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Zusammenfassung

Die fokale Hirnischämie induziert eine komplexe inflammatorische Reaktion. In drei

pathogenetisch unterschiedlichen Modellen fokaler Ischämie wurden die Expression von

Aktivierungsmarkern und Zytokinen auf Mikroglia und Astrozyten analysiert und den

Veränderungen nach KCl-induzierter Spreading Depression gegenübergestellt. Während die

Gliaaktivierung in der ischämischen Hirnläsion direkte Folge des ischämischen Ereignisses

ist, hat sich die NMDA-Rezeptor vermittelte Spreading Depression als ideales Modell

läsionsferner Gliaaktivierung im intakten ipsilateralen Kortex erwiesen. Daneben kommt es

mit deutlicher zeitlicher Verzögerung zur Mikrogliaaktivierung in sekundär degenerierenden

subkortikalen Fasertrakten und Kerngebieten.

Gliareaktionen einer Infarktfrühphase, die die ersten 48-72 Stunden nach Infarktinduktion

umfasst, sind von Veränderungen einer Infarktspätphase 72 Stunden bis 7 Tage nach

Ischämiebeginn sowie einem sich anschließenden chronischen Infarktstadium abzugrenzen.

Mikroglia ist die primär auf den ischämischen Reiz reagierende nichtneuronale

Zellpopulation. Die Mikrogliaaktivierung ist abhängig vom Grad der eintretenden

Gewebeschädigung räumlich und zeitlich differenziert und heterogen: eine rasche und

vollständige Aktivierung zu phagozytosefähigen Zellen im pannekrotischen Infarktkern steht

einer inkompletten und möglicherweise frustranen Mikrogliaaktivierung in Bereichen mit

selektivem neuronalen Untergang sowie einer transienten Mikrogliaaktivierung durch

Spreading Depression gegenüber.

Mit einer Verzögerung von Tagen tritt eine astrogliale Aktivierung und die Infiltration

hämatogener Zellen auf. Es findet sich eine anisomorphe Astrogliose im Infarktrand, dagegen

eine isomorphe Gliose in Arealen mit inkompletter ischämischer Zellschädigung, sowie eine

transiente Astrozytenaktivierung durch Spreading Depression im exofokalen ipsilateralen

Kortex.

In der Infarktspätphase infiltriert eine gemischte Mikroglia/Makrophagenpopulation wallartig

den Infarktrand, die durch verschiedene immunozytochemische Aktivitätsmarker

gekennzeichnet ist. Die in den vorgelegten Arbeiten erstmals beschriebene Expression von

CD8 auf einer Makrophagensubpopulation ist charakteristisch für die ischämische (Pan-)

Nekrose.

In Assoziation zu der heterogenen glialen Aktivierung führt die fokale Ischämie zu einer

differenziellen Induktion proinflammatorischer Zytokine im Infarkt, aber auch im gesamten

ipsilateralen Kortex. In der Infarktfrühphase induzieren Spreading Depression die Expression



Michael Schroeter: Orts- und phasenabhängige Gliaaktivierung nach fokaler Ischämie des Rattenhirns

5

von TNF-α und IL-1β auch außerhalb der Infarktregion, während in der Infarktspätphase die

Expression von IL-18 zusammen mit seinem bioaktivierenden Enzym, Caspase-1, auf den

Infarktkern beschränkt bleibt.

In der chronischen Infarktphase kommt es nach flächiger Phagozyteninfiltration des Infarktes

zur pseudozystischen Degeneration und Defektbildung sowie Ausbildung einer astrozytären

Narbe.

Mittels multimodaler Kernspintomographie ist es möglich, die genannten Infarktstadien, nicht

jedoch einzelne Aspekte der inflammatorischen Veränderungen nicht-invasiv darzustellen.

Die vorgelegten Arbeiten geben Einblick in ein komplexes Netzwerk inflammatorischer

Reaktionen nach fokaler Ischämie. Diese Reaktionen laufen noch über Tage nach Eintreten

des Infarktes ab und verändern dynamisch den Infarkt selbst, haben aber auch ausgedehnte

Effekte auf nicht infarziertes Gewebe. Die beschriebenen glialen Reaktionen könnten zu einer

sekundären Gewebsschädigung führen, aber auch Regeneration und Plastizität fördern sowie

Ischämietoleranz für weitere Insulte vermitteln. Gelänge es, selektiv zytotoxische Effekte zu

unterdrücken, aber Zytoprotektion und Regeneration zu fördern, eröffnete dies neue

Perspektiven bei der Behandlung des menschlichen Schlaganfalls in einem Zeitfenster, in dem

heute keine therapeutische Option zur Verfügung steht.
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1. Einleitung

Der ischämische Hirninfarkt steht nach der Koronaren Herzerkrankung und bösartigen

Neubildungen beim Menschen an dritter Stelle der Erkrankungen mit der höchsten Morbidität

und Mortalität. Schon lange ist bekannt, dass es nach einem Schlaganfall sowohl zu einer

raschen klinischen Besserung als auch zu einer sekundären Verschlechterung der klinischen

Symptome kommen kann. Die moderne zerebrale Kernspintomografie (MRT) hat in der

klinischen Situation des menschlichen Schlaganfalls zu neuen pathophysiologischen

Einsichten ermöglicht. Es konnte nachgewiesen werden, dass das perfusionsgestörte Areal

regelhaft erheblich größer ist als der definitive Infarkt. Außerdem weicht das initiale

Ischämieareal in seiner Ausdehnung durchaus vom dem nach 7 Tagen demarkierten  Infarkt

ab (Neumann-Haefelin et al. 2000), so dass die Infarktentwicklung auch jenseits weniger

Stunden beeinflussbar sein sollte.

Mit der Wiedereröffnung akut verschlossener Gefäße durch eine Lyse mit rekombinanten

Gewebs-Plasminogenaktivator (rt-PA) steht für den akuten Schlaganfall in einem sehr

begrenzten Zeitfenster von drei Stunden eine kausale, jedoch nur mäßig effektive Therapie

zur Verfügung. Jenseits der initialen drei Stunden, in denen nur eine Minderzahl der Patienten

die Klinik erreicht, besteht bislang keine effektive Therapiemöglichkeit.

Aus tierexperimentellen Untersuchungen ist bereits länger bekannt, dass es nach fokalen

Hirninfarkten zu einer leukozytären Infiltration des Infarktgebietes kommt (Hallenbeck et al.

1986). Die Forschung der letzten Jahre hat in zunehmenden Maße belegt, dass es sich hierbei

nicht um einen unspezifischen Einstrom von Leukozyten in infarziertes Gewebe (Garcia et al.

1994), sondern um ein differenziertes System spezifischer humoraler und zellulärer

inflammatorischer Reaktionen handelt (Arvin et al. 1996; Stoll et al. 1998). Es ist inzwischen

weitgehend akzeptiert, dass inflammatorische Veränderungen einen wesentlichen Einfluss auf

die definitive Infarktgröße haben. Die therapeutische Modifikation inflammatorischer

Kaskaden kann die Infarktgröße noch in einem Zeitfenster von Tagen nach Infarkteintritt

verändern (Dirnagl et al. 1999; Becker 2001). Für eine Vielzahl von Faktoren gilt allerdings,

dass sie abgängig von den gewählten Bedingungen protektive oder zytotoxische Effekte

haben. Ausweg aus diesem Dilemma erscheint die differenziertere Analyse von

immunologischen Prozessen nach Schlaganfall in Bezug zur zugrundeliegenden

Gewebsschädigung, die eine bessere Definition therapeutischer Angriffspunkte nach

eingetretenem Schlaganfall verspricht. Diese These motiviert die vorgelegten Arbeiten.
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Die Vorstellung, dass das Zentralnervensystem nicht der Überwachung des Immunsystems

unterliege („immunologisches Privileg des ZNS“), ist überholt. Dagegen belegen zahlreiche

Untersuchungen, dass hirneigene Zellen im gesunden Gehirn aktiv Immunprozesse

unterdrücken, andererseits bei pathologischen Prozessen eine autochthone Immunreaktion

initiieren (Neumann 2001).

Mikroglia ist die residente immunkompetente Zellpopulation des ZNS. Nachdem ihre

Herkunft lange Zeit umstritten war, sprechen derzeit zahlreiche Befunde für eine

Abstammung von hämatogenen Monozyten/Makrophagen. Aktivierte Mikroglia ist eine

außerordentlich pluripotente Zellpopulation mit sowohl protektiven als auch zytotoxischen

Eigenschaften, die unter in vitro-Bedingungen eine Vielzahl von Entzündungsmediatoren

sezernieren kann (Abb.1).

Abb.1: Mikroglia sezerniert eine Vielzahl immunologisch aktiver Faktoren. Modifiziert nach  (Aloisi 2001)

Unter Aktivierung durchlaufen Mikrogliazellen eine typische Sequenz morphologischer

Veränderungen (Streit et al. 1999). Dabei runden sich verzweigte (ramifizierte)

Mikrogliazellen über einen sternförmigen Zustand („stellate cells“) zunehmend zu amöboider

Mikroglia ab (Abb.2). Letztere sind neben den morphologischen Kriterien in situ

immunzytochemisch nicht mehr von hämatogenen Makrophagen unterscheidbar. Parallel zur

morphologischen Transition exprimiert aktivierte Mikroglia vermehrt bzw. de novo

immunzytochemisch detektierbare Moleküle (Salimi and Humpel 2002). Hierzu gehören die

Haupthistokompatibilitätsantigene (MHC) Klasse I und II, als Marker für die Funktion von

Pro-inflammatorische Zytokine:

TNF-α, IL-1, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18

Anti-inflammatorische Zytokine:

IL-10, TGF-β, Il-1ra

Chemokine:
IL-8, IP-10, MIP-1, MCP-1, RANTES

Zytotoxische Effektormoleküle
iNOS, free radicals

Prostanoide
PGD2, PGE2, Thromboxan B2:
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Abb.2: Morphologische Veränderungen mikroglialer Zellen unter Aktivierung. Die verzweigte
(ramifizierte)  Mikrogliazelle (A) erfährt unter Aktivierung einer Verplumpung der Zellfortsätze
(sternförmige Zelle, B), wobei in der weißen Substanz die Zellfortsätze sich entlang degenerierender
Fasern ausrichten und als sog. Stäbchenzellen (rod cells, schmale Pfeile in C) imponieren. Weitere
Aktivierung führt zur vollständigen Abrundung als amöboide Mikroglia, die nicht mehr von
hämatogenen Makrophagen zu unterscheiden ist (D).

20µm
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aktivierter Mikroglia als Antigen-präsentierende Zellen (Ref.1,3,5) und die Immunmoleküle

wie das CD4-Antigen (Ref.1,3,5,7). Der Antikörper ED1 detektiert bei der Ratte

Phagolysosomen in Mikroglia/Makrophagen und gibt damit ein qualitatives Maß

phagozytischer Aktivität dieser Zellen (Ref.1,3,5).

Ebenso ubiquitär wie Mikroglia reagiert Astroglia mit Hypertrophie und Proliferation auf

pathologische Zustände im ZNS. Das gliale fibrilläre saure Glykoprotein (GFAP), ein für

Astrozyten spezifischer Zytoskelettbestandteil, wird in reaktiven Astrozyten hochreguliert

und eignet sich damit als Aktivierungsmarker (Bignami und Dahl 1974). Wie Mikroglia sind

aktivierte Astrozyten in der Lage, eine Vielzahl von Oberflächenmolekülen zu exprimieren

und lösliche Faktoren zu sezernieren (Ridet et al. 1997). Die Ansammlung aktivierter

Astrozyten wird allgemein als Gliose bezeichnet. Nach mechanischen Läsionen werden

modellhaft zwei grundsätzlich verschiedene Ausprägungen der Gliose unterschieden (Ridet et

al. 1997): Die läsionsnahe Astrozytenaktivierung führt zu einer Narbenbildung, die die

Gewebestruktur bleibend verändert (anisomorphe Gliose). Dagegen ist fern solcher Läsionen

eine „zarte“ astrogliale Aktivierung zu sehen, die die vorbestehenden Strukturen respektiert,

also nicht durch eine Narbenbildung ersetzt (isomorphe Gliose; Fernaud-Espinosa et al.

1993). Im erwachsenen Gehirn ist das Auftreten von Vimentin+ Astrozyten relativ spezifisch

für eine anisomorphe Gliose (Ridet et al. 1997). Funktionell kann die reaktive Gliose

einerseits ein Wiederaussprossen von Axonen hemmen (non-permissive Gliose), andererseits

aber auch ein Substrat für die axonale Regeneration bilden (permissive Gliose; Mansour et al.

2002).

Astrozyten wie Mikroglia unterliegen dem Einfluß von Zytokinen und sind ihrerseits wichtige

Quellen von Zytokinen im Nervensystem. Zytokine wurden initial als humorale Faktoren in

immunkompetenten Zellen wie Lymphozyten und Makrophagen entdeckt, wo sie eine

wegweisende Rolle in der Regulation von Immunprozessen spielen. Zwischenzeitlich ist klar

geworden, dass Zytokine darüber hinaus auch von Neuronen produziert werden können und

wesentliche Regulatoren von neurotoxischen und neuroprotektiven Prozessen im

Nervensystem sind. Damit sind Zytokine potente Moleküle, die prinzipiell eine enge

Wechselwirkung zwischen Neuronen und Gliazellen herstellen und eine differenziell

regulierte inflammatorische Reaktion des ZNS vermitteln können.
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Interleukin-1 (IL-1) und Tumor Nekrose Faktor-α (TNF-α) sind zwei pro-inflammatorische

Zytokine, deren pathogenetische Relevanz nach fokalen Hirnischämien eindrucksvoll belegt

ist (Liu et al. 1994; Rothwell and Luheshi 1996; Wang et al. 1997; Boutin et al. 2001). Im

Infarktgebiet induzieren IL-1 und TNF-α die Expression von induzierbarer NO-Synthase

(iNOS), einem Effektormolekül mit erheblicher zytotoxischer Potenz. Die Ausschaltung der

induzierbaren NO-Synthase (iNOS) reduziert nicht nach 24 Stunden, sondern erst verzögert

nach 4 Tagen die Infarktgröße (Iadecola et al. 1997).

Dies unterstreicht, das durch Modifikation inflammatorischer Kaskaden die Infarktgröße auch

in einem subakuten Zeitfenster noch beeinflusst werden kann, in dem beim Menschen zur Zeit

keine therapeutischen Möglichkeiten zur Verfügung stehen (Becker 2001).

Der menschliche Hirninfarkt ist ätiopathogenetisch heterogen. Emboligene Verschlüsse der

Arteria cerebri media bzw. ihrer Äste wie auch Verschlüsse kleinerer hirneigener Gefäße

gehören zu den häufigsten Ursachen. Die in der Ischämieforschung eingesetzten Tiermodelle

können demzufolge immer nur Teilaspekte der Pathophysiologie menschlicher Schlaganfälle

abbilden. Deswegen werden in den vorgelegten Arbeiten mehrere Schlaganfallmodelle

parallel verwendet.

Bei der mikrochirurgischen permanenten Okklusion der distalen Arteria cerebri media

(MCAO; Ref.1; Bederson et al. 1986) wird durch Verschluss der Arteria cerebri media mittels

elektrischer Koagulation ein Infarkt erzeugt. Da die Koagulation distal des Abganges der

Stammgangliengefäße vorgenommen wird, entsteht ein überwiegend kortikaler Infarkt. Die

Ausdehnung des Infarktes wird durch die individuelle Anatomie der Kollateralisierung

bestimmt (Duverger und MacKenzie 1988). Die ischämische Koagulationsnekrose ist von

einem unterschiedlich ausgeprägtem Saum inkompletter Ischämie mit selektivem neuronalen

Tod umgeben. Auch wenn das Infarktareal bereits nach vier Stunden makroskopisch

erkennbar ist, zeigt der Infarkt ein typisches Fortschreiten der Pannekrose in den ersten 72

Stunden (Clark et al. 1993; Garcia et al. 1995). Damit sind hämodynamisch und von der

Infarktausdehnung die Ähnlichkeiten zu einem Mediateilinfarkt beim Menschen

offensichtlich.

Die Arteria cerebri media kann ebenso durch das intraluminale Vorschieben eines Fadens

über die Arteria carotis interna in die Aufteilungsstelle von Arteria cerebri media und anterior

erreicht werden (Ref.5, Zea Longa et al. 1989). Charakteristikum dieser Infarkte ist eine große

Zone kritischer Ischämie, die durch Zurückziehen des Fadens mit konsekutiver Reperfusion
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des Mediastromgebietes „gerettet“ werden kann (Memezawa et al. 1992). Anderenfalls

kommt es mit zunehmender Ischämiezeit zur fortschreitenden Infarzierung zunächst

subkortikaler (Corpus striatum), dann kortikaler Areale bis zum kompletten Mediainsult.

Damit bestehen Parallelen zur klinischen Situation des (transienten)

Mediahauptstammverschlusses. Eine besondere Situation entsteht, wenn nach besonders

kurzer Ischämiezeit der Faden wieder entfernt wird: dann kommt es neben einem

subkortikalen Infarkt nur zu kleinen, segmentalen Koagulationssnekrosen im Kortex, aber

ausgedehnten Bezirken inkompletter Ischämie mit wochenlang fortschreitendem selektiven

neuronalen Untergang („mild focal ischemia“; Ref.5, Endres et al. 1998).

Deutlich von den Mediaokklusionsmodellen zu unterscheiden ist der kortikale Infarkt durch

fotothrombotische Okklusion kleinerer Gefäße (Fotothrombose; Ref.2,3,4; Watson et al.

1985; Domann et al. 1993). Die Aktivierung eines intravenös applizierten fotosensitiven

Farbstoffs, Bengal Rosa, im Bereich eines durch die Kalotte applizierten Lichtkegels führt zu

einer Endothelzerstörung und konsekutiver Thrombose kleinerer Gefäße (Dietrich et al.

1987). Es resultiert ein scharf begrenzter kegelförmiger Infarkt. Kleine, scharf vom Gesunden

abgegrenzte Ischämien finden sich beim Menschen aufgrund einer zerebralen

Mikroangiopathie. Wesentlicher Vorteil der Fotothrombose ist die Plazierung der Läsion an

stereotaktisch definierter Position mit konstanter Geometrie und Größe, die eine sichere

Differenzierung des ischämischen Fokus von Ferneffekten durch Faserbahndegeneration oder

Spreading Depression zuläßt. Damit eignet sich die Fotothrombose insbesondere auch für

Untersuchungen von Ferneffekten zerebraler Ischämien (Ref. 2,3,7).

Im Tierexperiment ist nachweisbar, dass fokale zerebrale Ischämien zum Auftreten von

bestimmten elektrophysiologischen Veränderungen führt, die als Periinfarktdepolarisationen

bezeichnet werden (Iijima et al. 1992; Dietrich et al. 1994). Spreading Depression (Leao

1944) sind durch einen Anstieg der extrazellulären Kaliumkonzentration über einen

bestimmten Schwellenwert (ca. 12 mmol/l) ausgelöste negative Schwankungen des

epikortikal ableitbaren Gleichspannungspotenzials mit Unterdrückung der normalen

hirnelektrischen Aktivität („Depression“), die sich wie eine Welle über den Kortex der

ipsilateralen Hemisphäre ausbreiten („Spreading“), jedoch die Mittellinie nicht queren.

Während die Spreading Depression Welle durch den Kaliumexzess ausgelöst wird, ist ihr

Fortschreiten („Propagation“) an die Funktion des glutamatergen N-Methyl-D-Aspartat

(NMDA)-Rezeptors gebunden und durch NMDA-Antagonisten, für die MK-801 der Prototyp

darstellt, pharmakologisch blockierbar (Lauritzen and Hansen 1992). Damit kann der Effekt
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von Spreading Depression funktionell durch pharmakologische NMDA-Rezeptorblockade

untersucht werden (Ref. 2,3,6). Im intakten Kortex bleiben Spreading Depression ohne

neuronalen Schaden, können i.S. eines Präkonditionierungsreizes jedoch Zytoprotektion bei

darauffolgenden ischämischen Insulten vermitteln (Kobayashi et al. 1995; Yanamoto et al.

1998). Treten dagegen Spreading Depression im Rahmen fokaler Ischämien auf

(„ischämische Depolarisationen“) können sie den resultierenden Infarkt vergrößern (Mies et

al. 1993).

Kaliumchlorid (KCl)-induzierte Spreading Depression können morphologisch sowohl eine

mikrogliale als auch astrogliale Aktivierung hervorrufen (Kraig et al. 1991; Caggiano und

Kraig 1996; eigene unveröffentlichte Daten, s. Abb. 3).

In den vorgelegten Arbeiten wird die gliale Aktivierung und Induktion pro-inflammatorischer

Zytokine durch Spreading Depression beschrieben (Ref. 2,3,6). Aus funktioneller Sicht ist die

Untersuchung dieses Paradigmas deshalb bedeutsam, als es belegen kann, dass gliale

Aktivierung und inflammatorische Reaktionen nicht zwangsläufig Zytotoxizität vermitteln,

sondern durchaus positiv in Prozesse funktioneller Plastizität und Gewebereorganisation nach

Schlaganfall eingreifen können.

Zur Evaluierung möglicher neuer therapeutischer Möglichkeiten sollte idealerweise eine

nicht-invasive Untersuchungsmethode zur Visualisierung postischämischer inflammatorischer

Reaktionen zur Verfügung stehen. Die MRT hat in der Situation des akuten menschlichen

Schlaganfalls einen erheblichen Wissenszuwachs über die Pathophysiologie fokaler

Ischämien erbracht. Hierzu gehört die Diffusionsgewichtete Bildgebung (DWI), die ohne

Zeitverzögerung ein ischämisches Areal sichtbar macht, konventionelle T2- und T1-

Wichtungen, die mit hoher Auflösung Informationen über die Morphologie des Gehirns

detailgenau abbilden und die Perfusions-gewichteten Bilder, die Aufschluß über die lokale

(Mangel-) Durchblutung des Gehirns geben. Bislang ist unklar, inwieweit diese Sequenzen in

der Lage sind, die stadienspezifischen Gewebsveränderungen nach fokaler Hirnischämie,

insbesondere im Hinblick auf inflammatorische Prozesse, abzubilden.
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Basierend auf diesen Grundlagen wurden folgende Fragestellungen untersucht:

1. In welchen räumlichen und zeitlichen Mustern kommt es nach fokaler Ischämie zu einer

Aktivierung von Mikroglia und Astroglia?

2. Können Subpopulationen der aktivierten Glia anhand des morphologischen und

immunzytochemischen Phänotyps differenziert werden?

3. Wie unterscheiden sich Mikroglia- und Astrogliasubpopulationen im Hinblick auf den

zugrundeliegenden Schädigungsmechanismus („Targeting“ glialer Aktivierung)?

4. Welche Wechselbeziehungen sind zwischen elektrophysiologischen Veränderungen,

Mikroglia und Astroglia zu erkennen?

5. Welche Aspekte postischämischer Inflammation können nicht-invasiv in der

multimodalen Kernspintomografie sichtbar gemacht werden?

6. Welche funktionellen Schlüsse hinsichtlich einer möglichen zytotoxischen oder

zytoprotektiven Wirkung glialer Aktivierung sind möglich?
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2. Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse und Diskussion

Die Zusammenschau der Ergebnisse der vorgelegten Arbeiten lässt eine Frühphase des

Infarktes, die etwa die ersten 48-72 Stunden nach Ischämiebeginn umfasst, von einer

Infarktspätphase, etwa 72 Stunden bis 7 Tage nach Infarktinduktion, abgrenzen. Schließlich

sind chronische Veränderungen im Infarktgebiet zu analysieren, die ab der zweiten

Postinfarktwoche auftreten. Im weiteren wird auf die Begriffe Infarktfrühphase und Spätphase

Bezug genommen. Tabelle 1 stellt Charakteristika beider Phasen gegenüber, die im

Folgendem erläutert werden.

Frühphase Spätphase Referenz

Histologisches Bild Infarktentstehung Infartdemarkierung vom

Gesunden

(Clark et al. 1993), Ref. 4, 5

Herkunft der

Phagozyten

Mikroglia Überwiegend hämatogene

Makrophagen

(Schroeter et al. 1997), Ref. 5

Mikrogliale

Aktivierungsmarker

Morphologische Transition;

ED1 (beginnend)

ED1, MHC I+II, CD4, CD8 Ref.1,3,5

Typische

proinflammatorische

Zytokine

IL-1β, TNF-α; IL-18 (Jander et al. 2000); Ref. 6,7

Expression von ICAM-1

(Adhäsion, Migration)

Endothel Infiltratzellen Ref. 1

Astrozyten Verlust GFAP+ Zellen im

Infarkt

GFAP+, +/-Vimentin

Astrogliose

Ref. 2,5

Multimodales MRT ADC-Absenkung, T2-

Werterhöhung

ADC-Wert normal, T2-

Werterhöhung rückläufig

Ref. 4

Neuronale Stimuli

exofokaler glialer

Aktivierung

Spreading Depression Degeneration von

Faserbahnen und

subkortikalen Kerngebieten

Ref. 2,3,6,7

2.1. Infarktfrühphase

Mikrogliaktivierung in der Infarktfrühphase

In der Infarktfrühphase waren drei unterschiedlichen Muster mikroglialer Aktivierung

abgrenzbar: (1.) eine rasch erfolgende und komplette Mikrogliaaktivierung in der Zone der

ischämischen Pannekrose mit Transformation zu phagozytierenden Zellen (Ref.1,3); (2.) eine

parallel zum verzögerten neuronalen Untergang auftretende inkomplett bleibende

Mikrogliaaktivierung in Arealen selektiven neuronalen Zelltodes (Ref.5) und (3.) eine durch
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Spreading Depression induzierte, inkomplette und transiente, aber räumlich ausgedehnte

Aktivierung, sichtbar als hyperramifizierte Zellen (Ref.3).

Nach Fotothrombose kommt es prompt und einzeitig zu einer Infarzierung, die eine ebenso

rasche Mikrogliaaktivierung nach sich zieht. Der Infarktkern bleibt relativ lange zellarm.

Bereits 4 Stunden nach Fotothrombose waren erste Zeichen der Mikrogliaaktivierung im

Infarktrand der fotothrombotischen Läsion fassbar (Ref.3). Nach 24 Stunden exprimierte

amöboide Mikroglia im Infarktrand ED1 als Marker phagozytischer Aktivität (Ref.3).

Nach distaler MCAO kommt es ebenfalls zu einer raschen Mikrogliaaktivierung. Allerdings

ist schon früh der gesamte Infarkt diffus von Phagozyten durchsetzt. Eine Ursache hierfür

mag die Infiltration des Infarktes aus oberflächlichen (pialen) Gefäßen sein, die im Gegensatz

zur Fotothrombose nicht in die Läsion mit einbezogen sind (Ref.1).

Nach transienter MCAO entwickelt sich der Infarkt über die ersten 72 Stunden mit früher

Infarzierung subkortikaler Areale und verzögerter Entwicklung einer kortikalen Läsion. Dabei

spiegelt die Dynamik der Mikrogliaaktivierung die fortschreitende Infarktentstehung entlang

dieser subkortikal-kortikalen Achse wieder. Letztere Ergebnisse wurden in ähnlicher Weise

durch eine andere Arbeitsgruppe berichtet (Ref. 5, Lehrmann et al. 1997).

Damit zeichnet die Mikrogliaaktivierung im ischämischen Fokus ohne wesentliche

Zeitverzögerung den entstehenden histologischen Schaden nach. Im Infarktrand kommt es in

allen drei Modellen zunehmend zu einer kontinuierlich  fortschreitenden

Mikrogliaaktivierung. Morphologisch war eine gradientenförmige Zunahme der

Mikrogliaaktivierung zum Infarktrand hin darstellbar, die wir auch in charakteristischer Weise

in Autopsiepräparaten menschlicher Schlaganfälle wiedergefunden haben (Stoll et al. 2001).

Am Modell der Photothrombose konnten wir zeigen, dass die Phagozyten der frühen

Infarktphase sich aus Mikroglia rekrutiert, während hämatogene Makrophagen erst mit einer

Verzögerung von Tagen einwandern (Schroeter et al. 1997). Damit konnten wir zeigen, dass

die Akkumulation von Phagozyten im Infarktareal nicht auf einem passiven Influx

leukozytärer Zellen beruht (Hallenbeck et al. 1986; Garcia et al. 1994), sondern durch einen

aktiven Prozess hirneigener Zellen initiiert wird.

Untersuchungen am Fotothrombosemodell haben darüber hinaus gezeigt, dass die

Mikrogliaaktivierung  nicht auf die Infarktregion beschränkt war. Vielmehr kam es zur einer

diffusen Mikrogliaaktivierung im Kortex der gesamten ipsilateral zur Läsion gelegenen

Hemisphäre (Ref.3). Im Gegensatz zur amöboiden Mikroglia des Infarktrandes zeigte diese
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Mikroglia eine hyperramifizierte Morphologie, typisch für ein transientes

Aktivierungsstadium (Streit et al. 1999). Durch Gabe des nicht kompetitiven NMDA

Antagonisten MK-801 konnte das Auftreten der Mikogliaaktivierung im ipsilateralen Kortex

zumindest partiell geblockt werden, so dass funktionell der Zusammenhang mit Spreading

Depression hergestellt werden konnte. In diesen Arealen bildete sich die Mikrogliaaktivierung

später wieder zurück.

Nach Faden-MCAO war in Arealen selektiven neuronalen Untergangs (Ref.5) parallel zur

Manifestierung des Nervenzellverlustes eine Mikrogliaaktivierung zu sehen. Hier fand sich

überwiegend sternförmige Mikroglia, amöboide Zellen wie im Randbereich der ischämischen

Pannekrose waren selten zu sehen.

Die unterschiedlichen Infarktmodelle führen zu typischen Infarktmustern mit kongruenter

Mikrogliaaktivierung. Im Gegensatz zu den Schlußfolgerungen anderer Arbeitsgruppen ist in

den vorgelegten Arbeiten ein Einfluss der Reperfusion per se auf die gliale Aktivierung und

inflammatorische Reaktionen nicht zu erkennen. Die Mikrogliaaktivierung erscheint nicht

dadurch determiniert, wie der ischämische Schaden eintritt, sondern durch Ausdehnung und

Grad der ischämischen Zellschädigung bestimmt (Ref. 1,3,5, Clark et al. 1994).

Die funktionelle Bedeutung der Mikrogliaaktivierung wird durch Arbeiten belegt, bei denen

eine funktionelle Blockade der Mikrogliaaktivierung mittels Minocyclin durchgeführt wurde.

Hierdurch konnte eine Reduktion der Infarktgröße erreicht werden, die Expression

proinflammatorischer Zytokine wurde reduziert (Yrjanheikki et al. 1999; Tikka et al. 2001).

Die vorgelegten Arbeiten zeigen jedoch, dass Mikrogliaaktivierung nach fokaler Ischämie

nicht ein uniformer Prozess ist, sondern räumlich und zeitlich differenziert und heterogen ist,

so dass funktionell ein Nebeneinander protektiver als auch sekundär toxischer Effekte

mikroglialer Aktivierung wahrscheinlich ist.

Astrogliaaktivierung

4 Stunden nach Fotothrombose war im Infarktareal eine Auslöschung der GFAP+ Strukturen

zu sehen. Die Aktivierung von Astrozyten im den Infarkt umgebenden Gewebe wurde mit

einer beachtlichen Verzögerung von 48-72 Stunden in der GFAP-Immunzytochemie

nachweisbar (Ref.2). Die mikrogliale Aktivierung ging der astroglialen Aktivierung somit

eindeutig voraus (Ref.2, 5).
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Zytokine der frühen Infarktphase

Zytokine haben eine grundlegende Funktion als Botenstoffe zwischen Zellen des

Immunsystems, indem sie Immunantworten auslösen (Arai et al. 1990; Arvin et al. 1996).

Bekannt war, dass bestimmte Zytokine nach fokaler Ischämie exprimiert werden. So konnte

nachgewiesen werden, dass IL-1β mRNA früh in den ersten Stunden nach fokaler Ischämie

exprimiert wird (Liu et al. 1993; Buttini et al. 1994; Arvin et al. 1996;Boutin et al. 2001). Die

funktionelle Bedeutung dieser Befunde wurde dadurch unterstrichen, dass die

pharmakologische Blockade pro-inflammatorischer Zytokine zu einer Verkleinerung der

Infarktgröße führen konnte, allerdings ohne dass Klarheit über die zelluläre Quelle oder den

detaillierten pathophysiologischen Mechanismus bestand (Relton und Rothwell 1992;

Nawashiro et al. 1997; Stroemer und Rothwell 1998; Pearson et al. 1999; Boutin et al. 2001).

Wir hatten nachweisen können, das IL-1β und TNF-α nicht nur im ischämischen Fokus,

sondern im gesamten ipsilateralen Kortex nach Fotothrombose auftritt (Jander et al. 2000).

Da diese exofokale Zytokinexpression durch MK-801 blockierbar war, konnte eine

Abhängigkeit von Spreading Depression vermutet werden (Jander et al. 2000). In den

vorgelegten Arbeiten konnten wir beweisen, dass KCl-induzierte Spreading Depression

tatsächlich eine Expression von IL-1β und TNF-α mRNA auslöste, die in Analogie zum

Fotothrombosemodell den gesamten ipsilateralen Kortex erfasste (Ref.6). Auch diese

Zytokininduktion war durch MK-801 blockierbar, so dass ein enger funktioneller

Zusammenhang zwischen Ischämie induzierten Spreading Depression und dem Auftreten der

raschen Induktion der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1β und TNF-α im ipsilateralen

exofokalen Kortex hergestellt werden konnte (Ref.6; Jander et al. 2000).

Wir haben versucht, die zelluläre Lokalisation dieser Zytokinexpression nachzuweisen. Es

gelang, das IL-1β Protein auf  Mikrogliazellen zu lokalisieren (Ref.7). Diese mikrogliale IL-

1β Protein Expression fand sich sowohl nach Fotothrombose als auch nach KCl-induzierter

Spreading Depression und war in beiden Paradigmen mit ähnlicher Dynamik nach 8 Stunden

maximal nachweisbar (Ref. 6, 7).

Zumindest in vitro besteht Anhalt dafür, dass die Ischämie selbst direkt die IL-1β Produktion

induzieren kann, die sich durch einen autokrinen Mechanismus selbstverstärken könnte

(Shreeniwas et al. 1992). IL-1 ist ein potenter Induktor einer Astrozytose (Giulian et al. 1988;

Ban et al. 1993), so dass ein induzierender oder verstärkender Effekt auf die verzögert

nachweisbare astrogliale Aktivierung wahrscheinlich ist.
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Abb.3: Gliale Aktivierung 3 Tage nach Spreading Depression. Applikation von 3M KCl führt zur
mikroglialer (Ox42; A) und astroglialer (GFAP, D) Aktivierung des gesamten ipsilateralen Kortex
(links im Bild). Detailvergrößerungen (B bzw.E) zeigen gegenüber Kortices nach ipsilatraler NaCl-
Applikation (Sham-Operation; C bzw.F) Ox42+ hyperramifizierter Mikroglia mit erhöhter Dichte (B
gegenüber C) und Astrozyten mit vermehrter GFAP Immunoreaktivität (E gegenüber F). Maßstab in D:
1mm in A, D; Maßstab in F: 150µm in B, C, E, F.
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Parallel zur IL-1 Expression kommt es zu einer frühen transienten Expression von TNF-α

mRNA in den ersten Stunden nach fokaler Ischämie (Liu et al. 1994; Arvin et al. 1996; Jander

et al.  2000). Ähnlich wie für IL-1β stimmten Kinetik und Ausmaß der TNF-α mRNA

Expression weitgehend im exofokalen ipsilateralen Kortex nach Fotothrombose und nach

KCl-induzierten Spreading Depression überein; beide konnten durch MK-801

pharmakologisch blockiert werden (Ref.5; Jander et al. 2000). Allerdings gelang uns im

Gegensatz zu IL-1β nicht, immunzytochemisch eine reproduzierbare zelluläre Lokalisation

des TNF-α Proteins  darzustellen. Dieses ist wahrscheinlich technisch bedingt. Hierzu sind

auch die Literaturangaben bemerkenswert widersprüchlich (Buttini et al. 1996; Botchkina et

al. 1997; Gong et al. 1998).

Nach Fotothrombose und MCAO war die ΙL−1β und ΤΝF −α Induktion im Läsionsbereich

stärker und länger andauernd als durch Spreading Depression (Ref.6,7). Während es im

Läsionsbreich zu einer Expression von iNOS kam, war in Arealen mit Spreading Depression

zu keiner Zeit eine iNOS Expression zu detektieren. Dies erscheint aufgrund der Belege für

eine iNOS vermittelte sekundäre Zytotoxizität besonders relevant (Ref.7; Iadecola 1997).

Insgesamt konnte mit den vorgelegten Arbeiten ein enger funktioneller Zusammenhang

zwischen dem Auftreten von Spreading Depression, der Induktion der proinflammatorischen

Zytokine IL-1β und TNF-α mit direktem Nachweis von IL-1β Protein in Mikrogliazellen

sowie dem Auftreten einer typischen transienten Mikroglia- und Astrogliaaktivierung

hergestellt werden (Ref.2,3,6,7; Abb.3). Die Induktion von Zytokinen durch ein

elektrophysiologisches Phänomen zeigt einen neuen Mechanismus neural-immuner

Wechselwirkung auf. Sie stellt zugleich einen Mechanismus dar, wie Spreading Depression

Ischämietoleranz vermitteln könnten. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Aktivierung von

Mikroglia und Astroglia sowie die Induktion von proinflammatorischen Zytokinen durchaus

positive (protektive) Effekte nach fokaler Ischämie vermitteln könnte.

2.2. Spätphase des Infarktes

Differentielle Mikrogliaktivierung und Rekrutierung hämatogener Makrophagen

Die frühe Mikrogliaaktivierung und deren Transformation in Phagozyten wird mit

zunehmendem Infarktalter von einer Infiltration  hämatogener Makrophagen überlagert. Unter

maximaler Aktivierung sind residente Mikroglia und hämatogene Makrophagen

morphologisch und immunzytochemisch nicht mehr unterscheidbar (Flaris et al. 1993). Wir

hatten in einer Depletionsstudie nachgewiesen, dass in der frühen Infarktphase die ED1+
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Ox42+ Zellen ganz überwiegend mikroglialer Herkunft waren. Dagegen infiltrierten in der

späten Infarktphase, d.h. ab dem 3. Tag nach Fotothrombose, hämatogene Makrophagen den

Infarkt (Schroeter et al. 1997; Ref.5). Am Ende der ersten Postinfarktwoche überwogen

hämatogene Makrophagen zahlenmäßig Zellen mikroglialer Herkunft.

Der Antikörper ED1 markiert Phagolysosomen als Marker phagozytischer Aktivität

(Damoiseaux et al. 1994). ED1+ Phagozyten infiltrierten in zunehmendem Maß den Infarkt

vom Rand zum Zentrum hin. Dabei entstand zum Ende der ersten Postinfarktwoche ein

charakteristisches Bild eines wallartig dicht infiltrierten Infarktrandbereichs, der einen

zellärmeren Infarktkern umgab (Ref.1,3,4; Jander et al. 1995). 14 Tage nach Infarktinduktion

war das Infarktareal flächig von Phagozyten infiltriert. Die weitere phänotypische

Charakterisierung der Mikroglia-/Makrophagenantwort ergab überraschenderweise eine

Differenzierung in CD4+ und CD8+ Mikroglia/Makrophagen.

Erstmals konnten wir diese Population nicht-lymphozytärer CD8+ Zellen nach fokaler

Ischämie beschreiben, die 48-72 Stunden nach Infarktinduktion nachweisbar waren, an Tag 7

ihr Maximum erreichten, dann rasch abnahmen und nach 14 Tagen nur noch vereinzelt

nachweisbar waren (Ref.1). Da Lymphozyten und natürliche Killerzellen (NK-Zellen) die

einzigen bei der Ratte bekannten CD8+ Zellpopulationen waren, war zunächst davon

auszugehen, dass es sich bei diesen CD3 und CD5 negativen Zellen um NK-Zellen handelt

(Ref.1). Weitere Untersuchungen mit Doppelimmunfluoreszenz und konfokaler

Lasermikroskopie konnten jedoch diese Zellen als eine Subpopulation ED1+ Phagozyten

identifizieren (Jander et al. 1998). CD8+ Mikroglia/Makrophagen fanden sich bei allen drei

verwendeten Modellen fokaler zerebraler Ischämie ausschließlich im Bereich der

ischämischen Pannekrose (Ref.1,4,5). Dagegen waren Areale mit inkompletter ischämischer

Schädigung und verzögertem selektiven neuronalen Zelltod ohne CD8+ Phagozyten, ebenso

wie Bereiche mit sekundärer Faserbahn- oder Kerndegeneration (Ref.3,5).  Für das Auftreten

der CD8+ Makrophagen war also entscheidend, ob eine ischämische Pannekrose auftritt, nicht

jedoch, wie diese in den unterschiedlichen Infarktmodellen induziert wird oder ob eine

Reperfusion des Infarktgebietes auftritt (Ref. 1,3,5, (Barone et al. 1992;Clark, Lee, White,

Jonal, Feuerstein, and Barone 1994).

In ähnlicher Weise konnten nach Quetschläsion des optischen Nerven CD8+ Zellen nur an der

nekrotischen Quetschstelle nachgewiesen werden, während die Mikrogliaaktivierung durch

Faserdegeneration im Verlauf des optischen Nerven ohne CD8+ Zellen blieb (Jander et al.

2001). Im Modell der durch Immunisierung mit Myelin Basischem Protein induzierten
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Experimentell Allergischen Encephalomyelitis, die sich durch eine perivaskuläre Entzündung

ohne relevante Gewebsdestruktion auszeichnet, fehlten CD8+ Makrophagen ebenfalls

weitgehend (Jander et al. 1998). Hieraus ergab sich, dass die Rekrutierung CD8+

Makrophagen spezifisch an Orte einer pannekrotischen Gewebeschädigung erfolgt.

Zur weiteren Charakterisierung der Herkunft CD8+ Phagozyten wendeten wir zwei

Depletionsparadigmen an. Mit einem systemisch injizierten Biphosphonat ist es möglich,

systemisch zirkulierende Makrophagen zu depletieren, während die Population (hirneigener)

Mikroglia unbeeinflusst bleibt (vanRooijen 1989). Die Depletion hämatogener Makrophagen

reduzierte deutlich das CD8+ Infiltrat in der späten Postinfarktphase im Vergleich zu einer

Kontrollgruppe, verhinderte es aber nicht vollständig, so dass von einem überwiegenden,

nicht jedoch ausschließlichen hämatogenen Ursprung der CD8+ Zellen auszugehen war

(Ref.5). Einzelne CD8+ Zellen zeigten auch mikrogliale Morphologie (sternförmige Zellen),

so dass auch residente Mikroglia zur Population der CD8+ Phagozyten beiträgt (Ref.5). Als

zweites Depletionsparadigma wendeten wir die sytemische Gabe eines depletierenden anti-

CD8-Antikörpers an (Holmdahl et al. 1985). Die systemische Depletion CD8+ Zellen konnte

im Gegensatz zur Depletion hämatogener Makrophagen das CD8+ Infiltrat nicht verändern

(Ref.5). Dies legt nahe, dass die infiltrierenden Phagozyten erst sekundär nach Infiltration in

das nekrotische Areal CD8 hochregulieren.

Unabhängig von den hier vorgestellten Ergebnissen isolierten Hirji und Kollegen unter

bestimmten pathologischen Bedingungen CD8+ Peritoneal- und Alveolarmakrophagen. Sie

wiesen nach, dass die CD8 Expression mit einer NO-Produktion gekoppelt ist (Hirji et al.

1997; Hirji et al. 1998). Dagegen stimmen nach fokaler Ischämie iNOS Expression und das

Auftreten der CD8+ Mikroglia/Makrophagen in ihrer Dynamik nicht überein (Ref.1,3; Jander

et al. 2000).

Auffällig war, dass sich unmittelbar angrenzend zum CD8+ Infiltrat des Infarktes in allen drei

Ischämieparadigmen eine anisomorphe Astrogliose ausbildete, während sich in Bereichen

ohne CD8+ Mikroglia/Makrophagen stets eine isomorphe Gliose fand. Diese enge räumlich-

zeitliche Beziehung zwischen CD8+ Phagozyten und anisomorpher Gliose fand sich auch

nach mechanischer Hirnläsion (intrakortikaler Implantation einer Stahlnadel) sowie nach

Quetschläsion des Optischen Nerven, so dass unabhängig vom Schädigungsmechanismus ein

enger funktioneller Zusammenhang zwischen dieser Makrophagensubpopulation und der

Ausbildung eine anisomorphen Gliose zu vermuten ist (Schroeter et al., Manuskript in

Vorbereitung).
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Schon länger war bekannt, dass aktivierte Mikroglia und Makrophagen der Ratte CD4

exprimieren (Perry und Gordon 1987). Bis zum 14. Tag war ein zunehmender Anteil von

Mikroglia/Makrophagen CD4+. Mit Doppelimmunfluoreszenzuntersuchungen hatten wir

nachgewiesen, dass CD4+ und CD8+ nicht überlappende Mikroglia-/

Makrophagensubpopulationen darstellen (Jander et al. 1998). In vitro konnte nachgewiesen

werden, dass durch IL-1α und TNF-α die Expression von CD4 auf Mikroglia induziert wird

(Yu et al. 1998).

Die Expression von MHC Klasse I- und II-Antigenen zeigt einen immunologisch aktivierten

Zustand der Mikroglia an. Das MHC Klasse I Molekül wurde diffus auf verschiedenen

Zellpopulationen im Infarkt nachgewiesen. Dagegen war die Expression von MHC Klasse II

weniger abundant. Während konstitutiv MHC Klasse II Expression nur auf perivaskulärer

Mikroglia zu finden war (Ref.3), war es auf  aktivierter Mikroglia in der späten

Postinfarktphase maximal exprimiert und nahm dann im Infarkt, im Gegensatz zu sekundär

degenerierenden Arealen, bereits an Tag 14 wieder ab (Ref.3).

Die Rekrutierung hämatogener Leukozyten in pathologisch veränderte Gewebe wird über

einen prinzipiell gut erforschten dreischrittigen Mechanismus vermittelt. Leukozyten

separieren aus der Strombahn und rollen an der Gefäßwand entlang („rolling“). Dieser erste

Schritt wird überwiegend durch Selektine vermittelt. In einem zweiten Schritt kommt es zur

festen Adhäsion von Leukozyten an die Gefäßwand. Dieses wird durch Adhäsionsmoleküle

vermittelt. In einem dritten Schritt kommt es zur transendothelialen Migration der Leukozyten

(Springer 1994). ICAM-1 ist Prototyp der Adhäsionsmoleküle und vermittelt überwiegend die

Adhäsion von Makrophagen. Funktioneller Rezeptor für ICAM-1 ist das „leukocyte

functioning antigen-1“, LFA-1. Wir haben die Expression von ICAM-1 und LFA-1 nach

MCAO untersucht (Ref.1).  Während in der Infarktfrühphase sich die Expression von ICAM-

1 auf Endothelien fand, war in der Infarktspätphase ab dem dritten Tag nach

Ischämieinduktion die Expression von ICAM-1 auf intraparenchymal lokalisierten Zellen zu

beobachten (Ref.1). Parallel hierzu kam es zu einer Aufregulation von LFA-1 (Ref.1). Dieser

Befund hat zusätzlich an Bedeutung gewonnen, nachdem wir nachweisen konnten, dass IL-18

das die Infarktspätphase dominierende Zytokin ist (Ref.7, s.u.). Ausgehend von Befunden, die

eine IL-18 vermittelte ICAM-1 Expression beschreiben (Kitching et al. 2000) ist damit die

Makrophagenakkumulation im Infarkt als ein sich selbst verstärkender Mechanismus

aufzufassen: akkumulierende Mikroglia und Makrophagen exprimieren IL-18, das eine
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vermehrte ICAM-1 Expression induziert. Dies vermittelt eine weitere Akkumulation von

Makrophagen  aus dem Blut.

Astrogliose

Das gliale fibrilläre saure Glykoprotein (GFAP) ist ein für Astrozyten spezifischer

Zytoskelettbaustein, der immunzytochemisch detektiert werden kann (Bignami und Dahl

1974). Es wird konstitutiv in ruhenden Astrozyten exprimiert. Unter Aktivierung nimmt die

GFAP-Immunreaktivität zu. Vimentin ist ein weiterer immunzytochemischer Marker

(Schiffer et al. 1986). Er wird von prämaturen und proliferierenden Astrozyten exprimiert, ist

jedoch im normalen adulten Gehirn nicht auf Astrozyten zu finden. Bei der Darstellung

aktivierter Astrozyten gilt Vimentin als relativ spezifischer Marker einer anisomorphen Gliose

(Ridet et al. 1997).

Nach 48-72 Stunden konnte im MCAO- und Fotothrombosemodell eine vermehrte

Expression von GFAP in den Infarkt umgebenden (perifokalen) Astrozyten beobachtet

werden, die mit der Koexpression von Vimentin Charakteristika einer anisomorphen Gliose

zeigte (Ref.2,5). Diese Astozytenaktivierung nahm in den folgenden Tagen kontinuierlich zu.

Im Infarktgebiet selbst war es dagegen früh zu einem Verlust GFAP+ Zellen gekommen.

Dagegen blieben in Arealen inkompletter ischämischer Gewebsschädigung mit selektivem

neuronalen Verlust stets GFAP+ Zellen nachweisbar. In der Infarktspätphase kam es hier zu

einer fortschreitenden Astrozytenaktivierung, jedoch blieb in histologischen Färbungen die

neokortikale Struktur erkennbar, so dass es sich um eine isomorphe Gliose handelte. Im

Einklang hiermit wurde kein Vimentin exprimiert.

Im gesamten nichtischämischen ipsilateralen Kortex kam es darüber hinaus zu einer

geringgradigen Zunahme der GFAP-Immunreaktivität (Ref.2), die transient an Tag 3

nachweisbar war, an Tag 7 nach Fotothrombose jedoch bereits rückläufig war. Durch MK-

801 war diese exofokale Astrozytenaktivierung pharmakologisch blockierbar und stand damit

im engen funktionellen Zusammenhang mit dem Auftreten von Spreading Depression (Ref.2).

Damit konnten wir drei astrozytäre Reaktionsmuster differenzieren: (1.) eine

Astrozytenaktivierung um die ischämische Pannekrose herum, die in eine anisomorphe Gliose

mündete; (2.) eine isomorphe Gliose im Bereich des selektiven neuronalen Untergangs und

(3.) eine reversible transiente Astrozytenaktivierung durch Spreading Depression. Die

anisomorphe Gliose grenzt den ischämischen Fokus vom Gesunden ab („encasement“), wie

dieses auch nach inflammatorischen ZNS-Läsionen beschrieben ist (Matsumoto et al. 1992).
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Der dichte Astrozytensaum ist eine mechanische Barriere für das Aussprossen von Axonen.

Andererseits können aktivierte Astrozyten ein permissives Substrat für axonales Wachstum

darstellen und damit zur Regeneration beitragen. Allerdings ist hierfür ein gewisses Ausmaß

astrozytärer Aktivierung erforderlich, das möglichweise im Bereich anisomorpher Gliose,

wahrscheinlich nicht jedoch im Bereich isomorpher Gliose erreicht wird (Mansour et al.

2002). Interessant ist, dass GFAP, nicht jedoch Vimentin zur Non-Permissivität für axonales

Wachstum in Neuronen-Astrozyten Kokulturen beiträgt (Menet et al. 2001).

Zytokinmediatoren

Wie oben dargestellt kommt es nach fokaler zerebraler Ischämie zu einer schnellen

Expression, aber auch wieder Herunterregulation der proinflammatorischen Zytokine TNF-α

und IL-1. Bei der weiteren Analyse der mit der Spätphase assoziierten Zytokine konnten wir

eine inflammationsassoziierte Induktion des proinflammatorischen Zytokins IL-18

nachweisen.

Interleukin-18 (IL-18) ist ein noch relativ neues Mitglied der IL-1-Zytokinfamilie. Es ist in

der Lage, die Expression von IFN-γ zu induzieren (alte Bezeichnung: Interferon- γ inducing

factor) und kann eine T-Zell-vermittelte Immunantwort modifizieren (Kohno und Kurimoto

1998). Damit ist IL-18 als Bindeglied zwischen sog. unspezifischer („innate“) Immunität und

spezifischen T-Zell vermittelten Immunantworten  zu sehen. Schließlich kann es unabhängig

von IFN-γ die Expression von Zelladhäsionsmolekülen, z.B. ICAM-1, fördern (vgl. Ref.1;

(Kohka et al. 1998; Kitching et al. 2000).

Iba1 ist ein für aktivierte Mikroglia und Phagozyten tyisches Calcium bindendes Protein, das

nach fokaler Ischämie in der Zone aktivierter Mikroglia und von Phagozyten

immunzytochemisch nachweisbar ist (Ito et al. 2001). Es konnte gezeigt werden, dass in IL-

18 Gen-defizienten Mäusen der Mikroglia-Aktivierungsprozess unterbrochen und das Iba1

vermindert nachweisbar ist (Mori et al. 2001). IL-18 stimuliert damit die Aktivierung von

Mikroglia und die Differenzierung in phagozytierende Zellen. Damit ist IL-18 ein guter

Kandidat für die Regulation der Phagozytenakkumulation in der Infarktspätphase.

Ähnlich wie IL-1 wird IL-18 als inaktiver Vorläufer sezerniert, der durch Caspase-1

enzymatisch in die aktive Form überführt wird (Ghayur et al. 1997). Die Expression von IL-

18 und Caspase-1 nach Fotothrombose und MCAO wurde mittels semiquantitativer und

quantitativer PCR und Immunzytochemie gegen IL-18 untersucht (Ref.7). Während die IL-1

mRNA Expression bereits 4 Stunden nach Ischämie ihr Maximum erreichte, war IL-18
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mRNA nach 6 Tagen maximal exprimiert. Parallel zur IL-18 mRNA Expression kam es zum

einem Anstieg der Caspase-1 mRNA. Obwohl Caspase-1 auch das bioaktivierende Enzym für

IL-1 ist, war kein Anstieg der Caspase-1 zu einem frühen Zeitpunkt zu detektieren. Damit

korrelierte die Caspase-1 mRNA Expression zu IL-18, nicht jedoch zur IL-1 mRNA

Expression (Ref.7). Im Gegensatz zur IL-1 und TNF-α mRNA, die infolge von Spreading

Depression in der Frühphase im gesamten ipsilateralen Kortex vermehrt nachzuweisen waren

(Ref.6), war die IL-18 mRNA Expression auf den ischämischen Fokus beschränkt.

Immunzytochemisch konnte das IL-18 in der aktivierten Mikroglia der unmittelbaren

Infarktumgebung, mehr jedoch in den Phagozyten des Infarktes nachgewiesen werden.

Mittels Doppelimmunfluoreszenz konnte eine extensive Kolokalisation von ED1 und IL-18

Protein bewiesen werden (Ref.7).

IL-18 ist damit wahrscheinlich Mediator der massiven Phagozyteninfiltration des Infarktes in

der Spätphase nach Ischämie. Wir haben neben der mRNA Expression das Auftreten des

Proteins in Mikroglia/Makrophagen der Infarktumgebung und insbesondere Phagozyten des

Infarktes nachweisen können. Die parallele Expression der mRNA für das bioaktivierende

Enzym, Caspase-1, unterstreicht die biologische Relevanz des Befundes. Neben dem

Transforming Growth Factor-β (TGF-β) ist IL-18 das einzige bisher beschriebene Zytokin,

dessen Auftreten zeitlich in die späte Infarktphase fällt. Wie bereits erwähnt, kann IL-18 über

eine Induktion von ICAM-1 zur Attraktion hämatogener  Makrophagen führen (Kohka et al.

1998; Kitching et al. 2000). Nach MCAO und Fotothrombose korrelierte das räumlich-

zeitliche Muster der ICAM-1 Expression auf parenchymal lokalisierten Phagozyten mit der

Kinetik der IL-18 Expression. Dies unterstreicht den engen funktionellen Zusammenhang

zwischen IL-18 und ICAM-1 Expression und der fortschreitenden Phagozytenakkumulation

im Infarkt (Jander et al. 1995; Ref.1,7).

2.3. Sekundäre Effekte des chronischen Infarktstadiums

Nach Schlaganfall kommt es schließlich zur pseudozystischen Defektbildung und Ausbildung

einer astroglialen Narbe im infarzierten Areal. Die vorgelegten Arbeiten haben erstmals

systematisch inflammatorische Veränderungen und gliale Aktivierung in diesem bislang

wenig beachteten chronischen Infarktstadium untersucht.

Aus der Neurophysiologie war bekannt, dass fokale kortikale Infarkte zu

elektrophysiologischen Veränderungen auch in weit vom Infarktareal entfernten Regionen mit

Phänomenen elektrophysiologischer Entkoppelung (sog. transkortikaler Diaschisis) führen
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(Buchkremer-Ratzmann et al. 1996;Witte et al. 2000). Die vorgelegten Arbeiten zeigen, dass

auch im chronischen Infarktstadium die gliale Aktivierung weit über das eigentliche

Infarktgebiet hinausgeht.

Anisomorphe Gliose und Pseudozystische Degeneration des Infarktes

Nachdem in der ersten Woche nach Ischämie Phagozyten präferentiell im Infarktrand zu

finden waren, wanderten die Phagozyten in der zweiten Postinfarktwoche zentripetal in den

Infarkt ein, der nach 14 Tagen flächig von Phagozyten infiltriert war. Dies trifft für die

Photothrombose und die permanente MCAO, aber auch für die Areale zu, die nach transienter

MCAO der ischämischen Pannekrose anheimfallen (Ref.1,3 bzw.5).

Die Phagozytose des Fett- (Myelin-)reichen und relativ eiweißarmen Gewebes führte wie

beim Menschen zur Kolliquation der Nekrose und Ausbildung von Zysten, die durch

gliomatöse Reaktion der nun in den Infarkt einwandernden Astrozyten und einen dichten

Phagozytenwall begrenzt waren (Storchdorph 1986; Ref.1). Die mikrogliale Aktivierung und

astrogliale Aktivierung in der Umgebung der Läsion war nach 14 Tagen weitgehend

abgeklungen. Der Infarktrand blieb durch einen persistierenden Saum ED1+ Phagozyten und

GFAP+ Astrozyten markiert, die eine anisomorphe Gliose formten (Ref.1,2).

Faserbahndegeneration

Seit Gudden (Gudden 1870) ist bekannt, dass fokale kortikale Läsionen zur Degeneration des

Thalamus führen. Auch nach humanen Hirninfarkten ist eine Degeneration weit entfernter

Abschnitte des ZNS bekannt (Russell 1958; Chung 1985; Nagasawa et al. 1994). Nach

Fotothrombose kommt es zur einer Faserdegeneration im Corpus callosum, in kortikospinalen

und thalamokortikalen Faserbahnen (Abb.4). Die Fotothrombose bietet den Vorteil, primär

ischämische Läsion und sekundär degenerierende Areale direkt auf einem Koronarschnitt

vergleichen zu können (Ref.3, s.a. Abb. 4). Mit deutlicher Verzögerung zum ischämischen

Fokus fand sich beginnend 7 Tage, deutlich zunehmend zu Tag 14 eine Aktivierung von

Mikroglia entlang degenerierender Faserbahnen. Mikroglia zeigte in der weißen Substanz die

charakteristische Morphologie von Stäbchenzellen (rod cells), deren primäre Zellfortsätze

sich parallel zum Faserverlauf ausrichten. Die aktivierte Mikroglia zeigte eine vermehrte

Expression von Komplement Rezeptor 3, und eine de novo Expression  von MHC II und

CD4. Mikroglia im sekundär degenerierenden Thalamuskernen zeigte eine sternförmige

Morphologie mit Expression von MHC Klasse I und II sowie CD4 Antigenen. In beiden
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Abb.4: Kupfer-Versilberung (NeuroScience Associates, Knoxville, Tenessee, USA) zur Darstellung
degenerativer Faserveränderungen und Kerndegenerationen  2 Tage nach Fotothrombose. Die Läsion im
sensomotorischen Kortex führt zu ausgedehnten Degenerationen im Bereich des Corpus callosum (A),
thalamischer Kerne (B), der Pyramidenbahn (C) und kortiko-kortikaler Verbindungen (D). Interessant ist,
dass diese Degenerationen früh nachweisbar sind, jedoch erst mit erheblicher Verzögerung zu einer glialen
Aktivierung führen (s.Text, Ref.3).

500µm
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Bereichen fand sich eine milde astrogliale Hypertrophie im Sinne der isomorphen Gliose.

CD8 Expression fand sich im Gegensatz zum ischämischen Fokus nicht. Insgesamt muss im

Bereich sekundär degenerierender Strukturen von einer stark verzögerten und inkompletten

mikroglialen Aktivierung ausgegangen werden. Es bleibt unklar, ob dieses auf eine qualitativ

oder quantitativ insuffiziente Stimulation durch Zytokine zurückzuführen ist. Im Gegensatz

zum ZNS kommt es im peripheren Nervensystem zu einer guten Zellfortsatzregeneration nach

peripherer Axondurchtrennung. Voraussetzung hierfür ist u.a. der rasche Einstrom von

Makrophagen mit konsekutiver Phagozytose des Debris‘ (Stoll et al. 1989; George and

Griffin 1994). Damit liegt nahe, dass die inkomplette Mikrogliaaktivierung zur Non-

Permissivität des ZNS für Zellfortsatzregeneration beiträgt.

2.4. Untersuchungen zur nicht-invasiven Darstellung glialer Aktivierung und der

Leukozyteninfiltration in der multimodalen Kernspintomographie (Ref.4)

Infarktverläufe können zwischenzeitlich auch beim Menschen sehr detailliert mit der

Kernspintomographie dokumentiert werden, wobei bislang unklar ist, ob über allgemeine

Gewebetexturstörungen hinaus Gliareaktionen oder Leukozyteninfiltration erfassbar sind.

Deshalb wurden Histologie und Immunzytochemie (Darstellung der Astroglia,

Mikrogliaaktivierung und infiltrierender Makrophagen) mit den zuvor erzeugten

hochauflösenden  MRT-Bildern verglichen (Ref.4). Die MRT-Parameter wurden

entsprechend der multimodalen Kernspintomographie, wie sie  in der klinischen Situation des

akuten Schlaganfalls beim Menschen angewendet wird, gewählt.

In der Infarktfrühphase zeigte die Kernspintomographie die typischen Signalalterationen des

akuten Infarktes (Norris et al. 1994; Hoehn-Berlage et al. 1995). Die Infarktausdehnung

wurde durch das Areal der ADC-Absenkung exakt wiedergegeben. Dagegen ging infolge des

lokalen Ödems das Gebiet der T2-Wertanhebung darüber hinaus. Die perfusionsgewichtete

Bildgebung zeigte einen scharf begrenzten Perfusionsausfall des Infarktes. Die schwere Blut-

Hirn-Schranken-Störung des fotothrombotischen Areals war durch die lokale Gadolinium-

Aufnahme nachzuweisen.

In der Infarktspätphase zeigte dagegen die ADC-Wichtung normale Werte im Infarkt. Die T2-

Werterhöhung war rückläufig. Die Konstellation aus normalisierten ADC-Werten und

reduzierter T2-Werterhöhung ist für die Spätphase des Infarktes charakteristisch. Der Infarkt

im chronischen Stadium ließ sich durch heterogener ADC- und T2- Werterhöhungen

abgrenzen. (Ref.4). Durch Überlagerung histologischer und immunzytochemischer
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Serienschnitte auf korrespondierenden kernspintomographischen Bilder versuchten wir,

Subareale des Infarktes mit oder ohne inflammatorische Reaktionen und den umgebenden

Saum glialer Aktivierung typischen Signalalterationen im MRT zuzuordnen. Jedoch zeigte

das MRT kein differenzielles Signalverhalten von Subarealen mit inflammatorischen

Veränderungen oder glialer Aktivierung. Ebenso unterschied sich das den Infarkt umgebende

vitale Gewebe mit ausgeprägter glialer Aktivierung nicht von anderen vitalen Kortexarealen,

z. B. der kontralateralen Hemisphäre (Ref.4).

Insgesamt zeigte das MRT dynamische Veränderungen, die Informationen über das

Infarktstadium gaben. Es gelang mit den aktuell beim menschlichen Schlaganfall

angewendeten Wichtungen jedoch nicht, einzelne Aspekte der inflammatorischen Reaktionen

sichtbar zu machen oder inflammatorisch veränderte Subareale des Infarktes abzugrenzen.

Hierfür bietet die Anwendung von „ultrasmall paramagnetic iron oxide“ (USPIO) eine

interessante Perspektive. Dieses eisenhaltige Kontrastmittel, das sich derzeit auch beim

Menschen bereits in Erprobung befindet, wird von Makrophagen phagozytiert und macht

diese dann im MRT sichtbar. Durch Anwendung von USPIO gelingt es nach Fotothrombose,

den Makrophagensaum im Infarkt kernspintomographisch sichtbar zu machen (Schroeter et

al., Manuskript in Vorbereitung; s. Abb. 5)

3. Perspektiven

Die hier präsentierten Untersuchungen sind motiviert durch die These, dass durch

Modifikation der postischämischen Inflammation die Folgen eines Schlaganfalls gemildert

werden können. In diesem Sinne sind die Ergebnisse der Beginn einer genaueren Analyse der

Mechanismen postischämischer Inflammation, die in die Entwicklung neuer therapeutischer

Strategien münden sollen. Ziel ist es, inflammatorische Kaskaden zu modifizieren, um eine

sekundäre Schädigung des ischämischen Areals durch proinflammatorische Moleküle, z.B.

IL-1, ΤΝF−α und iNOS zu vermindern, andererseits protektive Effekte und den Vorgang der

Infarktdemarkation und Wundheilung zu fördern.

Der Vergleich verschiedener Läsionsparadigmen (Ref.1,3,5) half den Einfluss

unterschiedlicher Schädigungsmechanismen auf die gliale Aktivierung zu beschreiben. Dieses

sollte durch die Analyse glialer Aktivierung nach therapeutischer Beeinflussung der
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Abb.5: Visualisierung der Makrophagenakkumulation im hochauflösenden 7T MRT nach Gabe von
USPIO. Die Kernspintomografie zeigt in T2* gewichteten Bildern eine Signalabsenkung in der äußeren
Infarktzone des ischämischen Infarktes 6 Tage nach Fotothrombose (A). Kongruent hierzu findet sich im
korrespondierenden histologischen Schnitt (Kresylviolett-Färbung; B) eine zellreiches Infiltrat, das
immunzytochemisch als ED1+ Phagozyten identifiziert werden kann (C). In diesen Phagozyten kann
histochemisch mit einer verfeinerten Berliner Blau Reaktion Eisen nachgewiesen werden (D). Maßstab in
D entspricht 1mm in A-D.

A B

C D
1mm
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Schlaganfallsgenese, v.a. nach Lyse oder dem Einsatz von Thrombozyten-

aggregationshemmern, ergänzt werden.

Die Untersuchungen zur astroglialen und mikroglialen Aktivierung nach Fotothrombose und

Spreading Depression (Ref.2,6) machen eine enge Interaktion von Astrozyten und Mikroglia

wahrscheinlich, die zum Großteil noch unverstanden ist.

In sehr unterschiedlichen Läsionsparadigmen läßt sich eine enge räumlich-zeitliche

Beziehung zwischen dem Auftreten der CD8+ Mikroglia/Makrophagenpopulation mit der

folgenden anisomorphen Gliose herstellen. Unter geeigneten Bedingungen kann eine

anisomorphe Gliose permissiv für ein axonales Wachstum als morphologisches Substrat

funktioneller Plastizität sein. Durch die gezielte Beeinflussung CD8+ Makrophagen könnten

somit reparative Funktionen in der Infarktumgebung moduliert werden.

IL-18 wurde als das die Spätphase des Infarktes dominierende Zytokin identifiziert. Die

funktionelle Bedeutung des IL-18 könnte durch Verwendung von knock-out-Mäusen bzw.

durch Blockade eines neutralisierender Agenzien wie dem „IL-18 binding protein“ näher

analysiert werden (Yatsiv et al. 2002).

Die Spreading Depression (Ref.2,6) ist ein hervorragendes Paradigma, um die Dichotomie

sowohl zytotoxischer als auch zytoprotektiver Potenz näher zu analysieren, die für viele der

hier analysierten Faktoren eine große Rolle spielt. Die vergleichende Untersuchung von

Ferneffekten der Fotothrombose und KCl-induzierter Spreading Depression (Ref.2,3,6,7)

konnte eindeutig Spreading Depression als Ursache verschiedener Ferneffekte der

ischämischen Läsion identifizieren. Zukünftige Untersuchungen sollten sich deswegen

grundsätzlich nicht auf das Infarkareal beschränken, sondern immer auch Ferneffekte der

Läsion in Betracht ziehen. Die Forschung der letzten Jahren hat in zunehmenden Maße

gezeigt, dass die Ferneffekte entscheidend zur funktionellen Erholung nach Schlaganfällen im

Sinne der Plastizität des Gehirns beitragen (Witte and Stoll 1997;Witte et al. 2000). Gliale

Aktivierung und Zytokin-vermittelte Effekte sind nicht nur im Bereich des Schlaganfalls für

die Gewebereparation und Abtransport nekrotischen Debris verantwortlich. Sie spielen

offenbar auch eine wichtige Rolle bei den Ferneffekten fokaler Ischämie, bei plastischen

Vorgängen und der Vermittlung von Ischämieprotektion.

Die hier vorgestellten Ergebnisse belegen, das die Fotothrombose aufgrund des einzeitigen

Eintretens des ischämischen Infarktes (Ref.3), der eindeutigen Diffenzierung lokaler und

Ferneffekte (Ref.2,6), und der vergleichenden Analyse von Effekten durch sekundäre

Faserdegeneration im selben histologischen Schnitt (Ref.3) Vorteile gegenüber anderen
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Infarktmodellen bietet, die in weiteren Studien genutzt werden sollten. Inzwischen konnte das

Fotothrombose-Modell auch für die Maus etabliert werden, was in Zukunft auch den Einsatz

dieses Modells an genetisch veränderten Tieren möglich machen wird (Schroeter et al. 2002).

Schließlich ist für die Entwicklung neuer Therapien des menschlichen Schlaganfalls die nicht-

invasive Visualisierung postischämischer Inflammation unbedingt erforderlich. Unsere

Befunde zeigen, dass die derzeit angewandten kernspintomographischen Wichtungen

inflammatorische Reaktionen und gliale Aktivierung nicht direkt darstellen können (Ref.4).

Hierzu bedarf es der Entwicklung neuer Sequenzen oder des Einsatzes spezifischer

Kontrastmittel. Eisenhaltige Kontrastmittel („ultra small paramagnetic iron oxide“, USPIO’s;

Dousset et al. 1999), die durch Makrophagen phagozytiert werden und diese in der

Kernspintomographie sichtbar machen, bieten hierfür eine interessante Perspektive. Die

Leistungsfähigkeit der USPIO’s für die Visualisierung des Phagozyteninfiltrates nach fokaler

Ischämie wird derzeit von verschiedenen Arbeitsgruppen – auch unserer - untersucht.
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