMP-3, scheint MMP-9 der wichtigste Faktor in der Pathogenese des Spitschadens zu
sein [258].
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14.2 MMP-9

14.2.1 Daten aus dem Tiermodell

14.2.1.1 Zeitliches Profil und Quelle der MMP-9-Expression nach zerebraler

Ischimie

Als Reaktion auf einen zerebralen ischdmischen Insult steigt die MMP-9-Expression im
Hirnparenchym rasch an [195] [217] [12] [128] [38] und fiihrt nach ca. 2 Stunden auch im
Plasma zu einem transient erhdhten MMP-9 Spiegel [88]. Die gesteigerte MMP-9-
Aktivitat im Hirn ist bereits nach 12 Stunden signifikant und erreicht nach ca. 24 Stunden
ihr Maximum. Dieser hohe Expressionslevel bleibt ca. 5 Tage bestehen und senkt sich
dann langsam bis zum 15. Tag auf das Basalniveau [195]. Innerhalb der ersten 24 Stunden
wird MMP-9 hauptsédchlich von Endothelzellen exprimiert, nach 7-14 Tagen verdndert sich
diese Verteilung und MMP-9 wird vor allem in der Peripherie der Infarktzone gefunden,
wo es von Neuronen und Astrozyten exprimiert wird [267]. Diese Umverteilung der MMP-
9-Expression nach dem ischdmischen Insult im Laufe der Zeit korreliert mit der phasenab-
hingig verdnderten Wirkung ihrer Inhibition [267].

Nicht alle Studien zeigen allerdings eine allgemein erhdhte MMP-9-Expression nach zere-
braler Ischimie. Bei Heo et al. [88] kam es z.B. nur bei jenen Mausen zu einem signifikan-

ten Anstieg, bei denen es auch zu hamorrhagischen Transformationen kam.

Auch neutrophile Granulozyten sind in der Lage, MMP-9 zu produzieren und kénnten da-
her im Zuge ihrer postischimischen ZNS-Infiltration fiir den MMP-9-Anstieg mitverant-
wortlich sein. Diesbeziiglich gibt es in der Literatur divergierende Ansichten.

Laut Maier et al. [144] stellen neutrophile Granulozyten nicht die Hauptquelle der MMP-9-
Produktion dar, denn es konnte keine zeitliche Korrelation zwischen maximaler MMP-9-
Konzentration im Hirn und maximaler Neutrophilen-Infiltration, fiir gew6hnlich 24-72
Stunden nach Reperfusion, nachgewiesen werden. Ubereinstimmend mit Zhao et al. [265]
zeigte sich auch in dieser Studie eine hohe MMP-9-Expression durch Astrozyten und Mik-
rogliazellen in der Peri-Infarkt-Zone. Diese ortsansdssigen Zelltypen werden daher von

Maier et al. auch als Hauptproduktionsstitte von MMP-9 im Hirn angenommen [144].
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Dagegen sprechen wiederum Ergebnisse von Gidday et al. [77]. Genetisch manipulierte
Tiere, deren Fahigkeit zur MMP-9-Produktion entweder in Leukozyten oder in Hirnparen-
chymzellen blockiert wurde, wurden miteinander verglichen. Dabei stellte sich heraus,
dass nur jene, deren leukozytire MMP-9 Produktion defekt war, auch die erwartete Besse-
rung bzgl. des Infarktvolumens, der BHS-Schéddigung und des klinischen Zustandes zeig-
ten. Das aus Leukozyten freigesetzte MMP-9 schien demnach fiir die assoziierten Schédi-

gungen hauptverantwortlich zu sein. [77]

14.2.1.2 Hinweise auf protektive Effekte

Die Hemmung von MMPs (vor allem von MMP-9) zu einem spiteren Zeitpunkt, ca. 7-14
Tage nach dem ischdmischen Insult, erhoht das Risiko fiir intrazerebrale Blutungen [267]
und behindert die Reparatur des geschéddigten Hirnparenchyms, was sich in einem grof3eren
geschidigten Hirnvolumen manifestiert [265].

Wie diese Effekte zu erkldren sind, ist bisher noch unklar. Zum Teil kénnte sich die gestor-
te Regeneration durch eine Storung der Zytokin- und Chemokin- Homdoostase erklidren
[267]. Von noch groBerer Relevanz ist aber wahrscheinlich die Hemmung der MMP-9-
vermittelten Bildung und Aktivierung von Wachstumsfaktoren. So zeigte sich in einer Stu-
die von Zhao et al. [265] eine Hemmung der VEGF- (vascular endothelial growth factor)
Aktivierung durch MMP-9-Inhibition. VEGF wird durch MMPs von Strukturen der extra-
zelluldren Matrix (ECM) oder von Molekiilen der Zelloberflache abgespalten und hat, ne-
ben seinen angiogenetischen Eigenschaften, offensichtlich auch eine neurotrophe und neu-
roprotektive Wirkung [264]. Die verminderte VEGF-Aktivitit durch MMP-9-Inhibitoren
fiihrt nach einem Schlaganfall zu einem schlechteren neurologischen Recovery [265].

Die neurotrophe Wirkung von MMP-9 und anderen Metalloproteinasen scheint aber, zu-
mindest zum Teil, auch auf deren migrationsférdernde Wirkung auf Neuroblasten zuriick
zu gehen [264]. Nach einem Schlaganfall kommt es zur Bildung von Neuroblasten in den
neurogenen Zonen des reifen Hirns, diese sind in den subventrikuléren Zonen der Seiten-
ventrikel und in der subgranulidren Zone des Hippocampus lokalisiert. Zwei Wochen nach
einem zerebralen ischdmischen Insult fanden sich in der subventrikuléren Zone erhdhte
Konzentrationen von MMP-9. Dieser MMP-9-Anstieg war assoziiert mit dem Auftreten
von BrdU- und Doublecortin-positiven-Neuroblasten in diesem Areal [264]. Die BrdU-
Positivitét spricht fiir die Mitoseaktivitit und damit fiir die Proliferation neurogener Vor-
lauferzellen, wiahrend Doublecortin ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein ist, das wihrend

der neuronalen Migration exprimiert wird. Bei reifen Neuronen nimmt die Doublecortin-
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Expression massiv ab [70]. Die MMP-9-Hemmung nach einem Schlaganfall fiihrt zu einer
reduzierten Migration der neugebildeten Neuroblasten in das geschéddigte Areal [264]. Zu-
dem scheint MMP-9 auch am Rekruitment von endothelialen und hdmatopoetischen
Stammzellen beteiligt zu sein, was zur Neoangiogenese fiihrt [264]. Auch tliber diese Wir-
kung konnte MMP-9 einen positiven Einfluss auf die Reparatur des nach einem Schlagan-

fall geschadigten Gewebes nehmen.

14.2.1.3 Hinweise auf schidigende Effekte

Die Aufregulierung von MMP-9 steht in zeitlicher Korrelation mit einem Anstieg der Per-
meabilitdt der BHS, wie dies bereits 1999 in einer Studie von Gasche et al. [75] gezeigt
wurde. Auf der anderen Seite filhrt MMP-9-Defizienz bei genetisch manipulierten Tieren
[12] bzw. die Hemmung von MMP-9 durch neutralisierende Anti-MMP-9-Antikorper
[195] zu einer deutlichen Reduktion der Ischdmie-/Reperfusions-bedingten BHS-
Schadigung [75], was sich in einer reduzierten Infarktgrofe dullert. Neben MMP-9 fiihren
aber auch andere Faktoren wie reaktive Sauerstoff-Radikale (ROS = reactive oxygen spe-
cies) und infiltrierende Leukozyten nach Ischdmie-/Reperfusionsschaden zu einer gestei-
gerten vaskuldren Permeabilitdt und miissen daher in die Betrachtungen miteinbezogen
werden, zumal oxidativer Stress iiber die Bildung von freien Radikalen die Aktivitidt und
Expression von MMP-9 stimulieren kann [75]. Dies unterstreicht auch eine Studie von
Gilirsoy-Ozdemir et al. [172], bei der die Gabe von nicht-selektiven NOS-Inhibitoren zu
einer deutlichen Reduktion der MMP-9-Expression und des vaskuldren Schadens fiihrte.
Zum Wirkungsprofil von MMP-9 gehort auch eine proinflammatorische Aktivitit. Gidday
et al. [77] fanden bei MMP-9-defizienten Méusen eine reduzierte Adhirenz von Leukozy-
ten am Endothel sowie eine verminderte Neutrophilen-Infiltration in das Ischdmie-
geschédigte Hirnparenchym. MMP-9 ist demnach, sowie auch andere MMPs, an der Mig-
ration von Leukozyten beteiligt, die den postischdmischen Entziindungsprozess aggravie-
ren [77].

Einige Studien, darunter auch die von Asahi et al. [12], liefern Hinweise darauf, dass
MMP-9-Defizienz nicht nur aufgrund des reduzierten Hirnddems zu einer geringeren In-
farktgroBBe fiihrt, sondern dass MMP-9-Defizienz auch einen protektiven Effekt auf den

neuronalen Zelltod hat. Das impliziert einen direkten neurotoxischen Effekt von MMP-9.

Zudem scheint MMP-9 auch in der Pathogenese der tPA- (tissue-Plasminogen-Aktivator)

assoziierten Hdmorrhagie eine entscheidende Rolle zu spielen. In einem Rattenmodell von
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Sumii et al [217] kam es bei experimenteller fokaler Ischdmie zu zwei interessanten Entde-
ckungen beziiglicher der Wechselwirkung zwischen MMP-9-Aktivitit und tPA-
Behandlung. Erstens zeigte sich durch die tPA-Gabe ein Anstieg von MMP-9, und zwei-
tens konnte das Ausmal3 der Hidmorrhagie durch MMP-9-Inhibitoren signifikant reduziert
werden. Dies spricht fiir einen Nutzen von MMP-9-Inhibitoren zur Reduktion der durch
tPA-Therapie induzierten himorrhagischen Komplikationen [217].

Diese Schlussfolgerung wird auch durch eine Studie von Tsuji et al. [228] mit tPA-
defizienten-knockout Méusen untermauert, bei denen man geringere MMP-9-Level, eine
verminderte InfarktgroB3e und eine Reduktion des postischdmischen Hirnddems fand. Ad-
ministration von exogenem tPA zum phinotypischen Ausgleich der genetischen Defizienz
verdnderte zwar nicht die Infarktgrofe, erhdhte aber die MMP-9-Expression auf das Ver-

gleichslevel von Wildtyp-M#usen und verschlechterte das begleitende Odem [228].

14.2.1.4 Zusammenfassung der zeitabhingig-verinderten Wirkungen von

MMP-9

Wirkungsweise von MMP-9 in der Frithphase nach Insult [267]:
® Schidigung der BHS
e Stimulation des neuronalen Zelltodes

e Steigerung des Risikos fiir Himorrhagien, v.a. bei tPA-Behandlung

Wirkungsweise von MMP-9 in der Spitphase nach Insult [267]:
® Forderung der Regeneration des Hirnparenchyms durch Stimulation der Neuroge-
nese bzw. der Neuroblastenmigration

® Forderung des neurovaskulidren Remodelings durch Stimulation der Angiogenese

14.2.2 Klinische Daten

14.2.2.1 Serumspiegel und zerebrale Expression von MMP-9 nach Ischimie

Wie die im Tierversuch nachgewiesene Steigung der zerebralen MMP-9-Expression be-
reits vermuten ldsst, kommt es auch im Zuge von klinischen Studien nach zerebralem In-
sult zu einem Anstieg des MMP-9-Serumspiegels [235] [91] [156]. Sowohl die MMP-9-
Konzentration als auch das Verhiltnis zu dessen natiirlichem Inhibitor TIMP-1 (MMP-

9/TIMP-1-ratio) sind bereits 24 Stunden nach Auftreten der ersten Symptome deutlich er-
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hoht [235]. Einer Gewebsuntersuchung von Clark et al. [51] an Verstorbenen zur Folge
bleibt die MMP-9-Aktivitdt im Hirn sogar mehrere Monate lang erhdht.

Den MMP-9-Anstieg begleitend steigt auch die Konzentration von Laminin-
Abbauprodukten, die beim Aufbrechen der Blut-Hirn-Schranke frei werden [91]. Wie be-
reits oben erwihnt ist Laminin ein wichtiger Bestandteil der Basallamina und ein Substrat
der MMP-9. Durch therapeutische Hypothermie reduziert sich die Serumkonzentration der
Lamininabbauprodukte. Eine Beobachtung, die durch die Temperatursensitivitit der Metal-
loproteinasen erklarbar ist [91].

Analog zum Tiermodell steigt MMP-9 auch beim Menschen nach tPA-Thrombolyse an,
wie Konzentrationsmessungen im Blut zeigen [164]. Die Ursache hierfiir konnte in der
tPA-mediierten Adhédrenz und Degranulation von Neutrophilen liegen, die bekanntlich zur
MMP-9-Produktion befdhigt sind. Das durch tPA-induzierte Plasmin wiederum ist in der
Lage, pro-MMPs in ihre aktive Form zu iiberfiihren, dies gilt natiirlich auch fir MMP-9
[91]. Neutrophile scheinen einer erst kiirzlich erschienenen Studie von Cuadrado et al. [56]
zufolge die Hauptquelle des, nach tPA-Therapie gesteigerten, MMP-9 zu sein. In diesem
in-vitro Versuch wurde die Wirkung von tPA auf humane Granulozyten untersucht. Dabei
zeigte sich, dass neutrophile Granulozyten durch tPA zur Sekretion von MMP-9 stimuliert

werden.

14.2.2.2 Hinweise auf schidigende Effekte

Erhohte Plasma-Spiegel von MMP-9 nach Insult korrelieren mit einem schlechteren neuro-
logischen Outcome [267] und einer hoheren Rate an hdmorrhagischen Komplikationen
nach tPA-Therapie [267]. Aullerdem kommt es bei hoheren MMP-9-Plasma-Spiegeln zu
einer stirkeren Extension des Infarktareals innerhalb der ersten 24 Stunden. Dies impliziert
eine Hirnschadigung durch MMP-9 (auch durch MMP-13) bereits zu einem sehr frithen
Zeitpunkt [196].

14.2.2.3 MMP-9 als pridiktiver Marker

Bei Rosell et al. [196] wurde in der akuten Phase nach zerebralem Insult der Serumspiegel
der verschiedenen Metalloproteinasen im peripheren Blut bestimmt und mit der Grofle des
Infarktareals im MR verglichen. Dabei zeigte sich initial keine Assoziation zwischen der
Infarktgrée und der Expression von MMPs. Dafiir ergab sich aber eine starke Korrelation
zwischen erhohten Serumkonzentrationen von MMP-9 und MMP-13 und einer sekundiren

Extension der ischdmischen Lésion im diffusionsgewichtetem MR.
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Der initiale MMP-9-Plasmaspiegel gilt als potentieller Marker fiir das Risiko einer posti-
schdmischen hdmorrhagischen Komplikation. Je hoher die basale MMP-9-Konzentration
ist, desto hoher ist das Risiko eines Schlaganfallpatienten, innerhalb der ersten 5 bis 7 Tage
eine hdmorrhagische Transformation zu entwickeln. Ein MMP-9-Peak nach ca. 24 Stunden
geht oft einem frithen parenchymatésen Himatom voraus [156].

Ahnliches gilt fiir die Ausbildung von groBen parenchymatdsen Blutungen als Komplikati-
on nach tPA-Behandlung. Basale MMP-9 Werte (vor der tPA-Behandlung) kdnnen dem-
nach auch zur Abschétzung des Risikos, durch tPA-Therapie parenchymatdse Blutungen
zu induzieren, zu Rate gezogen werden [156].

In einer klinischen Studie von Castellanos et al. [39] wurde eine Serumkonzentration von
MMP-9 >/= 140ng/ml als Cut-off-Wert fiir ein erhohtes Risiko einer hdmorrhagischen
Transformation und parenchymatdser Blutungen bei tPA-Therapie identifiziert (Sensitivi-
tat: 92%; Spezifitit: 74%). Die Ergebnisse dieser Studie zeigen aber, dass die Plasmakon-
zentration von zelluldrem Fibronektin (cFn) > 3,6 png/mL eine noch hohere Aussagekraft
aufweist, als die von MMP-9 [39]. Das beste Ergebnis lédsst sich daher durch eine Kombi-
nation dieser beiden Werte erzielen. cFn-Plasma-Werte von iiber 3,6 pg/mL zusammen mit
einem MMP-9-Plasma-Spiegel von iiber 140 ng/ml ergeben mit einer Spezifitit von 87%

ein 67-fach erhohtes Risiko fiir eine parenchymatdse Blutung [39].

14.2.2.4 Therapieoptionen

Blockade von MMP-9

Eine mdgliche Therapieoption, um die InfarktgroBe, das begleitende Odem sowie auch den
neuronalen Schaden zu reduzieren, ist die MMP-9-Blockade. Dies sollte aber nur in einem
strengen Zeitfenster innerhalb von max. 24 Stunden nach Infarkt erfolgen, um spétere,
moglicherweise protektive Effekte nicht zu beeinflussen [267].

Weiters konnte eine Kombination der tPA-Behandlung mit MMP-9-Inhibitoren zur Pra-
vention von tPA-induzierten hdmorrhagischen Komplikationen zukiinftig von Nutzen sein

[155].

Applikation von MMP-9
In der Reparaturphase konnte die Gabe von exogenem MMP-9 dessen potentiell protektive
Wirkung verstirken. Dies bedarf allerdings noch genauerer Untersuchungen, da im in-

vitro-Modell exogenes MMP-9 zum Untergang von kultivierten Neuronen gefiihrt hat

[267].

83



143 MMP-13

Bisher gibt es noch kaum Untersuchungen von MMP-13 im Zusammenhang mit zerebra-
lem Insult. Vorangegangene Studien beschrdnken sich mehr oder weniger auf die Evaluie-
rung deren Wertes als Biomarker der Malignomprogression, der Dilatation und Ruptur der
abdominalen Aorta und als Marker fiir Knochenbildung bzw. Knochenumbau [196]. Bei
Rosell et al. [196] wurde zum ersten Mal ein Zusammenhang dieser Metalloproteinase mit
zerebraler Ischdmie beschrieben. Diese klinische Studie zeigte, dass hohe basale Konzent-
rationen von MMP-13, bei nachfolgender tPA-Therapie, mit einer deutlichen Extension der

ischamischen Lision innerhalb der ersten 24 Stunden assoziiert waren.
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15 Toll-like-Receptors (TLR)

15.1 Allgemeines zu TLRs

Die Entdeckung der Familie der Toll-like-receptors (TLR) geht auf Hashimoto et al. [85]
zurlick, der diesen im Jahre 1988 bei Drosophila-Fliegen nachgewiesen hat. Ein homologer
Rezeptor bei Sdugetieren wurde 1997 von Medzithov et al. [149] entdeckt und aufgrund
seiner Ahnlichkeit zum Toll-Protein der Drosophila als Toll-like-receptor bezeichnet. Die
Bedeutung von TLRs liegt primir in der unspezifischen Abwehr von Viren und Prokaryo-
ten durch die Aktivierung des angeborenen Immunsystems. Dieses reagiert nicht, wie das
erworbene Immunsystem, auf spezifische Antigene, sondern auf generalisierte Motive auf
der Oberfldache von verschiedenen Pathogenen, sogenannten ,,pathogen associated molecu-
lar patterns® (PAMPs) [5]. Nach Bindung dieser unspezifischen PAMPs an den TLR
kommt es zur Aktivierung der Zelle, die mit der Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen [149] und der Stimulation des Antigen-Processings und der Antigenprésentation
[27] darauf reagiert. Durch die Antigen-Préisentation auf den Immunzellen des angebore-
nen Immunsystems kommt es zur Aktivierung des erworbenen Immunsystems mit seinen
Effektorzellen, in diesem Fall vor allem der Th1-Zellen [220].
Neben dieser Abwehrfunktion des TLRs zeigte sich bei Untersuchungen der immunologi-
schen Prozesse in Folge eines Schlaganfalls, dass der Toll-like-Rezeptor auch in der posti-
schdmischen Entziindungsreaktion eine wichtige Rolle spielt. TLR reagiert namlich nicht
nur auf mikrobielle Pathogene sondern auch auf korpereigene Molekiile, die unter anderem
bei einem ischdmischen Gewebsdefekt freigesetzt werden und fiihrt auch hier zur Initiie-
rung der angeborenen Immunantwort [221].
Folgende Liganden konnen nach einem zerebralen Insult zu einer TLR-Aktivierung fiihren
[38][106] [109]:
¢ Endogene Liganden:
o Hitze-Schock-Proteine (HSP): HSP 60 [167] [35], HSP 70 [62] [13] [230] und
Gp9 [230], die aus nekrotischen Zellen freigesetzt werden

o Hyaluronsédure [223] und Fibronectin [168] aus der extrazelluldren Matrix

o Fibrin und Fibrinogen [206] aus geschéddigten Blutgefdf3en

o HMGBI (high mobility group box 1) [177]
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e Exogene Liganden:
o Lipopolysaccharide (LPS), welche die Zellmembran von Gram-neg. Bakterien
bilden [183] [189]
o Fusionsprotein des Respiratory syncytial virus (RSV) [103]

Die Expression von TLR wurde primir in Immunzellen nachgewiesen. Entsprechend sei-
ner Funktion als Aktivator des angeborenen unspezifischen Immunsystems wird TLR vor
allem von Antigen-prasentierenden Zellen wie Makrophagen und dendritischen Zellen
exprimiert und fiihrt iiber eine NF-kB-Aktivierung zur Produktion von proinflammatori-
schen Zytokinen [221].

Erst in jiingerer Zeit zeigte sich, dass auch nicht-immunologische Zellen wie Hepatozyten
[137] und Muskelzellen [257] TLR exprimieren. Auch im Hirn konnte eine TLR-
Expression nachgewiesen werden, und zwar sowohl durch Astrozyten und Mikrogliazellen
[169] [99] als auch durch Nervenzellen selbst [221] [143]. Die TLR-Expression durch
Neurone wird durch virale [123] oder bakterielle [143] Antigene stimuliert, erfolgt aber
auch als Reaktion auf Ischdmie [221]. Unter den Gliazellen exprimieren vor allem Mikro-
gliazellen in hohem Mall TLR4. Mikrogliazellen sind im Hirn ansdssige, immunologische
Zellen, die zur Familie der Antigen-préasentierenden Zellen gehdren. Nach Ischdmie reagie-
ren Mikrogliazellen mit der Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen als erster Zell-
typ auf die Hirnschddigung. Diese Funktion scheint zu einem wichtigen Teil TLR-mediiert
zu sein [131].

Die Beteiligung des TLRs an postischdmischen Vorgéngen wird auch durch Studien an
anderen Organen untermauert:

e Herz: Oyama et al. [171] zeigten im Tiermodell eines Myocard-Ischimie-
/Reperfusions-Schadens eine verminderte inflammatorische Reaktion sowie eine
reduzierte InfarktgroBe bei TLR4-defizienten Méusen.

e [eber: Auch in der Leber erwies sich die TLR4-Defizienz, in einem experimentel-
len Ischdmie-/Reperfusionsmodel von Shen et al. [202], als protektiv. 6 Stunden
nach Reperfusion zeigte sich bei den TLR4-defizienten Médusen eine bessere Leber-
funktion, eine verminderte Neutrophilen-Infiltration und eine verminderte Produk-
tion von proinflammatorischen Zytokinen. TLR2-Defzienz zeigte im Gegensatz da-
zu keinen protektiven Effekt.

® Niere: Leemans et al. [129] untersuchten im Tierexperiment die Auswirkungen von

TLR2-Defizienz bei renaler Ischdmie, da bekannt ist, dass TLR2 an Tubuluszellen
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exprimiert wird. Auch hier kam es bei den TLR2-negativen Tieren zu einem ver-
minderten Level an lokalen Zytokinen und Chemokinen, zu einem geringeren rena-

len Schaden und einem verbesserten funktionellen Qutcome.

Die Wirkung von TLR im Hirn erscheint ambivalent, da TLR-Aktivierung auf der einen
Seite dem lokalen Schutz vor mikrobiellen Pathogenen dient, auf der anderen Seite aber
durch die Aktivierung des angeborenen Immunsystems zu einem weiterfiihrenden Schaden

des Hirnparenchyms nach initialer Schadigung fiihrt [131].

Insgesamt sind 13 unterschiedliche Typen von TLR bekannt, wobei nur 10 Subtypen von
Sdugetieren exprimiert werden. Im Zusammenhang mit zerebralem Insult sind nach bishe-

rigen Erkenntnissen vor allem TLR2 und TLR4 relevant [131].

15.2 Daten aus dem Tiermodell

15.2.1 Allgemeines zu TLRs nach zerebraler Ischimie

Lange Zeit ging man davon aus, dass die TLR-Aktivitdt im Hirn nur auf Gliazellen und
eingewanderte Immunzellen zuriickzufiihren ist. Tang et al. [221] zeigten allerdings, dass
auch Neurone TLR exprimieren. In der Zellkultur konnte die gesamte Bandbreite von
TLRI1 bis TLR9 an Nervenzellen nachgewiesen werden [221]. Stimulation der Nervenzel-
len mit IFN- vy flihrte zu einer Steigerung ihrer TLR-Expression.

Bei Tang et al. [221] wurde des Weiteren die Frage untersucht, inwieweit neuronale TLRs
auf ischdmische Zustinde reagieren. Zu diesem Zweck wurden Neurone in der Zellkultur
einer Glucose-Deprivation ausgesetzt, welche in Neuronen zu einer Ischdmie-dhnlichen
Stresssituation flihrt. Als Folge kam es zu einem Anstieg der neuronalen TLR2- und
TLR4-Expression, wihrend sich die Expression aller anderen TLRs (TLR-1,-3,-5 bis -9)
nicht verdnderte. TLR2 und TLR4 scheinen demnach die Rezeptorsubtypen innerhalb der
TLR-Familie zu sein, die fiir die TLR-assoziierte immunologische Reaktion nach einem
Schlaganfall verantwortlich sind. Die Reaktion auf metabolische Verdnderungen, wie Glu-
cose-Deprivation scheint im Ubrigen Neuronen-spezifisch zu sein, da Astrozyten in der
gleichen Versuchsanordnung nicht mit einer TLR2- und TLR4-Aufregulierung reagierten.
Unter experimentell induzierter Ischdmie bzw. unter Energieunterversorgung bei Glucose-

Deprivation kommt es zum Anstieg von HSP 70. Als einer der endogenen Liganden des

87



TLRs ist es daher wahrscheinlich, dass HSP 70, neben der Hyaluronsdure der entscheiden-
de Aktivator der unter Ischdmie und metabolischem Stress aufregulierten, neuronalen
TLR2- und TLR4-Expression ist [221]. Die unter diesen Konditionen ebenfalls erhohten
Level des aktivierten Transkriptionsfaktors JNK implizieren die Verwendung eines JNK-
assoziierten intrazelluldren Signaltransduktionsweges bei Aktivierung der neuronalen
TLR2 und TLR4 [221].

TLR2- und TLR4-Defizienz fiihrte in-vitro zu einer signifikant erhdhten Resistenz gegen-
tiber Glukosedeprivation-induziertem Zelltod [221]. Auch im in-vivo-Modell einer Isché-
mie zeigten sich bei TLR2- und TLR4-defizienten Méausen eine deutlich verminderte Pa-
renchymschiddigung sowie geringere neurologische Ausfille [221]. TLR2- oder TLR4-
knockout Mause wiesen zudem keine erhohte Aktivitdt von JNK in Glukose-deprivierten
Neuronen auf [221].

Die oben angefiihrten Erkenntnisse sprechen fiir die Verwendung unterschiedlicher TLR-
induzierter Signaltwege in Nervenzellen und Immunzellen:

¢ Immunologische Zellen: In Immunzellen [3] und Mikrogliazellen [132] kommt es

nach TLR-Aktivierung iiber NF-xB zur Transkription von:
= proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-6, TNF- a und HMGB-1 (high

mobility group box-1), letzteres induziert wiederum die Bildung von TNF-
o und IL-10 [221].

= Fas, einem TNF-Rezeptor mit einer zytoplasmatisch lokalisierten Death
Domain (DD) [221]. Uber die DD kommt es zur Aktivierung von Caspasen,
die am Ende einer Kaskade zur Apoptose fiihren [107]. Dieser proapoptoti-
sche Pathway ist vor allem im Hippocampus von Bedeutung [221].

e Nervenzellen: Bei Neuronen kommt es nach Aktivierung des TLR2 oder TLR4 zur
Induktion des JNK-AP-1-Pathways. Der dabei aktivierte Transkriptionsfaktor AP-1
(activator protein-1) fiihrt zur Aktivierung der Caspase3, welche die neuronale
Apoptose einleitet [221].

Dieser Signaltransduktionsweg kann durch JNK-Inhibitoren gehemmt werden, was

zu einer erhdhten Resistenz der Neurone auf Energie-Unterversorgung fiihrt [221].

Die unterschiedlichen TLR-assoziierten intrazelluliren Pathways reflektieren seine unter-
schiedlichen Funktionen [221]. In Nervenzellen induziert der TLR wahrscheinlich den

schnellen Zelltod innerhalb der ersten Stunden nach Infarkt. Durch seine Wirkung auf
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Mikrogliazellen scheint der TLR die verzogerte postischdmische Entziindungsreaktion zu

fordern.

15.2.2 Expression von TLR4 nach zerebraler Ischimie

Im Hirn wird TLR4 vor allem von Mikrogliazellen und Astrozyten als Antwort auf einen
ischdmischen oder entziindlichen Stimulus exprimiert [38] und induziert eine neu-
roinflammatorische Reaktion [38]. Auch Neurone weisen nach experimenteller Ischdmie
eine erhohte TLR4-Immunreaktivitit auf [221]. Diese ist zwar weniger stark ausgeprigt
wie die neuronale TLR2-Immunreaktivitét, bleibt aber langer bestehen [221]. Das Ausmalf}
der TLR4-Expression variiert stark zwischen den verschiedenen Hirnarealen. Verstirkte
Immunreaktivitit zeigt sich vor allem in der Hippocampus-Formation und im Bereich von
Nucleus caudatus und Putamen. Im Vgl. dazu ist die Immunreaktivitdt in den kortikalen

Arealen und in den thalamischen Kernen geringer [92].

15.2.3 Expression von TLR2 nach zerebraler Ischimie

Die TLR2-Expression im Hirn wird nach zerebralem Insult massiv aufreguliert [131]
[221]. Bereits 3 bis 48 Stunden nach Reperfusion ist die TLR2-mRNA deutlich erhoht. Die
ipsilaterale Expression von TLR2 ist nach Ischimie/Reperfusion sogar deutlich hoher als
die von TLR4 [221] [266] und TLRY [266]. Exprimiert wird TLR2 im postischdmischen
Gewebe hauptsédchlich von Mikrogliazellen, aber in geringerem Mal} auch von Astrozyten,
Oligodendrozyten, Endothelzellen und Neuronen [266] [131]. Die TLR2-Immunreaktivitit
in Neuronen ist zwar in der Frithphase sehr hoch, sinkt aber bereits nach 36 Stunden wie-

der, wihrend die erhohte TLR2-Immunreaktivitit in Mikrogliazellen ldnger besteht [221].

15.2.4 Hinweise auf schidigende Effekte von TLR4

Eine hohe Expression von TLR4 scheint zu groferen Infarktldsionen und einem ausgeprég-
teren neurologischen Defizit zu fiihren.

Diese Wirkung ldsst sich aus Tierexperimenten mit Einsatz von genetisch manipulierten
TLR4-defizienten Méusen ableiten. Bei diesen duflerte sich die TLR4-Defizienz nach ze-
rebraler Ischdmie in einer geringeren Infarktgrofe sowie einem besseren neurologischen
Outcome [38] [92] [113]. Erkléren ldsst sich dies mitunter durch eine verminderte posti-
schdmische Entziindungsreaktion, die unter normalen Umstéinden sekunddr zur Exazerba-

tion des Ischdmie-bedingten neuronalen Schadens fiihrt. Die durch die TLR4-Deletion
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verminderte Entziindungsreaktion zeigt sich auch in einer Abschwichung des daraus fol-

genden oxidativen Stresses. Als Marker hierfiir kann Malondialdehyd verwendet werden.

Malondialdehyd ist ein zytotoxisches Produkt, das bei Oxidation von Zellmembranbe-

standteilen durch Sauerstoff- und Stickstoff-reaktive Substanzen entsteht. Diese werden

von TLR4-induzierten Enzymen wie iNOS und COX2 freigesetzt (siche unten) [38].

Zusammenfassend werden folgende Mechanismen fiir die neuroprotektive Wirkung der

TLR4-Deletion verantwortlich gemacht:
e Niedrigerer Level an IRF-1 (IFN-regulatory-factor-1) [38] und IRF-3 [105]: IRF-1

und IFR-3 sind in die Abldufe von Inflammation und Apoptose involviert. IRF-1-
Defizienz bewirkt im Tierexperiment eine Reduktion der LasionsgroB3e nach zere-
braler Ischdmie [96].

TLR-4-Defizienz und damit das Fehlen der IRF-3-mediierten Effekte vermindert
die Apoptose von Mikrogliazellen und damit ebenfalls die Grof3e des Infarktareals.
Der IFR-3-Signalweg scheint der entscheidende Unterschied in der intrazelluldren
Signaltransduktion zwischen TLR2 und TLR4 zu sein. Denn nur TLR4-
Aktivierung, nicht aber TLR2-Aktivierung, fithrt zur autoregulatorischen Apoptose
von aktivierten Mikrogliazellen. Dieser Prozess muss demnach auf den TLR4 spe-
zifischen IFR-3-Signalweg zuriickgehen, der zur Induktion der IFN- -Produktion
fiihrt. Das so produzierte Interferon- 3 scheint autokrin bzw. parakrin als Apoptose-

Sensitizer auf die umliegenden Mikrogliazellen zu wirken [105].

Reduzierte Werte von iNOS (inducible nitric oxid synthase) [38] [113]: iNOS ist
eines der proinflammatorischen Enzyme, das durch den TLR-induzierten NF-xkB—
Signalweg transkribiert wird. iNOS fiihrt zu zytotoxischem Zelltod, ein Effekt, der
durch iNOS—Inhibitoren verhindert werden kann [38].

Verminderte COX2 Expression: Die Transkription von COX2 wird nach TLR4-
Stimulation ebenfalls durch NF-«B vermittelt. TLR4-Deletion verhindert die unter
normalen Umstédnden nach Ischdmie gesteigerte COX2-Wirkung und fiihrt damit zu
einer reduzierten Bildung von freien Radikalen [38]. TLR4-Defizienz wirkt daher
ahnlich neuroprotektiv wie COX2-Inhibitoren [161] [38].
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¢ Erhohte Aktivitdt des PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase)/AKT-Signalwegs: Dies hat
eine protektive Wirkung auf neuronales Gewebe, v.a. auf den Hippocampus, der
bei TLR4-Defizienz eine deutlich geringere Schidigung aufweist.
Der zugrunde liegende Mechanismus erfolgt iiber die Aktivierung der Proteinkina-
se ,,AKT“. AKT phosphoriliert GSK 3 3 (Glycogen synthase kinase 38) und inakti-
viert sie dadurch. GSK 3 B ist im aktivierten Zustand ein proapoptotischer Faktor,
der am verzdgerten neuronalen Zelltod im Hippocampus maligeblich beteiligt zu
sein scheint. Demnach flihrt die Aktivierung des Akt/GSK3 [-Signalweges in vul-

nerablen hippocampalen Neuronen zu einer erhéhten Ischdmietoleranz [92].

® Geringere Expression von MMP-9, was sowohl den Precursor als auch die aktive
Form einschlieBt [38]: Die schidigenden Effekte von MMP-9 sind bei TLR4-
defizienten Médusen vermindert. Dies kann sowohl auf die reduzierte Expression
von MMP-9 zuriickzufiihren sein als auch auf eine verminderte Aktivierung. Fiir
die MMP-9-Aktivierung sind einigen Studien zufolge erhohte Konzentrationen an
Stickstoffmonoxid (NO) nétig [82] [174]. Dieses ist aber bei TLR4-Deletion durch
die reduzierte Aktivitit von iNOS vermindert [38]. Fiir Caso et al. [38] stellt die
Kombination von reduzierter MMP-9-Expression und geringerer iNOS-Aktivitat

einen der Hauptgriinde fiir die neuroprotektive Wirkung der TLR4-Defizienz dar.

Die Mehrzahl der durch TLR4 ausgelosten Effekte erfolgt durch die Aktivierung der NF-
kB-Signalkaskade und der dadurch transkribierten proinflammatorischen Gene. Zu den
Transkriptionsprodukten dieses Signalweges gehoren proinflammatorische Zytokine,
Chemokine und Komplementfaktoren sowie Enzyme wie COX2 und iNOS, MMP-9 und
Adhisionsmolekiile. Uber diese Faktoren wirkt TLR4 an der postischimischen Hirnschi-

digung mit.

15.2.5 Hinweise auf schadigende Effekte von TLR2

Auch TLR2 tragt nach einem Schlaganfall entscheidend zu Hirngewebs-Schidigung bei
[131]. Das beweist die Reduktion der Infarktgrofe nach transienter Ischdmie in TLR2-
defizienten Mausen [221] [266] [131].

Die TLR2 —Aktivierung nach einem Schlaganfall erfolgte nachgewiesenerweise endogen

und nicht durch Kontamination durch exogene TLR-Liganden. Diese endogene Aktivie-
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rung erfolgt wie bereits im allgemeinen Teil erwdhnt durch Matrix-Komponenten des
ischdmischen Gewebes oder durch Hitze-Schock-Proteine (HSP). Die dadurch in Gang
gesetzte intrazelluldre Signalkaskade induziert die Transkription von pro-
inflammatorischen und pro-apoptotischen Genen. TLR2-Aktivierung fithrt demnach eben-

falls zur Exazerbation des priméren ischdmischen Hirnschadens [266].

15.2.6 Bedeutung anderer TLR-Subtypen

Bisher konzentrierten sich die Studien im Zuge ischdmischer Hirnschiddigung auf die TLR-
Subtypen TLR2 und TLR4. Eine Untersuchung der Entziindungsvorgdnge nach akuter
Hirnverletzung von Koedel et al. [118] widerspricht allerdings der Annahme, dass TLR2
und TLR4 die entscheidenden Rezeptoren der TLR-Familie sind, welche die sekundédre
Entziindungsreaktion nach ZNS-Schadigung vermitteln. In dieser Studie handelte es sich
um einen Kdilte-induzierten kortikalen Hirnschaden. Sowohl TLR2- als auch TLR4-
Defizienz bewirkten keine Verdnderung der immunologischen Reaktion auf die ZNS-
Verletzung und beeinflussten auch nicht die Grofle der Gewebsldsion. Eine abgeschwéchte
Entziindungsreaktion sowie ein verminderter Gewebsschaden zeigten sich allerdings bei
MyD88-defizienten Miusen. MyD88 ist ein intrazelluldrer Signaltransduktor von TLRs
(toll-like-receptors). MyD88-abhéngig sind TLR7, TLR8 und TLR9. Diese TLR-Subtypen
konnten demnach auch eine bedeutendere Rolle in der Pathogenese der Entziindungsreak-

tion spielen, die einer Hirnverletzung folgt [118].

15.2.7 Therapieoptionen

Schon des lidngeren sind die neuroprotektiven Effekte der Prakonditionierung mittels LPS
und TLR-Liganden bei nachfolgender ischdmischer Hirnschddigung bekannt [213]. Der
protektive Effekt erfolgt durch Induktion einer gesteigerten ischdmischen Toleranz als Re-
aktion auf die verschiedensten Prikonditionierungs-Stimuli. Ahnlich der endotoxischen
Toleranz handelt es sich auch bei der ischdmischen Toleranz um die Ausbildung eines im-
munsupprimierten Status, der durch eine verminderte Immunantwort auf LPS-Stimulus
charakterisiert ist [109]. Die ischdmische Toleranz ergibt sich laut Kariko et al. [109] aus
zwel zeitabhdngig unterschiedlichen Mechanismen: einer frithen Ischdmietoleranz, die
innerhalb weniger Minuten durch Aufbrechen von Lipidstrukturen in der Zellmembran zur
Hemmung des TLR-Signalweges fiihrt, sowie einer verzogerten Toleranzentwicklung, die

erst nach einigen Stunden bis Tagen einsetzt. Diese Form fiihrt nach initialer Aufregulie-
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rung der TLR-induzierten Entziindungsreaktion sekundir zu einer Aufregulierung der an-
tiinflammatorischen = Feedback-Mechanismen. Zu diesen Mechanismen gehodren
Signaltransduktions-Inhibitoren, 16sliche antagonisierende Rezeptoren sowie antiinflam-
matorische Zytokine [109].

Neben der Priakonditionierung mittels TLR4-Liganden wurde von Stevens et al. [213] auch
ein protektiver Effekt durch Prikonditionierung mit TLR9-Liganden nachgewiesen. Die
Reduktion des ischdmischen Schadens durch Prikonditionierung scheint iiber eine Steige-

rung von TNF- a vermittelt zu werden.

15.3 Klinische Daten

15.3.1 Expression von TLRs im humanen ZNS

Auch beim Menschen konnte die Expression von TLRs im ZNS nachgewiesen werden.
Bsibsi et al. [34] untersuchten in einer in-vitro-Kultur humane Gliazellen mittels Immun-
histochemie. Dabei zeigten Mikrogliazellen eine ausgeprigte mRNA-Synthese der ver-
schiedensten Rezeptoren der TLR-Familie. Astrozyten und Oligodendrozyten exprimierten
im Gegensatz dazu hauptsidchlich TLR2 und TLR3.

Auch an humanen Nervenzellen konnte analog zum Tiermodell die Expression von TLRs
nachgewiesen werden. Sowohl Prehaud et al. [186] als auch Lafon et al. [123] zeigten eine
Expression von TLR3 durch Neurone und ihre Féhigkeit, auch in Abwesenheit von Glia-
zellen mit einer ausgepriagten Entziindungsreaktion auf einen viralen Stimulus (dsSRNA =
Ligand des TLR3) zu reagieren. Die durch TLR3-Aktivierung hervorgerufene Immunant-
wort dhnelt der im Tiermodell und ist durch die vermehrte Produktion von proinflammato-
rischen Zytokinen wie TNF- o und IL-6, Chemokinen wie CCL5 sowie antiviralen Mole-
kiilen wie IFN- B gekennzeichnet [123]. Wadachi & Hargreaves [236] beschreiben im Zu-
sammenhang mit der Schmerzforschung auch eine Expression von TLR4 an peripheren
sensorischen Nerven. Weiterfiihrende Untersuchungen von Bsibsi et al. [34] an humanen
Hirn- bzw. Riickenmarksschnitten fokussierten auf mégliche Unterschiede in der in-vivo-
Expression von TLR3 und TLR4 zwischen PatientInnen mit Multipler Sklerose (MS) und
einer gesunden Kontrollgruppe. Dabei zeigte sich eine erhohte Expression von TLR3 und
TLR4 im entziindlich verdnderten ZNS-Gewebe der MS-PatientInnen.

TLRs scheinen demnach an einer Vielzahl von entziindlichern Prozessen im Hirn beteiligt

zu sein [34].
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16 Zelladhasionsmolekiile

Zelladhdsionsmolekiile sind Transmembranproteine, die den Zellkontakt zwischen zwei
Zellen bzw. die Verbindung einer Zelle mit der extrazelluliren Matrix ermdglichen ([205];
S.499ff). Im Zusammenhang mit einem zerebralen ischdmischen Insult sind Zelladhési-
onsmolekiile von besonderer Bedeutung, weil sie die Infiltration von Leukozyten in das
ischidmisch geschéddigte Gewebe ermdglichen und damit entscheidend an der Exazerbation
der postischdmischen Entziindungsreaktion teilhaben. Die Expression von Adhdsionsmole-
kiilen durch Endothelzellen der BHS wird durch proinflammatorische Zytokine (z.B. IL-1
und IL-6) stimuliert [94].

Die Durchwanderung des Endothels durch die chemotaktisch ,,angelockten* Leukozyten
erfolgt in drei Schritten. Der erste Schritt wird als ,, rolling* bezeichnet und beschreibt ei-
nen ersten lockeren Kontakt zwischen Leukozyt und Endothel. Nach diesem ersten losen
Kontakt kommt es zur festen Bindung, der ,,Adhédsion,” und schlielich zur transendotheli-

alen Migration des Leukozyten durch die GefaBwand [245].

Wie bereits oben angefiihrt kommt es im Zuge der Reperfusion nach einem ischdmischen
Insult zur Migration von Leukozyten, in erster Linie von Neutrophilen, in das Hirnparen-
chym, welche eine zusitzliche entziindliche Schiddigung hervorrufen [245]. Genmanipu-
lierte Tiere mit Adhdsionsmolekiil-Defizienz weisen dementsprechend eine geringere In-
farktgroBe auf [245]. Die Entwicklung und Testung von Therapeutika, die diese Adhési-
onsmolekiil-vermittelte Leukozytenmigration verhindern, ist daher von gro8em klinischem

Interesse.

Adhésionsmolekiile lassen sich in drei Hauptgruppen unterteilen:
e Selektine
® Integrine

® Proteine aus der Immunglobulin-Superfamilie
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16.1 Selektine

Selektine sind fiir die Zell-Zell-Adhésion verantwortlich. Im Zuge der Leukozytenmigrati-
on durch die Blut-Hirn-Schranke vermitteln Selektine das ,,rolling®, die lockere Bindung
der Leukozyten an das Endothel der postkapilliren Venolen [245]. Unter den Selektinen
wurden drei Subtypen identifiziert: P-Selektin, E-Selektin und L-Selektin [245]. Im Fol-
genden werden die Aufgaben und Wirkungen der einzelnen Selektin-Subtypen im Zusam-

menhang mit einem ischdmischen Insult erortert.

16.1.1 P-Selektin

16.1.1.1 Allgemeines

P-Selektin wird von Thrombozyten und Endothelzellen exprimiert. Der Name P-Selektin
kommt vom englischen Begriff fiir Thrombozyten ,,platelets®, an denen seine Expression
als erstes nachgewiesen wurde. Das P-Selektin ist das bestuntersuchte und wichtigste Mo-
lekiil unter den Selektinen.

Neutrophile binden mit ihrem Rezeptor, dem sogenannten “sialyl Lewis X”-Rezeptor, an
das P-Selektin (oder E-Selektin) der Endothelzellen [94] ([205]; S.502). Dadurch kommt
es zur ersten losen Bindung der neutrophilen Granulozyten an die GefdBwand des Kapillar-
stromgebietes in der Nihe des Infarktes. Dies geschieht bereits innerhalb weniger Minuten
nach dem ischdmischen Ereignis, was flir einen intrazelluldren Pool an priformierten P-
Selektinen in Endothelzellen spricht [94].

Exprimiert werden die intrazelluldr gespeicherten P-Selektine bei Aktivierung der Endo-
thelzelle durch Thrombin (F II), Komplement oder Histamin [94]. Molekiile, die im Zuge
des GefaBverschlusses bzw. der darauf folgenden inflammatorischen Reaktion freigesetzt
werden.

Nach dem zeitlichen Profil der P-Selektin-Expression zu urteilen spielt P-Selektin nicht
nur in der initialen Phase der Ischimie eine entscheidende Rolle, sondern scheint auch an
den Reperfusionsschdden beteiligt zu sein. Die P-Selektin-Expression persistiert auch in
der Reperfusionsphase [268]. Als Stimulus hierfiir dienen wohl die im Zuge der Reperfusi-
on von Granulozyten und Endothelzellen freigesetzten Zytokine und Sauerstoff—Radikale
[94].

Das durch P-Selektin vermittelte ,,Rolling” von Leukozyten an der GefidBwand trdgt zur

Obstruktion des Gefdalumens durch die adhdrenten Leukozyten bei. Dadurch kommt es
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zum Status des lokalen ,,no reflow* im Kapillargebiet der reperfundierten Gefal3strombahn

[94] [268].

16.1.1.2 Tierexperiment

Im Tierversuch wurde nicht nur eine Aufregulierung von P-Selektinen nach experimentel-
lem ischdmischem Insult nachgewiesen, sondern diese auch mit einer verstiarkten Entziin-
dungsreaktion und einem gréfBeren Hirnschaden in Zusammenhang gebracht [245]. Die
Unterbindung der Wirkung von P-Selektinen unter Verwendung von P-Selektin-knock-out-
Maiusen oder durch Blockade von P-Selektinen durch Fucoidin (Inhibitor von P-und L-
Selektinen) [197] oder Anti-P-Selektin-Antikérper [154] fiihrte zu einer verminderten
Neutrophilen-Akkumulation [55], einer reduzierten Infarkt-Gréfe [94] [245] und einem
besseren funktionellen Outcome [197]. Zudem verbessern monoklonale Antikorper gegen
P-Selektine den ,,frithen Reflow* [245].

Die Funktion von P-Selektinen und die Effektivitdt ihrer Blockade scheint sich aber zwi-
schen fokalen und globalen Ischdmien zu unterscheiden [245]. Wihrend P-Selektin-
defiziente Miuse nach fokaler Ischimie eine hdhere Uberlebensrate aufwiesen als der
Wildtyp, fiihrte der Einsatz von Anti-P-Selektin-Antikorpern bei globaler zerebraler
Ischimie paradoxerweise zu einer geringeren Uberlebensrate [130]. Die Griinde hierfiir
sind bislang noch ungeklirt, die unterschiedliche Auswirkung der P-Selektin-Blockade bei
fokaler und globaler Ischdmie konnte aber auf Unterschiede in der darauffolgenden Ent-

zliindungsreaktion hinweisen [245].

16.1.1.3 Klinische Studie

Da die Effektivitdt und Sicherheit von P-Selektin-Blockern im Tiermodell noch nicht aus-
reichend untersucht ist, gibt es noch keine klinischen Studien auf diesem Gebiet. Es zeigte
sich aber auch beim Menschen, dass eine verstirkte P-Selektin-Expression auf Thrombo-
zyten nach Insult mit einer klinischen Verschlechterung assoziiert ist [94]. Hierfiir diirfte
der durch gesteigerte Thrombozytenadhédsion hervorgerufene post-ischdmische ,.no-
reflow* verantwortlich sein [94], der zum Untergang der Zellen in der potenziell noch revi-

talisierbaren Penumbra fiihrt.

16.1.2 E-Selektin

E-Selektine werden von Endothelzellen und Leukozyten exprimiert. Im Gegensatz zu den

P-Selektinen gibt es von E-Selektinen keinen préformierten intrazelluldren Pool [94]. Die
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Aufregulierung der E-Selektin-Expression nach zerebraler Ischdmie erfolgt daher erst nach
7-24 Stunden und ist sowohl im ischdmisch geschidigten Areal als auch in ipsi- und kont-
ralateralen nicht-ischdmischen Hirnregionen nachweisbar [268]. Wie das P-Selektin kon-
nen auch E-Selektine nur an Endothel mit intakter Basalmembran exprimiert werden [268].
Die Relevanz von E-Selektinen im postischdmischen Entziindungsprozess ist noch unklar,

sie scheinen in ihrer Funktion aber weniger wichtig zu sein wie die P-Selektine [94].

16.1.2.1 Tierexperiment

Im Tierexperiment zeigte sich, nach einem ischdmischen Insult in den Geféflen des Peri-
Infarktareals ein Anstieg der E-Selektin-Expression. Dieser manifestierte sich innerhalb
von zwei bis vier Stunden nach Reperfusion und hielt fiir ca. 70 Stunden an [94].

Versuche, die Wirkung von E-Selektinen durch den Einsatz von spezifischen Antikorpern
bzw. Antagonisten zu inhibieren, zeigten positive Effekte. Neben der Reduktion der In-
farktgrofle ergab sich durch die E-Selektin-Blockade auch ein Anstieg des zerebralen Blut-
flusses in der Reperfusionsphase [157] [93] und eine verminderte Neutrophilen-Infiltration
[93]. Dosis-abhédngig zeigte sich zudem eine Verbesserung des neurologischen Outcomes
sowie eine Reduktion der Mortalitat [93].

Auf diese experimentellen neuroprotektiven Effekte stiitzt sich die Hoffnung, durch E-
Selektin-Toleranzinduktion ein Vakzin gegen zerebrale Ischdmie zu finden. In letzter Zeit
wurden einige solcher Versuche am Tiermodell durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass die
intranasale Applikation von E-Selektin eine Immuntoleranz hervorruft. Diese fiihrt im
Tiermodell sowohl zur priméren Pravention von ischdmischen und hdmorrhagischen In-
farkten [219] als auch zu einer drastischen Reduktion der Infarktgrée und einem verbes-
serten neurologischen Outcome im Falle eines Schlaganfalls [48] [260]. Der verminderte
Ischdmie-induzierte-Hirnschaden geht neben der drastischen Abregulierung der E-
Selektin-Expression auch auf eine Reduktion der CD8+-T-Zellen und eine gesteigerte I1L-
10-Produktion zuriick. Die gesteigerte IL-10-Produktion zeigte sich bei tolerisierten Tieren
sowohl lokal im geschidigten Hirnareal als auch in Organen des peripheren Immunsystems
[48] [260]. Zudem zeigte sich bei E-Selektin-tolerisierten Tieren auch ein Trend zur Abre-
gulierung anderer Adhdsionsmolekiile wie ICAM-1 und LFA-1 (= Leukocyte function as-
sociated Antigen = Anti-CD11a) [260].
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16.1.2.2 Klinische Studien

Messungen von loslichem E-Selektin (sE-Selektin) im peripheren Blut ergaben wider-
spriichliche Ergebnisse. In einigen Studien wurden nach Insult erhohte sE-Selektin-
Serumkonzentrationen gefunden, in anderen nicht [94].

Die 16sliche, im Blut zirkulierende Form von Selektinen kommt wahrscheinlich durch Ab-
spaltung der Adhédsionsmolekiile von aktivierten Oberflichen zustande. Inwieweit die
Konzentration an 16slichen Selektinen aber tatsdchlich mit der Menge, der an der Oberfla-
che exprimierten Selektinen korreliert ist noch unklar und beschrinkt die Aussagekraft

solcher Messungen [94].

16.1.3 L-Selektin

L-Selektin wird wie das E-Selektin von Endothelzellen und Leukozyten exprimiert. Aber
wihrend E- und P-Selektine das Neutrophilen-,,rolling vermitteln, scheint L-Selektin eher
als Wegweiser fiir noch nicht stimulierte Leukozyten zu fungieren [245]. Die Rolle des L-
Selektin im Zuge eines Schlaganfalls ist noch nicht eindeutig geklédrt. Den bisherigen Er-
kenntnissen zufolge scheint sein Einfluss allerdings beschrankt, denn Versuche mit selek-
tiven Anti-L-Selektin-Antikdrpern zeigten weder eine Auswirkung auf das Neutrophilen-

Rekruitment noch auf den ischdmischen Schaden. [259].
16.2 Integrine

16.2.1 Allgemeines

Integrine bestehen aus einer innerhalb einer Subgruppe konstanten (-Subunit und einer
variablen o-Subunit. Es gibt drei Untergruppen der -Subunit, welche mit dem Kiirzel
B1-3 angegeben werden.

Integrine der B1-Untergruppe sind fiir den Zusammenhalt von Kollagen, Laminin und Fib-
ronektin und damit fiir den Aufbau der extrazelluliren Matrix zustdndig [245]. Besonders
wichtig ist in diesem Zusammenhang die Vermittlung der Verbindung zwischen Endothel-
zellen, Astrozyten und Basalmembran, was fiir die Integritdt der Blut-Hirn-Schranke es-
senziell ist [94]. Zudem vermitteln B1-Integrine auch die Bindung von Zellen an Proteine
der extrazelluldren Matrix (z.B. von-Willebrand-Faktor).

B2-Integrine (=CD18) vermitteln die Zelladhédsion von Leukozyten und sind damit im Zu-

sammenhang mit dem postischdmischen Entziindungsprozess von besonderem Interesse.
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Mitglieder der B3-Untergruppe sind hauptsichlich an der Thrombozytenaggregation betei-
ligt. So gehort z.B. das Glykoprotein IIb/I1la an der Oberflaiche von Thrombozyten zu die-
ser Gruppe von Integrinen [245].

Im Bereich der Schlaganfall-Forschung beschéftigt man sich vor allem mit den B2-
Integrinen, da diese fiir die postischdmische Leukozyteninfiltration hauptverantwortlich
sind. Wahrend Selektine nur eine erste lose Verbindung zwischen Endothel und Leukozy-
ten herstellen konnen, vermitteln B2-Integrine die feste Bindung von Leukozyten an das
Endothel und in weiterer Folge die Transmigration in das ischdmische Gewebe ([205];
S.499fY).

B2-Integrine befinden sich ausschlieBlich auf Leukozyten, wobei man, je nach Aufbau der
dazugehorigen a-Subunit, drei Typen von 2-Integrinen unterscheidet ([205]; S.4991Y):

e (CDI11a/CD18 (a-Subunit/B-Subunit): Das CD11a/CD18-Integrin wird auch
als LFA-1 (Lymphozyten funktionsassoziiertes Antigen) bezeichnet und wird auf
T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, NK-Zellen, neutrophilen Granulozyten und Mo-
nozyten exprimiert. Als Liganden dienen die, am Endothel exprimierten, Integrine
der Immunglobulin-Superfamilie [CAM-1, ICAM-2 und ICAM-3 ([205]; S.499ff).

e CDI11b/CD18: Das CDI11b/CD18-Integrin wird auch als Mac-1 bezeichnet
und bindet am Endothel an ICAM-1 [94].

e CDI11¢/CDI18

Die Expression von Integrinen auf Leukozyten wird durch den Kontakt mit Chemokinen
(IL-8 =Chemoattractant fiir Neutrophile; MIP-1 = Chemoattractant fiir Monozyten) oder
anderen Entziindungsmediatoren aufreguliert ([205]; S.4991f). Die Bindung von LFA-1 an
dessen Liganden am Endothel (z.B. ICAM-1) fiihrt zur Stimulation der Leukozyten und
ermOglicht damit die Diapedese, das Hindurchwandern durch die Endothelzellen. Hierfiir
bedarf es vor allem die Interaktion zwischen dem CD11b/CD18-Integrin der Leukozy-
ten mit dem Fibronektin des Bindegewebes bzw. dem Laminin der Basalmembran

([205]; S.499ff).

16.2.2 Tierexperiment

Die meisten experimentellen Schlaganfallstudien beziehen sich auf das CD11b/CD18-
Integrin. So konnte im in-vitro-Versuch nachgewiesen werden, dass Hypoxie zu
einer Aufregulierung von CD11b/CD18-Integrinen auf Neutrophilen fiihrt. Eine
Blockade des gesamten Molekiils oder einer Subunit (CD11b oder CD18) durch
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monoklonale Antikorper flihrte nach experimenteller Ischdmie zu einer verminder-
ten Neutrophilen-Infiltration und zu einer geringeren InfarktgroBe [245] [263]. Zum
Teil scheint diese Wirkung auf verminderte Apoptose der Zellen im geschidigten
Areal rickfiihrbar zu sein, wie sich unter Verwendung des Anti-CD11b/CD18-
Antikorpers herausstellte [50]. Der Einsatz von Anti-CD11b-Antikérpern war sogar

noch effektiv, wenn sie erst zwei Stunden nach der Reperfusion appliziert wurden [263].

16.2.3 Klinische Studien

Bisher gibt es nur wenige klinische Studien, in denen die Wirkung eines Anti-
CD11/CD18-Antikdrpers nach einem Schlaganfall untersucht wurde. Eine klinische Studie
mit Rovelizumab [104], einem monoklonalen Antikorper gegen das CD11/CD18-
Adhésionsmolekiil an Leukozyten, erwies sich als sicher in der Anwendung, zeigte aber
keine signifikant positiven Effekte. Eine Studie von Becker et al. [19] unter Verwendung
eines humanisierten Anti-CD11/CD18-Antikorpers (LeukArrest) wurde aufgrund der be-
trachtlichen Nebenwirkungen bei mangelnder Wirksamkeit vorzeitig beendet [19].

Die Griinde, warum eine solche Therapie im Tierversuch gute Ergebnisse erbrachte und
beim Menschen nicht, sind jedoch noch unklar. Mitunter kdnnten Unterschiede der In-
tegrin-Expression von Neutrophilen zwischen Mensch und Tier dafiir verantwortlich sein.
Denn wihrend die CD11b-Expression im Tiermodell nach zerebraler Ischimie anstieg,
zeigte sich bei Schlaganfallpatientlnnen tatsdchlich eine verminderte CD11b-Expression
[245].

Unter Umstédnden ist auch das Phianomen des ,,No-reflows* bei Tieren relevanter als beim

Menschen [94].
16.3 Proteine der Immunglobulin-Superfamilie

16.3.1 Allgemeines

Die dritte Gruppe unter den Adhésionsmolekiilen gehdrt zur Familie der Immunglobuline.
Zu dieser Gruppe zidhlen fiinf verschiedene Adhédsionsmolekiile, welche an der Oberflache
aktivierter Endothelien exprimiert werden und die Leukozyten-Adhésion ermoglichen.
¢ [CAM-1: wird auch als CD54 bezeichnet und wird in geringen Konzentrationen
kontinuierlich an Endothelzellen, Leukozyten, Epithelzellen und Fibroblasten ex-

primiert [245]. Bei Stimulation der Zellen durch Zytokine, vor allem durch proin-

100



flammatorische wie IL-la und TNF- o, kommt es zur Aufregulierung deren Ex-
pression an der Zelloberflache [94].

e [CAM-2 (CD102): wird ausschlieBlich von Endothelzellen exprimiert, und im Ge-
gensatz zu den meisten anderen Adhédsionsmolekiilen, nach Stimulation nicht auf-
reguliert [245].

¢ PECAM-1 (platelet-endothelial cell adhesion molecular-1; CD31): Funktion als
Kontaktmolekiil zwischen Endothelzellen; Vermittlung der Diapedese von Leuko-
zyten [245].

¢ MAAdCAM-1 (mucosal adressin cell adhesion molecule-1; CD 146): ist der Ligand
fiir das von Leukozyten exprimierte L-Selektin an Gefdllendothel und Mucosa. In
Bezug auf letzteres hat sich dieses Adhédsionsmolekiil als besonders wichtig fiir das
selektive ,,homing* von Lymphozyten in das Mucosa-assoziierte-lymphatisches-
Gewebe (MALT) des Gastrointestinaltrakts herausgestellt [245].

¢ VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1; CD106): wird ebenfalls ausschlieB3-
lich von aktivierten Endothelzellen exprimiert. Stimuliert wird dessen Expression

durch die proinflammatorischen Zytokine IL-1 und TNF- a [245] ([100]; S.267)

16.3.2 ICAM-1

16.3.2.1 Allgemeines

ICAM-1 dient als Ligand fiir die verschiedensten B2-Integrine, darunter auch LFA-1, ei-
nem Adhédsionsmolekiil, das auf vielen Entziindungszellen (T-Lymphozyten, B- Lympho-
zyten, NK-Zellen, neutrophilen Granulozyten und Monozyten) exprimiert wird. Die
ICAM-1-Expression erfolgt v.a. durch Endothelzellen, nach Zytokin-Stimulation aber auch
vermehrt durch Astrozyten und Neurone [204] [26].

Den bisherigen Untersuchungsergebnissen zur Folge scheint ICAM-1 vor allem in der ers-
ten Phase nach Ischdmie und Reperfusion eine Rolle zu spielen.

Im in-vitro-Experiment mit kultivierten humanen Endothelzellen zeigt sich bereits nach
einer Stunde Ischidmie ein Anstieg der ICAM-1-Expression mit einem Peak innerhalb der
ersten vier bis zehn Stunden nach Reperfusion. Die Expression bleibt insgesamt fiir ca.
eine Woche erhoht. In dieser Phase geht die erhohte ICAM-1-Expression mit dem ver-
mehrten Einwandern von neutrophilen Granulozyten einher. Erst nach der Senkung des
ICAM-1-Spiegels nach ca. zweieinhalb Wochen kommt es zum massiven Einwandern von

Monozyten/Makrophagen, was den Schluss nahe legt, dass ICAM-1 nur an der Neutrophi-
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leninvasion in der Frithphase, nicht aber an der Monozyteninvasion in der Spitphase in-
volviert ist [94]. In der zeitlichen Folge der Aufregulierung von Adhdsionsmolekiilen nach
Ischidmie folgt der Peak von ICAM-1 nach 4 Stunden, dem P-Selektin, welches auf Grund
des intrazelluldren Pools an vorgefertigten P-Selektin-Molekiilen als erstes innerhalb kiir-
zester Zeit am Endothel exprimiert wird. ICAM-1 muss im Gegensatz dazu erst de-novo
synthetisiert werden. Die zeitliche Reihenfolge der Adhédsionsmolekiilexpression entspricht
thren Funktionen. Wihrend das P-Selektin den ersten losen Kontakt zwischen Endothel
und den chemotaktisch angelockten Leukozyten (v.a. Neutrophile) herstellt, kommt es
durch die Interaktion des B2-Integrins (CD18) an Leukozyten mit dessen Rezeptor, dem
ICAM-1 Molekiil an Endothelzellen, zur festen Bindung. Durch die nun feste Adhésion der
Leukozyten am Endothel tragt ICAM-1 entscheidend am Phédnomen des ,,no-reflow* bei,
das durch die Akkumulation von Leukozyten zu Stande kommt, die das Lumen kleiner
GefaBe verstopfen [94].

Neben dem durch Adhésionsmolekiile vermittelten negativen Effekt des no-reflow, kommt
es durch ICAM-1 auch zum Influx von Neutrophilen, die durch ihr zytotoxisches Potenzial
zu einer zusitzlichen Schéddigung des ischdmischen Areals fiihren. Die Inhibierung von

ICAM-1 konnte diese schidlichen Effekte reduzieren.

16.3.2.2 Tierexperiment

Obwohl die durch Thrombolyse ermoglichte Reperfusion von unschétzbarem Wert ist, da
nur so das Uberleben der Zellen im ischimisch geschidigten Areal mdglich wird, fiihrt sie
iiber das vermehrte Einschwemmen von Entziindungszellen auch zu einer zusitzlichen
Schidigung. Dieser Reperfusionsschaden kommt durch die Freisetzung von freien Radika-
len und proteolytischen Enzymen zustande und wird in der ersten Phase der Reperfusion
vor allem durch neutrophile Granulozyten vermittelt [18] [54]. Im Tierversuch konnte die
Invasion von Neutrophilen in das postischimische Gewebe eindeutig mit einer Progression
des Hirnschadens, einem reduzierten Blutfluss und einem schlechteren neurologischen
Outcome in Verbindung gebracht werden [20] [117] [55]. ICAM-1-Gen-Deletion fiihrt im
Miusemodell zu einem geringeren Infarktvolumen, einem verminderten neurologischen
Defizit und hoheren Uberlebensraten. Die Tatsache, dass das Fehlen der ICAM-1-
Expression bei diesen Tieren auch eine deutliche Steigerung des Blutflusses zur Folge hat-
te, unterstreicht die Wichtigkeit von ICAM-1 bei der Vermittlung des ,,no-reflow* [55].
Auch der Einsatz von Anti-ICAM-1-Antikorpern fithrte zu einem reduzierten Gewebe-

schaden [94]. Interessanterweise zeigte sich durch Anti-ICAM-1-Antikorper aber auch eine
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signifikante Reduktion der apoptotischen Zellmasse im ischdmischen Areal [50]. Die pro-
tektive Wirkung von Anti-ICAM-1-Antikorpern scheint demnach nicht nur auf dem ver-
besserten Blutfluss und der abgeschwichten Entziindungsreaktion zu basieren, sondern
auch auf einem antiapoptotischen Effekt. Dieser konnte durch einen direkten Effekt des
Antikorpers auf die Parenchymzellen vermittelt werden oder indirekt iiber die Reduktion
von Neutrophilen und anderen Entziindungszellen. Diese setzen im Zuge des Entziin-
dungsprozesses Sauerstoffradikale und Proteasen frei, Substanzen, die die Apoptose indu-
zieren [50].

Eine dhnlich neuroprotektive Wirkung, wie durch die Applikaiton von spezifischen Anti-
ICAM-1-Antikorpern, ergab sich durch Ibuprofen [10] oder Stickstoff-Donoren [112]. In
beiden Fillen scheint die protektive Wirkung auf einer Senkung der ICAM-1-Expression

zu beruhen.

16.3.2.3 Klinische Studien

Durch Messungen der Serumkonzentration von ldslichen Adhédsionsmolekiilen (Préfix s-
fiir soluble), die durch proteolytische Abspaltung von aktivierten Endothelzellen und Leu-
kozyten frei werden, versucht man, indirekt auf die Konzentration der intrazerebral expri-
mierten Adhdsionsmolekiile riickzuschlieBen. Dabei zeigte sich bei SchlaganfallpatientIn-
nen im Vergleich zur gesunden Normalpopulation eine erhdhte Konzentration von sICAM-
1 sowohl im peripheren Blut als auch im Liquor cerebrospinalis [242] [201]. Fiir die Kon-
zentration von sVCAM-1 und sE-Selektin nach einem Schlaganfall sind die Ergebnisse
uneinheitlich. Wihrend die Konzentration von sVCAM-1 und sE-Selektin bei Selakovic et
al. [201] in Serum und Liquor ebenfalls anstieg, zeigte sich bei Wang et al. [242] keine
Verdnderung ihrer Konzentration.

Auch bei Fassbender et al. [67] fanden sich erhohte Serumkonzentrationen von sSICAM-1
bei SchlaganfallpatientInnen. Es zeigte sich aber, dass SICAM auch bei Risikopatientlnnen
fiir Atherosklerose (Raucher, Hypertoniker, Patientlnnen mit Diabetes mellitus oder Hy-
percholesterindmie) noch vor dem Auftreten eines Infarktes erhoht waren [67] [68]. Der
Schlaganfall selbst fiihrte zu keinem weiteren Anstieg der Serumkonzentration [67].
ICAM-1, als Vermittler der Leukozytenadhédsion und deren transendothelialer Migration,
scheint demnach auch an der Pathogenese der Atherosklerose beteiligt zu sein. Zur Akti-
vierung des Endothels mit Aufregulierung des Adhésionsmolekiils ICAM-1 kommt es
wahrscheinlich aufgrund der chronischen Reizung des Endothels durch die vaskulédren Ri-

sikofaktoren. Die mit Hilfe des ICAM-1 einwandernden Entziindungszellen fiihren tiber
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die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffradikalen und Enzymen zu vaskuldren Schéden,
die die Entstehung von atherosklerotischen Plaques und deren Destabilisierung begiinsti-
gen [67]. Die Aussagekraft dieser und anderer Studien mit Messungen von 16slichen Adha-
sionsmolekiilen ist allerdings nur eingeschrinkt, da unsicher ist, ob zerebrale Endothelzel-
len die Quelle der 16slichen Adhédsionsmolekiile darstellen, da diese auch aus postischa-
misch aktivierten Endothelzellen und Leukozyten anderer Lokalisation stammen konnten
[242]. Die wenigen bisher durchgefiihrten klinischen Studien, deren Ziel es war, die Neut-
rophilen-Invasion durch Anti-ICAM-1-Antikérper (ENLIMOMAB [203]) oder andere
Mechanismen (Anti-Leukozyten-Antikorper: LeukArrest (HU23F2G) [19]) zu inhibieren,
waren erfolglos. Eine grofle Studie unter Verwendung eines murinen Antikorpers (ENLI-
MOMAB) gegen ICAM-1, welcher in mehreren experimentellen Versuchen am Tier sehr
gute Ergebnisse erzielte, musste aufgrund der negativen Auswirkungen vorzeitig beendet
werden. PatientInnen, die Enlimomab erhielten, wiesen in der postischimischen Phase eine
hohere Rate an Komplikationen auf, darunter vor allem Fieber und Infektionen, die mit
einer hoheren Mortalitéit assoziiert waren [203]. Ursache hierfiir konnte die Verwendung
eines nicht-humanisierten Antikdrpers sein. Dies konnte zu einer inflammatorischen Reak-
tion mit Bildung von humanen spezifischen Antikorpern gegen den monoklonalen Anti-
korper ENLIMOMAB, mit unspezifischer Aktivierung des Komplementsystems oder
Uberstimulation anderer Adhisionsmolekiile, fiihren [40] [94] [73].

16.4 Adhisionsmolekiile als Marker fiir das neurologische

Outcome

In einigen klinischen Studien wurden 16sliche Adhédsionsmolekiile im peripheren Blut ge-
messen und deren Konzentration mit dem klinischen Outcome verglichen.

Hohe Konzentrationen von sICAM-1 am Tag der stationdren Aufnahme waren dabei mit
grofleren ischdmischen Lésionen und einer sekunddren neurologischen Verschlechterung
assoziiert [242], wahrend ein Abfall der Serumkonzentration der verschiedensten 16slichen
Adhisionsmolekiile (SICAM-1, sVCAM-1 und sE-Selektin) zwischen dem 1. und 4. Tag
nach Infarkt mit einer klinischen Verbesserung einherging [29]. Bei Stagnation bzw. Ver-
schlechterung der klinischen Symptomatik zeigte sich kein Abfall der Adhdsionsmolekiil-
Konzentrationen im Serum [29].

Losliche Adhédsionsmolekiile konnten demnach auch als Marker fiir das klinische Outcome

verwendet werden.
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