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1 Einleitung 1 

1 Einleitung 

1.1 Definition, Epidemiologie, Ätiologie und Therapie des 
ischämischen Schlaganfalls 

Der Schlaganfall ist durch die World Health Organization definiert als sich rasch 
entwickelnde klinische Zeichen fokaler oder globaler Störungen der zerebralen Funktion, die 
mehr als 24 Stunden anhalten oder zum Tode führen, ohne andere erkennbare Ursache außer 
einer vaskulären (Warlow 1998). 

Schlaganfälle werden in hämorrhagische Schlaganfälle, die durch die Ruptur 
gehirnversorgender Gefäße gekennzeichnet sind, und in ischämische Schlaganfälle, bei 
denen es zum Verschluss gehirnversorgender Gefäße kommt, unterteilt (Grysiewicz et al. 
2008). Die in beiden Fällen resultierende Minderversorgung durch die beeinträchtigte 
Perfusion der betroffenen Hirnareale kann das Auftreten von fokal-neurologischen 
Defiziten zur Folge haben. Vom Schlaganfall abzugrenzen ist die transitorische ischämische 
Attacke (TIA), bei der sich die klinischen Ausfallerscheinungen innerhalb von 24 Stunden 
vollständig zurückbilden (Easton et al. 2009). Allerdings erleiden 8 – 10 % der Patienten mit 
aufgetretener TIA innerhalb der ersten 90 Folgetage einen Schlaganfall (Johnston et al. 2000). 
Der ischämische Schlaganfall, der etwa 85 % aller Schlaganfälle ausmacht (Benjamin et al. 
2019), kann nach der TOAST-Klassifikation ätiologisch differenziert werden (Adams et al. 
1993). Hierbei wird zwischen kardialer Embolie, Verschluss kleiner Arterien, Arteriosklerose 
großer Arterien, anderer Ursache und unbestimmter Ursache unterschieden (Adams et al. 
1993). Die vorliegende Arbeit hat im Folgenden ausschließlich den ischämischen Schlaganfall 
zum Thema. 

Epidemiologisch betrachtet zählt der Schlaganfall zu den fünf häufigsten Todesursachen in 
den USA (Krishnamurthi et al. 2015) und ist die häufigste Ursache für Behinderungen 
weltweit (Benjamin et al. 2019). In Deutschland beträgt die altersstandardisierte Inzidenz des 
ischämischen Schlaganfalls 182 Erkrankungsfälle pro 100.000 Einwohner pro Jahr 
(Kolominsky-Rabas und Heuschmann 2002). Dabei lag in Niedersachsen in den Jahren 2010 
bis 2011 die 1-Jahres-Mortalität nach Auftreten eines Schlaganfalls bei 18,5 % und die 5-
Jahres-Mortalität bei 46 % (Stahmeyer et al. 2019). 

Zu den vorrangigen Risikofaktoren des ischämischen Schlaganfalls zählen insbesondere die 
nicht-beeinflussbaren Faktoren Alter, Geschlecht, Herkunft und genetische Prädispositionen 
sowie die beeinflussbaren Faktoren Bluthochdruck, Diabetes, Nikotinabusus und 
Vorhofflimmern (Grysiewicz et al. 2008). 

Die häufigsten klinischen Zeichen eines Schlaganfalls umfassen die sensomotorische 
Hemiparese, Dysarthrie, Aphasie, Vigilanzstörung und den Gesichtsfelddefekt. Die 
spezifischen Symptomatiken sind dabei durch die Stromgebiete der betroffenen Gefäße 
determiniert. 
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Therapeutisch nehmen, neben den vitalparameterstabilisierenden Basismaßnahmen, die 
systemische Thrombolyse und die mechanische Thrombektomie eine zentrale Rolle bei der 
Akutbehandlung des ischämischen Schlaganfalls ein (DGN 2012). Prognostisch 
entscheidend ist das Zeitfenster zwischen dem Auftreten der Symptomatik und dem Einsatz 
therapeutischer Interventionen (DGN 2012). Die Indikationsstellung beider 
Therapieformen, welche oftmals auch kombiniert Anwendung finden, ist dabei durch 
zahlreiche Kontraindikationen und enge Zeitfenster stark limitiert. Problematisch hierbei ist 
zudem, dass bis zum Einsatz der kausalen Therapien im Regelfall parallel zu den akuten 
Gewebeschäden destruierende Signalkaskaden ausgelöst werden, die einen verzögerten 
Gewebeschaden nach sich ziehen und durch die genannten Therapieformen nicht beeinflusst 
werden können. Eine verlaufsmodulierende adjuvante Therapieform könnte daher einen 
Paradigmenwechsel in der Behandlung des ischämischen Schlaganfalls bedeuten. Trotz 
intensiver Forschung in den vergangenen Jahren existiert allerdings bis heute keine 
Therapiemöglichkeit dieser Art. 

1.2 Pathophysiologie des akuten ischämischen Schlaganfalls 

Für die Entwicklung adjuvanter Therapien ist ein Verständnis der Pathophysiologie des 
ischämischen Schlaganfalls essenziell. Sie umfasst eine komplexe Abfolge 
pathophysiologischer Ereignisse, die sowohl zeitlich als auch räumlich zu differenzieren sind. 
Zu dieser durch Ischämie ausgelösten Kaskade, auf welche im Folgenden eingegangen wird, 
zählen insbesondere die Exzitotoxizität, Streudepolarisierung, Inflammation und Apoptose 
(Dirnagl et al. 1999; Xing et al. 2012). 

Die ausbleibende Perfusion in dem vom Schlaganfall betroffenen Gewebe führt im 
Infarktkern unmittelbar zu einem Mangel an Sauerstoff und Glukose. Die primäre Folge ist 
eine Störung der neuronalen und glialen Homöostase durch eine insuffiziente anaerobe 
Adenosintriphosphat(ATP)-Produktion und eine damit einhergehende Laktatazidose 
(Candelario-Jalil 2009). Der durch den ATP-Mangel entstandene Energieverlust führt 
sekundär zu einem Verlust des Ionengradienten, wodurch das zelluläre Membranpotential 
nicht aufrechterhalten werden kann (Candelario-Jalil 2009). Die resultierende 
Depolarisierung der betroffenen Zellen führt zu einer Öffnung spannungsabhängiger 
Calcium(Ca2+)-, Natrium(Na+)- und Kalium(K+)-Kanäle (Dirnagl et al. 1999). Daraufhin 
kommt es zu einem Nettoeinstrom von Ca2+ und Na+ und zu einem massiven Ausstrom von 
K+ und Glutamat (Dirnagl et al. 1999). Die stark erhöhte extrazelluläre Glutamat-
Konzentration verursacht eine Exzitotoxizität durch Aktivierung von N-Methyl-d-
Aspartat(NMDA)- und α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsäure(AMPA)-
Rezeptoren, was den weiteren Einstrom von Ca2+ in die betroffenen Zellen zur Folge hat 
(Dirnagl et al. 1999). Der inadäquate intrazelluläre Ca2+-Anstieg bedingt eine überschießende 
Aktivierung von Proteasen und Phospholipasen, die zur Degradierung von wichtigen 
Proteinen und Membranbestandteilen führen (Lipton 1999). Des Weiteren führt der Ca2+-
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Anstieg zur vermehrten Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), die Schädigungen 
von zellulären Lipiden und Nukleinsäuren verursachen (Lo et al. 2003). Zusätzlich kommt 
es durch Aktivierung der NMDA- und AMPA-Rezeptoren zu einem starken Wasser- und 
Na+-Einstrom, was zur Schwellung der Zellen führt (Lipton 1999). Dieses intrazelluläre 
Ödem wird auch als zytotoxisches Ödem bezeichnet (Stokum et al. 2016). 

Parallel führen die hohen extrazellulären Glutamat- und K+-Konzentrationen (siehe oben) 
auch in dem den Infarktkern umgebenden Areal, der Penumbra, zur Depolarisation der 
Zellen (Dohmen et al. 2008; Xing et al. 2012). Diese Depolarisation breitet sich wellenförmig 
aus und wird als Streudepolarisierung bezeichnet (Xing et al. 2012). Es konnte gezeigt 
werden, dass diese Streudepolarisierung im direkten Zusammenhang zur Größenzunahme 
des Infarktkerns steht (Strong et al. 2007; Dreier 2011). Da die Penumbra lediglich einer 
temporären Ischämie unterliegt und teils über Kollateralen perfundiert wird, findet hier 
jedoch nur eine partielle Depolarisation statt (Hossmann 1996). Kommt es deshalb frühzeitig 
zu einer ausreichenden Reperfusion, kann ein Erhalt des Gewebes erzielt werden (Hossmann 
1996). 

Die durch die Ischämie, aber auch durch die anschließende Reperfusion ausgelöste 
Inflammation spielt eine Schlüsselrolle in der Pathophysiologie des ischämischen 
Schlaganfalls. Innerhalb weniger Minuten kommt es unter anderem durch Damage associated 
molecular patterns, die von zugrunde gehenden Neuronen freigesetzt werden, zur Aktivierung 
ansässiger Mikroglia (Banati et al. 1993). Es konnte dabei in Mausexperimenten gezeigt 
werden, dass diese Aktivierung bei 48 bis 77 Stunden ihren Höhepunkt erreicht und bis zu 
mehrere Wochen postischämisch anhalten kann (Banati et al. 1993; Dirnagl et al. 1999; Denes 
et al. 2007; Lalancette-Hébert et al. 2007). Aktivierte Mikrogliazellen wandern in den 
Infarktkern und die Penumbra ein und verändern sich dabei morphologisch (Ransohoff und 
Perry 2009). Die Aktivierung der Mikroglia kann dabei „klassisch“ oder  „alternativ“ erfolgen 
(Michelucci et al. 2009). Klassisch aktivierte Mikroglia, auch als M1 bezeichnet, sezernieren 
pro-inflammatorische Zytokine und freie Radikale wie Stickstoffmonoxid (NO) (Xing et al. 
2012). Alternativ aktivierte Mikroglia, auch M2 genannt, produzieren weniger NO, sondern 
verstärkt auch anti-inflammatorische Zytokine (Xing et al. 2012). Zu erwähnen gilt, dass 
aktuelle Forschungsergebnisse diese dichotome Einteilung der mikroglialen Aktivierung 
jedoch als zu simplifiziert infrage stellen. Neben einer Aktivierung der Mikroglia kommt es 
im restlichen Nervengewebe durch Hypoxie und die hohe intrazelluläre Konzentration von 
Ca2+ und ROS zur vermehrten Expression von Transkriptionsfaktoren wie dem Nuclear factor 
kappa B, dem hypoxieinduzierten Faktor 1 und dem interferonregulatorischen Faktor 1, die 
die Expression pro-inflammatorischer Effektorproteine bewirken (Dirnagl et al. 1999). Die 
postischämische Synthese und Ausschüttung pro-inflammatorischer Zytokine wie 
Tumornekrosefaktor(TNF)-α, Interleukin(IL)-1β und IL-6 führt zu einer weiteren 
Verstärkung der Neuroinflammation (Khoshnam et al. 2017). Dabei werden die Zytokine 
von aktivierten Mikroglia (siehe oben), Astrozyten, Endothelzellen und Neuronen sezerniert 
(Ferrarese et al. 1999). Interleukine wie IL-1 führen unter anderem zu einer erhöhten 
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Expression der Adhäsionsmoleküle E-Selektin, Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) und 
Vascular cell adhesion molecule 1, welche als Liganden für die Adhäsion von einwandernden 
Leukozyten an den Endothelzellen dienen (Bernardes-Silva et al. 2001; Konsman et al. 2004). 
Dabei wird insbesondere die Expression von ICAM-1 durch die Inflammation stimuliert (Bö 
et al. 1996). Neben der Expression von Adhäsionsmolekülen ist auch die Öffnung der 
Bluthirnschranke, unter anderem durch die Aktivierung von Matrix-Metalloproteasen 
(MMP), entscheidend (siehe auch Abschnitt 1.3). Zu den einwandernden Leukozyten zählen 
innerhalb der ersten Minuten bis Stunden insbesondere Neutrophile und Monozyten bzw. 
Makrophagen (Vaas et al. 2017). Die eingewanderten Neutrophilen verstärken die 
Entzündungsreaktion durch die Produktion von ROS und NO und durch die Sekretion pro-
inflammatorischer Zytokine und aktivierter MMP-9 (Herz et al. 2015; Strecker et al. 2017). 
Innerhalb von 24 Stunden nach zerebraler Ischämie konnte ebenfalls eine erhöhte Anzahl 
von T-Lymphozyten im Hirnparenchym von Mäusen beobachtet werden (Brait et al. 2010). 
Die genaue Bedeutung von T-Lymphozyten und insbesondere die Rolle der Subtypen ist 
derzeit noch unklar und bedarf weiterer Forschung (Cramer et al. 2019). 

Die Endstrecke der durch Hypoxie ausgelösten Kaskade ist der Zelltod durch Nekrose oder 
Apoptose im Hirnparenchym (Dirnagl et al. 1999). Aktuelle Forschungen zeigen zudem auch 
Zwischen- bzw. Mischformen dieser beiden Mechanismen des Zelltodes (Galluzzi et al. 
2017). Der Zellstress, dem die Neuronen durch die Exzitotoxizität, Streudepolarisierung und 
Inflammation ausgesetzt sind, führt im Infarktkern zur Nekrose und in der Penumbra zur 
Aktivierung pro-apoptotischer Signalwege (Jun-Long et al. 2018). Die Nekrose ist 
gekennzeichnet durch Zellschwellung und anschließenden Zerfall der Zellmembran 
(Sekerdag et al. 2018). Unter anderem über das endoplasmatische Retikulum (ER) kommt es 
dabei zur Aktivierung der Cysteinyl-aspartate specific proteases (Caspasen), wodurch der Zelltod 
eingeleitet wird (Sekerdag et al. 2018). Die Apoptose hingegen ist maßgeblich durch das 
Gleichgewicht der pro- und anti-apoptotischen Proteine der B-Zell-Lymphom-2(Bcl-2)-
Familie reguliert (Youle und Strasser 2008). Kommt es zu einem Übergewicht der pro-
apoptotischen Proteine, wird der programmierte Zelltod auch hier durch die Aktivierung 
von Caspasen eingeleitet (Sekerdag et al. 2018). Die Zellmembran bleibt bei der Apoptose 
hingegen bis zum abgeschlossenen Zelltod vorhanden (Sekerdag et al. 2018). 

Zusammenfassend bietet die komplexe Pathophysiologie des ischämischen Schlaganfalls 
distinkte Angriffspunkte für therapeutische Modulatoren. Im nachfolgenden Abschnitt wird 
die Rolle der Bluthirnschranke im Rahmen des ischämischen Schlaganfalls im Detail 
dargestellt. 

1.3 Aufbau und Funktion der Bluthirnschranke bei ischämischem 
Schlaganfall 

Die Bluthirnschranke ist die zelluläre Grenze, die das zentrale Nervensystem und das 
zirkulierende Blut voneinander trennt. Sie verhindert den para- und intrazellulären Transport 
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von potenziell schädlichen Substanzen und kontrolliert die Nährstoffzufuhr. Im Rahmen 
einer zerebralen Ischämie kann es zu einer partiellen Öffnung und einem damit 
einhergehenden Funktionsverlust der Bluthirnschranke kommen. Im Folgenden werden der 
Mikroaufbau und die Funktion der Bluthirnschranke bei ischämischem Schlaganfall im 
Detail besprochen. 

Die Bluthirnschranke wird vorrangig durch Endothelzellen gebildet, die die 
hirnversorgenden Blutgefäße luminal auskleiden und abluminal in enger Interaktion mit 
Astrozyten, Perizyten, Myozyten, Neuronen und der extrazellulären Matrix stehen 
(Theodorakis et al. 2017). Die Zusammenschau aus Endothelzellen, Astrozyten, Perizyten, 
Myozyten, Neuronen und der extrazellulären Matrix wird als Neurovascular unit (NVU) 
bezeichnet (Muoio et al. 2014). Die Endothelzellen der NVU bilden ein kontinuierliches 
Epithel, welches basal auf einer extrazellulären Basalmembran angeordnet und lateral über 
Zell-Zell-Kontakte verbunden ist. Zu den transmembranen Zell-Zell-Kontakten gehören 
sogenannte Tight-Junction(TJ)-Proteine wie Occludin, Zonula occludens-1 (ZO1), Claudin-1 und 
Junctional adhesion molecules (Sifat et al. 2017). Diese TJ-Proteine bilden die physikalische 
Barriere der Bluthirnschranke und verhindern den parazellulären Transport. Der 
transzelluläre Influx erfolgt durch passive Diffusion und aktiven Transport. Ob ein Molekül 
passiv diffundieren kann, hängt dabei von der Größe, Ladung und Lipophilität des Moleküls 
ab. Der aktive Transport erfolgt sowohl über luminal und basal lokalisierte Transporter unter 
ATP-Verbrauch als auch über verschiedene Mechanismen der Transzytose. Der Efflux aus 
dem Zytosol nach luminal erfolgt maßgeblich über den P-Glykoprotein(P-gp)-Transporter 
(Schinkel 1999). Dieser ist apikal auf dem Endothel exprimiert und verhindert die Passage 
von potenziellen Toxinen aus dem Blut in das Hirnparenchym (Miller 2014). 

Die Öffnung der Bluthirnschranke im Rahmen eines Schlaganfalls wird maßgeblich durch 
den Verlust der parazellulären TJ-Proteine bedingt. Dabei konnten verschiedene 
experimentelle Studien zeigen, dass dieser Prozess biphasisch verläuft (Merali et al. 2017). 
Die erste Phase ist potenziell reversibel, beginnt innerhalb der ersten Stunden nach 
Schlaganfall und hat bei etwa zwölf Stunden postischämisch ihren Höhepunkt (Merali et al. 
2017). Die zweite Phase ist irreversibel, beginnt etwa ab dem Höhepunkt der ersten Phase 
und kann Tage bis Wochen anhalten (Merali et al. 2017). Dabei korreliert das Ausmaß des 
Schadens an der Bluthirnschranke mit der Schwere des Schlaganfalls (Brouns und De Deyn 
2009). Pathophysiologisch nehmen in beiden Phasen insbesondere die MMP-2 und MMP-9 
eine prominente Rolle ein (Lakhan et al. 2013). MMPs gehören zu der Gruppe der 
zinkabhängigen Proteasen und katalysieren die Spaltung von Peptidbindungen in Proteinen 
(Rempe et al. 2016). Sie werden durch posttranskriptionale Spaltung von der Proform in die 
aktivierte Form überführt (Rempe et al. 2016). Die erhöhte Expression von MMP-2 und 
MMP-9 innerhalb der ersten Stunden nach Schlaganfall führt deshalb zu einer Proteolyse der 
TJ-Proteine von Endothelzellen (Yang et al. 2007). Als Auslöser für das vermehrte 
Vorkommen aktivierter MMPs werden sowohl ein durch die Ischämie erhöhter Zinkgehalt 
in den Blutgefäßen als auch die direkte Sezernierung von aktivierter MMP-9 durch 
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eingewanderte Neutrophile im Rahmen der Inflammation nach Schlaganfall diskutiert 
(Rosell et al. 2008; Qi et al. 2016). Neben der Proteolyse durch MMPs werden auch die 
Endozytose von TJ-Proteinen durch Endothelzellen und die posttranslationale Modifikation 
von TJ-Proteinen aufgrund des hypoxischen Stimulus als weitere Ursachen für den 
postischämischen Integrationsverlust untersucht (Jiang et al. 2018). 

Die Folgen des Verlusts der TJ-Proteine ist ein erhöhter parazellulärer Transport über die 
Bluthirnschranke von Zellen und Molekülen aus dem Blut in das Hirnparenchym., was unter 
anderem eine Störung der Homöostase zur Folge hat (Rosenberg 1999). Dadurch entsteht 
neben einem intrazellulären zytotoxischen Ödem (siehe Abschnitt 1.2) durch den 
zusätzlichen Flüssigkeitseinstrom aus den Blutgefäßen in das Interstitium auch ein vasogenes 
Ödem (Dharmasaroja 2016). Eine weitere Folge des Integritätsverlustes ist die 
postischämische Leukozyteninfiltration, welche eine Verstärkung der lokalen Inflammation 
bedingt (siehe Abschnitt 1.2). 

Abschließend sei erwähnt, dass in präklinischen Studien gezeigt werden konnte, dass eine 
Inhibition der Bluthirnschrankenöffnung zu einer Reduzierung des Schlaganfallvolumens 
führt (Chaturvedi und Kaczmarek 2014). Dies verdeutlicht die zentrale Rolle der 
Bluthirnschranke in der Pathophysiologie des ischämischen Schlaganfalls, die sie zu einem 
möglichen Angriffspunkt für zukünftige adjuvante Therapien macht. 

1.4 Klinische Anwendungen von Lithium 

Da Lithium in den vergangenen Jahren neuroprotektive Effekte im Rahmen einer zerebralen 
Ischämie zeigen konnte (siehe Abschnitt 1.6), ist es in den Fokus als mögliche zukünftige 
adjuvante Therapie bei ischämischem Schlaganfall gerückt. Im Folgenden wird zunächst ein 
Überblick über die derzeitige klinische Anwendung von Lithium gegeben. 

Lithium ist ein elementares Leichtmetall, das aufgrund seiner hohen Reaktivität in der 
Medizin ausschließlich als Lithiumsalz verwendet wird. Bereits seit dem 19. Jahrhundert gab 
es das Bestreben, Lithiumsalze therapeutisch zu nutzen (Schou und Albrecht 1997). 
Allerdings wurde erst Mitte des 20. Jahrhunderts durch den Psychiater John F. Cade eine 
randomisierte Doppelblindstudie an manisch-depressiven Patienten durchgeführt, die die 
Wirkung von Lithium als Phasenprophylaktikum belegte (Schou und Albrecht 1997). Seither 
sind Lithiumsalze ein fester Bestandteil der medizinischen Therapie und heutzutage als 
Arzneistoff zur Prophylaxe bei bipolaren Affektstörungen und zur Behandlung bei akuten 
Depressionen, manischen Episoden und akuten oder chronischen Cluster-Kopfschmerzen 
zugelassen (Benkert und Hippius 2000). Dabei kommen verschiedene Salze wie 
Lithiumcarbonat, Lithiumsulfat, Lithiumacetat und Lithiumcitrat zum Einsatz. 

In den folgenden Absätzen werden die bisher bekannten Wirkmechanismen, die 
Pharmakokinetik und Bioverfügbarkeit sowie mögliche Nebenwirkungen thematisiert. 
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Die genauen Wirkmechanismen von Lithium bei Affektstörungen sind aufgrund der 
pleiotropen Effekte bis heute nicht vollständig verstanden. Nach derzeitigem Stand wird 
davon ausgegangen, dass Lithium auf verschiedenste zelluläre Regulatorproteine wirkt, dabei 
neuroprotektive Effekte vermittelt (Malhi et al. 2013) und außerdem eine Modulation von 
neurotransmittervermittelten Signalwegen bedingt (Jope 1999). Eines der zentralen 
Regulatorproteine ist dabei die Glykogensynthasekinase 3 beta (GSK3β). Die GSK3β 
aktiviert unter anderem Signalwege der Apoptose und inhibiert Signalwege, die die neuronale 
Plastizität unterstützen (Carter 2007). Es konnte gezeigt werden, dass Lithium zum einen zu 
einer verringerten Expression von GSK3β führt und zum anderen über die 
Phosphorylierung von GSK3β eine Inhibierung derselbigen bewirkt (Valvassori et al. 2017). 
Die Relevanz dieses Signalwegs wird dadurch verdeutlicht, dass durch eine selektive 
Inhibierung der GSK3β sowohl eine antidepressive als auch eine antimanische Wirkung 
beobachtet werden konnte (Martinowich et al. 2009). Zudem gibt es Hinweise, dass die 
Menge an phosphorylierter GSK3β direkt mit einer Verbesserung der Symptome während 
depressiver Episoden bei bipolaren Affektstörungen korreliert (de Sousa et al. 2015). Ein 
weiteres zentrales Zielprotein von Lithium ist der Brain-derived neurotrophic factor (BDNF). Der 
BDNF wird vorrangig im zerebralen Kortex sowie im Hippocampus exprimiert und 
beeinflusst die neuronale Entwicklung und Differenzierung, die neuronale Plastizität und die 
Gedächtniskonsolidierung (Dwivedi 2009). Hier konnte gezeigt werden, dass das 
Expressionslevel des BDNF mit der Schwere von Symptomen bei Depressionen und 
bipolaren Affektstörungen korreliert (Cunha et al. 2006; Machado-Vieira et al. 2007; 
Fernandes et al. 2015). In Bezug auf Lithium zeigten Experimente, dass die Langzeitgabe zu 
einer erhöhten BDNF-Konzentration führen kann (Emamghoreishi et al. 2015; Abdanipour 
et al. 2019). Zahlreiche Studien konnten des Weiteren zeigen, dass Veränderungen 
bestimmter Neurotransmitter bei Affektstörungen pathophysiologisch relevant sind. So 
wurden beispielsweise in Bezug auf das glutamaterge System bei Patienten mit bipolaren 
Affektstörungen ein vermehrtes Vorkommen von glutamatabhängigen Metaboliten im 
präfrontal-limbischen Bereich (Yksel und Öngür 2010) sowie eine verminderte Expression 
von NDMA-Rezeptoren im Hippocampus beobachtet (McCullumsmith et al. 2007). 
Ebenfalls wurden Beeinträchtigungen bei der Signaltransmission als auch bei der 
Wiederaufnahme von γ-Aminobuttersäure (GABA) beobachtet (Daniele et al. 2012; Gos et 
al. 2012). Im dopaminergen System zeigt sich bei bipolaren Affektstörungen eine 
Überaktivität in manischen Episoden, auf die eine Abnahme der Dopaminrezeptoren folgt 
und die möglicherweise den Übergang in die depressive Phase bedingt (Berk et al. 2007). Bei 
Lithiumgabe konnte hierbei ein Einfluss sowohl auf das glutamaterge und GABAerge als 
auch auf das dopaminerge System beobachtet werden (Malhi und Outhred 2016). In Bezug 
auf das glutamaterge System wurden unter anderem eine präsynaptische Inhibierung von 
vornehmlich exzitatorischen Signalen (Wakita et al. 2015) sowie ein Einfluss auf die 
Expression relevanter Enhancer und Promoter durch Lithium beobachtet (Higgins et al. 
2015). Lithium zeigte ebenfalls einen Einfluss auf die synaptische Signalübertragung im 
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GABAergen System, allerdings in abgeschwächter Form im Vergleich zum glutamatergen 
System (Wakita et al. 2015). Im dopaminergen System konnte ein regulatorischer Effekt 
durch Inhibierung der übermäßigen Dopaminfreisetzung durch Lithium beobachtet werden 
(Ago et al. 2012). 

Die Pharmakokinetik und Bioverfügbarkeit der verschiedenen Lithiumsalze unterscheiden 
sich in ihrer jeweiligen Dissoziationsfähigkeit nach oraler Aufnahme. Nach Dissoziation der 
Lithium-Ionen werden diese entlang des gesamten Gastrointestinaltraktes absorbiert, 
woraufhin die Serumkonzentration linear ansteigt (Amdisen 1977). Die Bioverfügbarkeit 
liegt dabei bei 85 – 90 % (Amdisen 1977). Nach Resorption verteilt sich Lithium 
dosisabhängig innerhalb von sechs bis neun Stunden in 50 – 90 % des 
Gesamtkörpervolumens (Lehmann und Merten 1974). Dabei ist Lithium nicht an 
Plasmaproteine gebunden und kann die Bluthirnschranke überwinden (Amdisen 1977). Die 
Konzentration in der weißen Substanz des Gehirns, in den Knochen und in der Schilddrüse 
entspricht etwa dem Doppelten der Serumkonzentration (Amdisen et al. 1974). Die 
Halbwertszeit von Lithium beträgt im Hirnparenchym etwa 28 Stunden und im Blutplasma 
etwa 16 Stunden (Plenge et al. 1994). Die Elimination erfolgt im Wesentlichen über die 
Nieren, weshalb vor Beginn einer Therapie die Überprüfung der Nierenfunktion essenziell 
ist (Netter 2013). 

Zu den möglichen Nebenwirkungen einer Lithiumtherapie zählen unter anderem das 
Auftreten von feinschlägigem Tremor, Hyperreflexie, erhöhtem epileptogenen Potential, 
Gewichtszunahme, Übelkeit mit Erbrechen, Hypothyreose, kardialen Veränderungen wie 
Bradykardien, Arrhythmien und Lithium-Nephropathie bis hin zu chronischer 
Niereninsuffizienz (Lüllmann et al. 2010). Da Lithium eine sehr geringe therapeutische Breite 
besitzt, besteht die erhöhte Gefahr einer Lithiumintoxikation. Der Lithiumspiegel im Blut 
muss deshalb engmaschig kontrolliert werden und sollte je nach Zieldosis im Bereich 
zwischen 0,5 und 1,5 mmol/l gehalten werden (Lüllmann et al. 2010). Oberhalb von 
2 mmol/l ist von einer Lithiumintoxikation auszugehen (Lüllmann et al. 2010). Diese kann 
im Verlauf zu neurologischen Symptomen wie Rigor und generalisierten Krampfanfällen 
sowie zu Herzrhythmusstörungen und Oligurie mit Niereninsuffizienz führen (Lüllmann et 
al. 2010). 

1.5 Präklinische neuroprotektive Effekte von Lithium 

In den vergangenen Jahren konnten in präklinischen Studien auch abseits von affektiven 
Störungen bei verschiedenen neurologischen Krankheitsbildern Wirkungspotenziale von 
Lithium beobachtet werden. Dazu zählen unter anderem die Alzheimer-Demenz (AD) 
(Forlenza et al. 2014), der Morbus Parkinson (MP) (Lazzara und Kim 2015) und das Schädel-
Hirn-Trauma (SHT) (Yu et al. 2011), auf die im Folgenden einzeln eingegangen wird. Die 
Wirkung von Lithium bei ischämischem Schlaganfall wird separat in Abschnitt 1.6 
beschrieben. 



1 Einleitung 9 

Die AD ist neben der zunehmenden Verschlechterung der kognitiven Leistungsfähigkeit 
durch das Vorkommen extrazellulärer Beta-Amyloid-Plaques sowie intraneuronaler 
Neurofibrillen (auch „Alzheimer-Fibrillen“) im Nervengewebe charakterisiert (Weller und 
Budson 2018). Die Neurofibrillen bestehen aus hyperphosphorylierten Tau-Filamenten und 
sind pathognomonisch für die AD (Weller und Budson 2018). Die genaue Pathophysiologie 
ist allerdings bis heute nicht bekannt. Jedoch gibt es deutliche Hinweise, dass sowohl die 
Beta-Amyloid-Plaques als auch die Neurofibrillen zu einem beeinträchtigten axonalen 
Transport und damit zur Neurodegeneration führen (Vicario-Orri et al. 2014). In 
verschiedenen präklinischen Studien konnte gezeigt werden, dass Lithium die 
Hyperphosphorylierung von Tau-Proteinen inhibieren kann (Nakashima et al. 2005; Engel 
et al. 2006a; Sudduth et al. 2012). Dabei nimmt insbesondere die Inhibierung des GSK3β-
Signalwegs durch Lithium eine zentrale Rolle ein (siehe auch Abschnitt 1.4). Denn unter 
anderem über den GSK3β-Signalweg wird die Hyperphosphorylierung von Tau-Proteinen 
vermittelt (Ryder et al. 2003). So konnte in Mäusen mit überexprimierter GSK3β eine 
Inhibierung derselbigen die Tau-Hyperphosphorylierung und die Entstehung eines 
kognitiven Defizits verhindern (Engel et al. 2006b). Neben den präklinischen Studien wurde 
in einer Meta-Analyse von randomisierten placebokontrollierten Studien an Patienten mit 
AD oder leichter kognitiver Störung der Effekt einer Lithiumbehandlung auf die kognitive 
Leistungsfähigkeit untersucht (Matsunaga et al. 2015). Dabei wurde eine signifikante 
Reduktion der kognitiven Leistungsabnahme unter Lithiumtherapie im Vergleich zur 
Kontrollgruppe beobachtet (Matsunaga et al. 2015). Da die Meta-Analyse allerdings nur 
232 Patienten einschloss, ist dies lediglich als ein erster Hinweis auf eine mögliche protektive 
Wirkung von Lithium aufzufassen. 

Der MP ist durch die Degeneration von dopaminergen Neuronen in der Pars compacta der 
Substantia nigra sowie durch das Vorkommen intrazytoplasmatischer Lewy-Körperchen 
charakterisiert (Lazzara und Kim 2015). Die Lewy-Körperchen bestehen zu einem großen 
Anteil aus aggregierten Proteinen, zu denen vorrangig α-Synuklein zählt (Diener und 
Steinmetz 2019). Die genaue Pathophysiologie des MP ist bis heute nicht verstanden. In 
Bezug auf Lithium konnten Zhao und Kollegen (2019) im MP-Mausmodell eine verbesserte 
Performance in verschiedenen Verhaltenstests und eine reduzierte Aggregation von  
α-Synuklein sowie einen verminderten Verlust der Neuronen in der Pars compacta durch 
Lithiumgabe beobachten. Als möglicher Mechanismus dieser Neuroprotektion wurden 
veränderte miRNA-Expressionsmuster und damit eine Modulation des miRNA-
Regulationsmechanismus identifiziert (Zhao et al. 2019). Des Weiteren konnte gezeigt 
werden, dass Lithium die Proliferation und dopaminerge Ausdifferenzierung neuraler 
Stammzellen in vitro bewirkt (Qi et al. 2017). Nach Implantation dieser lithiumbehandelten 
Stammzellen in Ratten eines MP-Modells konnte eine Verbesserung der motorischen 
Funktion und der Merkfähigkeit festgestellt werden (Qi et al. 2017). Diese neuroprotektiven 
Effekte waren mit einer Modulation des Wnt-Signalwegs assoziiert (Qi et al. 2017). 
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Die Pathophysiologie des SHTs lässt sich in zwei Phasen unterteilen. Die erste Phase ist 
durch die akute Verletzung und den damit einhergehenden primären irreversiblen Schaden 
gekennzeichnet (Carlson et al. 2017). Die zweite Phase umfasst die durch den primären 
Schaden ausgelöste sekundäre Verletzungskaskade, die zu zellulären Dysfunktionen und 
Verlusten sowie einer gestörten Neurotransmission bis hin zu Einschränkungen der 
motorischen Funktionen und der Merkfähigkeit führen kann (Carlson et al. 2017). In einer 
tierexperimentellen Studie konnten im Anschluss an eine intraperitoneale (i.p.) 
Lithiumbehandlung über 14 Tage, gefolgt von der kontrollierten Induktion eines SHTs, 
Verringerungen des Nervengewebsverlusts, des Hirnödems und der Expression pro-
inflammatorischer Zytokine beobachtet werden (Zhu et al. 2010). Ebenso waren das 
räumliche Lernvermögen sowie die Merkfähigkeit bei lithiumbehandelten Mäusen nach 
Induktion des SHTs im Vergleich zu unbehandelten Mäusen verbessert (Zhu et al. 2010). In 
einer nachfolgenden tierexperimentellen Studie, durchgeführt von Yu und Kollegen (2011), 
konnte ebenfalls eine Reduzierung der Neurodegeneration und Neuroinflammation sowie 
eine verbesserte Leistung in Verhaltenstests durch die Lithiumbehandlung gezeigt werden. 
Hierbei wurde Lithium 15 Minuten nach der Induktion des SHTs und anschließend täglich 
über einen Zeitraum von bis zu 14 Tagen i.p. verabreicht (Yu et al. 2011). Mechanistisch 
konnte abermals der GSK3β-Signalweg, auf den Lithium inhibierend wirkt (siehe Abschnitt 
1.4), als möglicher Kandidat für die Vermittlung dieser Neuroprotektion identifiziert werden 
(Shim und Stutzmann 2016). So zeigten selektive Inhibierungen dieses Signalwegs in 
tierexperimentellen Studien unter anderem eine Reduzierung des Gewebeschadens und des 
neuralen Zellverlustes sowie eine damit assoziierte Verbesserung der kognitiven 
Leistungsfähigkeit (Shim und Stutzmann 2016). 

Zusammenfassend zeigen die Forschungsergebnisse, dass Lithium eine Vielzahl von 
Signalwegen beeinflusst und möglicherweise perspektivisch neue Krankheitsbilder für die 
Anwendung von Lithium erschlossen werden können. 

1.6 Lithium bei ischämischem Schlaganfall 

Neben den in Abschnitt 1.5 erwähnten neurologischen Krankheitsbildern konnten auch in 
Bezug auf den ischämischen Schlaganfall in verschiedenen präklinischen als auch in zwei 
klinischen Studien Effekte von Lithium beobachtet werden. 

Im Rahmen einer tierexperimentellen Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass eine 
Lithiumgabe im Vorfeld einer zerebralen Ischämie zu einer Reduzierung des 
Infarktvolumens führt und die Ausprägung der neurologischen Defizite reduziert (Xu et al. 
2003). Jahre später konnte in weiteren tierexperimentellen Studien beobachtet werden, dass 
eine bis zu sechs Stunden nach Induktion einer zerebralen Ischämie und anschließend einmal 
täglich erfolgte Lithiumgabe ebenfalls zu akuten und langfristigen neuroprotektiven Effekten 
in der Maus führt (Doeppner et al. 2017). Zu den akuten Effekten zählten innerhalb der 
ersten vier Tage eine Reduktion des Infarktvolumens und der neuronalen Apoptose sowie 
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eine verringerte zerebrale Ödembildung (Doeppner et al. 2017). Bis zu 56 Tage nach 
Induktion der zerebralen Ischämie konnte eine verbesserte Leistung in verschiedenen 
Verhaltenstests und eine höhere neuronale Dichte in der ischämischen Hemisphäre durch 
die Lithiumgabe beobachtet werden (Doeppner et al. 2017). Hierbei wurden GSK3β-
unabhängige Signalwege wie die Modulation der miR-124-Expression und des RE1-Silencing 
transcription factor sowie eine verringerte Ubiquitination von Proteinen beobachtet, die einen 
Teil der Neuroprotektion bewirken könnten (Doeppner et al. 2017). Eine andere Studie zeigt 
allerdings, dass ebenfalls der Einfluss von Lithium auf GSK3β für die Neuroprotektion nach 
zerebraler Ischämie relevant ist (Chuang et al. 2011). In Tierexperimenten mit neonatalen 
Ratten konnte ebenfalls ein neuroprotektiver Effekt durch die Lithiumgabe über fünf Tage 
nach Induktion der zerebralen Ischämie beobachtet werden (Xie et al. 2014). Dabei wurde 
eine Reduktion des Infarktvolumens, eine Wiederherstellung der motorischen Fähigkeiten 
und eine Normalisierung der Level der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1α, IL-1β und 
IL-6 beobachtet (Xie et al. 2014). Die genauen Mechanismen, die zu den beschriebenen 
lithiumvermittelten Neuroprotektionen führen, sind bisher jedoch noch unbekannt. 

Zusätzlich zu den oben genannten Effekten konnte ein Einfluss von Lithium auf 
Endothelzellen beobachtet werden. Im Rahmen einer zerebralen Ischämie bedingt die 
hypoxische Umgebung in Endothelzellen einen massiven Anstieg von Ca2+ (siehe Abschnitt 
1.2), der unter anderem zu einer Deregulation der Bluthirnschrankenfunktion führt (Noll et 
al. 1995). In-vitro-Experimente konnten zeigen, dass Lithium zu einer Reduktion dieses Ca2+-
Anstiegs durch die Inhibition der inositoltrisphosphatvermittelten Ca2+-Freisetzung aus dem 
ER führen kann (Bosche et al. 2013). Des Weiteren zeigt die Lithiumgabe in einem nicht-
ischämischen In-vitro-Modell an Aorten tierischen Ursprungs eine Stabilisierung des 
Endothels durch eine verringerte Phosphorylierung der leichten Myosin-Ketten (Bosche et 
al. 2016). Diese beiden Untersuchungen weisen auf einen möglichen Effekt von Lithium auf 
Endothelzellen der Bluthirnschranke hin. Es bedarf jedoch weiterer In-vivo-Studien unter 
ischämischen Bedingungen, um diese Hinweise zu bestätigen. 

Neben den oben genannten präklinischen Studien wurde auch in klinischen Studien der 
Einfluss einer Lithiumtherapie zum einen auf das Schlaganfallrisiko (Lan et al. 2015) und 
zum anderen auf den Verlauf nach stattgehabtem ischämischem Schlaganfall (Abdollahi et 
al. 2014) untersucht. In Bezug auf das Schlaganfallrisiko zeigte die retrospektive Studie von 
Lan und Kollegen (2105), durchgeführt an 1800 Patienten mit bipolarer affektiver Störung, 
unter Lithiumtherapie eine signifikante Reduktion des Schlaganfallrisikos. Die prospektive 
randomisierte placebokontrollierte Studie von Abdollahi und Kollegen (2014) untersuchte 
den Einfluss der Lithiumgabe bei Patienten mit erstmaligem ischämischem Schlaganfall. 
Hierbei konnte kein signifikanter Effekt von Lithium in Bezug auf den Punktewert im 
Modified National Institutes of Health Stroke Scale/Score (mNIHSS) und auf der Fugl-Meyer-
Bewertungsskala (FMA) in der Grundgesamtheit beobachtet werden. In der Subgruppe der 
Patienten mit kortikalem Schlaganfall allerdings konnte ein signifikant erhöhter Punktewert 
im mNIHSS und auf der FMA beobachtet werden, was für eine bessere Prognose und eine 
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Erholung unter anderem der motorischen Fähigkeiten durch Lithiumgabe spricht. Da diese 
Studie lediglich 68 Patienten umfasste, ist die Aussagekraft jedoch stark eingeschränkt. Hier 
bedarf es dringend weiterer klinischer Studien, für die jedoch ein besseres Verständnis der 
Wirkmechanismen von Lithium bei ischämischem Schlaganfall erforderlich ist. 

1.7 Zielsetzung und Hypothesenbildung 

In zahlreichen präklinischen Studien wurden neuroprotektive Effekte durch Lithium bei 
zerebraler Ischämie beobachtet. Dabei konnten Einflüsse insbesondere auf das 
Infarktvolumen, die Inflammation und die neurologische Erholung gezeigt werden. Die 
genauen Mechanismen blieben dabei jedoch unklar. Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es 
daher, zugrundeliegende Mechanismen dieser lithiumvermittelten Neuroprotektion zu 
identifizieren. 

Der postischämische Integritätsverlust der Bluthirnschranke hat die Auslösung destruktiver 
inflammatorischer Kaskaden zur Folge und ist damit ein Schlüsselmechanismus in der 
Pathophysiologie des ischämischen Schlaganfalls. Umgekehrt zeigte eine Inhibition dieses 
Integritätsverlustes in verschiedenen präklinischen Studien eine neuroprotektive Wirkung. In 
vorausgegangenen Studien konnte bei Lithiumgabe unter nicht-ischämischen In-vitro-
Bedingungen ein Einfluss auf Endothelzellen nachgewiesen werden. Auf Grundlage dieser 
Beobachtungen dient als initiale Arbeitshypothese, dass Lithium unter ischämischen 
Bedingungen einen protektiven Einfluss auf Endothelzellen in vitro ausübt. Bei Bestätigung 
dieser Annahme umfasst die Arbeitshypothese weiter, dass Lithium in vivo über eine 
Protektion der Endothelzellen die Integrität der Bluthirnschranke nach zerebraler Ischämie 
erhöht und darüber einen Teil seiner neuroprotektiven Wirkung entfaltet. Dabei sind die 
Signalwege, über welche Lithium einen etwaigen Einfluss auf die Bluthirnschranke vermittelt, 
von zentralem Interesse. 

Zur Untersuchung der Arbeitshypothesen werden in der vorliegenden Arbeit die Effekte 
von Lithium anhand von In-vitro-Versuchen an kultivierten Endothelzellen nach Sauerstoff-
Glukose-Entzug und In-vivo-Versuchen an Mäusen nach experimentellem Schlaganfall 
analysiert. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

Tabelle 1: Chemikalien 

Chemikalie Hersteller, Land 

10 x Elektrophorese-Puffer Bio-Rad Laboratories, USA 

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsäure (HEPES) 

Sigma-Aldrich, USA 

4 x Laemmli-Puffer nicht-reduzierend Carl Roth, Deutschland 

4 x Laemmli-Puffer reduzierend Carl Roth, Deutschland 

4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) AppliChem, Deutschland 

Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich, USA 

Bepanthen Bayer, Deutschland 

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, USA 

Buprenorphin (Buprenovet) Bayer, Deutschland  

Carprofen (Rimadyl) Zoetis, USA 

Coomassie-Brillantblau Sigma-Aldrich, USA 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, USA 

DNAse Hoffmann-La Roche, Schweiz 

ECL (SignalFire ECL Reagent) Cell Signaling Technology, USA 

Erythrozyten / FACS Lyse Becton Dickinson, USA 

Eselserum Merck Millipore, USA 

Essigsäure Merck Millipore, USA 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Promega, USA 

Evans Blue Sigma-Aldrich, USA 

Fötales Kälberserum (FCS) Superior Merck Millipore, USA 

Gelatine (vom Schwein) Sigma-Aldrich, USA 

Glukose Merck Millipore, USA 

Glycin Merck Millipore, USA 

Isofluran AbbVie, USA 

Kaliumchlorid (KCl) Merck Millipore, USA 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Sigma-Aldrich, USA 
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Chemikalie Hersteller, Land 

Lithiumchlorid Sigma-Aldrich, USA 

Methanol Merck Millipore, USA 

Milchpulver Sigma-Aldrich, USA 

N,N,N‘,N‘-Tetramethlethylendiamin 
(TEMED) 

Sigma-Aldrich, USA 

Natriumazid (NaN3) Merck Millipore, USA 

Natriumchlorid (NaCl) Merck Millipore, USA 

Natriumdihydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck Millipore, USA 

Novex Entwicklungspuffer (Zymographie) ThermoScientific, USA 

Paraffin (Paraplast PLUS) Carl Roth, Deutschland 

Paraformaldehyd  Carl Roth, Deutschland 

Percoll  GE Healthcare, Schweden 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Cell Signaling Technology, USA 

Phosphatase-Inhibitor-Cocktail 
(PhopshoSTOP) 

Hoffmann-La Roche, Schweiz 

Pierce BCA Protein Assay Kit  ThermoScientific, USA 

Polyacrylamid Carl Roth, Deutschland 

Polyalkylenglycolether SantaCruz Biotechnology, USA 

Polysorbat 20 (Tween 20) Merck Millipore, USA 

Precision Plus Protein Kaleidoscop (Marker) Bio-Rad Laboratories, USA 

Protease-Inhibitor-Cocktail (cOmplete) Hoffmann-La Roche, Schweiz 

Radioimmunopräzipitations(Ripa)-
Arbeitslösung 

Cell Signaling Technology, USA 

Sepharose 4B Merck Millipore, USA 

Sodiumdodecylsulfat (SDS) Merck Millipore, USA 

Thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT) Sigma-Aldrich, USA 

Trichloressigsäure Merck Millipore, USA 

Tris-Aminomethan (Tris Base) Merck Millipore, USA 

Triton X-100 Sigma-Aldrich, USA 

U0126 Cell Signaling Technology, USA 

Xylol Carl Roth, Deutschland 

Zitronensäure-Monohydrat Merck Millipore, USA 
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Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterial Hersteller, Land 

15/50 ml Falcon-Röhrchen Sarstedt, Deutschland 

24-Well-Platten (Zellkultur) Sarstedt, Deutschland 

6-Well-Platten (Zellkultur) Sarstedt, Deutschland 

96-Well-Platten  Sarstedt, Deutschland 

Cryomatrix Thermo Fisher Scientific, Deutschland 

Eppendorf Tubes Eppendorf, Deutschland 

Faden 3-0 Ethicon, USA 

Fettstift Dako-Pen Dako Agilent, Amerika 

Immu-Mount Eindeckmedium Thermo Fisher Scientific, Deutschland 

Nadeln Braun, Deutschland 

Objektträger Menzel-Gläser, Deutschland 

Objektträger-Deckglas Menzel-Gläser, Deutschland 

Pipetten Eppendorf, Deutschland 

Pipettenspitze Sarstedt, Deutschland 

Polyvinylidenfluorid(PVDF)-Membran Merck Millipore, USA 

Seidenfaden 5-0 Vömel, Deutschland 

Silikonbeschichtetes Monofilament 6-0 Doccol Corporation, USA 

Spritzen BD Plastipak, Deutschland 

Whatman-Papier Bio-Rad Laboratories, USA 

Zellschaber Sarstedt, Deutschland 

 

Tabelle 3: Geräte 

Gerät, Typ Hersteller, Land 

Autoklave, VX-65 Systec, Deutschland 

Blotkammer, Mini Trans-Blot Cell Bio-Rad Laboratories, USA 

ChemiDoc, XRS+ Bio-Rad Laboratories, USA 

Durchflusszytometer, LSRFortessa Becton Dickinson, USA 

Epifluoreszenzmikroskop, Axioplan 2 
imaging 

Zeiss, Deutschland 
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Gerät, Typ Hersteller, Land 

Feinwaage, BL210S Sartorius, Deutschland 

Gelelektrophoresekammer, Mini-Protean 
Tetra Cell 

Bio-Rad Laboratories, USA 

Heizplatte, Homeothermic Control Unit Harvard Apperatus, USA 

Homogenisator, Tissue Lyser LT Qiagen, Deutschland 

Hypoxiekammer, IBT-HGB16 Toepffer Lab Systems, Deutschland 

Inkubationsschrank, Heracell 150 Thermo Fisher Scientific, USA 

Laser-Doppler, PeriFlux System 5000 Perimed, Schweden 

Lichtmikroskop, Axiostar Plus Carl Zeiss, Deutschland 

Mikroskopkamera, AxioCam MRc Carl Zeiss, Deutschland 

Mikrowelle, R-208 Sharp, Japan 

pH-Meter, P20 Sartorius, Deutschland 

Photometer, Sunrise Tecan, Schweiz 

Reinstwassersystem, Arium pro Sartorius, Deutschland 

Rota Rod, Acceler Rota-Rod for mice 7650 TSE Systems, Deutschland 

Schlittenmikrotom, SM2000R Leica, Deutschland 

Thermozykler, Cyclone 25 Peqlab Biotechnologie, Deutschland 

Trockenschrank, UT 20 Heraeus, Deutschland 

Ultrazentrifuge, 5415R Eppendorf, Deutschland 

Zentrifuge, 5810R Eppendorf, Deutschland 

 

Tabelle 4: Software 

Computersoftware Internetadresse 

AxioVision Software https://www.micro-shop.zeiss.com/de/ 

EvolutionCapt Software http://www.vilber.de/ 

FlowJo Software https://www.flowjo.com/ 

GraphPad Prim 7 Software https://www.graphpad.com/ 

ImageJ Software https://imagej.nih.gov/ij/ 

ImageLab Software https://www.bio-rad.com/ 
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Tabelle 5: Antikörper für Western-Blot-Analysen 

Primäre Antikörper Quelle Verdünnung Hersteller, Land 

Polyklonal anti-
Occludin 

Hase 1:1000 Abcam, England 

Polyklonal anti-ZO1 Hase 1:500 Abcam, England 

Polyklonal anti-c-Raf Hase 1:1000 Cell Signaling 
Technology, USA 

Polyklonal anti-p-c-
Raf 

Hase 1:1000 Cell Signaling 
Technology, USA 

Polyklonal anti-
MEK1/2 

Hase 1:1000 Cell Signaling 
Technology, USA 

Polyklonal anti-p-
MEK1/2 

Hase 1:1000 Cell Signaling 
Technology, USA 

Polyklonal anti-
ERK1/2 

Hase 1:1000 SantaCruz 
Biotechnology, USA 

Polyklonal anti- 
ICAM-1 

Maus 1:500 Abcam, England 

Polyklonal anti-P-gp Maus 1:1000 Abcam, England 

 

Sekundäre 
Antikörper 

Quelle Verdünnung Hersteller, Land 

Polyklonal anti-Maus Maus 1:10000 Abcam, England 

Polyklonal anti-Hase Maus 1:10000 Abcam, England 

 

Tabelle 6: Antikörper für Immunfluoreszenzfärbungen 

Primäre Antikörper Quelle Verdünnung Hersteller, Land 

Polyklonal anti-NeuN  Hase 1:1000 Abcam, England 

Polyklonal anti-IBA-1  Hase 1:500 WAKO, Deutschland 

Polyklonal anti-
GFAP  

Huhn 1:1000 Merck Millipore, USA 

Polyklonal anti-
Caveolin-1 

Maus 1:250 Abcam, England 
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Sekundäre 
Antikörper 

Quelle Verdünnung Hersteller, Land 

Cy3 anti-Hase Affe 1:250 JacksonImmunoResearch, 
England 

Cy3 anti-Maus  Affe 1:250 JacksonImmunoResearch, 
England 

Cy3 anti-Ratte  Affe 1:250 JacksonImmunoResearch, 
England 

AlexaFlour488 anti-
Huhn  

Ziege 1:250 JacksonImmunoResearch, 
England 

AlexaFlour488 anti-
Ratte 

Affe 1:250 JacksonImmunoResearch, 
England 

 

Tabelle 7: Antikörper für die Durchflusszytometrie 

Antikörper Verdünnung Hersteller, Land 

CD16/32 FcX Ratte anti-Maus IgG 1:50 BioLegend, USA 

CD3 Ratte anti-Maus IgG-PE 1:50 Becton Dickinson, USA  

CD11b Ratte anti-Maus IgG-PE-Cy7 1:50 eBioscience, USA 

CD19 Ratte anti-Maus IgG-APC 1:50 Becton Dickinson, USA 

CD45 Ratte anti-Maus IgG-Brillant 
Violet 510 

1:100 Becton Dickinson, USA 

Ly6G Ratte anti-Maus IgG-FITC 1:50 Becton Dickinson, USA 

Ly6C Ratte anti-Maus IgG-V450 1:50 Becton Dickinson, USA 

 

Tabelle 8: Lösungen 

Lösung Zusammensetzung 

1,5 x Tris-HCL/SDS (pH 8,8) 91 g 0,8 M Tris Base 

 2 g 7 mM SDS 

 500 ml dH2O 

10 x Elektrophorese-Puffer 15,12 g 250 mM Tris Base 

 71,25 g 1,9 M Glycin 

 5 g 1%ige SDS 
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Lösung Zusammensetzung 

 500 ml dH2O 

10 x TBS-T 24,2 g 0,2 M Tris Base 

 80 g 1,5 M NaCl 

 10 ml 1%ige Tween-20-Lösung 

 900 ml dH2O 

10 x Transferpuffer 30,25 g 25 mM Tris Base 

 144 g 192 mM Glycin 

 900 ml dH2O 

1 x Elektrophorese-Puffer 100 ml Stocklösung 

 900 ml dH2O 

1 x PBS (pH 7,4) 8 g 137 mM NaCl 

 0,2 g 2,7 mM KCl 

 2,16 g 10 mM Na2HPO4 

 0,2 g 1,8 mM KH2PO4 

 800 ml dH2O 

1 x TBS (pH 7,4) 8,8 g 150 mM NaCl 

 2,4 g 20 mM Tris Base 

 800 ml dH2O 

1 x TBS-T 100 ml 10 x Stocklösung 

 900 ml dH2O 

1 x Transferpuffer 100 ml 10 x Stocklösung 

 200 ml Methanol (100%ig) 

 700 ml dH2O 

1 x Tris-HCL/SDS (pH 6,8) 12,1 g 0,1 M Tris Base 

 0,4 g 1,4 mM SDS 

 100 ml dH2O 

5%ige Milchlösung Milchpulver 

 TBS-T 

Blockpuffer (Immunhistochemie) TBS 

 2%iges BSA (in TBS) 

 10%iges Eselserum 

 0,25%iges Triton X-100 
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Lösung Zusammensetzung 

Citratpuffer (pH 6,0) 6 g 0,2%iges Zitronensäure-Monohydrat 

 3 l dH2O 

Coomassie-Färbelösung 1 g Coomassie Blue 

 42 ml dH2O 

 50 ml Methanol 

 7 ml Essigsäure 

ECL 25 ml Reagenz A 

 25 ml Reagenz B 

Entfärbelösung (Zymographie) 73 ml dH2O 

 20 ml Methanol 

 7 ml Essigsäure 

Erythrozyten-Lysepuffer 1 ml Erylyse-Lösung 

 10 ml dH2O 

FACS-Puffer 3 ml FCS 

 97 ml PBS 

Lysepuffer (Western Blot) 819 μl dH2O 

 91 μl RIPA 

 60 μl Phosphatase-Inhibitor Cocktail 

 40 μl Protease-Inhibitor-Cocktail 

Lysepuffer (Zymographie) 100 ml dH2O 

 0,607 g Tris Base 

 0,877 g NaCl 

 73,5 mg CaCl2 

 100 μl NaN3 

 500 μl Polyalkylenglycolether 

Percoll-Verdünnungspuffer (pH 7,0) 300 ml dH2O 

 100 ml 10 x PBS 

Percoll-Gradient 20 ml Resuspensionspuffer 

 2 ml 70%ige Percoll-Lösung 

 4 ml 45%ige Percoll-Lösung 

 5 ml 30%ige Percoll-Lösung 

 100 ml FACS-Puffer 
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Lösung Zusammensetzung 

Trenn- und Sammelgel 30%iges Polyacrylamid 

 1 M Tris + SDS (pH 6,8) 

 1,5 M Tris + SDS (pH 8,8) 

 10%iges Ammoniumpersulfat (in dH2O) 

 TEMED 

 dH2O 

Verdauungspuffer/RM-Puffer 5 ml 10%iges BSA (in PBS) 

 5 g Glukose 

 5 ml DNAse (10 mg/ml dH2O) 

 500 ml PBS 

 

Tabelle 9: Medien und Reagenzien für die Zellkultur 

Medium/Reagenz Zusammensetzung / Hersteller, Land 

10 x BSS 800 ml dH2O 

68 g NaCl 

4 g KCl 

2 g MgSO4 

1,4 g NaH2PO4H2O 

BSS0-Lösung 

 

43 ml dH2O 

5 ml 10 x BSS  

1,31 ml 1 M NaHCO3 

0,5 ml 1 M HEPES 

16,6 μl Glycin 

90 μl CaCl2 

Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium/Nutrient Mixture F-12  

Merck Millipore, USA 

Fetal Bovine Serum Sigma-Aldrich, USA 

Trypsin Merck Millipore, USA 
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2.2 Methoden 

Die verwendeten Materialien zu den im Folgenden beschriebenen Methoden finden sich in 
den jeweiligen Abschnitten in Kapitel 2 (siehe Tabellen 1 bis 9). 

2.2.1 Kultivierung, Behandlung und Probenaufbereitung in der Zellkultur 

Für die In-vitro-Experimente wurden Endothelzellen aus der Maus-Hirnzelllinie bEnd.3 
(American Type Culture Collectio, USA) kultiviert und anschließend gemäß dem im 
Folgenden erläuterten Versuchsaufbau behandelt. Die Endothelzellen wurden auf 
konfluierenden 6- oder 24-Well-Zellkulturplatten mit einer Dichte von 6 x 104 Zellen/cm2 
ausgesät und entweder in serumhaltigem Medium (Kontrollgruppe) oder in serumhaltigem 
Medium, das zusätzlich 2,5 mM Lithiumchlorid (im Nachfolgenden nur noch als „Lithium“ 
bezeichnet) enthielt (Lithiumgruppe), im Inkubator bei 37 °C kultiviert. Zur Nachahmung 
der Bedingungen während eines ischämischen Schlaganfalls wurden die Endothelzellen 
24 Stunden nach der Aussaat einem 14-stündigen Sauerstoff-Glukose-Entzug (OGD) 
unterzogen. Dafür wurde das Medium entfernt und durch BSS0-Lösung (Kontrollgruppe) 
oder durch BSS0-Lösung, die zusätzlich 2,5 mM Lithium enthielt (Lithiumgruppe), ersetzt 
und für 14 Stunden in einer Hypoxie-Kammer bei 0,2 % O2, 5 % CO2 und 65 % 
Luftfeuchtigkeit platziert. Im Anschluss wurde die BSS0-Lösung wieder durch serumhaltiges 
Medium (Kontrollgruppe) oder serumhaltiges Medium, das zusätzlich 2,5 mM Lithium 
enthielt (Lithiumgruppe), ersetzt. Nach weiteren 24 Stunden im Inkubator wurde die 
Thiazolyl-blue-tetrazolium-bromide(MTT)-Analyse (siehe hierfür Abschnitt 2.8.2) oder die 
Proteinextraktion für eine anschließende Western-Blot-Analyse durchgeführt. Für die 
Proteinextraktion wurden die Zellen nach Entfernung der Medien für fünf Minuten auf Eis 
in Zelllysepuffer platziert und anschließend mithilfe eines Zellschabers von den 
Zellkulturplatten geschabt. Der nun zellhaltige Zelllysepuffer wurde gesammelt, bei -80 °C 
für 20 Minuten gelagert und anschließend bei 12.000 Rotationen/Minute und 4 °C für zehn 
Minuten zentrifugiert. Der proteinhaltige Überstand wurde gesammelt und die 
Proteinkonzentration photometrisch mithilfe eines kommerziellen BCA-Kits bestimmt und 
anschließend bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. 

2.2.2 Bestimmung der metabolischen Aktivität von Zellen 

Mithilfe des MTT-Tests kann die metabolische Aktivität von Zellen untersucht werden. 
Diese kann als indirekter Marker für die Lebensfähigkeit der Zellen dienen. 

Der MTT-Test an Endothelzellen wurde 24 Stunden nach OGD durchführt. Dafür wurde 
den Zellen MTT hinzugefügt und die Zellkulturplatten für drei Stunden bei 37 °C inkubiert. 
Anschließend wurde das Medium entfernt, durch Dimethylsulfoxid (DMSO) ersetzt und 
unter konstantem Rütteln für fünf Minuten inkubiert. Danach wurde das nun MTT-haltige 
DMSO auf 96-Well-Platten pipettiert und die Absorption der Lösung photometrisch bei 
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einer Wellenlänge von 595 nm bestimmt. Dabei gilt: Je höher die metabolische Aktivität der 
Zellen, desto stärker die Absorption. 

2.2.3 Versuchstierhaltung 

Für die vorliegende Studie wurden männliche C57BL6/J-Mäuse mit einem Alter von sieben 

Wochen und einem Gewicht von 22 – 25 g verwendet. Die Mäuse wurden bei zirkadianer 

Tagesrhythmik mit freiem Zugang zu Wasser und Futter ad libitum gemäß den ARRIVE-

Richtlinien und den Verordnungen der örtlichen Behörden in der Zentralen 

Tierexperimentellen Einrichtung des Universitätsklinikums Göttingen gehalten. Die 

Versuchstiere wurden randomisiert den Experimental- und Kontrollgruppen zugeteilt. 

2.2.4 Tierexperimentelle Gruppen und deren Behandlungsregime 

Im Rahmen des experimentellen Versuchsaufbaus wurden die Mäuse in sieben verschiedene 

Gruppen unterteilt, für die ein Überlebens- und damit Reperfusionszeitraum nach Okklusion 

der Arteria cerebri media (MCAO) von 24 Stunden oder 72 Stunden gewählt wurde. Je nach 

Reperfusionszeitraum erhielten die Tiere ein Behandlungsregime mit Injektionen zu 

definierten Zeitpunkten (siehe Tabelle 10). Das Lithium und U0126 wurden für die 

Injektionen in phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) gelöst. Alle Tiere erhielten direkt nach 

MCAO eine i.p. Injektion mit PBS (Kontrollgruppe und U0126-Gruppe) bzw. 1 mmol/kg 

Lithium (Lithiumgruppe und U0126+Lithium-Gruppe). Ebenfalls erhielten alle Gruppen 

sechs Stunden nach MCAO eine i.p. Injektion mit PBS (Kontrollgruppe und U0126-Gruppe) 

bzw. 2 mmol/kg Lithium (Lithiumgruppe und U0126+Lithium-Gruppe). Die Tiere mit 

einem Überlebenszeitraum von 72 Stunden erhielten zwei weitere i.p. Injektionen mit PBS 

(Kontrollgruppe) bzw. 2 mmol/kg Lithium (Lithiumgruppe) jeweils 24 Stunden und 

48 Stunden nach MCAO. Versuchstiere der U0126- und U0126+Lithium-Gruppe erhielten 

zusätzlich zu den zuvor genannten Behandlungen direkt nach MCAO eine einmalige 

intravenöse Gabe von 0,5 mg/kg U0126. Das Injektionsvolumen bei allen Injektionen 

betrug 100 μl. Nach 24 bzw. 72 Stunden wurden die Mäuse mittels zervikaler Dislokation 

unter tiefer Narkose getötet. 
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Tabelle 10: Behandlungsregime der experimentellen Gruppen 

2.2.5 Okklusion der Arteria cerebri media (MCAO) mithilfe des 
Fadenokklusionsmodels 

Die Induktion der zerebralen Ischämie in der Maus wurde über das operative 

Fadenokklusionsmodel erzielt. Dabei wurde den Versuchstieren im Rahmen der Operation 

ein Infarkt im Stromgebiet der rechten Arteria cerebri media (MCA) induziert. Hierfür wurde 

den Mäusen unter Anästhesie mit 0,8 l pro Minute O2 und 2 % Isofluran die rechte Arteria 

carotis interna (ICA) im lateralen Halsdreieck freipräpariert und unter mikroskopischer Sicht 

ein Schnitt in die ICA gesetzt. Durch diesen Schnitt wurde dann ein 6-0-Nylon-

Monofilament eingeführt. Anschließend wurde das Nylon-Monofilament bis in die rechte 

MCA vorgeschoben und verweilte dort für 45 Minuten. Nach anschließender Entfernung 

des Filaments wurde die Wunde mit einem 3-0-Faden genäht. Mit Entfernung des Nylon-

Monofilaments beginnt die Reperfusionszeit. Neben dem im Abschnitt 2.2.4 beschriebenen 

Behandlungsregime wurde den Mäusen postoperativ 1 ml NaCl-Lösung subkutan 

verabreicht. Ein adäquates postoperatives Schmerzmanagement mit 4 mg/kg Carprofen und 

0,1 mg/kg Buprenorphin folgte. Zusätzlich wurden im postoperativen Verlauf der 

Allgemeinzustand, das Körpergewicht, die Wundheilung und die Motorik/Koordination der 

Versuchstiere überprüft. Dabei erforderte das Auftreten eines der im Folgenden genannten 

Abbruchkriterien das sofortige schmerzlose Töten des Tieres. Zu den Abbruchkriterien 

zählen zerebrale Anfälle, die mehr als zehn Minuten oder wiederholt innerhalb von 

24 Stunden auftreten, ein Gewichtsverlust von mehr als 20 % des ursprünglichen 

Körpergewichtes und fehlendes Vermögen des Tieres, nach der Operation aufzustehen. Die 

Gruppen 45-min. 
MCAO 

1. Injektion(en) 
direkt  
nach  
MCAO 

2. Injektion 
6 Stunden 
nach 
MCAO 

Tötung  
24 Stunden 
nach 
MCAO 

3. Injektion 
24 Stunden 
nach 
MCAO 

4. Injektion 
48 Stunden 
nach 
MCAO 

Tötung  
72 Stunden 
nach 
MCAO 

Schein − PBS PBS + − − − 

Kontrolle + PBS PBS −/+ PBS PBS + 

Lithium + 1 mmol/kg Li 2 mmol/kg 
Li 

−/+ 2 mmol/kg 
Li 

2 mmol/kg 
Li 

+ 

Kontrolle für U0126-
Versuche 

+ PBS und 
DMSO 

PBS + − − − 

Lithium+U0126 + 1 mmol/kg Li 
und 0,5 mg/kg 
U0126 

2 mmol/kg 
Li 

+ − − − 

U0126 + 0,5 mg/kg 
U0126 und PBS 

PBS + − − − 
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Operationen der Tiere wurden freundlicherweise von Frau Dr. phil. nat. Bozena Zechmeister 

durchgeführt. 

2.2.6 Evans-Blue-Extravasation 

Die Evans-Blue-Extravasation ist ein In-vivo-Verfahren, mit dem indirekt die Durchlässigkeit 

der Bluthirnschranke gemessen werden kann. Der Farbstoff Evans Blue bindet dabei nach 

intravasaler Applikation an das im Blut befindliche Albumin. Albumin mit einem 

Molekulargewicht von 66,5 kDa kann physiologischerweise die Bluthirnschranke nicht 

überwinden. Kommt es allerdings zur Störung der Bluthirnschrankenintegrität im Rahmen 

einer zerebralen Ischämie, kann die Menge des in das Gehirnparenchym übergetretenen 

Albumins als Marker für das Ausmaß der Durchlässigkeit dienen. Die Menge an Albumin 

wird im Rahmen des Testes indirekt über den gebundenen Evans-Blue-Farbstoff 

photometrisch quantifiziert. 

Die Evans-Blue-Extravasation wurde nach bestehendem Protokoll durchgeführt (Doeppner 

et al. 2011). Dabei wurde den Versuchstieren zwei Stunden vor der Tötung 100 μl einer 

4%igen Evans-Blue-Lösung retrobulbär in den Venenplexus verabreicht. Nach der Tötung 

wurden die Versuchstiere mit PBS kardial perfundiert. Nach anschließender Entnahme des 

Gehirns wurde dieses in die beiden Hemisphären entlang der Fissura longitudinalis zertrennt 

und das Gewicht der einzelnen Hemisphären ermittelt. Im Folgenden wurden die 

Hemisphären in 50%ige Trichloressigsäurelösung lysiert. Nach der Zentrifugation bei 12.000 

Rotationen/Minute wurde die Absorption des Überstandes bei 620 nm photometrisch 

gemessen. Die absolute Evans-Blue-Konzentration wurde anschließend anhand einer 

Standardkurve bestimmt und über das Gewicht der Hemisphäre normalisiert. 

2.2.7 Western-Blot-Analyse 

Im Rahmen der Western-Blot-Analyse wurden die Proteine über eine Natriumdodecylsulfat-

Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. 

Die aufgetrennten Proteine wurden anschließend mit Antikörpern gegen ausgewählte 

Epitope sichtbar gemacht und mithilfe einer densitometrischen Messung quantitativ 

ausgewertet. 

Initial erfolgte die Proteinaufbereitung aus den In-vivo-Versuchen (siehe hierfür Abschnitt 

2.2.1) und den In-vivo-Versuchen. Für die Probengewinnung aus den In-vivo-Versuchen 

wurden nach Entnahme des Gehirns die Hemisphären mit einem Mediansagittalschnitt 

durch die Fissura longitudinalis zertrennt, in Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C bis zur 
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Durchführung der Folgeschritte gelagert. Zur Lysierung des Gewebes wurde jede 

Hemisphäre in Western-Blot-Lysepuffer bei 50 Oszillationen pro Minute für zehn Minuten 

im Homogenisator homogenisiert. Im Anschluss wurde das Homogenat für 20 Minuten bei 

4 °C und 16.000 Rotationen/Minute zentrifugiert, der Überstand entnommen und bei -80 °C 

eingelagert. Dabei wurde die Proteinkonzentration photometrisch mit einem kommerziellen 

BCA-Kit bestimmt. Die zu untersuchenden Proben wurden vor der Elektrophorese mit 

einem SDS-Laufpuffer (Laemmli) vermischt und fünf Minuten im Thermozykler bei 95 °C 

hitzedenaturiert. Im Anschluss wurden neben einem Molekulargewichtsstandard äquivalente 

Mengen an Proteinen in die Taschen eines Polyacrylamidgels gegeben. Dieses setzt sich aus 

dem Sammelgel mit einem Polyacrylamid-Anteil von 5 % und dem Trenngel mit einem 

Polyacrylamid-Anteil von 12 % oder 8 % je nach Molekulargewicht des Proteins von 

Interesse zusammen. Anschließend wurde für die Proteinwanderung (Elektrophorese) ein 

Spannungsfeld angelegt. Nach abgeschlossener Elektrophorese wurden die aufgetrennten 

Proteine in einer Blotkammer bei einer Spannung von 100 V über eine Dauer von ein bis 

zwei Stunden auf eine Polyvinylidenfluorid(PVDF)-Membran transferiert. Die PVDF-

Membranen wurden im Anschluss mit einer 5%igen Milchlösung für eine Stunde inkubiert. 

Die Inkubation der in 5%iger Milchlösung gelösten primären Antikörper (siehe Tabelle 5) 

erfolgte über Nacht bei 4 °C. Die ebenfalls in 5%iger Milchlösung gelösten sekundären 

Antikörper (siehe Tabelle 5) wurden für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die 

anschließende Darstellung der Banden durch Chemilumineszenz erfolgte mithilfe einer 

ECL-Lösung in dem Abbildungssystem ChemiDoc. Die densitometrische Auswertung 

erfolgte mit der Software ImageLab. Für die normalisierte quantitative Auswertung wurden 

die densitometrischen Werte des Zielproteins und die des definierten Housekeeping-Proteins 

in ein relatives Verhältnis gesetzt. Dabei werden als Housekeeping-Proteine Proteine 

bezeichnet, deren Expression sich durch die Behandlung nicht verändert und die gleichmäßig 

in den zu untersuchenden Zellen vorzufinden sind. 

2.2.8 Immunfluoreszenzfärbung 

Die Immunfluoreszenzfärbung ermöglicht es, Proteine mithilfe von 

fluorochromgekoppelten Antikörpern unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar zu 

machen. Für die quantitative Analyse können einzelne fluoreszenzmarkierte Zellen gezählt 

oder die mittlere Fluoreszenzintensität gemessen werden. 

Zur Herstellung der Hirnschnitte wurden die entnommenen Gehirne im Anschluss für 

24 Stunden in Paraformaldehyd gelagert. Danach wurden die Gehirne in vier jeweils 2 mm 

dicke Schnitte geteilt und im Paraffinblock fixiert. Die mit Paraffin fixierten Hirnschnitte 
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wurden im Anschluss mithilfe eines Schlittenmikrotoms in 4 µm dicke Schnitte zerteilt und 

bei 60 °C für zwei Stunden im Trockenschrank auf den Objektträgern fixiert. Weiter wurden 

die Hirnschnitte nach ihrer Entparaffinierung in Xylol und Ethanol mit Citratpuffer in der 

Mikrowelle bei 500 W erhitzt und in PBS gewaschen. Im Anschluss wurden die Hirnschnitte 

mit Blockpuffer für eine Stunde benetzt. Darauf folgte eine Inkubation der Hirnschnitte mit 

den in Blockpuffer gelösten primären Antikörpern (siehe Tabelle 6) über Nacht. 

Anschließend wurde, nach Waschen der Hirnschnitte in TBS, der sekundäre Antikörper 

(siehe Tabelle 6) für eine Stunde bei Dunkelheit inkubiert. Dann wurden die Hirnschnitte 

mit dem Fluoreszenzfarbstoff 4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) für zehn Minuten bei 

Dunkelheit inkubiert. Für die Analyse wurden jeweils fünf Bilder in der Region of Interest (ROI) 

mit dem Epifluoreszenzmikroskop und der Software AxioVision angefertigt. Als ROI 

wurden die Subventrikularzonen und die Stammganglien definiert. Die Subventrikularzonen 

wurden mit den Koordinaten 0,14 mm anterior, 1,25 mm lateral und 2 mm ventral des 

Bregmas definiert. Die Region der Stammganglien wurde mit den Koordinaten 0,14 mm 

anterior, 2 mm lateral und 3 mm ventral des Bregmas definiert. Die Analyse erfolgte mithilfe 

der Software ImageJ. 

2.2.9 Zymographie 

Die Gelatine-Zymographie ermöglicht es, die enzymatische Aktivität der MMP-9 zu 

visualisieren und anschließend densitometrisch zu quantifizieren. Hierfür werden Proteine 

mithilfe der SDS-PAGE in einem gelatinehaltigen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Allerdings 

werden im Gegensatz zur Western-Blot-Analyse die Proteine nicht hitzedenaturiert und in 

einem nicht-reduzierenden Probenpuffer gelöst. Die enzymatische Aktivität der MMP-9 

führt nach Auftrennung zur Verdauung der gelatinehaltigen Bestandteile im 

Polyacrylamidgel, was über eine Färbung mit Coomassie-Brillantblau sichtbar gemacht 

werden kann. 

Zur Probenvorbereitung wurden die zu untersuchenden Hemisphären in Lysepuffer 

homogenisiert und anschließend bei 12.000 Rotationen/Minute zentrifugiert. Der Überstand 

wurde gesammelt und in einem Verhältnis von 10:1 mit Sepharose 4B für 60 Minuten 

inkubiert. Die MMP-9 bindet hierbei an die Sepharose 4B. Nach der Inkubation wurde die 

gewaschene Sepharose 4B in Lysepuffer, der zusätzlich 10 % DMSO enthielt, gelöst. 

Daraufhin wurde die Proteinkonzentration mit einem kommerziellen BCA-Kit gemessen. 

Im Anschluss wurden gleiche Mengen Proteine in ein 8%iges Polyacrylamidgel, welches 

zusätzlich 0,1 % Gelatine enthielt, pipettiert. Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurde 

das Polyacrylamidgel zweimalig in 2,5%igem Triton gewaschen und für 48 Stunden bei 37 °C 
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in Entwicklungspuffer inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Polyacrylamidgel in 

0,1%iger Coomassie-Färbelösung für 30 Minuten gefärbt und im Anschluss in 

Entfärbelösung gewaschen. Nach der Entfärbung blieben weiße Banden auf blauem 

Hintergrund zurück. Diese Banden wurden dann mit der Software ImageJ densitometrisch 

analysiert. 

2.2.10 Durchflusszytometrie 

Mit dem Messverfahren der Durchflusszytometrie (engl. Fluorescence-activated cell sorting 

(FACS)) lassen sich Zellen anhand ihrer Größe und Granularität sortieren. Des Weiteren 

können ausgewählte zelluläre Oberflächenantigene mithilfe von farbstoffgekoppelten 

Antikörpern markiert werden, was eine Detektion und anschließende Quantifikation dieser 

Zellen ermöglicht. 

Zur Analyse der in das Hirnparenchym infiltrierten Immunzellen wurden Leukozyten,  

T-Zellen, B-Zellen, Neutrophile, Makrophagen und Monozyten quantifiziert. Dafür wurden 

die ischämischen Hemisphären mechanisch in FACS-Lysepuffer homogenisiert und bei 

1.600 Rotationen/Minute für zehn Minuten zentrifugiert. Danach wurde das Pellet in 

30%igem Percoll gelöst und auf einen Percoll-Gradienten mit 45%igen und 70%igen Percoll-

Phasen pipettiert. Nach Zentrifugation bei 1.300 Rotationen/Minute für 20 Minuten ohne 

Abbremsen wurden die Zellsuspensionen zwischen den Phasen abgesaugt und gesammelt. 

Nach viermaligem Waschen und anschließendem Zentrifugieren bei 12.000 

Rotationen/Minute wurden die Zellsuspensionen für zehn Minuten im FC-Block inkubiert. 

Im Anschluss wurde die Zellsuspension mit den Fluoreszenz-Antikörpern (Tabelle 7) über 

Nacht inkubiert. Abschließend erfolgte die Messung am FACS-Gerät. Das Gating-Schema 

(Abbildung 1) wurde nach Pösel und Kollegen (2016) gewählt. Die Auswertung der 

Rohdaten erfolgte mit der Software FlowJo. 

 

Abbildung 1: Gatingstrategie mit den ausgewählten Antikörpern als Immunzellmarker für die 
Durchflusszytometrie. Als Immunzellmarker wurden die Antikörper Cluster of differentiation (CD)45, Lymphocyte 
antigen 6 complex locus G6D (Ly6G), CD3, CD19 und CD11b verwendet.  Leukozyten waren als CD45high-positive 
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Zellen definiert und wurden weiter aufgeteilt in Ly6G-positive Neutrophile und CD3-positive T-Zellen. 
CD45high-positive, CD3- und Ly6G-negative Zellen wurden weiter aufgeteilt in CD19-positive B-Zellen und 
CD11b-positive Makrophagen und Monozyten. 

2.2.11 Statistische Auswertung 

Für alle experimentellen Analysen wurde der Experimentator gegenüber den 

Behandlungsgruppen verblindet. Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software 

Prism. Eine Normalverteilung der Daten wurde mithilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests 

ermittelt. Für die statistische Analyse wurde der ungepaarte t-Test (Vergleich zwischen zwei 

Gruppen) oder die zweiseitige Varianzanalyse (ANOVA) mit anschließendem Post-hoc-Test 

nach Šidák (Vergleich zwischen mehr als zwei Gruppen) gewählt. Die Daten werden mit 

Mittelwert und Standardabweichung präsentiert. p-Werte < 0,05 werden als statistisch 

signifikant angesehen. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Lithium erhöht die Überlebensfähigkeit der Zellen und steigert 
die P-gp- und TJ-Protein-Expression nach OGD in vitro 

Um einen möglichen Einfluss von Lithium auf die Endothelzellen zu untersuchen, wurden 

die Endothelzellen mit oder ohne Lithiumbehandlung einem OGD unterzogen und 

anschließend unter Standardbedingungen rekultiviert (Siehe Abschnitt 2.2.1). Daraufhin 

wurde 24 Stunden nach OGD die metabolische Zellaktivität mittels MTT-Test (siehe 

Abschnitt 2.2.2) und die Expression der TJ-Proteine ZO1 und Occludin mithilfe der 

Western-Blot-Analyse (siehe Abschnitt 2.2.7) untersucht. Die metabolische Zellaktivität 

dient dabei als Marker für die Lebensfähigkeit der Zelle. Die TJ-Proteine ZO1 und Occludin 

sind maßgebliche Bestandteile der Bluthirnschranke (siehe Abschnitt 1.3). 

Die Messung mittels MTT-Tests zeigte eine signifikante Erhöhung der metabolischen 

Zellaktivität in den lithiumbehandelten Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle 

(Abbildung 2 A), was auf einen geringeren Zelltod hinweist. Die quantitative Western-Blot-

Analyse zeigte des Weiteren eine signifikant erhöhte Expression der TJ-Proteine ZO1 und 

Occludin in lithiumbehandelten Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle 

(Abbildung 3 B-C). Auch eine nicht-quantitative Immunfluoreszenzfärbung für ZO1 deutete 

auf eine höhere Dichte in der Lithiumgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe hin 

(Abbildung 3 A). 

 

Abbildung 2: Die Lithiumbehandlung von Endothelzellen in vitro reduziert den Zelltod und führt zu 
einer erhöhten Expression des P-Glykoproteins (P-gp) nach Sauerstoff-Glukose-Entzug (OGD).  Die 
Endothelzellen wurden einem 14-stündigen OGD unterzogen. Anschließend wurden die Zellen entweder in 
Medium (Kontrolle) oder in Medium mit 1,25 mM Lithiumchlorid (Lithium) für 24 Stunden unter 
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Standardbedingungen inkubiert. (A) Analyse der metabolischen Zellaktivität mithilfe des Thiazolyl-blue-
tetrazolium-bromide(MTT)-Tests. (B) Quantitative Messung der P-gp-Proteinexpression durch Western-Blot-
Analyse. Normalisiert mithilfe des Housekeeping-Proteins Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
(GAPDH). n = 6 – 16 pro Gruppe. Die Daten werden als Mittelwert mit Standardabweichung präsentiert. 
*p < 0,05, **p < 0,01. 

Ebenfalls wurde 24 Stunden nach OGD die Expression des P-gp gemessen. Hier zeigte die 

quantitative Western-Blot-Analyse eine signifikant erhöhte Expression von P-gp-

lithiumbehandelten Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abbildung 2 B). 

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse der In-vivo-Versuche, dass Lithium die 

Überlebensfähigkeit der Endothelzellen unter OGD erhöht und dabei die Integrität des 

Zellverbandes über eine erhöhte TJ-Protein-Expression verstärkt. 

 

Abbildung 3: Die Lithiumbehandlung von Endothelzellen in vitro reduziert den Zelltod und führt zu 
einer erhöhten Expression der Tight-Junction(TJ)-Proteine Zonula occludens-1 (ZO1) und Occludin 
nach Sauerstoff-Glukose-Entzug (OGD). Die Endothelzellen wurden einem 14-stündigen OGD 
unterzogen. Anschließend wurden die Zellen entweder in Medium (Kontrolle) oder in Medium mit 1,25 mM 
Lithiumchlorid (Lithium) für 24 Stunden unter Standardbedingungen inkubiert. (A) Nicht-quantitative 
Darstellung der Immunfluoreszenzfärbung des TJ-Proteins ZO1. Maßstabbalken: 20 µm. (B-C) Quantitative 
Messung der ZO1- und Occludin-Proteinexpression durch Western-Blot-Analyse. Normalisiert mithilfe des 
Housekeeping-Proteins Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). n = 6 – 16 pro Gruppe. Die 
Daten werden als Mittelwert mit Standardabweichung präsentiert. *p < 0,05, **p < 0,01. 
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3.2 Lithium reduziert die postischämische Durchlässigkeit der 
Bluthirnschranke 

Angesichts der vielversprechenden In-vitro-Ergebnisse an Endothelzellen wurde in einem 

nächsten Schritt die Durchlässigkeit der Bluthirnschranke nach Lithiumgabe mithilfe der 

Evans-Blue-Extravasation (siehe Abschnitt 2.2.6) in vivo nach zerebraler Ischämie der Maus 

untersucht. Dafür wurde die Konzentration des Evans-Blue-Farbstoffes sowohl in der 

rechten Hemisphäre von Versuchstieren der Kontrollgruppe und Lithiumgruppe als auch in 

der rechten Hemisphäre von Versuchstieren der Scheingruppe gemessen. Die 

spektrometrische Messung wurde 24 Stunden nach MCAO bzw. OP-Simulation 

(Scheingruppe) durchgeführt. 

Die Messung zeigte eine signifikant erhöhte Evans-Blue-Konzentration im Hirngewebe 

sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der lithiumbehandelten Gruppe im Vergleich zur 

Scheingruppe (Abbildung 4). Die Konzentration des Evans-Blue-Farbstoffes in der 

lithiumgehandelten Gruppe war zudem im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant 

vermindert (Abbildung 4). 

 

Abbildung 4: Lithium reduziert die Durchlässigkeit der Bluthirnschranke nach zerebraler Ischämie 
der Maus. Die Mäuse der Kontroll- und Lithiumgruppe wurden einer 45-minütigen Okklusion der Arteria 
cerebri media (MCAO) unterzogen, gefolgt von einer Überlebens- bzw. Reperfusionszeit von 24 Stunden. Die 
Mäuse der Scheingruppe unterliefen das identische Operationsprozedere, allerdings ohne tatsächliche MCAO. 
Die Mäuse der Kontrollgruppe und Scheingruppe wurden mit Beginn der Reperfusion mit phosphatgepufferter 
Salzlösung (PBS) und nach sechs Stunden mit einer weiteren Dosis PBS intraperitoneal (i.p.) behandelt. Den 
Mäusen der Lithiumgruppe wurde direkt mit Beginn der Reperfusion 1 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS gelöst 
und sechs Stunden später 2 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS gelöst i.p. injiziert. Untersuchung der 
Bluthirnschrankenintegrität der ischämischen Hemisphäre mithilfe der Evans-Blue-Extravasation. n = 4 pro 
Gruppe. Die Daten werden als Mittelwert mit Standardabweichung präsentiert. *p < 0,05. 
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Dies zeigt, dass die Lithiumbehandlung eine verringerte Durchlässigkeit der 
Bluthirnschranke im Vergleich zur Kontrollgruppe bewirkt, jedoch im Unterschied zur 
Scheingruppe keinen vollständigen Funktionserhalt bedingt. 

3.3 Der postischämische Verlust der TJ-Proteine ZO1, Occludin und 
Claudin-1 wird durch Lithium reduziert 

Nachdem Lithium eine erhöhte Expression von TJ-Proteinen in vitro und eine geringere 

Durchlässigkeit der Bluthirnschranke in vivo durch die Lithiumbehandlung gezeigt hatte, 

wurde die Expression der TJ-Proteine ebenfalls in vivo untersucht. Dafür wurde die 

Expression der TJ-Proteine ZO1, Occludin und Claudin-1 in den ischämischen 

Hemisphären der lithiumbehandelten Mäuse und unbehandelten Kontrolltiere untersucht. 

Die Expression von ZO1 und Occludin wurde dabei 24 Stunden und 72 Stunden nach 

MCAO mittels Western-Blot-Analyse (siehe Abschnitt 2.2.7) quantifiziert. Die Expression 

von Claudin-1 wurde 24 Stunden nach MCAO mittels Immunfluoreszenzfärbung (siehe 

Abschnitt 2.2.8) analysiert. 

 

Abbildung 5: Lithium führt zu einer erhöhten Expression des Tight-Junction(TJ)-Proteins Claudin-1 
nach zerebraler Ischämie der Maus. Die Mäuse der Kontroll- und Lithiumgruppe wurden einer 45-
minütigen Okklusion der Arteria cerebri media (MCAO) unterzogen, gefolgt von einer Überlebens- bzw. 
Reperfusionszeit von 24 Stunden. Die Mäuse der Kontrollgruppe wurden mit Beginn der Reperfusion mit 
phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) und nach sechs Stunden mit einer weiteren Dosis PBS intraperitoneal 
(i.p.) behandelt. Den Mäusen der Lithiumgruppe wurde direkt mit Beginn der Reperfusion 1 mmol/kg 
Lithiumchlorid in PBS gelöst und sechs Stunden später 2 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS gelöst i.p. injiziert. 
Quantitative immunhistochemische Analyse der Claudin-1-Expression der ischämischen Hemisphäre. 
Maßstabbalken: 20 µm. n = 4 – 10 pro Gruppe. Die Daten werden als Mittelwert mit Standardabweichung 
präsentiert. *p < 0,05. 
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Abbildung 6: Repräsentative Immunfluoreszenz-Ko-Färbungen von Claudin-1 mit Cluster of 
differentiation (CD) 31, Glial fibrillary acidic protein (GFAP) oder NeuN. Die Mäuse der Lithiumgruppe 
wurden einer 45-minütigen Okklusion der Arteria cerebri media (MCAO) unterzogen, gefolgt von einer 
Überlebens- bzw. Reperfusionszeit von 24 Stunden. Den Mäusen wurde direkt mit Beginn der Reperfusion 
1 mmol/kg Lithiumchlorid in phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) gelöst und sechs Stunden später 
2 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS gelöst i.p. injiziert. (A) Immunfluoreszenz-Ko-Färbungen von Claudin-1 
und CD31. (B) Immunfluoreszenz-Ko-Färbungen von Claudin-1 und GFAP. (C) Immunfluoreszenz-Ko-
Färbungen von Claudin-1 und NeuN. Maßstabbalken: 20 µm. 

Die Western-Blot-Analyse zeigte eine signifikant erhöhte Expression von ZO1 und Occludin 

in der lithiumbehandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe 24 Stunden nach 

MCAO (Abbildung 7 A). 72 Stunden nach MCAO zeigte der Western Blot eine signifikant 

erhöhte Expression von ZO1 in der lithiumbehandelten Gruppe im Vergleich zur 

Kontrollgruppe und keinen Unterschied in Bezug auf das Expressionsniveau von Occludin 

(Abbildung 7 B). Die Immunfluoreszenzfärbung für Claudin-1 ergab eine signifikant erhöhte 

Anzahl an Claudin-1-positiven Zellen in der lithiumbehandelten Gruppe im Vergleich zur 

Kontrollgruppe 24 Stunden nach MCAO (Abbildung 5). 

Eine Ko-Färbung mit Claudin-1 und Markern für Endothelzellen (Marker: Cluster of 

differentiation (CD) 31), Astrozyten (Marker: Glial fibrillary acidic protein (GFAP)) und Neuronen 

(Marker: NeuN) zeigte eine Ko-Lokalisation von Claudin-1 zu den Endothelzellen 

(Abbildung 6 A). Zu Astrozyten und Neuronen wurde keine Ko-Lokalisation von  

Claudin-1 beobachtet (Abbildung 6 B-C). Dies zeigt, dass es sich bei den gemessenen 

Proteinen tatsächlich um der Bluthirnschranke zugehörige TJ-Proteine handelt. 
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Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass die Lithiumbehandlung zu einem 

verstärkten Erhalt der TJ-Proteine und somit zu einem gesteigerten Funktionserhalt der 

Bluthirnschranke nach MCAO führt. 

 

Abbildung 7: Lithium erhöht die Expression der Tight-Junction(TJ)-Proteine Zonula occludens-1 (ZO1) 
und Occludin nach zerebraler Ischämie der Maus. Die Mäuse der Kontroll- und Lithiumgruppe wurden 
einer 45-minütigen Okklusion der Arteria cerebri media (MCAO) unterzogen, gefolgt von einer Überlebens- bzw. 
Reperfusionszeit von 24 bzw. 72 Stunden. Die Mäuse der Kontrollgruppe wurden mit Beginn der Reperfusion 
mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) und nach sechs Stunden mit einer weiteren Dosis PBS 
intraperitoneal (i.p.) behandelt. Den Mäusen der Lithiumgruppe wurde direkt mit Beginn der Reperfusion 
1 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS gelöst und sechs Stunden später 2 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS gelöst 
i.p. injiziert. Die Gruppen mit einer Überlebenszeit von 72 Stunden erhielten alle 24 Stunden weitere i.p. 
Injektionen mit PBS (Kontrollgruppe) bzw. 2 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS gelöst (Lithiumgruppe). 
(A) Quantitative Messung der Proteinexpression von ZO1 und Occludin 24 Stunden nach MCAO mithilfe der 
Western-Blot-Analyse der ischämischen Hemisphäre. Die Daten sind normalisiert mit den Housekeeping-
Proteinen Tubulin oder Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). (B) Quantitative Messung 
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der Proteinexpression von ZO1 und Occludin 72 Stunden nach MCAO mithilfe der Western-Blot-Analyse der 
ischämischen Hemisphäre. Die Daten sind normalisiert mit den Housekeeping-Proteinen Tubulin oder 
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). n = 4 – 10 pro Gruppe. Die Daten werden als 
Mittelwert mit Standardabweichung präsentiert. *p < 0,05, **p < 0,01. 

3.4 Lithium reduziert Caveolin-1-unabhängig die postischämische 
Aktivität der MMP-9 

Da die Behandlung mit Lithium einen Effekt auf die Durchlässigkeit der Bluthirnschranke 

und die TJ-Protein-Expression zeigte, wurde anschließend die Aktivität und Expression der 

der Proformen und aktivierten Formen von MMP-2 und MMP-9 und die Expression des 

Regulatorproteins Caveolin-1 untersucht. Die Aktivität der MMPs wurde dabei mittels 

Zymographie (siehe Abschnitt 2.2.9) aus Gewebeproben der rechten Hemisphäre 

24 Stunden nach MCAO bzw. nach OP-Simulation bestimmt. Die Expression von MMP-9 

und Caveolin-1 wurde mittels Immunfluoreszenzfärbung (siehe Abschnitt 2.2.8) und 

Western-Blot-Analyse (siehe Abschnitt 2.2.7) ebenfalls 24 Stunden nach MCAO gemessen. 

Des Weiteren wurde mittels Immunfluoreszenzfärbungen die Ko-Lokalisation von 

Caveolin-1 zu Endothelzellen, Astrozyten und Neuronen untersucht. 

Die Messung der MMP-2/9-Aktivität mittels Zymographie ergab eine signifikant 

verminderte Aktivität von pro-MMP-9 und aktivierter MMP-9 in der Lithiumgruppe und 

Kontrollgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 8 B). Ebenfalls zeigte sich in 

der Kontroll- und Lithiumgruppe eine signifikant erhöhte pro-MMP-9-Aktivität im 

Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 8 B). Des Weiteren wurde eine erhöhte Aktivität 

von pro-MMP-9 und pro-MMP-2 in der Kontrollgruppe im Vergleich zur Scheingruppe 

beobachtet (Abbildung 8 B). Aktivierte MMP-2 wurde in keiner Gruppe detektiert. Die 

Immunfluoreszenzfärbung für MMP-9 zeigte eine signifikant verminderte Expression von 

MMP-9 in der lithiumbehandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 

8 A). Sowohl die Western-Blot-Analyse als auch die Immunfluoreszenzfärbung für  

Caveolin-1 zeigten keinen Unterschied zwischen der Lithiumgruppe und der Kontrollgruppe 

(Abbildung 8 C-D). Die Ko-Färbung mit Caveolin-1 und Markern für Endothelzellen 

(Marker: CD31), Astrozyten (Marker: GFAP) und Neuronen (Marker: NeuN) zeigte keine 

Ko-Lokalisation zu einem bestimmten Zelltyp, sondern eine ubiquitinäre Expression 

(Abbildung 10). 

Zusammengefasst lässt sich festhalten, dass die Lithiumbehandlung eine Reduzierung der 

Aktivität und Expression von MMP-9 im Vergleich zur Kontrollgruppe bewirkt, und das 
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unabhängig von der Cavolin-1-Expression. Im Vergleich zur Scheingruppe bleibt die 

Aktivität von MMP-9 in der Lithiumgruppe jedoch weiterhin erhöht. 

 

 

Abbildung 8: Lithium reduziert die Aktivität der Matrix-Metalloprotease 9 (MMP-9) nach zerebraler 
Ischämie der Maus.  Die Mäuse der Kontroll- und Lithiumgruppe wurden einer 45-minütigen Okklusion der 
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Arteria cerebri media (MCAO) unterzogen, gefolgt von einer Überlebens- bzw. Reperfusionszeit von 24 Stunden. 
Die Mäuse der Scheingruppe unterliefen das identische Operationsprozedere, allerdings ohne tatsächliche 
MCAO. Die Mäuse der Kontrollgruppe und Scheingruppe wurden mit Beginn der Reperfusion mit 
phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) und nach sechs Stunden mit einer weiteren Dosis PBS intraperitoneal 
(i.p.) behandelt. Den Mäusen der Lithiumgruppe wurde direkt mit Beginn der Reperfusion 1 mmol/kg 
Lithiumchlorid in PBS gelöst und sechs Stunden später 2 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS gelöst i.p. injiziert. 
(A) Quantitative Messung der MMP-9-Expression durch Analyse der Fluoreszenzintensität der ischämischen 
Hemisphäre. Normalisiert durch die Fluoreszenzintensität der nicht-ischämischen Hemisphäre. 
Maßstabbalken: 20 µm. (B) Messung der Aktivität von pro-MMP-2/MMP-9 und aktivierter MMP-2/MMP-9 
mithilfe der Zymographie. n = 4 – 10 pro Gruppe. Die Daten werden als Mittelwert mit Standardabweichung 
präsentiert. *p < 0,05, **p < 0,01. 

 
Abbildung 9: Lithium zeigt keinen Einfluss auf die Caveolin-1-Expression. Die Mäuse der Kontroll- und 
Lithiumgruppe wurden einer 45-minütigen Okklusion der Arteria cerebri media (MCAO) unterzogen, gefolgt von 
einer Überlebens- bzw. Reperfusionszeit von 24 Stunden. Die Mäuse der Scheingruppe unterliefen das 
identische Operationsprozedere, allerdings ohne tatsächliche MCAO. Die Mäuse der Kontrollgruppe und 
Scheingruppe wurden mit Beginn der Reperfusion mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) und nach 
sechs Stunden mit einer weiteren Dosis PBS intraperitoneal (i.p.) behandelt. Den Mäusen der Lithiumgruppe 
wurde direkt mit Beginn der Reperfusion 1 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS gelöst und sechs Stunden später 
2 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS gelöst i.p. injiziert. (A) Quantitative Messung der Caveolin-1-Expression 
durch Analyse der Fluoreszenzintensität der ischämischen Hemisphäre. Normalisiert durch die 
Fluoreszenzintensität der nicht-ischämischen Hemisphäre. Maßstabbalken: 20 µm. (B) Quantitative Messung 
der ZO1- und Occludin-Proteinexpression durch Western-Blot-Analyse. Normalisiert mithilfe des 
Housekeeping-Proteins Tubulin. n = 4 – 10 pro Gruppe. Die Daten werden als Mittelwert mit 
Standardabweichung präsentiert. *p < 0,05, **p < 0,01.  
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Abbildung 10: Repräsentative Immunfluoreszenz-Ko-Färbungen von Caveolin-1 mit Cluster of 
differentiation (CD) 31, Glial fibrillary acidic protein (GFAP) oder NeuN.  Die Mäuse der Lithiumgruppe 
wurden einer 45-minütigen Okklusion der Arteria cerebri media (MCAO) unterzogen, gefolgt von einer 
Überlebens- bzw. Reperfusionszeit von 24 Stunden. Den Mäusen wurde direkt mit Beginn der Reperfusion 
1 mmol/kg Lithiumchlorid in phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) gelöst und sechs Stunden später 
2 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS gelöst i.p. injiziert. (A) Immunfluoreszenz-Ko-Färbungen von Caveolin-1 
und CD31. (B) Immunfluoreszenz-Ko-Färbungen von Caveolin-1 und GFAP. (C) Immunfluoreszenz-Ko-
Färbungen von Caveolin-1 und NeuN. Maßstabbalken: 20 µm. 

3.5 Lithium aktiviert den MAPK-/ERK1/2-Signalweg durch 
gesteigerte Phosphorylierung 

Zur Identifizierung des Signalwegs, über den Lithium seine Effekte auf die Bluthirnschranke 

vermittelt, wurde der MAPK-/ERK1/2-Signalweg als möglicher Kandidat untersucht. 

Hierfür wurde die Expression von Rapidly accelerated fibrosarcoma (c-Raf), MEK1/2, 

Extracellular-signal regulated kinases (ERK1/2) und deren aktivierten Formen Phosphor-rapidly 

accelerated fibrosarcoma (p-c-Raf), p-MEK1/2 und Phosphor-extracellular-signal regulated kinases (p-

ERK1/2) mithilfe der Western-Blot-Analyse (siehe Abschnitt 2.2.7) gemessen. Dabei wurde 

das Gewebe der ischämischen Hemisphären der lithiumbehandelten Mäuse und der 

unbehandelten Kontrolltiere 24 Stunden nach MCAO analysiert. 
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Wie die Western-Blot-Analyse ergab, zeigte sich bzgl. der Expression von c-Raf, MEK1/2 

und ERK1/2 kein Unterschied zwischen den lithiumbehandelten Mäusen und den 

unbehandelten Kontrolltieren (Abbildung 11 A, Abbildung 12 A und C). Die Expression der 

phosphorylierten Formen p-c-Raf, p-MEK1/2 und p-ERK1/2 war hingegen in der 

lithiumbehandelten Gruppe signifikant erhöht im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrollgruppe (Abbildung 11 B, Abbildung 12 B und D). Des Weiteren zeigte sich die 

Expression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 als des nachgeschalteten Effektorproteins 

des MAPK-/ERK1/2-Signalwegs durch die Lithiumbehandlung signifikant erhöht 

(Abbildung 12 E). 

Abbildung 11: Lithium moduliert die Rapidly-accelerated-fibrosarcoma(c-Raf)-Phosphorylierung nach 
zerebraler Ischämie der Maus. Die Mäuse der Kontroll- und Lithiumgruppe wurden einer 45-minütigen 
Okklusion der Arteria cerebri media (MCAO) unterzogen, gefolgt von einer Überlebens- bzw. Reperfusionszeit 
von 24 Stunden. Die Mäuse der Kontrollgruppe wurden mit Beginn der Reperfusion mit phosphatgepufferter 
Salzlösung (PBS) und nach sechs Stunden mit einer weiteren Dosis PBS intraperitoneal (i.p.) behandelt. Den 
Mäusen der Lithiumgruppe wurde direkt mit Beginn der Reperfusion 1 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS gelöst 
und sechs Stunden später 2 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS gelöst i.p. injiziert. (A-B) Quantitative Messung 
der Expression von c-Raf und Phosphor-rapidly accelerated fibrosarcoma (p-c-Raf) mithilfe der Western-Blot-Analyse 
der ischämischen Hemisphäre. Die Daten sind normalisiert mit dem Housekeeping-Protein Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). n = 6 in der Kontrollgruppe und n = 10 in der Lithiumgruppe. Die Daten 
werden als Mittelwert mit Standardabweichung präsentiert. *p < 0,05. 
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Abbildung 12: Lithium moduliert die Extracellular-signal-regulated-kinases(ERK1/2)-
Phosphorylierung und die Expression von B-Zell-Lymphom 2 (Bcl-2) nach zerebraler Ischämie der 
Maus. Die Mäuse der Kontroll- und Lithiumgruppe wurden einer 45-minütigen Okklusion der Arteria cerebri 
media (MCAO) unterzogen, gefolgt von einer Überlebens- bzw. Reperfusionszeit von 24 Stunden. Die Mäuse 
der Kontrollgruppe wurden mit Beginn der Reperfusion mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) und nach 
sechs Stunden mit einer weiteren Dosis PBS intraperitoneal (i.p.) behandelt. Den Mäusen der Lithiumgruppe 
wurde direkt mit Beginn der Reperfusion 1 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS gelöst und sechs Stunden später 
2 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS gelöst i.p. injiziert. (A-D) Quantitative Messung der Expression von 
MEK1/2, p-MEK1/2, ERK1/2 und Phosphor-extracellular-signal regulated kinases (p-ERK1/2) mithilfe der 
Western-Blot-Analyse der ischämischen Hemisphäre. Die Daten sind normalisiert mit dem Housekeeping-
Protein Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). (E) Quantitative Messung der Bcl-2-
Expression mithilfe der Western-Blot-Analyse der ischämischen Hemisphäre. Die Daten sind normalisiert mit 
den Housekeeping-Proteinen Tubulin oder Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). n = 6 in der 
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Kontrollgruppe und n = 10 in der Lithiumgruppe. Die Daten werden als Mittelwert mit Standardabweichung 
präsentiert. *p < 0,05. 

Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse eine lithiumvermittelte Aktivierung des 

MAPK-/ERK1/2-Signalwegs durch verstärkte Phosphorylierung der Effektorproteine des 

Signalwegs. Die absoluten Expressionslevel der Effektorproteine blieben dabei unverändert. 

3.6 Die Inhibition der Aktivierung des MAPK-/ERK1/2-Signalwegs 
hebt die lithiuminduzierten Effekte auf  die Bluthirnschranke auf 

Um zu untersuchen, ob die Aktivierung des MAPK-/ERK1/2-Signalwegs relevant für die 

lithiuminduzierten Effekte auf die Bluthirnschranke ist, wurde die Aktivierung mithilfe des 

MEK-Inhibitors U0126 unterdrückt. Um sicherzustellen, dass die Inhibition der Aktivierung 

mittels U0126 erfolgreich war, wurden 24 Stunden nach MCAO die Expressionslevel von 

MEK1/2, p-MEK1/2, ERK1/2 und p-ERK1/2 mithilfe der Western-Blot-Analyse (siehe 

Abschnitt 2.2.7) untersucht. 

In Bezug auf die Expressionslevel von MEK1/2 und ERK1/2 konnten dabei keine 

Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden (Abbildung 13 A und C). Bei p-

MEK1/2 allerdings war die Expression in der U0126-Gruppe signifikant vermindert im 

Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 13 B und D). Zusätzlich war das Expressionslevel 

von p-ERK1/2 in der U0126+Lithium-Gruppe und der U0126-Gruppe signifikant 

vermindert im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 13 E). Dies zeigt, dass die 

Aktivierung des MAPK-/ERK1/2-Signalwegs effektiv mithilfe des U0126 unterdrückt 

werden kann. 

Im Anschluss wurde die Durchlässigkeit der Bluthirnschranke mithilfe der Evans-Blue-

Extravasation (siehe Abschnitt 2.2.6) in allen drei Gruppen untersucht. Hierbei konnten 

keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen beobachtet werden (Abbildung 

13 E). 

Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse, dass eine Inhibierung der Aktivierung des 

MAPK-/ERK1/2-Signalwegs durch Lithium zur Aufhebung der lithiuminduzierten Effekte 

auf die Durchlässigkeit der Bluthirnschranke führt. Das wiederum beweist, dass die 

Aktivierung des MAPK-/ERK1/2-Signalwegs ein zentraler Mechanismus des 

lithiuminduzierten Effekts auf die Bluthirnschranke ist. 
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Abbildung 13: Der MEK1/2-Inhibitor U0126 hebt die Effekte von Lithium auf die 
Bluthirnschrankenintegrität nach zerebraler Ischämie der Maus auf. Die Mäuse der Kontroll-, 
Lithium+U0126- und U0126-Gruppe wurden einer 45-minütigen Okklusion der Arteria cerebri media (MCAO) 
unterzogen, gefolgt von einer Überlebens- bzw. Reperfusionszeit von 24 Stunden. Den Mäusen der 
Kontrollgruppe wurde mit Beginn der Reperfusion phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) intraperitoneal (i.p.) 
und intravenös (i.v.) injiziert und nach sechs Stunden eine weitere Dosis PBS i.p. injiziert. Mäusen der 
Lithium+U0126-Gruppe wurde direkt mit Beginn der Reperfusion 1 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS gelöst 
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i.p und 0,5 mg/kg U0126 i.v. sowie sechs Stunden später 2 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS gelöst i.p. injiziert. 
Den Mäusen der U0126-Gruppe wurde mit Beginn der Reperfusion phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) i.p. 
und 0,5 mg/kg U0126 i.v. injiziert und nach sechs Stunden eine weitere Dosis PBS i.p. injiziert.  
(A-D) Quantitative Messung der Expression von MEK1/2, p-MEK1/2, Extracellular-signal regulated kinases 
(ERK1/2) und Phosphor-extracellular-signal regulated kinases (p-ERK1/2) mithilfe der Western-Blot-Analyse der 
ischämischen Hemisphäre. Die Daten sind normalisiert mit dem Housekeeping-Protein Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). (E) Untersuchung der Bluthirnschrankenintegrität der ischämischen 
Hemisphäre mithilfe der Evans-Blue-Extravasation. n = 4 pro Gruppe. Die Daten werden als Mittelwert mit 
Standardabweichung präsentiert. *p < 0,05. 

3.7 Die postischämische Aktivierung der Mikroglia wird durch 
Lithium reduziert 

Um einen möglichen Einfluss auf die Neuroinflammation durch die Lithiumbehandlung zu 

untersuchen, wurde im Folgenden die Aktivierung der Mikroglia 24 Stunden nach MCAO 

untersucht. Hierfür wurde eine Immunfluoreszenzfärbung (siehe Abschnitt 2.2.8) mit dem 

Antikörper Calcium-binding adapter molecule 1 (IBA-1) durchgeführt. Dabei wurde für die 

Immunfluoreszenzfärbung Gewebe der ischämischen Hemisphären von Versuchstieren der 

Lithiumgruppe und der Kontrollgruppe 24 Stunden nach MCAO verwendet. Bei der 

Auswertung wurden ausschließlich morphologisch aktivierte Mikrogliazellen gezählt. 

Die Immunfluoreszenzfärbung zeigte eine signifikante Reduzierung der morphologisch 

aktivierten Mikrogliazellen in der lithiumbehandelten Gruppe im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrollgruppe 24 Stunden nach MCAO (Abbildung 14). 

Dies deutet auf eine Modulation der Neuroinflammation durch die Lithiumbehandlung nach 

MCAO hin. 

 

  

Abbildung 14: Lithium reduziert die postischämische Aktivierung der Mikroglia. Die Mäuse der 
Kontroll- und Lithiumgruppe wurden einer 45-minütigen Okklusion der Arteria cerebri media (MCAO) 
unterzogen, gefolgt von einer Überlebens- bzw. Reperfusionszeit von 24 Stunden. Die Mäuse der 
Kontrollgruppe wurden mit Beginn der Reperfusion mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) und nach 
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sechs Stunden mit einer weiteren Dosis PBS intraperitoneal (i.p.) behandelt. Den Mäusen der Lithiumgruppe 
wurde direkt mit Beginn der Reperfusion 1 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS gelöst und sechs Stunden später 
2 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS gelöst i.p. injiziert. Quantitative immunhistochemische Analyse der 
aktivierten Calcium-binding-adapter-molecule-1(IBA-1)-positiven Mikrogliazellen der ischämischen Hemisphäre. 
Maßstabbalken: 20 µm. n = 4 pro Gruppe. Die Daten werden als Mittelwert mit Standardabweichung 
präsentiert. *p < 0,05. 

3.8 Lithium moduliert die postischämische Expression der 
endothelialen Oberflächenproteine ICAM-1 und P-gp 

Die zelluläre, lokale Immunantwort ist ein weiteres zentrales Element in der 

Inflammationsreaktion nach ischämischem Schlaganfall. Für die Einwanderung der 

Leukozyten ist die erhöhte Expression sogenannter Zelladhäsionsmoleküle wie dem 

Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) von zentraler Bedeutung. Aus diesem Grund wurde 

im Folgenden mittels Western-Blot-Analyse (siehe Abschnitt 2.2.7) die Expression von 

ICAM-1 untersucht. Dafür wurde Gewebe der ischämischen Hemisphären der 

Lithiumgruppe und Kontrollgruppe 24 Stunden nach MCAO untersucht. 

Tatsächlich zeigte sich in der Western-Blot-Analyse eine signifikant verminderte ICAM-1-

Expression in der lithiumbehandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 

15 A). 

 

Abbildung 15: Lithium reduziert die postischämische Expression der Oberflächenproteine Protein 
intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) und des P-Glykoproteins (P-gp). Die Mäuse der Kontroll- und 
Lithiumgruppe wurden einer 45-minütigen Okklusion der Arteria cerebri media (MCAO) unterzogen, gefolgt von 
einer Überlebens- bzw. Reperfusionszeit von 24 Stunden. Die Mäuse der Kontrollgruppe wurden mit Beginn 
der Reperfusion mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) und nach sechs Stunden mit einer weiteren Dosis 
PBS intraperitoneal (i.p.) behandelt. Den Mäusen der Lithiumgruppe wurde direkt mit Beginn der Reperfusion 
1 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS gelöst und sechs Stunden später 2 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS gelöst 
i.p. injiziert. (A-B) Quantitative Messung der Expression von ICAM-1 und P-gp mithilfe der Western-Blot-
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Analyse der ischämischen Hemisphäre. Die Daten sind normalisiert mit dem Housekeeping-Protein Tubulin. 
n = 6 in der Kontrollgruppe und n = 10 in der Lithiumgruppe. Die Daten werden als Mittelwert mit 
Standardabweichung präsentiert. *p < 0,05, **p < 0,01. 

Nachdem eine Lithiumbehandlung im Zellversuch eine erhöhte P-gp-Expression bewirkte 

(siehe Abschnitt 3.1), wurde nun ebenfalls in vivo die Expression von P-gp mittels Western-

Blot-Analyse untersucht. Dafür wurde Gewebe der ischämischen Hemisphären von 

Versuchstieren der Lithiumgruppe und der Kontrollgruppe 24 Stunden nach MCAO 

verwendet. 

Analog zu den Ergebnissen des Zellversuches (siehe Abschnitt 3.1) zeigte die Analyse des 

Western Blots eine signifikant erhöhte P-gp-Expression in der lithiumbehandelten Gruppe 

im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 15 B). 

Zusammengefasst zeigt dies, dass die Lithiumbehandlung zu einer veränderten Expression 

von Oberflächenproteinen auf Endothelzellen führt. 

3.9 Lithium moduliert die frühe Immunzellmigration in das 
Infarktgewebe 

Da Lithium einen Effekt sowohl auf die Bluthirschrankenintegrität als auch auf die 

Zelladhäsionsmoleküle ICAM-1 zeigte (siehe Abschnitt 3.2 und Abschnitt 3.8), wurde im 

nächsten Schritt untersucht, ob Lithium einen Einfluss auf die postischämische Infiltration 

der Leukozyten hat. Dabei wurden die infiltrierten Leukozyten sowohl quantitativ gemessen 

als auch die relativen Anteile der Subgruppen ermittelt. Leukozyten, Neutrophile, T-Zellen, 

B-Zellen, Makrophagen und Monozyten wurden mit ihren zugehörigen Oberflächenmarkern 

untersucht (Abbildung 1). Die Messung erfolgte mit der Durchflusszytometrie (siehe 

Abschnitt 2.2.10) mit Gewebe der ischämischen Hemisphären von Versuchstieren der 

Lithiumgruppe und der Kontrollgruppe 24 Stunden nach MCAO. 
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Abbildung 16: Repräsentative Rohdaten der Durchflusszytometrie. Die Mäuse der Kontroll- und 
Lithiumgruppe wurden einer 45-minütigen Okklusion der Arteria cerebri media (MCAO) unterzogen, gefolgt von 
einer Überlebens- bzw. Reperfusionszeit von 24 Stunden. Die Mäuse der Kontrollgruppe wurden mit Beginn 
der Reperfusion mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) und nach sechs Stunden mit einer weiteren Dosis 
PBS intraperitoneal (i.p.) behandelt. Den Mäusen der Lithiumgruppe wurde direkt mit Beginn der Reperfusion 
1 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS gelöst und sechs Stunden später 2 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS gelöst 
i.p. injiziert. (A) Repräsentative Durchflusszytometrie-Messung mit Gating für Mikroglia (CD45int) und 
Leukozyten (CD45high). (B) Repräsentative Durchflusszytometrie-Messung mit Gating für Neutrophile 
(Ly6G+, CD3-) und T-Zellen (Ly6G, CD3+).(C) Repräsentative Durchflusszytometrie-Messung mit Gating für 
B-Zellen (CD19+, CD11b-) und Makrophagen/Monozyten (CD19, CD11b+). 

Abbildung 16 zeigt beispielhaft Rohdaten einer repräsentativen durchflusszytometrischen 

Messung. Die anschließende Auswertung der gewonnenen Rohdaten zeigte eine signifikante 

Verringerung von infiltrierten Leukozyten in der Lithiumgruppe im Vergleich zur 

Kontrollgruppe (Abbildung 17 A). Des Weiteren zeigte sich der relative Anteil an 

Neutrophilen signifikant vermindert und der relative Anteil an T-Zellen signifikant erhöht in 
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der Lithiumgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 17 B und C). Auf die 

relativen Anteile an B-Zellen, Monozyten und Makrophagen (Abbildung 17 D und E) zeigte 

die Lithiumbehandlung keinen Effekt. 

Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse der Durchflusszytometrie, dass die 

Lithiumbehandlung zu einer Modulierung der lokalen Immunantwort führt. 

 

Abbildung 17: Lithium moduliert die postischämische Infiltration von Immunzellen aus dem Blut in 
das Hirnparenchym. Die Mäuse der Kontroll- und Lithiumgruppe wurden einer 45-minütigen Okklusion der 
Arteria cerebri media (MCAO) unterzogen, gefolgt von einer Überlebens- bzw. Reperfusionszeit von 24 Stunden. 
Die Mäuse der Kontrollgruppe wurden mit Beginn der Reperfusion mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) 
und nach sechs Stunden mit einer weiteren Dosis PBS intraperitoneal (i.p.) behandelt. Den Mäusen der 
Lithiumgruppe wurde direkt mit Beginn der Reperfusion 1 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS und sechs Stunden 
später 2 mmol/kg Lithiumchlorid in PBS i.p. injiziert. Quantitative Analyse der (A) Leukozyten, (B) T-Zellen, 
(C) Neutrophilen, (D) B-Zellen und (E) Makrophagen/Monozyten in der ischämischen Hemisphäre mithilfe 
der Durchflusszytometrie. n = 5 pro Gruppe. Die Daten werden als Mittelwert mit Standardabweichung 
präsentiert. *p < 0,05. 
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4 Diskussion 

Zur Therapie des ischämischen Schlaganfalls stehen zur Akuttherapie die systemische 

Thrombolyse und die mechanische Thrombektomie zur Verfügung. Beides sind kausale 

Verfahren, die die Rekanalisierung des okkludierten Gefäßes zum Ziel haben. Eine 

weiterführende verlaufsmodifizierende adjuvante medikamentöse Therapie existiert 

hingegen nicht. Seit Jahrzehnten wird deshalb intensive Forschung betrieben, um eine 

Substanz zu entdecken, die sicher im Einsatz ist und zugleich einen signifikanten 

neuroprotektiven Effekt bei Patienten nach ischämischem Schlaganfall hat. Eine Vielzahl 

von möglichen Substanzen wurde so in den vergangenen Jahren untersucht. Trotz oftmals 

vielversprechender präklinischer Daten scheiterten bisher alle Substanzen spätestens in der 

klinischen Phase der Studien (Patel und McMullen 2017). Die Gründe für die gescheiterte 

Translation sind dabei vielfältig. Zu den wichtigsten zählen starke Nebenwirkungen am 

Menschen, das Nicht-Berücksichtigen von Komorbiditäten im Tiermodell und schlichtweg 

fehlende Übertragbarkeit vom Tiermodell auf den Menschen (Dirnagl et al. 1999). Hier bietet 

Lithium, welches neben seinem Einsatz bei psychiatrischen Erkrankungen auch bei 

zerebraler Ischämie neuroprotektive Effekte gezeigt hat (siehe Abschnitt 1.6), als potenzielles 

Medikament einige Vorteile. Da Lithium seit Jahrzehnten erfolgreich klinisch angewandt 

wird, sind Nebenwirkungen und tolerierbare Plasmaspiegel gut erforscht (siehe 

Abschnitt 1.4). Neben der Vielzahl präklinischer Studien zeigte auch eine prospektive 

randomisierte placebokontrollierte Studie Hinweise auf eine mögliche therapeutische 

Wirkung von Lithium bei Patienten mit erstmaligem Auftreten eines ischämischen 

Schlaganfalls (siehe Abschnitt 1.6). Hier sind jedoch weitere Studien nötig, um diese ersten 

Hinweise hinreichend zu validieren. Die Wirkmechanismen von Lithium blieben dabei bisher 

nicht verstanden. Insbesondere für die Planung weiterer klinischer Studien ist es allerdings 

hilfreich, die genauen Mechanismen der lithiumvermittelten Neuroprotektion zu verstehen. 

So könnte ein besseres Verständnis eine präzisere Selektion von Patienten ermöglichen, die 

von einer Therapie mit Lithium profitieren. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Teil der Mechanismen zu identifizieren, über 

die Lithium seine neuroprotektive Wirkung induziert. Hierfür wurden In-vitro-Versuche an 

Endothelzellen mit OGD als Imitation des Zustandes unter zerebraler Ischämie und In-vivo-

Versuche an Mäusen mit Induktion eines Schlaganfalls mithilfe der MCAO-Technik 

durchgeführt. Dabei wurde der Hypothese nachgegangen, dass die Lithiumgabe zu einer 

postischämischen Protektion der Bluthirnschranke und damit zur Neuroprotektion führt. 
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Tatsächlich konnte in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal gezeigt werden, dass Lithium 

in vitro an Endothelzellen eine Modulation der Expression von TJ-Proteinen und des P-gp-

Rezeptors bewirkt (siehe Abschnitt 3.1). Weiter zeigten die In-vivo-Experimente eine durch 

die Lithiumtherapie reduzierte Durchlässigkeit der Bluthirnschranke 24 Stunden nach 

MCAO sowie eine Modulation der Expression von TJ-Proteinen 24 und 72 Stunden nach 

MCAO (siehe Abschnitt 3.2 und Abschnitt 3.3). Hierbei konnte zudem gezeigt werden, dass 

diese Stabilisierung der Bluthirnschranke mit einer verringerten Aktivierung und Expression 

von MMP-9 einhergeht (siehe Abschnitt 3.4). Dabei war der Einfluss von Lithium auf die 

MMP-9 unabhängig von dem regulatorischen Protein Caveolin-1 (siehe Abschnitt 3.4). Die 

Lithiumgabe war zudem mit einer erhöhten Phosphorylierung der Effektorproteine des 

MAPK-/ERK1/2-Signalwegs sowie mit einer erhöhten Expression des anti-apoptotischen 

Proteins Bcl-2 verbunden (siehe Abschnitt 3.5). Eine Antagonisierung dieser 

lithiumvermittelten Modulation des MAPK-/ERK1/2-Signalwegs durch den MEK1/2-

Inhibitor U0126 führte zu einer Aufhebung der Wirkung von Lithium auf die Durchlässigkeit 

der Bluthirnschranke (siehe Abschnitt 3.6). Die Lithiumgabe führte in Bezug auf die 

Inflammation zu einer Modulation der mikroglialen Aktivierung sowie zu einer verringerten 

Expression des Adhäsionsmoleküls ICAM-1 (siehe Abschnitt 3.7 und Abschnitt 3.8). 

Zeitgleich konnte eine reduzierte Infiltration von Leukozyten aus dem Blut in das 

Hirnparenchym beobachtet werden (siehe Abschnitt 3.9). Innerhalb der eingewanderten 

Leukozyten konnte zudem ein verringerter Anteil an Neutrophilen und ein erhöhter Anteil 

an T-Zellen beobachtet werden. Im Folgenden werden die gesamten Ergebnisse im Detail 

diskutiert. 

In den In-vitro-Versuchen konnte gezeigt werden, dass lithiumhaltiges Medium zu einer 

besseren Überlebensfähigkeit der Endothelzellen führt. Dieser Effekt wurde bereits in 

anderen Studien beobachtet (Cimarosti et al. 2001; Silachev et al. 2016). Ein Erklärungsansatz 

für diesen Effekt bietet der Einfluss von Lithium auf die Ca2+-Homöostase. Hier verhindert 

Lithium den massiven intrazellulären Anstieg von Ca2+ unter zerebraler Ischämie (siehe 

Abschnitt 1.6). Interessanterweise konnte des Weiteren in der vorliegenden Arbeit erstmals 

auch ein Einfluss auf die Expression von TJ-Proteinen bei Endothelzellen nach OGD 

beobachtet werden. Denn hier verhinderte Lithium den Verlust von TJ-Proteinen nach 

OGD. Da die absolute Expression mit dem Housekeeping-Protein Tubulin bzw. 

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) normalisiert wurde, lässt sich die 

höhere Expression nicht durch das erhöhte Zellüberleben erklären. Da der Verlust von TJ-

Proteinen der Hauptfaktor für die Öffnung der Bluthirnschranke ist, bestätigt diese 

Beobachtung in einem ersten Schritt die Hypothese dieser Arbeit. Die In-vitro-Versuche sind 



4 Diskussion 51 

allerdings mit deutlichen Einschränkungen in Bezug auf die Übertragbarkeit auf die In-vivo-

Situation zu werten. Zum einen zeigte sich die verwendete Endothelzelllinie gegenüber dem 

OGD sehr widerstandsfähig, weshalb die Zeit des Entzugs mit 14 Stunden deutlich länger 

als bei der MCAO-Technik bzw. bei Patienten mit einem ischämischen Schlaganfall ist, und 

zum anderen sind die Zellen gänzlich isoliert von den komplexen lokalen und systemischen 

Abläufen, die die Ischämie in vivo auslöst. Eine weitere erwähnenswerte Einschränkung ist, 

dass die Zellen vor, während und nach OGD mit Lithium inkubiert waren. Diese 

Behandlungsstrategie ist perspektivisch nicht auf den klinischen Alltag übertragbar. Zur 

Bestätigung dieser ersten Hinweise auf einen Einfluss von Lithium auf Endothelzellen 

wurden die Versuche in vivo in Mäusen fortgesetzt. 

Die In-vivo-Versuche zeigten in Bezug auf die Bluthirnschranke eine verringerte 

Durchlässigkeit 24 Stunden nach zerebraler Ischämie. Die Durchlässigkeit wurde anhand des 

im Hirnparenchym angereicherten Evans-Blue-Farbstoffes quantifiziert und über das 

Gesamtgewicht der Hemisphäre normalisiert. Da der Evans-Blue-Farbstoff eine hohe 

Toxizität aufweist, wurde in diesen Versuchen zusätzlich eine Scheingruppe eingesetzt. 

Damit wurde ausgeschlossen, dass der beobachtete Effekt aufgrund des Farbstoffes selbst 

auftritt. Die Durchlässigkeit der Bluthirnschranke wird maßgeblich über die TJ-Proteine 

Claudin-1, ZO1 und Occludin reguliert (Jiao et al. 2011; Yadav und Shin 2015; Jiang et al. 

2018). In der vorliegenden Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass die Expression von 

Claudin-1, ZO1 und Occludin 24 Stunden nach MCAO durch die Lithiumgabe im Vergleich 

zur unbehandelten Kontrollgruppe erhöht ist. Die immunhistochemische Ko-Färbung von 

Claudin-1 zeigte zudem die Assoziation von Claudin-1 zu Endothelzellen. Dies macht 

deutlich, dass tatsächlich TJ-Proteine der Bluthirnschranke betroffen sind. 

Interessanterweise konnte ebenfalls gezeigt werden, dass sich die Expressionslevel von 

Occludin 72 Stunden nach MCAO in der Kontrollgruppe und Lithiumgruppe angeglichen 

hatten. Dies könnte auf einen einsetzenden endogenen Reparaturmechanismus der 

Bluthirnschranke in der Kontrollgruppe hinweisen, denn bekannt ist, dass die Öffnung 

lediglich temporär ist und es im Verlauf zu einer postischämischen Wiederherstellung der 

Bluthirnschrankenintegrität kommt. Hierzu haben Jiao und Kollegen (2011) in einem 

Tierexperiment die Dynamik der TJ-Protein-Expression in Abhängigkeit von der Zeit nach 

ischämischem Schlaganfall untersucht. Übereinstimmend mit den vorliegenden Ergebnissen 

zeigte auch diese Studie eine signifikante Abnahme der TJ-Proteine innerhalb von 

24 Stunden nach zerebraler Ischämie (Jiao et al. 2011). Allerdings konnten die Forscher erst 

nach 120 Stunden einen beginnenden Wiederanstieg der TJ-Protein-Expression beobachten. 

Einen Erklärungsansatz für den früheren Zeitpunkt des Anstiegs der Occludin-Expression 
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in der vorliegenden Arbeit bietet die kürzere Ischämiezeit im Vergleich zu den Versuchen 

von Jiao und Kollegen (2011). Der dadurch verringerte Schaden am Endothel könnte eine 

schnellere endogene Wiederherstellung der Bluthirnschranke ermöglichen. 

Zusammenfassend sind diese Ergebnisse im Einklang mit den vorherigen In-vivo-Daten und 

bestätigen die eingangs aufgestellte Hypothese. Im Folgenden wurde nach Mechanismen für 

die gezeigte Protektion der Bluthirnschranke gesucht. 

Die Degradierung der TJ-Proteine nach zerebraler Ischämie wird maßgeblich über eine 

massive Aktivierung der MMP-9 vermittelt (siehe Abschnitt 1.3). So konnte in verschiedenen 

Studien gezeigt werden, dass eine Inhibierung dieser postischämischen MMP-9-Aktivierung 

zu einer Stabilisierung der Bluthirnschranke führt und damit eine Neuroprotektion bewirkt 

(Medsker et al. 2016). Aus diesem Grund wird die Rolle von selektiven MMP-9-Inhibitoren 

als therapeutische Option bei ischämischem Schlaganfall diskutiert (Chaturvedi und 

Kaczmarek 2014). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Lithium zu einer 

Inhibition sowohl der Aktivität als auch der Expression von MMP-9 24 Stunden nach 

Induktion der zerebralen Ischämie führt. Im Anschluss an diese Beobachtung wurde 

untersucht, über welchen Signalweg Lithium diese Modulation der MMP-9-Aktivität und  

-Expression bewirkt. Ein wichtiger Regulator der MMP-9-Aktivität ist Caveolin-1. Bei 

Caveolin-1 handelt es sich um integrale Membranproteine, welche im Bereich der kleinen 

Ausbuchtungen der Plasmamembran, der Caveolae, exprimiert werden (Gu et al. 2011). In 

Tierexperimenten konnte gezeigt werden, dass es zu einer Verringerung der Caveolin-1-

Expression durch vermehrtes Vorkommen von Sauerstoffradikalen nach ischämischem 

Schlaganfall kommt (Gu et al. 2012). Diese Verringerung führt zu einer gesteigerten Aktivität 

der MMP-9 und damit zu einer erhöhten Durchlässigkeit der Bluthirnschranke (Gu et al. 

2012). In der vorliegenden Arbeit konnte allerdings kein Effekt von Lithium auf die 

Calveolin-1-Expression beobachtet werden. Dies spricht für einen Caveolin-1-unabhängigen 

Effekt auf die MMP-9. Ein weiterer Signalweg der MMP-9-Regulation ist der MAPK-/ 

ERK1/2-Signalweg. Zu diesem Signalweg gehören die Effektorproteine c-Raf, MEK1/2 

und ERK1/2, die über Phosphorylierung aktiviert werden. Der MAPK-/ERK1/2-Signalweg 

ist neben der Regulation der MMP-9-Aktivität in eine Vielzahl von überlebenswichtigen 

Wegen der Signaltransduktion involviert (Sun et al. 2015). Die Rolle des Signalwegs bei 

ischämischem Schlaganfall ist derzeit nicht abschließend geklärt. Es konnten sowohl 

protektive als auch schädigende Effekte nach zerebraler Ischämie durch Aktivierung des 

MAPK-/ERK1/2-Signalwegs beobachtet werden (Sawe et al. 2008). In Bezug auf die  

MMP-9-Aktivität konnte eine Reduzierung durch Aktivierung des Signalwegs gezeigt werden 

(Curry et al. 2010). Übereinstimmend zu dieser Beobachtung wurde in der vorliegenden 
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Studie ein erhöhtes Vorkommen von phosphoryliertem c-Raf, MEK1/2 und ERK1/2 bei 

gleichzeitig inhibierter MMP-9-Aktivität nach Lithiumgabe gemessen. Demnach stellt die 

Aktivierung des MAPK-/ERK1/2-Signalwegs und die resultierende Inhibierung der  

MMP-9-Aktivität einen möglichen Mechanismus des lithiuminduzierten Effekts auf die 

Bluthirnschranke dar. Um dies zu überprüfen, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit 

weitere Experimente mit dem MEK1/2-Inhibitor U0126 durchgeführt. Initial wurde über 

quantitative Western-Blot-Analysen sichergestellt, dass U0126 die Aktivierung des MAPK-/ 

ERK1/2-Signalwegs von Lithium aufhebt. Anschließend konnte gezeigt werden, dass die 

Inhibierung der Aktivierung des MAPK-/ERK1/2-Signalwegs durch U0126 den Effekt von 

Lithium auf die Bluthirnschranke aufhebt. Diese Ergebnisse legen eine zentrale Bedeutung 

des MAPK-/ERK1/2-Signalwegs für die Wirkung von Lithium auf die Bluthirnschranke 

nahe. 

Parallel zu dem direkten Effekt auf die Bluthirnschranke konnte gezeigt werden, dass die 

Expression von Bcl-2, einem anti-apoptotischen Protein, nach Lithiumbehandlung erhöht 

war. Bcl-2 ist ein nachgeschaltetes Effektorprotein des MAPK-/ERK1/2-Signalwegs, und 

die Expression wird durch die Aktivierung des Signalwegs verstärkt. In Tierexperimenten 

konnte gezeigt werden, dass eine erhöhte Expression von Bcl-2 nach zerebraler Hypoxie in 

Ratten zu einer Neuroprotektion führt (Zhang et al. 2015). Interessant wäre hier die 

weiterführende Untersuchung, ob eine Inhibierung der Apoptose durch erhöhte Bcl-2-

Expression gehäuft in bestimmten Zelltypen wie Endothelzellen oder Neuronen zu 

beobachten ist.  

Neben den oben genannten Effekten von Lithium auf die TJ-Proteine der Bluthirnschranke 

konnte ebenfalls eine verringerte Expression von P-gp 24 Stunden nach OGD bzw. MCAO 

sowohl in vitro als auch in vivo durch Lithiumgabe beobachtet werden. Ein Effekt von Lithium 

auf P-gp wurde bisher nicht erforscht. Allerdings ist die Rolle von P-gp bei ischämischem 

Schlaganfall weitestgehend unverstanden. Bekannt ist, dass P-gp ein primär aktiver 

Effluxtransporter ist, der luminal auf Endothelzellen der Bluthirnschranke exprimiert wird 

und seine Substrate aus den Endothelzellen in das Blut bewegt (siehe Abschnitt 1.3). Spudich 

und Kollegen (2016) konnten des Weiteren zeigen, dass das P-gp 24 Stunden nach zerebraler 

Ischämie der Ratte im Endothel vermehrt exprimiert ist. Zusätzlich konnte gezeigt werden, 

dass durch Ischämie ausgelöster Zellstress eine Expression von P-gp auf Astrozyten und 

Neuronen bewirkt (Ramos et al. 2004). Bei beiden Zelltypen wird P-gp physiologischerweise 

nicht exprimiert. Im Rahmen einer Studie in P-gp-Knockout-Mäusen konnte eine Reduktion 

des Schlaganfallvolumens durch die reduzierte P-gp-Expression beobachtet werden 

(Murozono et al. 2009). Dem gegenüber steht die Beobachtung, dass P-gp hypoxische Zellen 
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vor einer intrazellulären Akkumulation von toxischen Komponenten durch den Efflux 

derselbigen schützt (Lazarowski et al. 2007). Dafür spricht, dass eine erhöhte P-gp-

Expression mit einer verringerten Anfälligkeit von Zellen für den Übergang in eine Apoptose 

assoziiert ist (Robinson et al. 1997; Johnstone et al. 1999). In Bezug auf die Bluthirschranke 

konnten Kraya und Kollegen (2016) eine Assoziation zwischen der P-gp-Aktivität und der 

TJ-Protein-Expression feststellen. Zusammenfassend ist deshalb nach derzeitigem 

Forschungsstand nicht geklärt, ob das P-gp eine protektive Rolle nach zerebraler Ischämie 

einnimmt und damit relevanter Aspekt der lithiuminduzierten Neuroprotektion ist. 

Ein weiteres Oberflächenprotein, bei dem im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine 

signifikant verringerte Expression 24 Stunden nach MCAO beobachtet werden konnte, ist 

ICAM-1. Dies ist ein Oberflächenprotein, welches auf Endothelzellen der Bluthirnschranke 

verstärkt unter zerebraler Ischämie exprimiert wird und ein Ligand für die Anhaftung von 

Leukozyten ans Endothel ist (Supanc et al. 2011). Die vermehrte Expression von ICAM-1 

wird ausgelöst durch Ausschüttung von Chemokinen wie TNF-α, IL-6, IL-1b und eine 

anschließende Aktivierung des Endothels im Rahmen der lokalen Entzündung (siehe 

Abschnitt 1.2). Durch die Anhaftung der Leukozyten am Endothel wird bei geöffneter 

Bluthirnschranke eine parazelluläre Migration der Leukozyten aus dem Blut ins 

Hirnparenchym ermöglicht und die lokale Inflammation weiter verstärkt (siehe Abschnitt 

1.2). Interessant ist hierbei, dass durch pharmakologische Antagonisierung des ICAM-1 eine 

Reduzierung des Infarktvolumens und eine verringerte Ausprägung der neurologischen 

Defizite nach Induktion einer zerebraler Ischämie im Tiermodell beobachtet werden 

konnten (Demirseren et al. 2007; Cao et al. 2009). Eine Inhibierung der vermehrten 

Expression von ICAM-1 nach zerebraler Ischämie zeigte analoge Effekte (Connolly et al. 

1996; Vemuganti et al. 2004). Des Weiteren konnten zwei der zuletzt genannten Studien 

zeigen, dass die Inhibierung von ICAM-1 mit einer verringerten postischämischen 

Infiltration von Neutrophilen assoziiert ist (Connolly et al. 1996; Cao et al. 2009). 

Übereinstimmend mit diesen Beobachtungen konnte auch in der vorliegenden Arbeit eine 

Reduzierung der eingewanderten Leukozyten insgesamt und der Neutrophilen im Speziellen 

beobachtet werden. Die Neutrophilen gehören zu den ersten hämatogenen Immunzellen, 

die nach zerebraler Ischämie das Hirnparenchym erreichen (Anrather und Iadecola 2016). 

Verschiedene präklinische Studien konnten eine direkte Verbindung zwischen der 

Einwanderung von Neutrophilen und dem Ausmaß des Gewebeschadens nach zerebraler 

Ischämie feststellen (Strecker et al. 2017). So führt eine Blockade der Infiltration von 

Neutrophilen unter anderem zu einer massiven Reduzierung des Infarktvolumens und einer 

deutlichen Verbesserung der neurologischen Erholung (Herz et al. 2015; Neumann et al. 
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2015). Dies deutet auf die zentrale Bedeutung der Neutrophilen bei der lithiuminduzierten 

Neuroprotektion hin. Allerdings scheiterten die bisherigen Versuche, in klinischen Studien 

einen protektiven Effekt durch selektive Inhibierung der Neutrophile zu erzielen (Becker 

2002; Krams et al. 2003). Interessanterweise konnte des Weiteren in präklinischen Studien 

gezeigt werden, dass Neutrophile an der Öffnung der Bluthirnschranke beteiligt sind. Dies 

geschieht über die Sezernierung von aktivierten MMP-9 (Rosell et al. 2008), was zur weiteren 

Destabilisierung der Bluthirnschranke durch Degradierung der TJ-Proteine führt (siehe 

oben). So konnte bei Inhibierung der Einwanderung von Neutrophilen über die Blockade 

von ICAM-1 eine verringerte MMP-9-Aktivität und eine Stabilisierung der Bluthirnschranke 

beobachtet werden (Ludewig et al. 2013). In der Zusammenschau legen diese Erkenntnisse 

nahe, dass die Inhibierung der ICAM-1-Expression und die daraus resultierende modulierte 

Leukozyteninfiltration ein zentraler Mechanismus der lithiuminduzierten Neuroprotektion 

sind. 

Neben der verringerten Anzahl an Neutrophilen zeigte die durchflusszytometrische Messung 

eine erhöhte Konzentration von T-Zellen in der ischämischen Hemisphäre. T-Zellen 

infiltrieren zeitlich nach den Neutrophilen aus dem Blut das Hirnparenchym. Nach 

derzeitigem Verständnis nehmen die verschiedenen Untergruppen der T-Zellen 

gegensätzliche Rollen ein. So konnte gezeigt werden, dass T-Effektorzellen zu einer 

Verstärkung des Gewebeschadens führen (Hurn et al. 2007). Bei Einwanderung 

regulatorischer T-Zellen hingegen konnte ein neuroprotektiver Effekt beobachtet werden 

(Planas und Chamorro 2009; Liesz et al. 2013). Dabei konnten Liezs und Kollegen (2013) 

zeigen, dass regulatorische T-Zellen über eine Erhöhung von Interleukin-10 zu einer 

Inhibition der Neuroinflammation führen können. Diese Modulation der 

Neuroinflammation hatte ein reduziertes Schlaganfallvolumen zur Folge (Liesz et al. 2013). 

In einer weiteren Studie konnte durch die exogene Gabe regulatorischer T-Zellen eine 

Stabilisierung der Bluthirnschranke durch Inhibierung der MMP-9-Aktivität beobachtet 

werden (Li et al. 2013). Diese Beobachtungen deuten auf die Wichtigkeit der T-Zellen in 

Bezug auf die Bluthirnscharanke hin. In der vorliegenden Arbeit wurde als 

Oberflächenmarker für die Messung der T-Zellen CD4 verwendet. Da CD4 auf allen  

T-Zellen exprimiert wird, lassen sich keine Rückschlüsse auf die einzelnen Untergruppen 

treffen. Für weiterführende Untersuchungen wäre deshalb die Analyse der einzelnen 

Subgruppen von Interesse. Bei den Anteilen von B-Zellen und Makrophagen in der 

ischämischen Hemisphäre konnte in der vorliegenden Arbeit keine Veränderung durch 

Lithiumgabe festgestellt werden. 
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Weiterhin konnte in der vorliegenden Arbeit eine reduzierte Aktivierung der Mikroglia 

24 Stunden nach MCAO beobachtet werden. Im Hirnparenchym ansässige Mikrogliazellen 

nehmen bei der Vermittlung der neuroinflammatorischen Reaktion nach zerebraler Ischämie 

eine zentrale Rolle ein (siehe Abschnitt 1.2). Die Mikroglia werden innerhalb weniger 

Minuten nach zerebraler Ischämie aktiviert und zählen noch vor der Leukozyteninfiltration 

zu den Initiatoren der Neuroinflammation (Nakajima und Kohsaka 2004). Aktivierte 

Mikroglia modulieren die Neuroinflammation unter anderem durch Ausschüttung reaktiver 

Sauerstoffspezies, pro- und anti-inflammatorischer Zytokine und Wachstumsfaktoren. Da 

reaktive Sauerstoffspezies zu einem direkten Schaden der Bluthirnschranke führen, ist die 

Aktivierung der Mikroglia und das Öffnen der Bluthirnschranke eng miteinander verknüpft 

(Abdullahi et al. 2018). So konnte in tierexperimentellen Studien durch Inhibierung der 

Aktivierung der Mikroglia eine Reduzierung des Infarktvolumens und eine verringerte 

Durchlässigkeit der Bluthirnschranke beobachtet werden (Yenari et al. 2006). Als weiteren 

Mechanismus konnten Jolivel und Kollegen (2015) außerdem zeigen, dass 24 Stunden nach 

ischämischem Schlaganfall perivaskulär lokalisierte Mikroglia Endothelzellen der 

Bluthirnschranke über Endozytose abbauen. Diese Beobachtungen zeigen die prominente 

Rolle der aktivierten Mikroglia in Bezug auf die Öffnung der Bluthirnschranke. 

Zusammenfassend gewährt die vorliegende Arbeit detaillierte Einblicke in bisher unbekannte 

Mechanismen, die zur Neuroprotektion durch Lithium nach zerebraler Ischämie führen. 

Erstmals konnte dabei eine lithiuminduzierte Stabilisierung der Bluthirnschranke nach 

ischämischem Schlaganfall im Tiermodell nachgewiesen werden. Gleichzeitig wurde ein 

detailliertes Verständnis von distinkten zu dieser Stabilisierung beitragenden Signalwegen 

erlangt. Dadurch wird neben dem besseren Verständnis des Wirkungsmechanismus von 

Lithium im Speziellen auch ein detaillierter Einblick in neuroprotektive Mechanismen im 

Allgemeinen ermöglicht. Die vorliegenden Ergebnisse bieten damit ein hohes translationales 

Potential und können zur Planung zukünftiger klinischer Studien zur weiteren Untersuchung 

der Lithiumbehandlung an Schlaganfallpatienten beitragen, denn vor dem Hintergrund der 

dringend benötigten adjuvanten Therapiemöglichkeiten präsentiert sich die 

Lithiumbehandlung als aussichtsreiche Perspektive. 
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5 Zusammenfassung 

Lithium wird seit Jahrzehnten bei der Behandlung von bipolaren Affektstörungen, Manie, 

Depression und Cluster-Kopfschmerz verwendet. Zusätzlich zeigte die Gabe von Lithium 

auch in einer Vielzahl präklinischer Tierexperimente und in einer klinischen Studie 

neuroprotektive Effekte bei ischämischem Schlaganfall. Dies ist von herausragendem 

Interesse, da in der Behandlung des ischämischen Schlaganfalls bisher keine adjuvante 

verlaufsmodulierende pharmakologische Therapie existiert. Die derzeit angewandten 

Therapieformen haben ausschließlich die kausale Rekanalisierung der verschlossenen Gefäße 

im akuten Stadium des Schlaganfalls zum Ziel, von denen aufgrund von engen Zeitfenstern 

und Kontraindikationen nur eine Minorität der Patienten profitiert. In vorangegangenen 

Tierexperimenten äußerte sich die lithiuminduzierte Neuroprotektion akut durch eine 

Reduktion des Schlaganfallvolumens sowie eine verringerte neuronale Apoptose und 

langfristig durch eine verbesserte neurologische Erholung. Die genauen Wirkmechanismen 

sind allerdings bisher unbekannt. Die bisher einzige randomisierte Doppelblindstudie gab 

ebenfalls erste Hinweise auf einen gesteigerten Erhalt der motorischen Funktionen durch 

Lithiumbehandlung bei Patienten mit erstmaligem kortikalem ischämischem Schlaganfall. 

Weitere klinische Studien sind zwingend notwendig. Hierfür ist ein besseres Verständnis der 

Mechanismen der lithiuminduzierten Neuroprotektion sowohl zur Identifizierung von 

neuroprotektiven Mechanismen im Allgemeinen als auch für eine bessere Patientenselektion 

für zukünftige klinischen Studien im Speziellen notwendig. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, zugrundliegende Mechanismen der 

lithiuminduzierten Neuroprotektion zu identifizieren. Die hierbei aufgestellte Hypothese 

war, dass Lithium eine protektive Wirkung auf die Bluthirnschranke hat, welche in der 

Pathophysiologie des ischämischen Schlaganfalls eine herausragende Rolle einnimmt. 

Hierfür wurden in einem ersten Schritt In-vitro-Experimente an Endothelzellen, die ein 

zentraler Bestandteil der Bluthirnschranke sind, durchgeführt. Dabei wurden die Zellen 

einem Sauerstoff-Glukose-Entzug ausgesetzt und anschließend im Standardmedium oder im 

Standardmedium, welches zusätzlich Lithium enthielt, inkubiert. Im Anschluss wurden die 

Unterschiede zwischen den Gruppen in Bezug auf das Zellüberleben und das 

Expressionslevel von Zell-Zell-Kontakten, sogenannten Tight-Junction-Proteinen, analysiert. 

In einem zweiten Schritt wurden In-vivo-Experimente an Mäusen, denen ein Schlaganfall 

durch operative Okklusion der Arteria cerebri media induziert wurde, durchgeführt. Als 

Kontrolle wurden zudem in ausgewählten Experimenten Scheingruppen eingesetzt, die das 

gesamte Prozedere der Operation durchliefen, ohne eine tatsächliche Okklusion des 



5 Zusammenfassung 58 

Gefäßes. Im Anschluss erhielten die Mäuse je nach Gruppenzugehörigkeit eine Behandlung 

mit Placebo (phosphatgepufferte Salzlösung), Lithium und/oder MEK-Inhibitor U0126. Als 

Überlebenszeit (und damit zerebrale Reperfusionszeit) der Mäuse wurden 24 Stunden und 

72 Stunden gewählt. Nach Ablauf dieser Zeiträume wurden die Durchlässigkeit der 

Bluthirnschranke, die Expressionslevel der Tight-Junction-Proteine, die Leukozyteninfiltration 

und die Mechanismen, die einen Einfluss auf die Stabilität der Bluthirnschranke haben, 

untersucht. 

Die In-vitro-Analysen zeigten ein erhöhtes Zellüberleben und eine verstärkte Expression der 

Tight-Junction-Proteine Zonula occludens-1 und Occludin. Dies spricht für einen protektiven 

Effekt von Lithium auf die Endothelzellen gegenüber dem Sauerstoff-Glukose-Entzug, 

welcher ebenfalls mit einer erhöhten Integrität des Zellverbandes assoziiert ist. Analog dazu 

zeigten auch die In-vivo-Analysen deutliche Effekte auf die Endothelzellen der 

Bluthirnschranke durch Lithium. Hier führte die Lithiumgabe nach zerebraler Ischämie zu 

einer reduzierten Durchlässigkeit der Bluthirnschranke, welche ebenfalls mit einer erhöhten 

Expression der Tight-Junction-Proteine Claudin-1, Zonula occludens-1 und Occludin assoziiert 

war. Zugleich führte die Lithiumbehandlung zu einer Reduktion der Expression und 

Aktivität der Matrix-Metalloprotease 9, die eine Schlüsselrolle bei der postischämischen 

Degradierung der Tight-Junction-Proteine hat. Des Weiteren führte Lithium zu einer 

Modulation der Leukozyteninfiltration aus dem Blut in das Hirnparenchym durch eine 

verringerte Expression des Intercellular adhesion molecule-1. Mechanistisch konnte die zentrale 

Rolle der Aktivierung des MAPK-/MEK1/2-/ERK1/2-Signalwegs durch Lithium 

identifiziert werden, da die Inhibierung dieser Aktivierung durch den MEK-Inhibitor U0126 

zu einer Aufhebung des lithiumvermittelten Effekts auf die Durchlässigkeit der 

Bluthirnschranke führte. 

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit ein umfassendes Verständnis von 

bisher unbekannten protektiven Wirkmechanismen von Lithium auf die Bluthirnschranke 

nach zerebraler Ischämie erlangt werden. Insbesondere vor dem Hintergrund des Mangels 

an adjuvanten Therapiemöglichkeiten bietet Lithium als bereits bei verschiedenen 

Krankheitsbildern etabliertes Medikament eine herausragende Perspektive in der 

Behandlung von Patienten mit ischämischem Schlaganfall. Für die Planung und 

Durchführung weiterer dringend notwendiger klinischer Studien an ebendiesen Patienten 

können die vorliegenden Einblicke in die Wirkmechanismen von Lithium einen bedeutenden 

Beitrag leisten. 
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