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1. Zusammenfassung  
 

Beim ischämischen Schlaganfall finden weitreichende systemische immunmodu-

latorische Anpassungsvorgänge statt. Da Sphingosin-1-Phosphat (S1P)-Signal-

wege für die Immunzellrekrutierung von hoher Relevanz sind, war angesichts der 

bekannten immunologischen Veränderungen nach zerebraler Ischämie das Ziel 

dieser Dissertation die genauen Veränderungen dieses Signalweges zu charak-

terisieren. 

Für diese Charakterisierung wurde ein transientes Fadenokklusionsmodell der A. 

cerebri media an der Maus verwendet. Die Sphingolipidkonzentrationen wurden 

drei oder 24 Stunden nach Okklusion in der Milz, im Plasma sowie im Hirngewebe 

gemessen. Parallel hierzu wurde die Immunzellrekrutierung in die von der Ischä-

mie betroffenen Hemisphäre analysiert. 

Zunächst konnte diese Dissertation zeigen, dass in der Akutphase des Schlag-

anfalls ein S1P-Konzentrationsgradient vorherrscht. Die Milz zeigt hier die nied-

rigsten Konzentrationen, gefolgt von Plasma und Gehirn. Darüber hinaus besteht 

auch in der betroffenen Hemisphäre ein S1P-Gradient mit hohen Konzentratio-

nen im Infarktkern, jedoch verminderten Konzentrationen im Periinfarktkortex 

(PIC).  

Zweitens führt eine fokale zerebrale Ischämie zu einer Infiltration von T- und B-

Lymphozyten in die ischämische Hemisphäre. Im Gegensatz hierzu kommt es zu 

einer Schlaganfall-induzierten Lymphopenie im Blut. Hierzu passend konnte ich 

eine signifikante Abnahme des Gewichts und der B- und T-Lymphozyten der Milz 

24 Stunden nach Ischämie nachweisen. Weitere von Immunzellen produzierte 

Zytokine (IL-6) sowie deren Transkriptionsfaktoren (SPI1, STAT3, FoxP3) zeig-

ten in der Akutphase nach Ischämie ebenfalls eine deutliche Reduktion und wie-

sen auf die Rekrutierung peripherer Immunzellen (pIZ) aus dem sekundären lym-

phatischen Organ hin. Folgerichtig waren Leukozyten im Plasma sowohl drei als 

auch 24 Stunden nach Ischämie signifikant vermehrt, welche insbesondere 

neutrophilen Granulozyten entsprachen.  

Basierend auf der nachgewiesenen Reduktion von T-Helferzellen sowie regula-

torischer T-Zellen sowohl in der Milz als auch in der Zirkulation, wurde drittens 

die Hypothese einer zerebralen Rekrutierung dieser T-Zellpopulationen gemäß 
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dem vorliegenden S1P-Gradienten untersucht. Dabei gelang die Darstellung ei-

ner signifikanten Infiltration von CD45+-Zellen in beide Hemisphären, welche ins-

besondere von T-Helferzellen geprägt war.  

Viertens nimmt die S1P-Rezeptor (S1PR)-Expression auf Leukozyten eine be-

deutende Stellung in der pIZ-Rekrutierung ein. In diesem Sinne konnte ich zei-

gen, dass nach zerebraler Ischämie S1P1 signifikant in der Milz vermindert expri-

miert wurde. Dieses Ergebnis deutete auf einen Austritt S1P1+ Immunzellen aus 

der Milz dem etablierten S1P-Gradienten folgend hin. In der ischämischen Hemi-

sphäre hingegen ließ sich ebenfalls eine Herunterregulation der exprimierten 

mRNA für S1P1 nachweisen, wohingegen S1P2 und S1P3 vermehrt transkribiert 

wurden. Dieses Ergebnis könnte Folge der mikroglialen Aktivierung sein, die be-

kanntermaßen mit einer Hochregulation von S1P2 und S1P3 einhergeht. 

Abschließend habe ich die Rolle von weiteren Sphingolipiden, u.a. von Cerami-

den, untersucht, die einen signifikanten Anstieg in der Milz 24 Stunden nach Is-

chämie zeigten. Im Gegensatz dazu konnte ich im Gehirn keine Unterschiede der 

untersuchten Ceramidspezies abgrenzen, sodass in dem hier verwendeten Mo-

dell eine Beteiligung an lokalen pathophysiologischen Vorgängen eher unwahr-

scheinlich erscheint. 

Zusammenfassend beschreiben die in dieser Dissertation dargestellten Ergeb-

nisse lokale und systemische Veränderungen des S1P-Signalwegs nach zereb-

raler Ischämie. Konkordante Veränderungen des Immunsystems deuten auf eine 

relevante Rolle veränderter S1P-Konzentrationen hin. Weitergehende, funktio-

nelle Untersuchungen der hier beobachteten Ergebnisse müssen die potentielle 

therapeutische Relevanz für Patienten mit zerebraler Ischämie aufklären.  
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2. Summary 
 

Ischemic stroke exerts extensive systemic adaptive immunomodulatory re-

sponses. S1P-signaling pathways play an important role in immune cell recruit-

ment and given the known immune response alterations following stroke, the aim 

of this dissertation was to provide a detailed characterization of the S1P signaling 

pathway. 

For this characterization, a transient filament occlusion model of the mouse mid-

dle cerebral artery was implemented. Sphingolipid concentrations were meas-

ured three or 24 hours after occlusion in spleen, plasma and brain tissue. In par-

allel, immune cell recruitment was analysed in the hemisphere affected by ische-

mia. 

First of all, this thesis could demonstrate a steep S1P gradient in the acute phase 

of stroke. The spleen showed the lowest S1P concentrations, followed by plasma 

and brain. In addition, there was a significant S1P increase in the ischemic hem-

isphere, whereas the peri-infarct cortex (PIC) showed decreased S1P levels.  

Secondly, focal cerebral ischemia induces an inflammatory cascade which is de-

noted by an early infiltration of T and B lymphocytes. This phenomenon was re-

flected systemically leading to a stroke-induced lymphopenia in the circulation. In 

accordance with this result, I could demonstrate a significant weight reduction of 

the spleen and a decrease of B and T lymphocytes in the spleen 24 h after ische-

mia. Other cytokines produced by immune cells (IL-6) as well as their transcrip-

tion factors (SPI1, STAT3, FoxP3) showed a significant reduction in the acute 

phase after ischemia and underlined the recruitment of peripheral immune cells 

(pIZ) from the secondary lymphoid organ. Consequently, especially neutrophil 

granulocytes in plasma were increased three hours and 24 hours after ischemia. 

Thirdly, based on the reduction of T helper cells and regulatory T cells in both 

spleen and circulation, the hypothesis of cerebral recruitment of these T-cell pop-

ulations in response to the S1P gradient was investigated. A significant infiltration 

of CD45+ cells in both hemispheres was revealed, which was particularly charac-

terized by T helper cells.  

Fourthly, the S1P receptor (S1PR) expression on leukocytes plays a pivotal role 

in pIZ recruitment. In this sense, I could demonstrate a significant decrease of 

S1P1 in the spleen. This result suggested an egress of S1P1+ immune cells from 
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the spleen in response to the S1P gradient. In the ischemic hemisphere however, 

S1P1 mRNA displayed a downregulation, whereas S1P2 and S1P3 showed a sig-

nificant upregulation. This result might represent sequelae of microglial activa-

tion, which is accompanied by an upregulation of S1P2 and S1P3. 

Finally, I examined the role of further sphingolipids, i.e., ceramides, which 

showed a significant increase in the spleen 24 hours after ischemia. In contrast, 

I could not delineate differences in the brain between the analysed ceramide spe-

cies, suggesting that a contribution of ceramides to pIZ recruitment is less prob-

able in this model. 

In conclusion, the results of this thesis describe a local and systemic involvement 

of the S1P signaling pathway in immune cell migration after cerebral ischemia. 

Concordant immune response alterations suggest a relevant role of the changes 

in sphingolipid concentrations. Further insights into the herein described obser-

vations may behold the potential to pave the way to new therapeutic avenues for 

patients suffering from ischemic stroke. 
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3. Abkürzungsverzeichnis 

Abkürzung Bedeutung 

A. cerebri media Arteria cerebri media 

FoxP3 Forkhead box protein P3 

IL-6 Interleukin-6 

PIC Periinfarktkortex 

pIZ Periphere Immunzellen 

S1P Sphingosin-1-Phosphat 

S1PR S1P-Rezeptor 

SPI1 Transkriptionsfaktor PU.1 

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 
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4. Übergreifende Zusammenfassung: Einleitung 

4.1. Schlaganfall 
 

Weltweit steht der Schlaganfall an zweiter Stelle der Todesursachenstatistik und 

stellt eine der Hauptursachen für eine dauerhafte Invalidität und Pflegebedürftig-

keit mit gravierenden sozioökonomischen Folgen für die Betroffenen, ihre Ange-

hörigen und die Gesellschaft dar.1 Weltweit lag die Prävalenz der Schlaganfälle 

im Jahr 2016 bei 80,1 Millionen, wovon zerebrale Ischämien 84,4% einnahmen.2 

Der akute ischämische Schlaganfall stellt einen medizinischen Notfall dar. Es 

kommt zu einer akuten Minderperfusion mit einhergehendem neuronalen Funkti-

onsverlust, der mit zunehmender Dauer des Gefäßverschlusses in einem Neuro-

nenuntergang resultiert. Die Ätiologie des ischämischen Schlaganfalls umfasst 

vornehmlich eine Makroangiopathie der supraaortalen, extra- und intrakraniellen 

Gefäße, eine zerebrale Mikroangiopathie sowie proximale Emboliequellen. 

Anamnestisch lässt sich ein apoplektiform aufgetretenes fokal-neurologisches 

Defizit eruieren. Mangels klinischer Unterscheidungsmerkmale zum hämorrhagi-

schen Schlaganfall in der Prähospitalphase bedarf es einer unverzüglichen Ein-

weisung des Patienten in ein qualifiziertes Schlaganfallzentrum zur weiteren Di-

agnostik und Therapie. 
 
 

4.2. Akuttherapien 
 

Oberstes Ziel in der Schlaganfalltherapie ist eine sichere, rapide und effektive 

arterielle Rekanalisation, um den Blutfluss wiederherzustellen und das funktio-

nelle Outcome zu verbessern.3,4 Aktuelle Therapieansätze beim ischämischen 

Schlaganfall stellen die systemische thrombolytische Therapie mit dem intrave-

nös applizierten rekombinanten Gewebeplasminogenaktivator (rtPA) in einem 

engen Zeitfenster und die endovaskuläre Thrombektomie dar. Verschiedene Stu-

dien zeigen eine Überlegenheit der zusätzlichen endovaskulären Therapie ge-

genüber einer solitären Thrombolyse.5–12  

Dabei ist das Auftreten einer symptomatischen intrazerebralen Blutung (sICH) 

nach Thrombolyse und Thrombektomie womöglich nicht allein auf die induzierte 

Koagulopathie zurückzuführen.13 Vielmehr zeigen immer mehr Studien, dass die 

sICH nach Thrombolyse zum Teil mit der postischämischen Neuroinflammation 
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assoziiert ist.14–16 Hierbei spielen bei kompromittierter Blut-Hirn-Schranke die In-

filtration pIZ, die gliale Aktivierung sowie die Infiltration inflammatorischer Fakto-

ren eine große Rolle.16,17 Eine kürzlich veröffentlichte Studie hat jedoch auch auf 

die potentiellen Komplikationen einer mechanischen Thrombektomie mit dem Ri-

siko einer sICH verwiesen.18 

Eine Option zur Behandlung von Hirninfarktpatienten im Sinne einer medikamen-

tösen Neuroprotektion besteht derzeit noch nicht. Viele Substanzen konnten le-

diglich im Tiermodell gute Ergebnisse erzielen. So konnte beispielsweise Neri-

netid, ein Peptid, welches am postsynaptischen Dichteprotein-95 ansetzt, in der 

ESCAPE-NA1 Studie vor endovaskulärer Therapie bei schwerem Schlaganfall 

keine Wirksamkeit demonstrieren.19  

Immunmodulatorische Ansätze in der Akutphase verbleiben derzeit Gegenstand 

intensiver präklinischer und klinischer Forschung, solange die reziproken Inter-

aktionen zwischen Immunsystem und zerebraler Ischämie nicht vollständig ver-

standen sind.20 Dabei könnte die nähere Charakterisierung des Periinfarktcortex 

Mechanismen zum Schutz vor sekundären Schäden nach zerebraler Ischämie 

beitragen. 
 

4.3. Hämorrhagische Transformation 
 

Die häufigsten Komplikationen nach einem Schlaganfall umfassen einen erhöh-

ten intrakraniellen Druck, Schlaganfallrezidive, Infektionen sowie symptomati-

sche intrazerebrale Blutungen nach Thrombolyse.21 

Eine hämorrhagische Transformation (HT) stellt eine Komplikation des ischämi-

schen Schlaganfalls dar, die hauptsächlich nach Reperfusion auftritt.22,23 Studien 

haben ein ca. zehnfach erhöhtes Risiko der HT nach thrombolytischer Therapie 

(rtPA) gezeigt.17,24 Neueste Studien aus China, die keinen Unterschied in den 

HT-Raten zwischen endovaskulärer Therapie mit und ohne Alteplase demonst-

rieren, leiten einen Paradigmenwechsel ein. So weisen diese auf die Rekanali-

sation als wesentlichen Treiber der HT hin.25 Die Aktivierung von Matrix-Me-

talloproteasen (MMP)26–28 sowie schwere Endothelschäden nach Ischämie/Re-

perfusion kompromittieren die endotheliale Integrität und scheinen die Entste-

hung von HTs zu begünstigen.29,30 Nach transienter fokaler zerebraler Ischämie 
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weist die Blut-Hirn-Schranke eine gesteigerte Durchlässigkeit bereits 25 min 

nach Reperfusion auf, welche für mehrere Wochen anhält.31,32 

Studien demonstrieren ein erhöhtes Risiko einer hämorrhagischen Transforma-

tion in kardioembolischen Hirninfarkten unter einer Antikoagulation.33,34 Die Vita-

min-K-Antagonisten (Phenprocoumon, Warfarin) haben jahrelang Mittel der Wahl 

der oralen Antikoagulation zur Schlaganfallprävention dargestellt. Zudem sind Vi-

tamin-K-Antagonisten (VKA) zur Thrombembolieprophylaxe bei künstlichem 

Herzklappenersatz sowie bei Mitralklappenstenosen indiziert. Dabei hemmen 

diese die Vitamin-K-abhängige Synthese der Gerinnungsfaktoren II, VII, IX, X in 

der Leber sowie die regulatorischen Faktoren Protein C und S. Allerdings weisen 

VKAs viele Nachteile auf, vor allem ein geringes therapeutisches Fenster, die 

Notwendigkeit regelmäßiger INR-Kontrollen sowie das Risiko intrakranieller Blu-

tungen. Im Mausmodell ließ sich eine Exazerbation der hämorrhagischen Trans-

formation unter Warfarin demonstrieren.35 Ferner zeigten Patienten unter VKA 

ein höheres Risiko für eine symptomatische intrazerebrale Blutung (sICH) nach 

mechanischer Thrombektomie.36 

Leitliniengerecht stellen die neuen direkten oralen Antikoagulanzien (DOAC) eine 

Alternative zu den Vitamin-K-Antagonisten dar. Sie bieten ein günstigeres Nut-

zen-Risiko-Profil und werden somit in der Primär- und Sekundärprophylaxe nach 

Schlaganfall eingesetzt. Während wir uns bei den VKAs INR-Messungen bedie-

nen, die eine gute Kontrollierbarkeit erlauben, fehlt im klinischen Tag eine adä-

quate Point-of-care-Diagnostik für die DOACs. Der Doasense-Urintest ermöglicht 

lediglich eine qualitative DOAC-Bestimmung.37 Studien demonstrieren eine ver-

gleichbare Rate an spontanen HT unter DOACs im Vergleich zu VKA.38 

 
  

4.4. Sphingolipide – Rolle in der Akutphase nach zerebraler Ischä-

mie 
 

Sphingolipide sind ubiquitär vorkommende Komponenten der Zellmembranen 

und unmittelbar an Zell-Zell-Kontakten sowie an der parakrinen Informations-

übermittlung in Geweben beteiligt.39 Bisher konnte gezeigt werden, dass diver-

sen Sphingolipiden in Krankheitsprozessen eine bedeutende Rolle zukommt.40–

42 Diese Studien haben die Relevanz des Sphingolipidmetabolismus und die 

Rolle der Sphingolipide als Signalmoleküle als aussichtsreiches therapeutisches 
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Ziel unterstrichen. Dabei wurden vor allem Sphingosin-1-phosphat (S1P) sowie 

den Ceramiden Schlüsselrollen zugesprochen.  

So konnte die Bedeutung des Sphingosin-1-Phosphats (S1P) als Liganden des 

Typ 1 S1P-Rezeptors (S1P1) in der Regulation der Lymphozytenverteilung ent-

lang eines S1P-Gradienten demonstriert werden.43 Eine Modulation des S1P1-

Signalweges wurde daher zunächst in der Transplantationsimmunologie44,45 und 

später in der Behandlung der neurologischen Autoimmunerkrankung Multiple 

Sklerose erprobt.46 Das synthetische, funktionell antagonistische S1P-Analogon 

Fingolimod (FTY720) wurde 2010 zur Therapie der Multiplen Sklerose zugelas-

sen.46 Das derzeitige Konzept impliziert die Rekrutierung von Immunzellen ent-

lang steiler S1P-Gradienten, indem S1P den S1P1-Rezeptor ligiert, was zu des-

sen Internalisierung in die Zelle führt.  

Im murinen Schlaganfallmodell konnte gezeigt werden, dass Fingolimod vermut-

lich über diese immunmodulierende Wirkung zu einer verringerten Infarktgröße, 

einem verbesserten neurologischen Outcome sowie einer verringerten Anzahl 

infiltrierender neutrophiler Granulozyten sowie Mikroglia in die ischämische Lä-

sion führt.47 Ferner gelang der Nachweis einer Reduktion der Thromboinflamma-

tion in den Mikrokapillaren im Periinfarktareal unter Fingolimod.48 Voraussetzung 

für die protektive Wirkung stellt die Phosphorylierung von Fingolimod über die 

Sphingosinkinase-2 (SphK2) dar.49 Der Verlust neuroprotektiver Effekte konnte 

bei SphK2-defizienten Mäusen demonstriert werden, die eine Zunahme der In-

farktgröße sowie eine Zunahme funktioneller neurologischer Defizite aufwie-

sen.49  

Ceramide nehmen als Vorläufer des Signalmoleküls S1P eine zentrale Stellung 

innerhalb des Sphingolipidmetabolismus ein50 und sind an der Regulation der 

Apoptose sowie der Zellalterung beteiligt.51,52 Ferner konnte in Tiermodellen des 

Schlaganfalls eine Zunahme der Ceramid-Synthese über eine gesteigerte Aktivi-

tät der sauren Sphingomyelinase (ASMase) gezeigt werden.53–56 ASMase-defizi-

ente Mäuse wiesen eine verringerte Infarktgröße und ein verbessertes neurolo-

gisches Defizit nach transienter fokaler zerebraler Ischämie auf.57 

Als Trigger der gesteigerten Ceramidsynthese im Kontext der zerebralen Ischä-

mie wird die induzierte Reperfusion angesehen.58 Dabei gelten Ceramide als Me-

diator der Apoptose durch eine mitochondriale Dysfunktion.59 Zudem wurden 
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hohe Ceramidspiegel als potentieller gemeinsamer Nenner der Neuroinflamma-

tion in neurodegenerativen Erkrankungen tituliert.60 

 
 

4.5. Einfluss der Sphingolipide auf die hämorrhagische Transforma-

tion  
 

Erythrozyten sowie Endothelzellen sind die wesentlichen Quellen von S1P und 

tragen zu einem steilen S1P-Gradienten zwischen dem Blutkompartiment und 

dem Interstitium bei, wo tausendfach niedrigere S1P-Konzentrationen herrschen.  

S1P liegt im Plasma entweder an Albumin oder Apolipoprotein M (apoM) gebun-

den vor.61–66  

Dabei nimmt S1P2 eine große Rolle in der zerebrovaskulären Integrität ein.67 In 

einem Modell der spontanen HT konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition von 

S1P2 die Entwicklung einer HT blockiert.67 

Studien haben auf die Reduktion einer HT nach Ischämie/Reperfusion unter Fin-

golimod hingewiesen.68,69 Im Rahmen der pathophysiologischen Einordnung 

deuten die Daten von Salas-Perdomo et al. auf einen Lymphozyten-unabhängi-

gen Mechanismus, da Fingolimod auch in Lymphozyten-defizienten Tieren zu ei-

nem verringerten Blutungsausmaß sowie einem verbesserten funktionellen Out-

come geführt hat.69 Ferner demonstrierten Studien, dass eine selektive S1P1-

Modulation protektive Wirkungen nach intrazerebraler Blutung aufweist.70 Somit 

rückt die direkte Wirkung von Fingolimod auf den Sphingolipidmechanismus in 

den Vordergrund und scheint somit eine hohe translationale Relevanz in der 

Schlaganfallforschung einzunehmen. 
 

4.6.  Darstellung des Manuskripts 
 
 

Die Studie stellt die Kinetik von Sphingosin-1-phosphat (S1P) in der Akutphase 

der fokalen zerebralen Ischämie sowie die damit einhergehenden systemischen 

Veränderungen von T-Helferzellen (TH-Zellen) und regulatorischen TH-Zellen 

(TREG-Zellen) als wichtige Akteure des Immunsystems dar. Hier konnte ich de-

monstrieren, dass ein steiler S1P-Gradient von der Milz in Richtung Gehirn vor-

herrschend war. Mittels quantitativer PCR (qPCR) schien der S1P1+ der prädo-

minierend aus der Milz austretenden Zellphänotyp zu sein. Ferner konnte ich 
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nachweisen, dass die Rekrutierung TH- und TREG-Zellen in die ischämische He-

misphäre mit einer differentiellen Regulation des S1PR-Expressionsmusters as-

soziiert ist. 

Um die Rolle von S1P als chemotaktisches Agens im Kontext der zerebralen Is-

chämie näher zu charakterisieren, erfolgte zunächst die Bestimmung von S1P in 

verschiedenen Kompartimenten (Milz, Plasma, Gehirn). Hierzu wurde ein 

C57BL/6 Tiermodell der fokalen zerebralen Ischämie (mittels Fadenokklusion der 

Arteria cerebri media, MCAO) verwendet. Letztere resultierte in einer Hochregu-

lation des S1P-Signalwegs und einem Anstieg des S1P-Spiegels in der ischämi-

schen Hemisphäre sowie im Plasma nach 24 Stunden. Eine in unserer Arbeits-

gruppe durchgeführte Beobachtungsstudie an Patienten ergab ebenso einen sig-

nifikanten Anstieg des S1P-Spiegels im Plasma innerhalb von 24 Stunden nach 

Schlaganfall. Dagegen ließ sich drei Stunden nach Ischämie eine Reduktion von 

S1P sowohl im ischämischen murinen Kortex, als auch im Periinfarktkortex (PIC) 

nachweisen. Die Reduktion der S1P-Spiegel im PIC persistierte bis 24 Stunden 

nach Induktion der Ischämie. Somit etablierte dies einen neuen S1P-Gradienten 

zwischen dem ischämischen Kern (S1PHIGH) und dem PIC (S1PLOW). In der Milz 

konnte eine Reduktion von S1P 24 Stunden nach MCAO demonstriert werden. 

Aufgrund der Bedeutung von S1P in der Rekrutierung von Immunzellen habe ich 

im Folgenden eine mögliche Korrelation zwischen der S1P-S1PR-Achse und der 

Immunzellenrekrutierung in der Akutphase nach fokaler zerebraler Ischämie un-

tersucht. Durchflusszytometrische Analysen zeigten hierbei eine signifikante Ab-

nahme der B- und T-Lymphozyten in der Milz 24 Stunden nach MCAO. Makro-

skopisch ließ sich dabei eine deutliche Atrophie der postischämischen Milz ab-

grenzen. 

Analog zu den Veränderungen in der Milz konnte auch in der Zirkulation eine 

Reduktion der B- und T-Zellen 24 Stunden nach fokaler zerebraler Ischämie 

nachgewiesen werden. Angesichts des S1P-Gradienten stellten wir die Hypo-

these einer Rekrutierung dieser T-Zell-Populationen in Richtung der dominieren-

den S1P-Konzentration in der ischämischen Hemisphäre auf. Dabei gelang die 

Darstellung einer signifikanten Infiltration CD45+-Zellen, welche insbesondere 

TH-Zellen entsprach.  
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Ausgehend von unseren experimentellen Befunden sowie zur näheren Untersu-

chung der Chemotaxis von Immunzellen angesichts hoher S1P-Spiegel nach ze-

rebraler Ischämie erfolgte die nähere Charakterisierung der S1PR-Expression in 

splenischen Immunzellen. Dabei konnte ich eine signifikante Reduktion der S1P1 

mRNA-Konzentrationen 24 Stunden nach MCAO nachweisen. Dagegen ließen 

sich keine signifikanten Änderungen der S1P2, S1P3 und S1P4 mRNA-Konzent-

rationen abgrenzen. 

In der ischämischen Hemisphäre imponierte eine geringere S1P1-mRNA-Kon-

zentration, während die S1P2- und S1P3-mRNA-Konzentrationen gesteigert wa-

ren. Mittels immunhistochemischer Färbungen konnte eine Akkumulation von 

CD3+ und FoxP3+ Zellen vor allem im Periinfarktcortex nachgewiesen werden. 

Ferner erfolgte die Bestimmung der Ceramide in der Milz nach fokaler zerebraler 

Ischämie, die einen signifikanten Anstieg 24 Stunden nach fokaler zerebraler Is-

chämie zeigten. Dagegen ließen sich im Gehirn keine signifikanten Unterschiede 

der Ceramide abgrenzen. 
 

4.7.  Diskussion der Gesamtheit der Ergebnisse 
 

Der Sphingolipid-Signalweg stellt ein aussichtsreiches Ziel pharmakologischer 

Interventionen in der Schlaganfalltherapie dar. S1P gilt als Signalmolekül und ist 

an der Regulation immunologischer Prozesse beteiligt.39,71 Die S1P-Konzentra-

tion wird von den Sphingosinkinasen 1 (SphK1) und 2 (SphK2) beeinflusst.72 Es 

besteht ein steiler S1P-Konzentrationsgradient zwischen dem Gefäßkomparti-

ment und dem Interstitium, wo niedrige nanomolare Konzentrationen herrschen. 

Vor allem Erythrozyten und Endothelzellen gelten als wesentliche Quellen von 

S1P66. Es wurde postuliert, dass S1P die Lymphozytenverteilung im Organismus 

entlang eines S1P-Gradienten reguliert.73,74 So führt Fingolimod, ein syntheti-

sches, funktionell antagonistisches S1P-Analogon, welches bei der Autoimmun-

erkrankung Multiple Sklerose Anwendung findet, zu einer Lymphozytensequest-

rierung in die Lymphknoten vermittelt durch die Internalisierung von S1P1.75 

Wir konnten einen steilen S1P-Gradienten zum ischämischen Kern nachweisen, 

während S1P im Periinfarktcortex eine Reduktion aufwies. Hasegawa et al. ha-

ben zwar eine Reduktion von S1P1, SphK1 und SphK2 im Infarktcortex nachge-

wiesen, im Periinfarktcortex zeigten sich diese jedoch für mindestens 6 Stunden 
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nach MCAO stabil.76 Die Exposition von S1P an S1P1 führt zur Liganden-indu-

zierten Internalisierung des S1P1 Rezeptors.65 Somit besagt die von uns verfolgte 

Hypothese, dass die nachgewiesenen niedrigeren S1P-Spiegel in der Penumbra 

eine verminderte Internalisierung des Rezeptors im Sinne einer negativen Rück-

kopplungsschleife der S1P-Ligation an S1P1 induzieren. Dies resultiert in einer 

erhaltenen Expression von S1P1 und aktiver SphK1/2.65 Als Voraussetzungen für 

den Lymphozytenaustritt aus sekundär lymphatischen Organen gelten ein intak-

ter, chemotaktischer Gradient sowie die S1P1-Expression.74,77 Eine anhaltende 

Exposition von S1P an S1P1 resultiert in einem verminderten Ansprechen der 

S1P1-mediierten Chemotaxis. In SphK-defizienten Mäusen ließen sich auf Lym-

phozyten eine hohe Expression von S1P1 im Vergleich zu Kontrollen nachwei-

sen, konkordant mit einem Mangel an zirkulierendem S1P.65  

Studien habe ferner gezeigt, dass Populationen von TH- sowie TREG-Zellen be-

reits am ersten Tag in der ischämischen Hemisphäre akkumulieren.78–80 Diese 

Daten decken sich mit unseren qPCR und immunhistochemischen Ergebnissen. 

Zudem stellen Neurone eine mögliche S1P-Quelle dar, da das Gehirn die höchs-

ten S1P-Konzentrationen aufweist,81 sodass der durch die fokale zerebrale Is-

chämie induzierte Neuronenuntergang zu einem Austritt von S1P in den ischä-

mischen Kern führen könnte. Dies wiederum würde einen neuen S1P-Gradienten 

etablieren, der das Einwandern von Immunzellen in den Periinfarktcortex be-

günstigen könnte. 

Die differentielle Lokalisation und Konzentration der verschiedenen S1PR auf der 

Zelloberfläche entscheiden über die Wirkung von S1P.77,82 So nehmen auch 

S1P2 und S1P3 eine wichtige Rolle in der Lymphozytenmigration ein.83–86 S1P2 

wird von vaskulären Endothelzellen exprimiert und spielt eine wichtige Rolle in 

der vaskulären Permeabilität und Inflammation.87,88 Dagegen wird S1P3 auf emb-

ryonalen Endothelzellen exprimiert und agiert als Mediator P-Selektin-mobilisie-

render Effekte über die Aktivierung von SphK184–86,89. Ferner moduliert S1P3 die 

mikrogliale Aktivierung sowie die M1-Polarisation im Kontext der zerebralen Is-

chämie.90 In dieser Arbeit konnte ich eine Erhöhung der S1P3-mRNA in der ipsi-

lateralen Hemisphäre nach fokaler zerebraler Ischämie nachweisen, die mit einer 

gesteigerten CD3- und FoxP3-Expression einherging.  
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Es fanden sich höhere S1P-Spiegel in der Zirkulation nach MCAO, die zu einem 

verstärkten Austritt von Lymphozyten aus der Milz nach der Ischämie beigetra-

gen haben könnten. Bereits drei Stunden nach MCAO war eine Abnahme der 

Lymphozyten in der Zirkulation nachweisbar. Daher stellt die Migration von Im-

munzellen einen Prozess dar, der sich in engmaschiger zeitlicher Abfolge unmit-

telbar nach MCAO abspielt.78–80 Hier gilt es zu beleuchten, inwieweit die Expres-

sion von S1P1-5 oder anderer Glykosphingolipide wie Ceramide die Chemotaxis 

von Immunzellen zum Gehirn fördern/mediieren könnte.  

Während ich in der Milz nach MCAO erhöhte Ceramid-Spiegel nachweisen 

konnte, die am ehesten auf die koinzidentelle Apoptose zurückzuführen waren, 

ließen sich im Periinfarktkortex keine signifikanten Veränderungen von Cerami-

den abgrenzen. 
 

4.8. Deren Beitrag/Bedeutung für die Beantwortung der Fragestel-

lung 
 

Unsere Ergebnisse weisen auf eine relevante Rolle von S1P im Kontext der ze-

rebralen Ischämie und der damit assoziierten Immunzellrekrutierung hin. Die Li-

teratur zeigt eine Akkumulation von S1P im Infarktkern, die Kimura et al. auf 

Mikroglia und Astrozyten als S1P-Quellen zurückgeführt haben.83 Salas-Per-

domo et al. gelang der Nachweis einer Hochregulation der SphK1-mRNA nach 

Ischämie und damit einhergehend der S1P-Konzentration.69 Angesichts der 

übergeordneten Stellung von S1P in der Chemotaxis von T-Zellen wurde von den 

Autoren eine Assoziation zwischen der gesteigerten S1P-Konzentration und der 

erhöhten Anzahl S1P1+-T-Zellen in der ipsilateralen Hemisphäre postuliert.69 

Diese Arbeiten unterstützen unsere Ergebnisse. 

Für die durch S1P-vermittelte Chemotaxis ist ein etablierter S1P-Gradient und 

die Expression von S1P1 von Bedeutung, um Lymphozyten aus sekundär lym-

phatischen Organen zu rekrutieren.74,77 So konnte meine Arbeit S1P1+-Zellen als 

wesentliche Population nachweisen, welche die Milz verlassen hatten. Durch-

flusszytometrische Analysen zeigten dabei eine signifikante Abnahme der B- und 

T-Lymphozyten in der Milz im Einklang mit dem histologischen Nachweis der Re-

duktion der weißen Pulpa 24 Stunden nach MCAO. Ferner konnte eine Abnahme 

der T-Helferzellen sowie regulatorischer T-Zellen sowohl in der Milz als auch in 

der Zirkulation nachgewiesen werden. Wir nahmen eine Akkumulation dieser T-
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Zellpopulationen anhand des S1P-Gradienten im Gehirn an. Hierzu passend 

konnten Malone et al., 2021 eine Zunahme der FoxP3+ Zellen in der infarzierten 

Hemisphäre nachweisen.91 Die Migration peripherer Immunzellen ins zentrale 

Nervensystem mit anschließender Infiltration ins ischämische Hirnparenchym 

wird als potentieller Mechanismus einer Potenzierung der Schädigung von Hirn-

gewebe angesehen. Dabei weisen Studien auf die Schlüsselrolle infiltrierender 

T-Zellen ins zentrale Nervensystem hin.92,93  

Zusammenfassend stellt der Sphingolipid-Signalweg ein aussichtsreiches Ziel 

pharmakologischer Interventionen in der Schlaganfalltherapie dar. 
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