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1 Einleitung 

1.1 Der ischämische Schlaganfall  

1.1.1 Epidemiologie und Therapie 

 

Der Schlaganfall stellt ein tiefgreifendes Ereignis im Leben eines betroffenen Menschen dar. 

Die Konsequenzen für den Patienten und sein soziales und familiäres Umfeld sind zumeist 

gravierend. Ebenfalls ist der ischämische Schlaganfall weltweit eine relevante Erkrankung, 

sie wurde 2015 von der WHO als zweithäufigste Todesursache in den Industrieländern an-

gegeben (Feigin et al. 2017). In Deutschland erleiden pro Jahr ca. 250.000 Menschen einen 

ischämischen zerebralen Insult (Heuschmann et al. 2010) mit einer Lebenszeitprävalenz in 

der Altersgruppe von 40 bis 79 Jahren von 2.9% (Frauen 2.5%; Männer 3.3%). Im Alter von 

70 bis 79 Jahren steigt sie auf 6.3% bei Frauen und 8.1% bei Männern (Busch et al. 2013) 

an. Der Schlaganfall ist eine zunehmende Herausforderung für die weltweite Gesundheits-

versorgung mit weitreichenden sozioökonomischen Folgen.   

Der ischämische Schlaganfall ist die häufigste Form, gegenüber dem Hämorrhagischen, mit 

einem Anteil von 80% (Benjamin et al. 2017), und er ist zumeist thromboembolischer Ge-

nese (Grau et al. 2001).  

Die Versorgung des Schlaganfalls hat sich kontinuierlich verbessert. Er wird als ein medizi-

nischer Notfall, bei dem akuter Handlungsbedarf besteht, direkt in spezialisierten Abteilun-

gen, den sog. Stroke Units behandelt, analog zu den Chest-Pain-Units beim akuten Myokar-

dinfarkt. Ein schnelles Erkennen der Symptome und eine anschließende Diagnostik, in erster 

Linie die kraniale Computertomographie und ggf. eine zeitnahe Therapieeinleitung sind ent-

scheidend.  

In den letzten Jahren haben sich die therapeutischen Möglichkeiten des Schlaganfalls erwei-

tert. Im Rahmen eines Zeitraumes bis 4.5 Stunden nach Eintreten der ersten Symptome, be-

steht die Möglichkeit, eine systemische Thrombolysetherapie mit rekombinantem gewebe-

spezifischem Plasminogenaktivator (rtPA) vorzunehmen (Hacke et al. 2008). Seit 2015 wird 

von der Deutschen Gesellschaft für Neurologie in ihren Behandlungsleitlinien auch die in-

terventionelle Therapie mittels Katheter-gestützter mechanischer Thrombektomie zur Reka-

nalisation empfohlen (Leitlinie Akuttherapie des ischämischen Schlaganfalls 2012 und Er-
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gänzung von 2015). Mehrere publizierte Studien zeigten 2015 ein deutlich verbessertes End-

ergebnis des Patienten nach mechanischer Rekanalisation (Berkhemer et al. 2015; Campbell 

et al. 2015; Goyal et al. 2015; Jovin et al. 2015). Dies gilt bei einem klinisch relevanten 

Defizit und einem großen arteriellen Gefäßverschluss innerhalb von 6 bis 8 Stunden nach 

Symptombeginn und sollte möglichst mit einer systemischen Thrombolysetherapie im 4.5-

Stunden-Zeitfenster erfolgen (Leitlinie Ergänzung zur Akuttherapie des ischämischen 

Schlaganfalls 2015). Sogar spätere Zeitfenster für die Intervention von bis zu 24 h konnten 

mit positivem Ergebnis demonstriert werden (Jovin et al. 2017).  

Beide Therapieoptionen sind allerdings nur für ein enges Zeitintervall, unter dem Vorbehalt 

einer schnellen Patienteneinweisung, möglich, beinhalten je eine Reihe von Kontraindikati-

onen und sind daher nur in einem begrenzten Patientenkollektiv einsetzbar. Das mittlerweile 

immer höhere Alter der Bevölkerung und daher bestehenden Komorbiditäten und Medikati-

onen limitieren die Indikationsstellung zusätzlich.  

So bleiben letztendlich Maßnahmen der Sekundärprävention, wie die Reduktion von kardio-

vaskulären Risikofaktoren, Thrombozytenaggregationshemmer und die Behandlung einer 

Dyslipidämie mittels Statinen (Leitlinie Sekundärprophylaxe ischämischer Schlaganfall und 

TIA 2015). Für die Zeit nach dem Hirninsult ist der Beginn einer frühen Neurorehabilitation, 

bestehend aus Physiotherapie, Ergotherapie, Logopädie und Schulungen, vorranging.  

Ziel der akuten Therapie des ischämischen Schlaganfalls ist, die Dauer der Ischämie zu re-

duzieren und möglichst rasch wieder eine Perfusion herzustellen und dadurch die Ausbrei-

tung des ischämischen Areals zu minimieren.  

Das Konzept der Neuroprotektion dagegen zielt darauf ab, das Sterben des Gewebes zur 

verringern, die Resistenz gegenüber der Ischämie und der folgenden Inflammationsreaktion 

zu erhöhen und dadurch funktionelle Defizite im Verlauf zu senken. Für die Entwicklung 

neuroprotektiver Konzepte sind Kenntnisse der pathophysiologischen Vorgänge nach Ischä-

mie wichtig, insbesondere um gezielte pharmakologische Ziele zur Intervention zu finden.  

Für das Ausmaß der neurologischen Folgen eines Schlaganfalls sind pathophysiologische, 

inflammatorische und immunologische Reaktionen auf Grund der Ischämie im Gehirnge-

webe entscheidend (Iadecola und Anrather 2011).   

Zwar wurden schon einige potenziell neuroprotektive Substanzen auf Basis der pathologi-

schen Vorgänge im ischämischen Schlaganfall entwickelt und erfolgreich experimentell an 

Tiermodellen getestet, aber translationale Studienergebnisse an Patienten blieben bisher er-

folglos (O’Collins et al. 2006).  
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Demzufolge könnten die therapeutischen Möglichkeiten des ischämischen Schlaganfalls 

durch weitere Forschung zur Pathophysiologie und Immunologie erweitert werden, um 

dadurch neue Optionen für eine langfristige neuroprotektive Therapie und Verbesserung des 

neurologischen Defizits nach Schlaganfall zu finden. Die Zukunft der Therapiemöglichkei-

ten könnte somit eine Kombination aus Akuttherapie, Neuroprotektion und Neurorehabili-

tation sein.  

1.1.2 Pathophysiologie und Inflammation im ischämischen Schlaganfall  

 

Die pathophysiologischen und biochemischen Folgen des ischämischen Insults sind weiter-

hin nicht in allen Punkten vollständig geklärt (Anrather und Iadecola 2016).  

Durch die Minderperfusion im ischämischen Hirnareal entsteht ein zentrales nekrotisches 

Gebiet, welches von einer sich in Gefahr befindenden Zone umgeben ist, die Penumbra. Die 

Penumbra ist noch unvollständig infarziert, hat eine teilweise erhaltene Perfusion und ist das 

primäre Ziel der Reperfusionstherapie. In diesem Areal wird durch die Ischämie eine Fülle 

an pathophysiologischen Reaktionen als Kaskade ausgelöst (Dirnagl et al. 1999).  

Die Hauptbestandteile der Reaktions-Kaskade (Abbildung 1) sind, neben nekrotischen Vor-

gängen, die in der Frühphase wichtige Exzitotoxizität, die Peri-Infarkt-Depolarisation und 

die für die Spätphase entscheidende Inflammation und Apoptose im Bereich der Penumbra 

(Dirnagl 2012).  

Durch die Ischämie kommt es auf zellulärer Ebene zu einem massiven Energieverbrauch mit 

gleichzeitig durch den Mangel an Sauerstoff und Glukose nicht stattfindender oxidativer 

Phosphorylierung, was einen Mangel an Adenosintriphosphat (ATP) zur Folge hat. Das 

Membranpotenzial der Neuronen und Gliazellen wird unter normalen Bedingungen vorran-

gig durch sekundär-aktiven Ionentransport aufrechterhalten, was jedoch durch den verrin-

gerten ATP-Vorrat gestört ist. Der Verlust des Ionengradienten führt zu einer Depolarisation 

der Zellmembran und über spannungsgesteuerte Ionenkanäle zu einer Erhöhung der intra-

zellulären Calciumionenkonzentration. Die Calciumionen dienen als Stimulus zur Freiset-

zung von exzitatorischen Neurotransmittern an den Synapsen, vor allem zu einer Ausschüt-

tung von Glutamat in den synaptischen Spalt. Es kommt zu einer Überaktivierung von N-

Methyl-D-Aspartat (NMDA)- und α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsäure 

(AMPA)-Rezeptoren, welche zu einer Erhöhung der intrazellulären Natrium- und Chlorid-, 

wie auch Calciumionenkonzentrationen an der Postsynapse führen. Diese Osmolaritätsver-

schiebung bewirkt einen passiven Wassereinstrom, was die Ausbildung einer gefürchteten 
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Komplikation des Schlaganfalls, des Hirnödems fördert. Die Gefahren darin liegen vor allem 

in der Erhöhung des intrakraniellen Drucks, einer Mittellinienverlagerung und Herniationen 

vom Hirngewebe. Diese spielen eine entscheidende Rolle bezüglich der Überlebungswahr-

scheinlichkeit sowie der Eintrittswahrscheinlichkeit von möglichen bleibenden neurologi-

schen Defiziten.  

Die oben beschriebene synaptische Überstimulation wird als Exzitotoxizität bezeichnet 

(Moskowitz et al. 2010). Die Exzitotoxizität ist häufig als ein Förderer des Gewebeschadens, 

Initiator von Nekrose und Apoptose wie auch dadurch von post-ischämischer Inflammation 

beschrieben worden (Dirnagl et al. 1999).  

Ischämische Neurone und Gliazellen depolarisieren durch die vom Verlust an ATP ausge-

lösten Elektrolytverschiebungen und führen zu einem Anstieg exzitatorischer Neurotrans-

mitter.  

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Pathophysiologie nach ischämischem Schlaganfall.  

Nach fokal ischämischem Schlaganfall wird eine Kaskade an Gewebsreaktionen ausgelöst (Dirnagl et al. 1999; 

Iadecola und Anrather 2011). Innerhalb von Minuten führt die Hypoxie zu einer Nekrose der neuronalen Zellen 

im Infarktkern. In der Penumbra entsteht durch den Mangel an Glukose und Sauerstoff eine Suppression der 

Glykolyse und dadurch Mangel an ATP. Die Elektrolytverschiebung durch einen Ausfall der Na+/K+-ATPase 

führt zu einer Depolarisation der Zellmembran, diese zur Aktivierung von spannungsabhängigen Calciumka-

nälen und das zur exzessiven Sekretion von Glutamat in den synaptischen Spalt. Die Überstimulation mit 

Glutamat (Exzitotoxizität) führt zur Öffnung von weiteren Calcium- und Natriumionenkanälen, dies wiederum 

zur erneuten Depolarisation (Peri-Infarkt-Depolarisation) und einer osmotisch bedingten Einschwemmung 

von Wasser, welches im Hirnödem mündet. Die erhöhte intrazelluläre Calciumionenkonzentration führt zur 

Apoptose und Entwicklung von NO und reaktiven Sauerstoffspezien (ROS). Das führt zur Bildung von proin-

flammatorischen Mediatoren und Danger-Associated Molecular Patterns (DAMP). Diese Faktoren leiten eine 

Inflammationsreaktion ein, mit Aktivierung von Mikroglia, Leukozyteninfiltration ins Gewebe und einer Im-

munreaktion. Die Immunzellen produzieren proinflammatorische Interleukine (IL-6, IL-1β) und Tumornekro-

sefaktor-α (TNF-α). Allerdings werden auch neurotrophe, immunsupprimierende und neuroprotektive Fakto-

ren gebildet, wie IL-10, Transforming Growth Factor-β (TGF-β) und Wachstumsfaktoren, welche innerhalb 

von Tagen bis Wochen eine Narbenbildung und die Reparatur des geschädigten Areals fördern.  
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Im Kerngebiet des Infarkts kommt es nicht mehr zu einer Repolarisation, da hier das Ener-

giedefizit zu groß ist. Im noch perfundierten Bereich der Penumbra können die Zellen unter 

hoher Energieaufwendung wieder repolarisieren, die weiterhin vorhandene Elektrolytver-

schiebung führt aber zur erneuten Depolarisation. Diese wiederholten Depolarisationen wer-

den als Peri-Infarkt-Depolarisationen bezeichnet (Dirnagl et al. 1999). Ohne Behandlung 

und mit der Zeit führen die Exzitotoxizität und die Peri-Infarkt-Depolarisationen zu einer 

Ausweitung des infarzierten Bereiches, bis auch die gesamte Penumbra betroffen ist.  

Die Ischämie fördert einen Anstieg von Calciumionen, welche intrazellulär als second mess-

enger auftreten. Das führt zu einer vermehrten Ansammlung von reaktiven Sauerstoffspezies 

(ROS) intrazellulär, u. a. durch die Aktivierung der calciumabhängigen NO-Synthase und 

einem vermehrten Anfall von NO (Anrather und Iadecola 2016).  Darum wird die innere 

Mitochondrienmembran geschädigt und porös. Es kommt zur Freisetzung von Cytochrom 

C, welches die intrinsische Apoptosekaskade in Gang setzt. Außerdem führen inflammato-

rische migrierte Zellen und Zytokine zur Auslösung extrinsischer Apoptosewege im Bereich 

der Penumbra (Iadecola und Anrather 2011).  

Durch die Perfusionsstörung dominiert im Infarktkern ein akutes Energiedefizit, welches 

zum Verlust des Ionengradienten der Membran beiträgt. Das resultiert in einer mitochond-

rialen Dysfunktion durch intrazelluläre Proteasen-, Lipasen- und Ribonukleasen-Aktivie-

rung, was die Zellintegrität und ihre Strukturen zerstört und zur Nekrose führt (Moskowitz 

et al. 2010).  

Neben apoptotischen Ereignissen ist die Post-Infarkt-Inflammation entscheidend für die kli-

nische Entwicklung des Schlaganfalls Stunden bis Tage nach der Ischämie. Die Erhöhung 

der intrazellulären Calciumionenkonzentration, ROS und Hypoxie führen zur Induktion ei-

ner Reihe proinflammatorischer Gene. Es kommt zur Ausschüttung von Zytokinen wie TNF-

α oder IL-1β sowie Chemokinen durch intravaskuläre Leukozyten und durch das Hirnpa-

renchym (Iadecola und Anrather 2011). Diese fördern die Einwanderung von neutrophilen 

Granulozyten und Monozyten ca. 4-6 Stunden nach Beginn der Ischämie, wie auch die von 

später einwandernden Lymphozyten (Anrather und Iadecola 2016). 

Die Freisetzung von proinflammatorischen Substanzen und nekrotischem Material durch die 

gefährdeten Zellen sowie diverse Vorgänge der Nekroptose und Pyroptose triggern sowohl 

das angeborene wie auch das adaptive Immunsystem und führen zu einer Inflammations-

kaskade. Zytokine und von sterbendem neuronalem Gewebe freigesetzte Zellbestandteile (u. 

a. ATP, Heat Shock Proteins, Katabolite), die als Danger-Associated Molecular Patterns 

(DAMP) wirken (Anrather und Iadecola 2016) und weitere proinflammatorische Stoffe (u.a. 
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Thrombin, Anaphylatoxine) aktivieren das angeborene Immunsystem, beispielsweise durch 

Toll-like-Rezeptoren und das Inflammasom (Trendelenburg 2014). Über das angeborene Im-

munsystem, vor allem das Komplementsystem (Alawieh et al. 2015), wird auch das adaptive 

Immunsystem angeregt. Durch den regionalen Verlust der Blut-Hirn-Schranke kommt es zu 

einer Migration immunkompetenter Zellpopulationen ins geschädigte Gewebe.  

Trauma, neuronaler Schaden und neurodegenerative Erkrankungen führen zu einer Aktivie-

rung residenter Astrozyten, was als reaktive Astrogliose bezeichnet wird (Sofroniew 2005). 

Dieses beinhaltet eine zelluläre Hypertrophie, Proliferation und Expression von inflamma-

torischen Genen. Das scheint zwei Seiten zu haben: Zum einen werden neuronale Regene-

ration und Proliferation durch inhibitorische Proteine gehemmt, andererseits fördert eine 

Migration von Astrozyten die Bildung einer astroglialen Narbe, welche die Regeneration 

fördert (Yiu und He 2006). Außerdem scheint es eine wichtige Funktion bei der Kontrolle 

der Exzitotoxizität inne zu haben.  

Im Laufe von Stunden nach der Ischämie kommt es zu einer Einwanderung von monozytä-

ren Zellen in das Infarktareal und zu einer Aktivierung residenter Mikroglia. Neben ihren 

akuten proinflammatorischen Eigenschaften scheinen sie auch einen längerfristigen neu-

roprotektiven Effekt im ischämischen Hirnareal zu haben (Anrather und Iadecola 2016).   

Relativ früh wandern die neutrophilen Granulozyten ebenfalls ins infarzierte Gewebe. Sie 

weisen eine proinflammatorische Wirkung auf und verstärken die Neurotoxizität durch Pro-

duktion von ROS, Zytokinen und Matrix-Metalloproteinasen (Rosell et al. 2008). 

Lymphozyten, wie B- oder T-Zellen, zeigen sowohl neuroprotektive, regeneratorische Ei-

genschaften, wie z.B. regulatorische T-Zellen durch IL-10 Sekretion, aber auch schädliche 

Wirkungen wurden beschrieben, sodass hier die Rolle unklar bleibt (Iadecola und Anrather 

2011).  

DAMP und Zytokine können sich über die gestörte Blut-Hirn-Schranke im Körper ausbrei-

ten und verursachen Stunden nach dem Schlaganfall letztendlich eine systemische transiente 

Inflammationsreaktion (Anrather und Iadecola 2016). Die frühe Reaktion des Immunsys-

tems und die systemische Immunantwort auf einen ischämischen Insult wandeln sich Tage 

nach Infarkt zu einer Immunsuppression um, welche dann die Gefahr von Infektionen ver-

größert (Hoffmann et al. 2016a). Bei 20% der Patienten äußert sich das in pulmonalen oder 

urogenitalen Infekten nach einem Hirninfarkt (Langhorne et al. 2000).  

Die Post-Infarkt Inflammation hat einen großen Einfluss auf das weitere Krankheitsgesche-

hen nach einem Schlaganfall.  
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Durch die Erforschung der pathophysiologischen Faktoren kann die Entwicklung von phar-

makologischen Therapeutika weiter gefördert werden. Ein wichtiges Ziel zukünftiger Inter-

ventionen sollte vor allem die Modulation der Inflammation und Neurodegeneration nach 

ischämischem Schlaganfall sein, um eine effektive Neuroprotektion zu ermöglichen und eine 

Neurorehabilitation zu fördern. Dies ist momentan ein Fokus experimenteller Schlaganfall-

forschung.  

Ein mögliches Therapeutikum könnte genau in diesem Punkt Metallothionein sein.  

1.2 Metallothionein im ischämischen Schlaganfall 

1.2.1 Struktur und Funktionen von Metallothioneinen  

 

Erstmals wurden Metallothioneine 1957 in Pferdenieren bei der Erforschung der renalen 

Ausscheidung von Cadmiumionen als Transportproteinen beschrieben (Margoshes und Va-

llee 1957). Seitdem sind die genauen Funktionen dieser Proteinklasse trotz intensiver For-

schung noch unklar geblieben (Santos et al. 2012). 

Metallothioneine (MTs) sind eine 6-7 kDa kleine intrazelluläre Proteinfamilie, werden 

ubiquitär exprimiert und sind in allen Organismen stark konserviert erhalten (Vallee 1995). 

Durch ihren hohen Cystein-Gehalt (Abbildung 2b), ca. 10%, sind sie reich an Thiol-Gruppen 

und können zweiwertige Metallionen komplexieren, was zu ihrer Namensgebung geführt 

hat. Sie sind für die Detoxifikation von Schwermetallen wichtig, wie Quecksilber-, Cad-

mium- und Silberionen, aber auch für den physiologischen Haushalt von Kupfer- und Zin-

kionen (Vašák und Meloni 2011).  

Sie haben eine Primärstruktur von 61-68 Aminosäuren Länge, bei Abwesenheit von aroma-

tischen Aminosäuren (Kagi und Vallee 1961). In Säugetieren weisen MTs strukturell eine 

C-Terminale α- und eine N-Terminale β-Domäne auf, die jeweils drei bzw. vier Metallionen 

binden können (Vašák und Meloni 2011), sodass ein MT sieben Metallionen chelatieren 

kann (Abbildung 2a). Die siebenfach zinkgebundene Zn7-MT Form dominiert physiologisch 

in Mammalia.  

Es sind vier Isotypen des Metallothioneins bekannt (MT-I bis MT-IV). MT-I kommt beim 

Menschen in sieben Subtypen vor und MT-II besitzt einige Pseudogene (Vašák und Meloni 

2011), wobei nur MT-IIa exprimiert wird (Coyle et al. 2002). Bei den Rodentia bestehen 

orthologe Formen, allerdings existieren für die Typen I-IV keine Subtypen (Palmiter et al. 

1992).  
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MT-I und MT-II werden in fast allen Geweben gebildet, weisen hohen Homologien in ihrer 

Sequenz auf, wie auch ähnliche Expressionsprofile und Funktionen. Daher werden sie oft 

als eine Isoform MT-I/II bezeichnet (Chung et al. 2008). 

MT-III ist vorwiegend im ZNS lokalisiert (Howells et al. 2010), und MT-IV scheint nur in 

verhorntem und unverhorntem Plattenepithel vorhanden zu sein, kaum exogene Induktoren 

zu besitzen und ansonsten bei der Gewebeentwicklung eine Funktion zu haben (Schlake und 

Boehm 2001).  

Alle MT-Gene befinden sich beim Menschen auf Chromosom 16, bei Mäusen auf Chromo-

som 8. Menschen weisen einen hohen Polymorphismus an den Genloci auf, während bei 

Mäusen nur vier Gene existieren (Coyle et al. 2002). Die Transkription der MT Gene wird 

Abbildung 2: 3D-Proteinstruktur von Metallothionein-II und Vergleich der Primärstrukturen von 

humanen und murinen MT.  
(A) 3D-Struktur von Zn2Cd5-MT-II von Rattus rattus ermittelt durch Röntgenstrukturanalyse (Braun et al. 

1992). Die Cadmiumionen sind als gelbe Kugeln dargestellt, die Zinkionen als blaue Kugeln. β-Faltblatt-

Sekundärstrukturen sind dunkelrot markiert. Komplexbindungen durch die Cysteinliganden sind als blaue 

gestrichelte Linien zu erkennen. Das Protein besteht aus einer C-Terminalen α-Domäne, welche vier Metal-

lionen binden kann und einer N-Terminalen β-Domäne, die drei Metallionen bindet. Die 3D-Grafik wurde 

mittels UCSF Chimera Version 1.11.2 erstellt, unter der Verwendung der Koordinaten von 4MT2 aus der 

Protein Data Bank (Zugriff: 11.05.2017) (B) Alignment der Primärstrukturen der vier MT Isoformen zwi-

schen humanem (H) und murinem (M) MT. Die konservierten Cysteinreste sind blau hervorgehoben. Das 

Alignment wurde durchgeführt mit Clustal Omega (Zugriff: 11.05.2017).  
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über einen eigenen Transkriptionsfaktor, den Metal-responsive Transcription Factor 1 

(MTF-1) reguliert (Andrews 2000; Zhang et al. 2001).  

MT-I/II kann durch verschiedene Faktoren induziert werden. Die Promoterregionen der MT-

I/II-Gene weisen mehrere Bindungsstellen für Rezeptoren auf (Hormone Responsive Ele-

ments). Es sind Regionen für Metallionen (Metal Response Elements), Glukokortikoide 

(Glucocorticoid Response Elements), wie auch für reaktive Sauerstoffspezies in Form von 

Antioxidant Responsive Elements und für STAT (Signal Transducers and Activators of 

Transcription)-Proteine (Miles et al. 2000; Haq et al. 2003) vorhanden. Mögliche Induktoren 

sind demnach zellulärer Stress (Saydam et al. 2001), Metallionen und allen voran: Zink, 

Cadmium und Kupfer, Zytokine, wie IL-6, IL-1β und TNF-α (Pedersen et al. 2009), Inflam-

mation und ROS (Samson und Gedamu 1998). MT-I/II wird außerdem über Glukokortikoide 

induziert (Etzel und Cousins 1981). Hauptinduktor bleibt die Erhöhung einer Metallionen-

konzentration von Cadmium- oder Zinkionen (Cherian und Nordberg 1983).  

Die Proteinlokalisation ist vorwiegend intrazellulär zytoplasmatisch. MT-I/II kann unter Ak-

tivierung allerdings nukleär transloziert werden (West et al. 2011). Dort weist MT-I/II einen 

antioxidativen Effekt zum Schutz der DNA auf und ist in der Lage, durch die zinkbindenen 

Eigenschaften Zink-abhängige Transkriptionsfaktoren zu beeinflussen (Miles et al. 2000) 

und so direkte Wirkung auf die Genexpression zu haben (Zeng et al. 1991; Vašák und Meloni 

2011).  

MT-I/II ist vorrangig zur Entgiftung und Homöostase von Metallionen besonders wichtig. 

Es hat eine hohe Affinität zu Schwermetallionen, wie Cadmiumionen, kann diese chelatieren 

und zur Exkretion der Niere zuführen. Dabei wird es in der Niere frei filtriert und im proxi-

malen Tubulus rückresorbiert (Nordberg et al. 1971). Der Hauptbildungsort für im Plasma 

zirkulierendes MT-I/II ist die Leber. Hier werden MTs bei Belastung mit Schwermetallio-

nen, wie Cadmiumionen, vermehrt gebildet (Pankhurst et al. 2012) und dienen im Plasma 

als Komplexbildner. Die Konzentration von MT-I/II in der Leber steigt mit zunehmender 

Belastung an Schwermetallionen an und wirkt dagegen protektiv: Maus-Modelle mit einer 

MT-I Überexpression waren gegenüber Schwermetallintoxikationen geschützt (Coyle et al. 

2002). 

Im physiologischen Milieu werden Zink- und zu einem Teil auch Kupferionen mit einer 

hohen Affinität gebunden, sodass MT bei der Homöostase dieser Metallionen eine besondere 

Rolle spielt. In Mammalia sind vor allem die zinkgebunden MTs (Zn7-MT) dominierend 
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(Vašák und Meloni 2011). Zink kommt in allen Geweben des Körpers vor und ist in mehre-

ren Proteinen vorhanden. Insbesondere in Transkriptionsfaktoren als Zink-Finger-Domäne, 

als Kofaktor für katalytische Prozesse bei einer großen Anzahl von Enzymen, in Zink-Trans-

portproteinen und in makromolekularen Komplexen haben Zinkionen im Organismus eine 

große Bedeutung (Maret und Li 2009). MTs sind maßgeblich an der Zinkhomöostase im 

Körper beteiligt (Vašák und Meloni 2011).  

Pathophysiologische Bedeutungen von Metallothioneinen liegen in Metallstoffwechselstö-

rungen, wie der Itai-Itai-Krankheit (Baba et al. 2013), Menkes-Krankheit (Kelly und Palmi-

ter 1996) oder Morbus Wilson (Nakazato et al. 2014). In Tumorerkrankungen sind durch 

klinische Studien schon die Möglichkeiten von Metallothionein als Tumormarker (Krizkova 

et al. 2011) und als Überwachungsparameter zur Toxizität bei Chemotherapien diskutiert 

worden (Cherian et al. 1994; Dziegiel et al. 2016; Heger et al. 2016). 

Es wurden auch Versuche unternommen, Metallothionein als Biomarker für Cadmium-In-

toxikationen (Chen et al. 2006) oder des Zinkhaushaltes zu etablieren.  

Durch die vielen Thiol-Gruppen können ROS reduziert werden, daher hat MT-I/II eine an-

tioxidative Wirkung (Sato und Bremner 1993). 

Außerdem konnten antiapoptotische Eigenschaften durch Repression von p53 (Ostrakho-

vitch et al. 2006) und proapoptotischen Caspasen (Reinecke et al. 2006) und durch die In-

duktion antiapoptotischer Faktoren (Tekur und Ho 2002), welche DNA-protektiv wirken 

(Cai et al. 1995), gezeigt werden. 

MT-I/II zeigt eine stark antiinflammatorische und immunmodulierende Wirkung (Manso et 

al. 2011). Verschiedene inflammatorische Zytokine können zu einer Expressionssteigerung 

von MT-I/II führen (Sato et al. 1994). 

MT-III dagegen wird kaum durch Metallionen oder andere Faktoren in seiner Expression 

reguliert und scheint insbesondere in neurodegenerativen Krankheiten wie der Demenz vom 

Alzheimertyp protektiv zu wirken (Kobayashi et al. 1993). Es inhibiert neuronales Wachs-

tum und wurde daher als Neuronal Growth-inhibitory Factor bei seiner Entdeckung bezeich-

net (Uchida et al. 1991). Zwar zeigt MT-III - im Gegensatz zu MT-I/II - eher inhibitorische 

und wachstumshemmende Eigenschaften, allerdings schützt MT-III über seine Kupferaffi-

nität vor der Alzheimer Krankheit (Meloni et al. 2007). Außerdem scheint die MT-III Kon-

zentration im Liquor als biologischer Marker für die Progredienz der Alzheimererkrankung 

prognostisch relevant sein (Hölttä et al. 2015).  

MT-III wird sowohl in Neuronen, vorwiegend in den zinkreichen Neuronen des Hippocam-

pus, wie auch in Astrozyten gebildet (Howells et al. 2010). Weitere Bildungsorte sind der 
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Cortex, die Amygdala und das Cerebellum (Masters et al. 1994). Zwar scheint eine neu-

roprotektive Wirkung in neurodegenerativen Erkrankungen wie der Parkinsonerkrankung 

(Meloni und Vašák 2011) sicher, allerdings bleibt seine Funktion in neuroinflammatorischen 

Krankheiten weiterhin unklar: Im ischämischen Insult zeigten Daten an Mäusen im transien-

ten Ischämie-Modell, dass MT-III inhibierend auf das Zellwachstum wirkt und den Schaden 

vergrößert (Koumura et al. 2009). Eine Injektion von MT-III bei fokaler ischämischer Hirn-

schädigung an Mäusen zeigte eine Abnahme neurotropher und neuroprotektiver Faktoren im 

Sinne einer Verschlimmerung im Gegensatz zu einer MT-I/II-Injektion (Penkowa et al. 

2006). MT-III-Knockout-Mäuse zeigen dagegen im transienten zerebralen Ischämie-Modell 

einen größeren neuronalen Schaden, verglichen zu Wildtyp-Mäusen (Koumura et al. 2009). 

Durch diese widersprüchlichen Daten bleibt die neuroprotektive Rolle von MT-III in der 

akuten Inflammation weiterhin unklar (Santos et al. 2012). 

Ein weiterer klinisch bedeutsamer Bereich ist die neuroprotektive Wirkung von MT-I/II 

(Ambjørn et al. 2008), da mehrere Hinweise darauf existieren, dass MT-I/II vorwiegend bei 

akuten neuronalen Schäden wie Ischämien und Inflammationen schützend wirkt (Chung et 

al. 2008).  

1.2.2 Neuroprotektive Effekte von MT-I/II 

 

MT-I und MT-II sind die meist untersuchten Isoformen. Die Studien belegen eine besondere 

neuroprotektive Wirkung von MT-I/II. Auf Grund ihrer strukturellen Gleichheit sind MT-I 

und MT-II auch in ihrer Funktion als ähnlich zu betrachten (Chung et al. 2008).  

MT-I/II wird im Gehirn vorwiegend von Astrozyten gebildet, zu einem geringen Teil auch 

durch Neuronen und Ependymzellen (Santos et al. 2012). Die Transkription wird bei Anwe-

senheit von Cadmium- und Zinkionen, sowie auch unter Vorliegen von neurodegenerativen 

und akut neuroinflammatorischen Prozessen induziert (Pedersen et al. 2009).  

MT-I/II wird in mehreren Erkrankungen stark von den Zellen gebildet, u. a. bei der Amyo-

trophen Lateralsklerose (Blaauwgeers et al. 1996), Alzheimer-Erkrankung (Carrasco et al. 

2006) und im ischämischen Insult (Trendelenburg et al. 2002). 

Beim ischämischen Schlaganfall wurde die Bedeutung von MT-I/II in mehreren Versuchen 

gezeigt. Ein genetisch verändertes Mausmodell mit einer MT-I Überexpression zeigte ver-

ringerte neurologische Schäden beim transienten Verschluss der A. cerebri media der Maus 

im Middle Cerebral Artery Occlusion (MCAO)-Modell im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen 
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(van Lookeren Campagne et al. 1999). MT-I/II-Knockout-Mäuse zeigten vergrößerte In-

farktareale gegenüber Wildtyp-Mäusen (Wakida et al. 2007) im MCAO-Modell und MT-II 

stellte sich als das am meisten induzierte Gen während eines ischämischen Hirnschadens dar 

(Trendelenburg et al. 2002).

MT-I/II-Knockout-Mäuse weisen außerdem eine Aggravation der Inflammation, des oxida-

tiven Stresses, der Apoptoserate und eine schlechtere Bildung einer astroglialen Narbe bei 

Hirnschädigung auf (Penkowa et al. 1999). 

Vielfache experimentelle Daten stützen daher die Annahme einer neuroprotektiven Rolle 

von MT-I/II im ischämischen Schlaganfall.  

1.2.3 Extrazelluläre MT-I/II im ZNS  

 

Die neuroprotektiven Wirkungen von MT-I/II wurden in mehreren Experimenten nicht nur 

für endogenes intrazelluläres MT gezeigt, sondern auch für extrazelluläres, sezerniertes MT 

im ZNS und für Injektionen von xenogenem MT-I/II bei Tieren (Santos et al. 2012). 

Eine Sekretion von MT-I/II in den Extrazellularraum konnte schon in der Leber recht früh 

nachgewiesen werden (Nordberg und Nordberg 1975) und MT-I/II sowohl im Plasma als 

auch im Urin isoliert werden (Nordberg et al. 1982). 

Daher stellte sich die Frage, ob Metallothionein im extrazellularen Raum des ZNS vorkommt 

und wenn, ob dieses von Zellen des ZNS selbst sezerniert wird.  

Es gelang ein Nachweis von MT-I/II im Liquor (Gonçalves et al. 2008), und es konnten die 

Astrozyten als Sekretionsort bei Gewebsschäden identifiziert werden  (Ambjørn et al. 2008). 

Das von den Astrozyten sezernierte MT-I/II hat eine wichtige Funktion in der inflammato-

rischen Regulation von Neuronen und wird von diesen erkannt und aufgenommen (Ambjørn 

et al. 2008). 

Zu MT-I/II konnte bisher kein rein MT-I/II spezifischer Rezeptor festgestellt werden (Chung 

et al. 2008). Allerdings wird extrazelluläres MT-I/II von Neuronen aufgenommen. MT-I/II 

fungiert dabei als Ligand für die Apolipoprotein E (ApoE)-Rezeptoren Low Density Lip-

oprotein Receptor-related Protein 1 und 2 (LRP1 und LRP2) aus der LDL-Rezeptor Familie 

(Herz 2009). Als Erstes wurde dies für die Rückresorption des Metallothioneins im proxi-

malen Tubulus der Niere festgestellt (Klassen et al. 2004).  

LRP2, auch Megalin genannt, wird vom Plexus choroideus (Christensen und Birn 2002) und 

von Neuronen exprimiert, LRP1 kommt in Astrozyten und Neuronen vor (Moestrup et al. 

1992). Sowohl LRP1 wie auch Megalin detektieren in Neuronen MT-I/II und transduzieren 
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über deren Signalwege die neuroregenerativen, neuroprotektiven und wachstumsfördernden 

Funktionen von Metallothionein (Ambjørn et al. 2008). So wird das von Astrozyten sezer-

nierte MT-I/II von Neuronen über LRP1 und Megalin erkannt und entfaltet hierdurch seine 

Wirkung (Abbildung 3). 

Mögliche intrazelluläre Signalwege, die durch Metallothionein aktiviert werden, sind vor-

wiegend jene, die auch von Wachstumsfaktoren über membrangebundene Tyrosinkinase- 

oder Rezeptor-assoziierte Tyrosinkinase-Rezeptoren genutzt werden und welche auch von 

LRP1 und Megalin aktiviert werden können (Herz 2009). Ein Weg ist der Phosphoinositid-

3 (PI3)-Kinase/Proteinkinase B-Weg, der durch die Aktivierung des cAMP Response Ele-

ment-binding Protein (CREB) die dementsprechende Induktion der Transkription fördert 

(West et al. 2011). Es können weiterhin Mitogen-activated Protein (MAP)-Kinasen aktiviert 

werden, wie die Extracellular-signal Regulated Kinase (ERK), wobei der ERK-1/2-Weg 

neurotrophe Faktoren aktiviert (Asmussen et al. 2009). Im Rahmen der von MT-I/II indu-

zierten Astrogliose folgt die Aktivierung über Januskinasen (JAK)/STAT und Rho-Kinasen 

(Leung et al. 2010).  

Abbildung 3: Neuroprotektive Effekte von extrazellulärem MT-I/II bei Inflammation und ZNS-Scha-

den. 

Bei Inflammation oder Hirngewebsschäden wird von Astrozyten MT-I/II exprimiert und in die extrazelluläre 

Matrix (EZM) sezerniert. Das MT-I/II bindet daraufhin zweiwertige Metallionen, vor allem Zn2+- und Cd2+-

Ionen, wirkt antioxidativ gegenüber reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), hemmt die Aktivität von Mikroglia 

und beeinflusst direkt die Neurone als Ligand des Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein 1 (LRP1) 

und des LRP2 (auch Megalin genannt). Dies wirkt neurotroph und antiapoptotisch und fördert die Neuroge-

nese. Abbildung modifiziert nach Eidizadeh und Trendelenburg 2016.  
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Diese Transduktionsketten zeigen sich verantwortlich für die neuroprotektive, wachstums-

fördernde und axonregenerierende Wirkung von MT-I/II. Es bleibt unklar, ob MT-I/II über 

Megalin internalisiert wird oder nicht (Chung et al. 2008). 

Extrazelluläres Metallothionein beeinflusst auch weitere Zellen des Immunsystems, z. B. die 

Migration von Lymphozyten (Yin et al. 2005), Monozyten oder Mikroglia, deren Aktivität 

durch MT-I/II gehemmt wird (Chung et al. 2009). Über welchen Weg die Mikroglia-Inter-

aktion mit MT-I/II stattfindet, bleibt weiterhin unklar, könnte jedoch über die LDL-Rezep-

tor-Familie erfolgen (West et al. 2011). 

Isoliertes MT-I/II wurde in einigen Tierversuchen in therapeutischer Absicht appliziert und 

dessen Wirkung getestet. In Erkrankungen des ZNS konnte insbesondere bei neuroinflam-

matorischen und ischämischen Erkrankungen ein neuroprotektiver Effekt nachgewiesen 

werden (Santos et al. 2012).  

Die Injektion von MT-IIa fördert die axonale Regeneration nach fokaler kortikaler Läsion 

bei Ratten (Chung et al. 2003). Die intraperitoneale Injektion von MT-II in Mäusen nach 

fokaler Kryoläsion des Neocortex förderte auch die Wiederherstellung des neuronalen Ge-

webes und eine Reduzierung der Apoptoserate von Neuronen und ist vergleichbar mit den 

Effekten von genetisch veränderten Mäusen mit einer MT-I-Überexpression (Giralt et al. 

2002). Extrazelluläres MT-I/II fördert das axonale Wachstum dopaminerger und hippocam-

paler Neurone (Køhler et al. 2003) sowie kortikaler Neurone (Chung et al. 2003) und retina-

ler Ganglionzellen (Fitzgerald et al. 2007). 

Intraperitoneal injiziertes MT-II gelangt bei Ratten nach 15-45 min in die Extrazellulär-

matrix des Hirngewebes und hat dort eine Einwirkzeit von ca. 6-8 Stunden, bevor es nicht 

mehr nachweisbar ist (Giralt et al. 2002). Dies gilt allerdings nur für eine beschädigte Blut-

Hirn-Schranke wie bei fokaler Hirnläsion, da bei intakter Blut-Hirn-Schranke gezeigt wer-

den konnte, dass Metallothionein nicht liquorgängig ist (Lewis et al. 2012).  

Diese Ergebnisse stützen die Hypothese, dass MT-I/II im ischämischen Schlaganfall thera-

peutisch nutzbar sein könnte.  
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1.3 Ziele der Arbeit  

 

Obwohl es deutliche Anhaltspunkte für einen neuroprotektiven Effekt von MT-II nach is-

chämischer fokaler Läsion in mehreren Tiermodellen - auch in applizierter Form - gibt, 

wurde zu Beginn der Arbeit das therapeutische Potenzial einer MT-II-Injektion im Standard-

modell der Schlaganfallforschung, dem transienten Middle Cerebral Artery Occlusion 

(MCAO)-Modell an der Maus noch nicht erforscht.  

Ziel dieser Arbeit ist es, dies durchzuführen und die therapeutischen Fähigkeiten von appli-

ziertem MT-II an Mäusen im Faden-MCAO-Modell in drei Schritten zu evaluieren:  

1. Mäusen wird MT-II intraperitoneal in zwei verschiedenen MCAO-Modellen mit je-

weils unterschiedlicher Okklusions- und Reperfusionszeit therapeutisch appliziert 

und der Effekt mit nicht behandelten Mäusen verglichen. Die möglichen Wirkungen 

werden sowohl verhaltensbiologisch in Form eines Neuroscores als auch in der his-

tologischen Aufbereitung der Gehirne mit anschließender Infarktvolumetrie gemes-

sen.  

2. Mikroskopische Effekte einer MT-II-Behandlung werden an immunfluoreszenzmar-

kierten Neuronen und Mikroglia von Hirnschnitten nach MCAO erforscht, indem das 

Ausmaß des Neuronenuntergangs erfasst wird. Außerdem werden aktivierte und mi-

grierte Mikroglia gezählt als Hinweis auf die Aktivität des inflammatorischen Ge-

schehens.  

3. Für molekularbiologische Aspekte einer MT-II-Behandlung wird die Genexpression 

ausgewählter proinflammatorischer Zytokine, MT-II und Megalin, mittels quantita-

tiver Real-Time-PCR nach MCAO-Induktion gemessen. 
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2 Materialien und Methoden  

2.1 Materialien 

2.1.1 Chemikalien  

 Hersteller 

Agarose NEEO Ultra-Qualität  Roth (Karlsruhe1) 

Chloroform Merck (Darmstadt) 

4′, 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) AppliChem (Darmstadt) 

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)  Merck (Darmstadt) 

Distickstoffmonoxid (N2O) Air Liquide Medical GmbH (Düsseldorf) 

Eosin G-Lösung, 1% Roth (Karlsruhe) 

Essigsäure  Merck (Darmstadt) 

Ethanol absolut  Merck (Darmstadt) 

Ethanol vergällt CVH (Hannover) 

Ethidiumbromid-Lösung, 1%   Roth (Karlsruhe) 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Merck (Darmstadt) 

Hämatoxylin (Hämalaun nach Meyer)  Roth (Karlsruhe)  

Isofluran Abbott (Hannover) 

Isopropanol  Merck (Darmstadt) 

Kaliumchlorid (KCl) Merck (Darmstadt) 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck (Darmstadt) 

Lidocain-Gel, 2%   AstraZeneca (Wedel) 

Natriumchlorid (NaCl) Merck (Darmstadt) 

Natriumchlorid (NaCl), 0.9% Injektionslösung Braun (Melsungen) 

                                                           
1 Firmensitz  
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Natriumhydroxid (NaOH) Merck (Darmstadt) 

Paraformaldehyd (PFA), 4% Lösung Roth (Karlsruhe) 

Roti-Histokitt II  Roth (Karlsruhe) 

Saccharose  Roth (Karlsruhe) 

Salzsäure (HCl) Merck (Darmstadt) 

Sauerstoff (O2) Air Liquide Medical GmbH (Düsseldorf) 

Shandon Cryomatrix  Thermo Fischer (Waltham, Massachusetts, USA) 

Shandon Immu-Mount Medium  Thermo Fischer (Waltham, Massachusetts, USA) 

Triton X-100 (Octoxinol-9) Merck (Darmstadt) 

Tris(hydroxymethyl) (TRIS) Merck (Darmstadt) 

TRIzol Reagent-Lösung  Thermo Fischer (Waltham, Massachusetts, USA) 

Xylol (Isomergemisch)  Merck (Darmstadt) 

doppelt-deionisiertes Wasser (ddH2O) Arium Comfort, Sartorius (Göttingen) 

normales Ziegenserum, 3%    Merck (Darmstadt) 

 

2.1.2 Antikörper und Proteine  

Primärantikörper 

Anti-Iba1 Merck Millipore (Darmstadt) 

monoklonales IgG aus der Maus  

Anti-NeuN (Klon A60)    Merck Millipore (Darmstadt) 

polyklonaler Antikörper aus dem Kaninchen  

Sekundärantikörper 

Anti-Kaninchen IgG  Jackson ImmunoResearch (West Grove, Pennsylvania, USA) 

aus der Ziege, konjugiert mit AlexaFluor488  

Anti-Maus IgG  Jackson ImmunoResearch (West Grove, Pennsylvania, USA) 

aus der Ziege, konjugiert mit Cy3  
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Proteine 

Zn7-Metallothionein-II    Enzo Life Sciences (Lörrach) 

aus Kaninchenleber (hochgradige Aufreinigungsstufe)  

 

2.1.3 PCR-Reagenzien  

DNase I  Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA) 

DNA-Ladepuffer  Peqlab (Erlangen) 

100 bp DNA Leiterstandard peqGOLD  Peqlab (Erlangen) 

iScript cDNA Synthesis Kit  Bio-Rad (München) 

LightCycler 480 SYBR Green I Master-Mix (2x)  Roche (Mannheim) 

PCR-Master-Mix Y  Peqlab (Erlangen) 

 

2.1.4 Puffer und Lösungen 

In Eigenherstellung.  

Phosphate-Buffered Saline (PBS) 

140 mM NaCl, 2.7 mM KCl und 12 mM Gesamt-Phosphat (in Form von 10 mM Na2HPO4 

und 1.8 mM KH2PO4); pH 7.6  

TRIS-Buffered Saline (TBS)  

50 mM TRIS, 150 mM NaCl; pH 7.6  

TRIS-Acetat-EDTA-Buffer (TAE-Puffer)  

0.4 M TRIS, 0.2 M Essigsäure, 0.01 M EDTA; pH 8.5   

 

2.1.5 Oligonukleotide 

Synthetisiert durch Eurofins Scientific (Hamburg). 

Primer-Namen Nukleotidsequenz (5´- 3´) 
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fwASC AACTGCGAGAAGGCTATGGG 

rvASC GTCCACTTCTGTGACCCTGG 

fwCaspase-1 CCCAGAAGTTATGGAAAGAAAATCCTTCAG 

rvCaspase-1 GGATACCATGAGACATGAATACAAGGAAAG 

fwHPRT GGTTAAGCAGTACAGCCCCA  

rvHPRT  TGGCCACAGGACTAGAACAC 

fwIL-1ß GGAAAGAATCTATACCTGTCCTGTGTAATG 

rvIL-1ß CATTAGAAACAGTCCAGCCCATACTTTAG 

fwMegalin CAGATACCATAACCAGTTTCTACTGTTCC 

rvMegalin AGAGAGTATGACGTGCCATCTATAGTTAAG 

fwMT-II CTAGAACTCTTCAAACCGATCTCTCGTC 

rvMT-II AAAGGCTAGGCTTCTACATGGTCTATTTAC 

fwTNF-α CCTCACACTCAGATCATCTTCTCAAAATTC 

rvTNF-α CTTTCTCCTGGTATGAGATAGCAAATCG 

 

2.1.6 Laborgeräte, Reaktionsgefäße und Zubehör   

 Hersteller 

Axio Examiner.Z1 Mikroskop   Zeiss (Oberkochen) 

DakoPen, hydrophober Markierungsstift  Dako (Hamburg) 

Deckgläschen  Thermo Fischer (Waltham, Massachusetts, USA) 

Elektrophorese-Kammer, Rothiphorese-Kammer PROfessional III  Roth (Karlsruhe) 

Elektrophorese-Netzgerät Consort  Turnhout (Belgien) 

Eppendorf Research plus Pipetten Eppendorf (Hamburg) 

(0.1-2.5 µl, 2-20 µl, 20-200 µl, 100-1000 µl)    

Eppendorf ThermoMixer Comfort   Eppendorf (Hamburg) 
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Geldokumentationssystem Gel Doc XR+  Bio-Rad (München) 

Infrarot-Thermometer Scantemp 385 Roth (Karlsruhe) 

Inkubator Function-Line  Heraeus (Hanau) 

Kryotom CM3050S  Leica (Wetzlar) 

Light Cycler 480 II, Real-Time PCR Cycler  Roche (Mannheim) 

NanoDrop 2000 Spektralphotometer  Thermo Fischer (Waltham, Massachusetts, USA) 

Perfusionspumpe ISM596D  Ismatec (Wertheim) 

pH-Meter PB-11  Sartorius (Göttingen) 

Reagenzglasschüttler Vortex Genie  Roth (Karlsruhe) 

Reaktionsgefäße (0.5 ml, 1 ml, 2 ml) und Pipettenspitzen  Eppendorf (Hamburg) 

Reaktionsgefäße (50 ml, 100 ml) BD (Heidelberg) 

Reaktionsplatten für den Light Cycler 480 II STARLAB (Hamburg) 

mit 96 Kavitäten und fluoreszenzdurchgängiger Folie 

Superfrost plus polarisierte Objektträger  Thermo Fischer (Waltham, Massachusetts, USA) 

Waage, BL3100  Sartorius (Göttingen) 

Zentrifuge 5415R   Eppendorf (Hamburg) 

 

2.1.7 Operationszubehör 

Geflochtener Faden Mersilene, 5-0 USP  Ethicon (Norderstedt) 

Geflochtener Faden Perma-Hand Seide, 3-0 USP  Ethicon (Norderstedt) 

Induktionskammer  Groppler Medizintechnik (Deggendorf)  

Isofluran-Vernebler  Dräger (Lübeck) 

Kaltlichtquelle KL 1500 HAL Schott (Mainz) 

Narkosesystem  Dräger (Lübeck) 

Okklusionsfaden für das MCAO-Modell  Doccol Corp. (Sharon, Massachusetts, USA) 
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monofilamentöser Faden, 6-0 USP, Länge 11 mm, 9-10 mm Silikonüberzug, Durchmesser 

0.21 mm 

Operationsbesteck FST (Heidelberg)  

(Gefäßklemmen, Pinzetten, Präparier-Scheren, Mikrogefäßklemme, Moskitoklemmen, Na-

delhalter, Vannas-Stil Federschere)  

Operationsmikroskop Stemi 2000C  Leica Zeiss (Oberkochen)  

Temperierte Aufwachkammer V1200  Peco Services (Brough, Cumbria, England) 

Temperierte Wärmematte   Harvard Apparatus (Holliston, Massachusetts, USA) 

 

2.1.8 Software  

ImageJ  NIH (Maryland, USA) 

UCSF Chimera, Version 1.11.2  NIH (Maryland, USA) 

GraphPadPrism, Version 5   La Jolla (USA) 

LightCycler 480 Software, Version 1.5.0 SP4 release  Roche (Mannheim) 

MS Office Software 365 Pro-Packet  Microsoft (USA) 

ZEN Pro 2013 Software  Zeiss (Oberkochen) 
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2.2 Methoden 

2.2.1 In-vivo-Experimente  

2.2.1.1 Tierhaltung und Abbruchkriterien der Versuche    

Als Versuchstiere wurden Mäuse der Art Mus musculus des Inzuchtstammes C57Bl6/N ver-

wendet. Die männlichen Mäuse im Alter von 8-10 Wochen wurden von Charles River (Köln) 

bezogen. Die Tiere wurden in der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) des Uni-

versitätsklinikums Göttingen in Individually Ventilated Cages (IVC-Systeme) zu Gruppen 

von fünf Mäusen bei künstlichem Tag- und Nachtrhythmus mit Futter und Wasser ad libi-

tum, unter stetiger Pflege und Kontrolle von Tierpflegern und Tierärzten des ZTE, gehalten. 

Die Tierversuche wurden genehmigt vom Niedersächsischen Landesamt für Verbraucher-

schutz und Lebensmittelsicherheit (LaVeS) unter der Tierversuchsnummer 33.9-42502-04-

12/0849. Sie erfolgten unter der Vorgabe der Richtlinien für die Durchführung von Tierver-

suchen der Tierschutzkommission der Universitätsmedizin Göttingen wie auch nationalen 

und internationalen Vereinbarungen zum Tierschutz in der biomedizinischen Forschung 

(Stokes 2002). Die MCAO-Operationen erfolgten nach den Kriterien der Stroke Therapy 

Academic Industry Roundtable (STAIR) Gruppe (Fisher et al. 2009). Vor sämtlichen Ein-

griffen erfolgte nach Lieferung der Mäuse eine zweiwöchige Akklimatisierung an die gege-

benen Käfigverhältnisse. Prä- und postoperativ wurden tägliche Gewichts- und Temperatur-

kontrollen sowie Verhaltensbeurteilungen (Neuroscoring) durchgeführt. Die Körpertempe-

ratur wurde mittels Infrarotthermometer an der Schwanzbasis gemessen.  

Die operierten Mäuse wurden eingehend beobachtet, da insbesondere die postoperative 

Phase der ersten vier Stunden als kritisch angesehen werden kann. Auftreten von Narkose-

bedingten Komplikationen wie Ateminsuffizienz, Asystolie, Anzeichen von Gefäßdissekti-

onen und -rupturen oder intrazerebrale Blutungen wurden unverzüglich mit einem Abbruch 

des Experiments und der schmerzfreien Tötung der Mäuse behandelt. Als weitere Abbruch-

kriterien wurden im Verlaufe der Reperfusionszeit angesehen: ein Verlust des Ausgangsge-

wichtes von 20% und mehr; Anzeichen für erhebliche Schmerzen beim Tier; Paralysen, die 

die Gefahr mit sich bringen könnten, dass sich das Tier aus eigener Kraft nicht mehr ernähren 

kann; dunkle Verfärbung des Unterbauches und des Skrotums als Zeichen einer Blutung; 

Rektumprolaps; vollständige Hemiplegie und zusätzliche Hemiparese der kontralateralen 

Gliedmaßen; Tetraplegie und letztendlich ein moribunder Zustand. Diese hatten eine unver-

zügliche artgerechte schmerzlose Tötung des Tieres zur Folge.    
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2.2.1.2 Artgerechte Tötung der Versuchstiere und transkardiale Perfusion mit Paraformal-

dehyd   

Die Mäuse wurden in einer Induktionskammer mit 4% Isofluran letal anästhesiert und an-

schließend thorakotomiert. Das Herz wurde freigelegt und ein Katheter in die Herzspitze 

eingeführt. Zur Gewährleistung der Zirkulation wurde die Leber mit einer Schere perforiert. 

Die Perfusion erfolgte mit jeweils 75 ml PBS und 75 ml 4% PFA-Lösung bei einer Laufge-

schwindigkeit von 10 ml/min mittels einer Perfusionspumpe. Anschließend wurde das Tier 

dekapitiert und der Schädel eröffnet. Das Gehirn wurde unter Entfernung der Schädelkalotte 

freigelegt und präpariert. Dabei wurden die Hirnnerven getrennt und das Gehirn nah am 

Ende des Cerebrums unter Entfernung des Cerebellums, der Pons und der Medulla ob-

longata entnommen und für 24 h in 4% PFA-Lösung konserviert.  

 

2.2.1.3 Intraperitoneale Injektion von Zn7-Metallothionein-II  

Für die folgende Arbeit wurde Zn7-Metallothionein-II (im Folgenden: MT-II) verwendet. 

MT-II wird als Isolat aus Kaninchenleber hergestellt und in höchster Aufreinigungsqualität 

(≥ 95%) bezogen. Die verwendete Lösung beinhaltete verschiedene MT-II Isoformen, haupt-

sächlich MT-IIa und zu kleineren Teilen MT-IIb und MT-IIc. MT-II ist komplett frei von 

Cd2+- und Cu2+-Ionen, welche durch Zn2+-Ionen (~7 Zn2+ pro Molekül) ersetzt wurden. Zur 

Injektion wurde MT-II in 0.9% steriler NaCl-Lösung rekonstituiert. Es wurden pro Maus 5 

µg/10 g Körpergewicht, zu einem Volumen von 0.2 ml intraperitoneal (i.p.) injiziert, begin-

nend unmittelbar vor MCAO-Induktion sowie wiederholend alle 12 h bis zur Tötung (nach 

Giralt et al. 2002). Als Kontrollgruppe wurde 0.9% sterile NaCl-Lösung zu gleichem Volu-

men und Zeiten i.p. injiziert.  

 

2.2.1.4 Middle Cerebral Artery Occlusion (MCAO)-Modell 

Das Middle Cerebral Artery Occlusion (MCAO)-Modell ist ein Standardverfahren der tier-

experimentellen Schlaganfallforschung und ermöglicht durch einen transienten Verschluss 

der Arteria cerebri media eine fokale zerebrale Ischämie. Bei der MCAO wird mikrochirur-

gisch über die A. carotis interna mittels eines Silikon-überzogenen monofilamentösen Fa-

dens die A. cerebri media transient okkludiert (Abbildung 4). Dabei kann das Modell durch 

die Okklusions- und Reperfusionsdauer modifiziert werden.  
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Diese Form der MCAO-Induktion wurde erstmals 1986 an Ratten durchgeführt (Koizumi et 

al. 1986). Seither ist das beschriebene experimentelle in-vivo-Modell das am weitesten ver-

breitete in der Schlaganfallforschung und wird vorwiegend an Nagetieren verwendet. Die 

Vorteile gegenüber anderen Tiermodellen liegen in der hohen Reproduzierbarkeit, im Ver-

zicht auf eine Kraniotomie, in einer guten Kontrolle über Okklusions- und Reperfusionszeit 

und in der guten Simulation menschlicher ischämischer Schlaganfälle. Nachteile sind dage-

gen die Abhängigkeit der Infarktausprägung vom Operateur und der Faden-Beschaffenheit 

sowie die Schwierigkeit der Operationstechnik, die relativ hohe Rate von Hämorrhagien und 

die allgemeinen Narkoserisiken (Fluri et al. 2015).   

Vor Durchführung der MCAO wurden die Mäuse zur Beurteilung des postoperativen Ver-

laufs gewogen, die Körpertemperatur gemessen und der Neuroscore ermittelt. Für die In-

duktion des MCAO wurden die Mäuse mit 4% Isofluran und 70% N2O in einer Induktions-

kammer tief narkotisiert, analgesiert und anschließend auf dem Operationsplatz in Rücken-

lage fixiert. Dabei wurde die Körpertemperatur mittels Thermometersonde während der 

Operation kontinuierlich ermittelt und durch eine Wärmematte beständig bei über 36 ± 

0.5 °C gehalten. Die Narkoseerhaltung erfolgte mit 2% Isofluran, 60% N2O zur Analgesie 

und 30% O2 über eine Nasenmaske. Die Operation erfolgte unter mikroskopischer Sicht.  

Abbildung 4: Schema und Operationssitus des MCAO-Modells  

(A) Schema der zerebralen Gefäßanatomie an der Maus und der Durchführung des MCAO-Modells. Die A. 

carotis comm. wurde ligiert, wie auch die A. carotis ext. Der Okklusionsfaden wurde über die perforierte A. 

carotis comm. bis zur A. cerebri media vorgeführt. Es ist darauf zu achten den Faden nicht in die A. pterygo-

palatina einzuführen. (B) Operationssitus unter mikroskopischer Sicht (10x Vergrößerung) zum Vergleich. 

Dargestellt ist die linke Karotisgabelung. Die A. carotis comm. wurde ligiert, ebenso die A. carotis ext. Die 

Zirkulation der A. carotis int. wurde mit einer Mikrogefäßklemme unterbunden, um im Weiteren die A. carotis 

comm. zu perforieren und den Silikon-überzogenen Faden in die A. carotis int. einzuführen. Die Schlaufe dient 

anschließend der späteren Fixierung des Okklusionsfadens. Die Verwendung von Abbildung A erfolgte mit 

freundlicher Genehmigung von Sarah Grünewald.  
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Der Hals wurde freigelegt und die Haare soweit wie nötig vom Operationsfeld entfernt. Die 

Haut wurde mit 70% Ethanol desinfiziert. 

Der Hautschnitt wurde als Längsschnitt links paramedial im Bereich des Trigonum caroti-

cum mit einer Hautschere durchgeführt. Das subkutane Gewebe wurde freigelegt und unter 

Schonung der Glandula parotis anschließend bis zur A. carotis communis präpariert. Dann 

wurde das Gefäß unterminiert. Bei den folgenden Schritten wurde insbesondere auf eine 

geringe Manipulation des an den Halsgefäßen entlangführenden Nervus vagus und N. phre-

nicus geachtet. Im Weiteren erfolgte die Ligierung und Fixierung oben genannter Arterie 

mit einem 5-0 USP (United States Pharmacopeia) starken, geflochtenen Faden. Die Karo-

tisgabelung wurde hierauf unterminiert und dargestellt, die A. carotis externa ebenfalls li-

giert und fixiert und der Blutfluss der A. carotis interna mittels einer Mikrogefäßklemme 

vorübergehend unterbrochen. Der Verlauf der A. carotis interna wurde in die Tiefe darge-

stellt, bis hin zum intrakraniellen Eingang und dem Abgang der A. pterygopalatina. Hier-

nach erfolgte ein kleiner longitudinaler Schnitt mittels Vannas-Stil-Federschere in die A. 

carotis communis. Über diesen Zugang wurde der mit Silikon überzogene Faden eingeführt. 

Es wurden monofilamentöse Fäden der Stärke 6-0 USP der Länge 11 mm mit 9-10 mm 

Silikonüberzug und einem Durchmesser von 0.21 mm verwendet. Die Gefäßklemme wurde 

entnommen und unmittelbar der Okklusionsfaden unter Sicht in die A. carotis interna ein-

geführt. Dabei wurde darauf geachtet, nicht in die A. pterygopalatina zu gelangen (Abbil-

dung 4). Der Faden wurde bis zur Okklusion der A. cerebri media über den Circulus arteri-

osus cerebri (Willisi) vorgeschoben. Hiernach erfolgte eine Fixierung des Okklusionsfadens 

im Gefäß mittels Schlaufe eines 5-0 USP-Fadens. Die Inhalationsnarkotika wurden ausge-

schlichen und die Lunge mit 100% O2 nachgeflutet. Die Wunde wurde durch eine proviso-

rische Hautnaht mit einem 3-0 USP starken geflochtenen Faden und Einzelknopfnähten ver-

schlossen. Die Haut darüber wurde mit 2% Lidocain-Gel anästhesiert und 0.2 ml 0.9% ste-

riles NaCl als Flüssigkeitssubstitution subkutan (s.c.) injiziert. Die Maus wurde bis zum Er-

wachen und während der Okklusionszeit bei stetiger Beobachtung in einer temperierten Auf-

wachkammer bei 37 °C gehalten. Es wurde darauf Wert gelegt, die Operationszeit unter 15 

min zu halten.  

Nach Beendigung der Okklusionszeit wurde die Maus erneut narkotisiert, die provisorische 

Hautnaht gelöst und der Okklusionsfaden entfernt. Die A. carotis interna wurde daraufhin 

vollständig ligiert, sodass das Versorgungsgebiet der A. cerebri media durch Kollateralkreis-

läufe aus den Arterien der kontralateralen Hemisphäre versorgt werden konnte. Dann wurde  
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die endgültige Hautnaht mit 3-0 USP-Fäden als Einzelknopfnähte gelegt und die Haut erneut 

mit 2% Lidocain-Gel anästhesiert.  

Für die Aufwachphase verblieb die Maus zur Beobachtung in der Aufwachkammer für wei-

tere zwei Stunden. Während der Reperfusionszeit wurden die Mäuse höchstens zu zweit in 

für Mäuse mit motorischen Defiziten vorbereiteten Käfigen gehalten, die einfachen Nah-

rungszugang ermöglichten. Die Nahrung erfolgte mittels Breikost und Wasser ad libitum. 

Die Mäuse wurden während der Reperfusionszeit regelmäßig alle 12 Stunden beobachtet. 

Alle 24 Stunden wurden die Temperatur, das Gewicht und der Neuroscore ermittelt.  

Falls Kriterien für einen Abbruch der Experimente bestanden wurden die Tiere mittels 4% 

Isofluran letal anästhesiert und dekapitiert. Falls Tiere nach 6 h nach Reperfusion spontan 

starben, wurden sie mit einem Neuroscore von 4 in die Auswertung eingeschlossen, aber 

von weiteren histologischen Auswertungen ausgeschlossen. Tiere die vorzeitiger starben, 

wurden aus jeglichen Analysen ausgeschlossen. 

 

2.2.1.5 Erhebung des neurologischen Defizits (Neuroscoring)  

Zur Evaluation des neurologischen Defizits nach MCAO Induktion wurde ein Neuroscore 

erhoben. Das Neuroscoring fand direkt vor und alle 24 h nach MCAO-Induktion statt. Als 

Skala wurde die nach Bederson et al. beschriebene (Bederson et al. 1986) und nach Hara et 

al. modifizierte (Hara et al. 1996) verwendet (Tabelle 1). Tiere, die einen Neuroscore von 4 

erhielten, starben entweder spontan innerhalb von 6 h nach Reperfusion, oder mussten auf 

Grund von ethischen Bedenken und vordefinierten Abbruchkriterien euthanasiert werden.  

Neuroscore Neurologisches Defizit 

0 kein Defizit 

1 Streckdefizit der Vorderpfote 

2 Zirkulation zur kontralateralen Seite 

3 Hemiplegie 

4 Tod des Tieres 

Tabelle 1: Neuroscore zur Ermittlung des neurologischen Defizits.  

Das Defizit wurde mit einer Punktzahl zwischen 0 und 4 bewertet. Als Skala wurde die modifizierte Form 

(Hara et al. 1996) der Bederson et al. (Bederson et al. 1986) Skala verwendet. 
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2.2.2 Histologische Methoden  

2.2.2.1 Herstellung von Gefrierschnittpräparaten mittels Kryotom  

Als Vorbereitung zur Durchführung von Gefrierschnittpräparaten mittels Kryotom wurden 

die in 4% PFA konservierten Gehirne für mindestens 24 h in 30% Saccharose-Lösung de-

hydriert. Anschließend erfolgte die Einbettung mit dem Einbettmedium Shandon Cryo-

matrix auf Trockeneis und die Lagerung bei -20 °C. Das eingebettete Gehirn wurde im Kry-

otom bei -20 °C von rostral an in koronarer Schnittebene in definierten Abständen, welche 

von der interauralen Position aus definiert wurden, in fünf Ebenen (E) zu einer Dicke von 

14 µm geschnitten (Ebenen und interaurale Position in mm: 6.6 (E1), 5.3 (E2), 3.9 (E3), 1.9 

(E4) und 0 (E5)) und auf polarisierte Objektträger übertragen, die daraufhin bei 37 °C für 

1 h im Inkubator luftgetrocknet wurden (Abbildung 5). Die Objektträger wurden bei -20 °C 

bis zur Verwendung gelagert. 

 

2.2.2.2 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Zur Infarktvolumetrie wurden die Gehirne mittels des basischen Farbstoffes Hämatoxylin 

(Hämalaun nach Meyer) und des sauren Farbstoffes Eosin gefärbt. Hämatoxylin färbt vor-

wiegend basophile Strukturen wie den Zellkern, die DNA und die Ribosomen. Eosin färbt 

dagegen basische (eosinophile) Zellkompartimente, wie die Mitochondrien, zytoplasmati-

sche Proteine oder Kollagen, an. Dafür wurden die bei -20 °C gelagerten Präparate erst drei-

mal für jeweils 5 min in TBS gereinigt und danach für 8 min in Hämalaun-Lösung nach 

Meyer gefärbt, um dann 10 min mit Leitungswasser gewaschen zu werden. Danach wurden 

die Schnitte für 2 min in Eosin-Lösung gefärbt und anschließend erfolgte die Entwässerung 

der Schnitte durch kurzzeitige Inkubation in aufsteigender vergällter Ethanolreihe (50%, 

70%, 90%, 96%) sowie für 1 min in 99% vergälltem und 2 min in absolutem Ethanol. An-

schließend wurde die Klärung mit Xylol für 3 min und der Einschluss mittels Deckgläschen 

und Roti-Histokitt II durchgeführt.  

 

2.2.2.3 Infarktvolumetrie 

Die Infarktflächenbestimmungen wurden an Hämatoxylin-Eosin (HE)-gefärbten Schnittprä-

paraten in allen fünf definierten Schnittebenen ausgeführt. Dazu wurden die Objektträger 

digitalisiert und die Areale mittels der Open-Source-Software ImageJ gemessen. Normiert 
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nach einem Zentimetermaß, erfolgte die Messung folgender Flächen (in mm2): die infar-

zierte Fläche der ipsilateralen (ischämischen) Hemisphäre (Fläche A), die nicht-infarzierte 

Fläche der ipsilateralen Hemisphäre (Fläche B) und die kontralaterale Hemisphäre (Fläche 

C) in allen fünf Ebenen separat (Abbildung 5). Das Volumen wurde aus den Flächen durch 

eine Ebenen-gewichtete Summation selbiger (die Flächen E2 bis E4 in doppelter Gewich-

tung) in folgender Art approximiert (in mm3): 

𝐼𝑛𝑓𝑎𝑟𝑘𝑡𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 = 𝐸1 + 2𝐸2 + 2𝐸3 + 2𝐸4 + 𝐸5 

Als direktes Infarktvolumen wird im Folgenden die Volumetrie der infarzierten Flächen der 

ipsilateralen Seite bezeichnet. Im Gegensatz dazu stellt das indirekte Infarktvolumen die 

Differenz der Volumina zwischen kontralateraler Hemisphäre (Kontra) zur ipsilateralen 

nicht infarzierten Hemisphäre (Ipsi) dar: 

𝐼𝑛𝑑𝑖𝑟𝑒𝑘𝑡𝑒𝑠 𝐼𝑛𝑓𝑎𝑟𝑘𝑡𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 = 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑎 − 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝐼𝑝𝑠𝑖 

Das Volumen des Hirnödems im ischämischen Areal wurde als die Differenz zwischen in-

direktem und direktem Infarktvolumen berechnet.   

2.2.2.4 Immunfluoreszenzfärbungen  

Für die Immunfluoreszenzfärbungen wurden die bei -20 °C gelagerten Gefrierschnittpräpa-

rate dreimal in TBS für jeweils 5 min gewaschen. Die Objektträger wurden in eine verdun-

kelte feuchte Kammer gelegt und die Schnitte mittels DakoPen umrandet. Hiernach erfolgte 

Abbildung 5: Gefrierschnittpräparate zur Infarktvolumetrie.  

Die Gehirne wurden mittels Kryotom in fünf definierten Ebenen, ausgehend von ihrer interauralen Position, 

geschnitten: 0 (E5), 1.9 (E4), 3.9 (E3), 5.3 (E2) und 6.6 (E1) mm interaurale Position. Die Gefrierschnitte 

wurden anschließend HE-gefärbt. Zur Infarktvolumetrie wurde die infarzierte ipsilaterale Fläche (A), die 

nicht-infarzierte ipsilaterale Fläche (B), und die kontralaterale Fläche (C) in allen Ebenen ausgemessen. Das 

Volumen wurde durch Summation der Flächen approximiert (wobei die Flächen von E2 – E4 in doppelter 

Gewichtung eingingen). Das direkte Infarktvolumen bezeichnet das Volumen der infarzierten Flächen A. Das 

indirekte Infarktvolumen die Differenz zwischen den Volumen von C und B. Das Hirnödem wird als Differenz 

zwischen indirektem und direktem Infarktvolumen berechnet.  
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die Inkubation in einer Blocklösung mit TBS++ (3% normales Ziegenserum, 0.25% Triton 

X-100 in TBS) für 60 min. Danach erfolgte die Benetzung der Schnitte mit dem Primäranti-

körper für 48 h bei 4 °C im Dunkeln.  Es wurden zwei verschiedene Primärantikörper gleich-

zeitig verwendet: der polyklonale Antikörper anti-NeuN aus dem Kaninchen in einem Ver-

hältnis von 1:500 und das monoklonale Immunglobulin (Ig) G anti-Iba1 aus der Maus in 

einem Verhältnis von 1:500.  

Das Antigen NeuN (Neuronale Nuklei) wird in den meisten neuronalen Zellen des ZNS und 

im peripheren Nervensystem von Vertebraten exprimiert und ist ein DNA-bindendes Pro-

tein, welches vor allem im Nukleus und Perikaryon der Neurone lokalisiert ist (Mullen et al. 

1992). Iba-1 (ionisiertes Calcium-bindendes Adapterprotein 1) ist vornehmlich im Zyto-

plasma von Monozyten lokalisiert, wobei bei Aktivierung von monozytären Zellen, wie 

Mikroglia, die Expression gesteigert wird (Ito et al. 1998).  

Hiernach wurden die Objektträger nochmals dreimal für 5 min in TBS gewaschen und es 

erfolgte ein erneutes Blocken mit TBS++ für 30 min. Diese und die weiteren Schritte wurden 

bei Raumtemperatur und im Dunkeln durchgeführt. Dann wurden die Objektträger mit den 

Sekundärantikörpern im Verhältnis von 1:250 für 120 min inkubiert. Als Sekundärantikör-

per kamen zum Einsatz: ein anti-Kaninchen IgG konjugiert mit AlexaFluor488, aus der 

Ziege, zur Bindung des anti-NeuN Antikörpers und ein anti-Maus IgG mit Cy3 konjugiert, 

ebenfalls aus der Ziege, zur Bindung des anti-Iba1 Antikörpers.  

Zuletzt erfolgte die Gegenfärbung mit DAPI (1:10000) für 5 min und anschließend ein 

Waschvorgang für 5 min in TBS und die Einbettung mittels Deckgläschen und Shandon 

Immu-Mount Medium. DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff welcher an die kleine Furche der 

DNA bindet und zum Anfärben von fast allen Zellkernen angewendet werden kann.  

Die Objektträger wurden bei -4 °C im Dunkeln gelagert.   

 

2.2.2.5 Auszählung der Neuronen und inflammatorischen Zellen  

Zur Auszählung der NeuN- und Iba1-positiven Zellen wurden die immunfluoreszenzgefärb-

ten Gehirnschnitte mit dem Fluoreszenzmikroskop Axio Examiner.Z1 mikroskopiert. Die 

Präparate wurden in drei Farbkanälen mittels Mehrbildaufnahmen als gesamtes Präparat ein-

gescannt wie auch in der Z-Ebene über die gesamte Dicke des Schnitts aufgenommen und 

dann mittels ZEN Pro 2013 Software auf eine 2D Projektion berechnet und die Aufnahmen 

digital zusammengefügt (siehe Abbildung 13). NeuN-Antikörper wurden mittels AlexaF-

luor488-konjugierten Antikörpern markiert. Dieser Fluoreszenzfarbstoff wurde mit 495 nm 
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Licht angeregt und emittierte Licht bei 519 nm (Zyan-grüner Bereich, in den Abbildungen 

grün dargestellt). Der Iba-1-Antikörper wurde mittels Cy3 konjugierten Sekundärantikör-

pern markiert. Die Anregung des Farbstoffes erfolgte bei 550 nm und die Emission bei 570 

nm (Gelber Bereich, in den Abbildungen rot dargestellt). DAPI, zur Anfärbung der DNA in 

den Zellkernen, wurde mit 358 nm UV-Licht angeregt und emittierte bei 461 nm (in den 

Abbildungen als blau dargestellt). Es wurde nur die Ebene 3 der Gehirnpräparate aufgenom-

men. Die Auszählungen erfolgten immer im Vergleich von kontralateraler (nicht-ischämi-

scher) zur ipsilateraler (ischämischer) Hirnhemisphäre.  

Die NeuN-positiven Zellen wurden ausgezählt, indem eine Linie 250 µm unter dem Corpus 

callosum horizontal gezogen und alle vitalen Zellen, die diese berührten, mit der Open-

Source-Software ImageJ gezählt wurden (Abbildung 13). Das neuronale Überleben wurde 

als Quotient der NeuN-positiven Zellen von ipsilateraler zur kontralateraler Seite berechnet.  

Die Iba1-positiven Zellen wurden als Ganzes, ipsi- und kontralaterale Seite getrennt, gezählt.   

 

2.2.3 Molekularbiologische Methoden  

2.2.3.1 Oligonukleotid-Synthese und Design  

Die Oligonukleotide wurden mittels des online verfügbaren Alignement-Programms Primer-

BLAST (Zugriff: 15.04.2014) unter Beachtung folgender Kriterien erstellt: Länge der 

Zielsequenz: 250 – 300 bp; Primer-Länge: 25 bis 30 bp; Schmelztemperatur: ca. 60 °C, GC-

Gehalt: 40 – 60%; mit 1 bp GC-Clamp. Die cDNA-Sequenzen wurden von der Ensembl-

Datenbank (Zugriff: 15.04.2014) verwendet. Die Oligonukleotide wurden von Eurofins Sci-

entific in einer Konzentration von 100 pM bezogen.  

 

2.2.3.2 RNA-Isolation aus Gehirngewebe und DNase-Verdau  

Die Tiere wurden letal mittels 4% Isofluran anästhesiert und dekapitiert. Das Gehirn wurde 

entfernt, und es erfolgte die Separation der Gehirnhemisphären. Die kontra- (nicht-ischämi-

sche) und ipsilaterale (ischämische) Hemisphäre wurden getrennt und ca. 100 mg Gewebe 

in 1 ml TRIzol Reagent-Lösung homogenisiert. Hiernach erfolgte die RNA-Isolation nach 

Herstellerangabe. Die Proben wurden für 5 min inkubiert und eine Phenol-Chloroform-Ex-

traktion mittels Zugabe von Chloroform durchgeführt. Die Proben wurden bei 12000 g für 

15 min bei 4 °C zentrifugiert. Die entstandene wässrige obere Phase beinhaltete die RNA. 
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Diese wurde sorgfältig entnommen und in ein neues Reaktionsgefäß gegeben. Unter Zugabe 

von 100% Isopropanol wurde die RNA präzipitiert, 10 min inkubiert und bei 12000 g für 10 

min bei 4 °C zentrifugiert. Das RNA Sediment wurde in 75% Ethanol resuspendiert, wiede-

rum bei 7500 g für 5 min bei 4 °C zentrifugiert und dadurch gewaschen. Das Sediment wurde 

für 10 min luftgetrocknet und in 50 µl RNase-freiem Wasser eluiert.  

Bei allen Schritten wurde auf eine RNase-freie Umgebung und RNase-freie Lösungen ge-

achtet. Die Lagerung der isolierten RNA erfolgte bis zur Verwendung bei -80 °C.    

Zur Reinigung von kontaminierender DNA und zur Inaktivierung von RNase-Aktivitäten 

erfolgte ein enzymatischer Verdau mit DNase I. Die Präparation erfolgte nach Herstelleran-

gabe. Die RNA-Lösung wurde mit dem Reaktionspuffer und der DNase I versetzt und für 

15 min inkubiert. Hiernach wurde die Stopp-Lösung hinzugesetzt und es erfolgte die Enzym- 

und RNA-Denaturierung bei 70 °C für 10 min. Danach wurden die Reaktionsgefäße auf Eis 

gekühlt.  

 

2.2.3.3 RNA-Photometrie und Konzentrationsbestimmung    

Die RNA Photometrie wurde mit dem NanoDrop 2000 Spektralphotometer durchgeführt. 

Die Eichung des Photometers erfolgte mit einer Leerprobe, einem Eluat der Schritte der 

RNA-Isolation und des DNase-Verdaus ohne Gewebeprobe. Die Spektralkurven wurden 

durch Messung der Extinktion (Optische Dichte; OD) in einem kontinuierlichen Spektrum 

von 220 nm bis zu 340 nm pro Probe erstellt. Das Absorptionsmaximum von Nukleinsäuren 

liegt bei 260 nm, das von Proteinen bei 280 nm und das von Phenol- und Extraktionsresten 

bei 230 nm. Um die Reinheit der isolierten RNA und mögliche Kontamination durch Prote-

ine, Extraktionsreste oder genomischer DNA darzustellen wird der Quotient aus den opti-

schen Dichten bei 260 nm zu 280 nm und der Quotient der optischen Dichten bei 260 nm zu 

230 nm gebildet. Bei einer qualitativ guten RNA-Isolation liegt das Verhältnis von 

OD260/OD280 zwischen 1.8 und 2, sowie das Verhältnis von OD260/OD230 über 2. Aus 

der Extinktion beim Absorptionsmaximum von 260 nm wurde die RNA-Konzentration der 

Proben auf ng/ml ermittelt.  

 

2.2.3.4 cDNA-Synthese mittels Reverse-Transkriptase-Polymerase-Ketten-Reaktion     

Die präparierte RNA wurde in einer Menge von 1 µg für die Reverse-Transkriptase-Poly-

merase-Ketten-Reaktion (RT-PCR) mittels iScript cDNA Synthesis Kit verwendet. Die RT-
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PCR wurde laut Herstellerangabe durchgeführt. Das verwendete System nutzte eine M-

MLV (Moloney Murines Leukämievirus) ähnliche Reverse-Transkriptase und eine Mi-

schung aus oligo(dT) und zufälligen hexameren Primern. Die cDNA wurde im Verhältnis 

1:20 in RNase-freiem Wasser verdünnt und bei -20 °C gelagert.  

 

2.2.3.5 Konventionelle Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 

Konventionelle Polymerase-Ketten-Reaktionen (Polymerase-Chain-Reaction; PCR) wur-

den mittels einer hitzestabilen Taq (Thermus aquaticus)-Polymerase mit dem PCR-Master-

Mix Y in einem 20 µl Ansatz (10 µl 2x PCR-Master-Mix Y, 0.2 µl fw(forward)Primer, 0.2 

µl rv(reverse)Primer, 1 µl cDNA, 8.6 µl ddH2O) durchgeführt. Die Reaktionszeiten erfolg-

ten nach folgendem Schema im Light Cycler 480 II: 

 Initiale Denaturierung:  5 min bei 95 °C  

 Denaturierung  15 s  bei  95 °C 

 Annealing 30 s bei 57 °C 

 Elongation  20 s  bei  72 °C  

 End-Elongation  5 min  bei  72 °C  

  Abkühlung  1 min bei 40 °C   

 

2.2.3.6 Agarose-Gelelektrophorese  

DNA wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Es wurden 1% Agarose-Lösun-

gen in TAE-Puffer verwendet und damit Gele für 15 x 15 cm Gelkammern mit 15 µl Probe-

taschen hergestellt. Vor der Polymerisation wurde die Lösung mit 1% Ethidiumbromid ver-

setzt. Es wurden 15 µl DNA, angereichert mit 4 µl Ladepuffer, in die Taschen gefüllt. Pa-

rallel lief ein 100 bp DNA Leiterstandard. Die Elektrophorese-Kammer wurde mit TAE-

Puffer gefüllt und die Elektrophorese erfolgte mit 120 V, 60 mA für 45 min. Die Gele wur-

den unter UV-Licht (365 nm) fotografiert und mit dem Geldokumentationssystem Gel Doc 

XR+ digitalisiert.  

 

40 x  
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2.2.3.7 Quantitative Real-Time-Polymerase-Ketten-Reaktion (qRT-PCR) 

Reaktionsdurchführung    

Die quantitative Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) ist eine Erweiterung der 

konventionellen PCR-Technik, welche durch Fluoreszenzfarbstoffe in Echtzeit die Detek-

tion der Zunahme des Amplifikats ermöglicht. Durch Zunahme des Fluoreszenzsignals kann 

proportional auf die entstandene DNA-Menge rückgeschlossen und quantifiziert werden. 

Zur Detektion der DNA können verschiedene Methoden angewendet werden (Holzapfel und 

Wickert 2007). In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Detektion mittels des Fluoreszenz-

farbstoffes SYBR Green I, welche zum herkömmlichen PCR-Reaktionsansatz zugegeben 

wurde. Dieser interkaliert in doppelsträngiger DNA und emittiert Licht bei 521 nm. Die De-

tektion erfolgt dementsprechend bei jedem PCR-Zyklus am Ende der Elongationsphase. 

Wird cDNA verwendet, können über die Quantifizierung Rückschlüsse über die exprimierte 

mRNA-Menge und dadurch über mögliche Induktion oder Repression von Genen geschlos-

sen werden. Es wurde folgendes PCR-Schema für die qRT-PCR verwendet:  

 

 Initiale Denaturierung:  5 min bei 95 °C  

 Denaturierung  15 s  bei  95 °C 

 Annealing 30 s bei 57 °C 

 Elongation  20 s  bei  72 °C  

 Schmelzkurvenanalyse:  

  Denaturierung  15 s bei 95 °C 

  Schmelzvorgang von 60 °C sukzessive auf 95 °C    

  Abkühlung  1 min bei 40 °C   

 

Es wurden 20 µl qRT-PCR-Ansätze mit 10 µl LightCycler 480 SYBR Green I Master-Mix, 

1 µl cDNA, 0.2 µl jeweils rv- und fw-Primer und ddH2O zur Volumenergänzung gebraucht. 

Die Lösung beinhaltete eine hitzestabile Taq-DNA-Polymerase. Für jede Probe wurde ein 

technisches Replikat erstellt und der Mittelwert der Ct-Werte angewendet. Außerdem wur-

den bei jedem Versuchsansatz Negativproben zugegeben. Die Reaktionen wurden mit dem 

33 x  



2 Materialien und Methoden   34 

 

LightCycler 480 II durchgeführt und die Daten mit der LightCycler 480 Software analysiert. 

 

DNA Quantifizierung durch qRT-PCR mittels Ct-Methode 

Wird die amplifizierende DNA einer PCR detektiert und das Signal gegen die Anzahl an 

Zyklen aufgetragen, so ergibt sich für die PCR eine Sättigungskurve (Abbildung 6). Nach 

mehreren Zyklen geht die PCR in eine exponentielle Phase über, in der sich die DNA im 

Optimalfall bei jedem Zyklus verdoppelt. Allerdings ist die PCR selbstlimitierend. 

Dies ist durch Nebenprodukte erklärbar, die zusätzlich entstehen: Primer-Dimere und DNA-

Fragmente, die miteinander hybridisieren und als kompetitive Inhibitoren der DNA-Poly-

merase wirken. Die Entwicklung der Zunahme der Fluoreszenzintensität korreliert proporti-

onal direkt mit der verwendeten DNA-Menge. Um quantitative Aussagen zu treffen, wird 

Abbildung 6: Amplifikationskurve einer SYBR-Green-qRT-PCR. 

Aufgetragen ist die Fluoreszenz in der Ordinate und die Zyklusanzahl in der Abszisse. Die Fluoreszenzzu-

nahme der Amplifikate der Proben zeigt einen sigmoiden Verlauf mit drei Phasen: der exponentiellen Phase, 

der Interphase, und letztendlich einer Plateauphase, bei der die PCR sich selbst durch entstandene Nebenpro-

dukte, wie Primer-Dimere, limitiert. Zur Beurteilung der Probenkonzentrationen wird der Ct-Wert als die Zyk-

luszahl, an der die Fluoreszenz einen signifikanten Anstieg erreicht hat, durch die Analysesoftware ermittelt. 

Es erfolgte immer gleichzeitig eine Negativkontrolle.    
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der Ct-Wert gemessen. Dieser entspricht dem Zyklus, bei dem das Fluoreszenzsignal signi-

fikant über einen Schwellenwert zunimmt und in allen Proben die gleiche DNA Menge vor-

liegt. 

Die gemessen Ct-Werte können zur relativen Quantifizierung von Genexpressionen heran-

gezogen werden. Zur Berechnung der relativen Genexpressionen wurde die Ct-Methode 

verwendet (Holzapfel und Wickert 2007). Die spezifischen Genexpressionen wurden auf ein 

Housekeeping-Gen als Referenz bezogen, in dem Falle auf die Hypoxanthin-Guanin-Phos-

phoribosyl-Transferase (HPRT).  

Herkömmlich wird bei der Ct-Methode eine doppelte Differenz gebildet: Es wird die Dif-

ferenz zwischen dem Ct-Wert der jeweiligen Probe des bestimmten Zielgenes zum Ct-Wert 

des Referenzgenes gebildet: 

∆𝐶𝑡 = 𝐶𝑡(𝑍𝑖𝑒𝑙𝑔𝑒𝑛) −  𝐶𝑡(𝑅𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑧𝑔𝑒𝑛) 

Des Weiteren werden die gebildeten Differenzen für die zu untersuchende Gruppe von einer 

Kontrollgruppe abgezogen und so das Ct gebildet: 

∆∆𝐶𝑡 =  ∆𝐶𝑡(𝑇ℎ𝑒𝑟𝑎𝑝𝑒𝑢𝑡𝑖𝑠𝑐ℎ𝑒 𝐺𝑟𝑢𝑝𝑝𝑒) − ∆𝐶𝑡(𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑔𝑟𝑢𝑝𝑝𝑒) 

Die RNA der Gehirne wurde getrennt für die ischämische (ipsilaterale) und nicht-ischämi-

sche (kontralaterale) Hemisphäre isoliert. Die Ct-Methode wurde daher angepasst und die 

kontralaterale Hemisphäre als Referenz bezogen:   

∆∆𝐶𝑡 = ∆𝐶𝑡(𝐼𝑝𝑠𝑖𝑙𝑎𝑡𝑒𝑟𝑎𝑙𝑒 𝐻𝑒𝑚𝑖𝑠𝑝ℎä𝑟𝑒) − ∆𝐶𝑡(𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑎𝑙𝑎𝑡𝑒𝑟𝑎𝑙𝑒 𝐻𝑒𝑚𝑖𝑠𝑝ℎä𝑟𝑒) 

Zum Vergleich der verschiedenen Expressionsraten, wurde der Fold Change aus dem Ct 

gebildet. Ein Wert > 1 spricht für eine relative Expressionszunahme, ein Wert < 1 für eine 

relative Expressionsabnahme:  

𝐹𝑜𝑙𝑑 𝐶ℎ𝑎𝑛𝑔𝑒 = 2−∆∆𝐶𝑡  

 

Schmelzkurvenanalyse der PCR-Produkte 

Nachfolgend auf die qRT-PCR erfolgte die Schmelzkurvenanalyse. Hierzu wurden die Pro-

ben von 60 °C auf 95 °C sukzessive (2.2 °C/s) erhitzt und dabei kontinuierlich, in 5 °C 

Schritten, das Fluoreszenzsignal detektiert. Nach einer Schluss-Elongationsphase wurden 
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während der sukzessiven Erhitzung die entstandenen DNA-Produkte denaturiert und 

dadurch der interkalierte SYPR-Green Farbstoff freigesetzt. Dies führte zu einem Signalab-

fall. Durch Ableitung der Fluoreszenzkurve ergaben sich so spezifische Spitzen für verschie-

dene PCR-Produkte, deren Schmelzverhalten wesentlich von ihren Längen und ihrem GC-

Gehalt abhängig sind (Abbildung 7). Demgemäß konnte auf die Reinheit der Produkte ge-

schlossen werden. Gelegentlich war auch eine Spitze für entstandene Primer-Dimere und 

Nebenprodukte sichtbar. Es wurden PCR-Ansätze von möglichst hoher Reinheit angestrebt 

und bei unklaren Schmelzkurven die Reaktionen verworfen.   

 

2.2.4 Statistische Auswertungen  

Als statistischer Test wurde durchgängig der einseitige Mann-Whitney-U-Test für nicht nor-

malverteilte Werte verwendet sowie der einseitige t-Test für normalverteilte Proben. p-

Werte von ≤ 0.05 wurden als signifikant (*) anerkannt. 

Abbildung 7: Schmelzkurvenanalyse einer SYBR-Green-qRT-PCR.  

Aufgetragen ist die Ableitung der Kurve der Fluoreszenzabnahme in der Ordinate und die Temperatur in °C 

in der Abszisse. Die Proben wurden kontinuierlich von 60 °C auf 95 °C erhitzt. Die DNA-Proben denaturieren 

bei einer spezifischen Schmelztemperatur. Durch die Freisetzung des Fluoreszenzfarbstoffes kommt es zu ei-

ner Abnahme des Signals, welches hier als Ableitung der Fluoreszenzkurve dargestellt als Signalspitze zu 

erkennen ist. In der dargestellten Probe ist nur ein Signalgipfel erkennbar, sodass hier von einem spezifischen 

DNA-Produkt ausgegangen werden kann. Primer-Dimere würden eine zusätzliche Spitze erzeugen. Als Kon-

trolle diente eine Negativprobe.  
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Die Angaben von deskriptiven Werten erfolgten als Mittelwert ± Standardfehler. Bei Werten 

aus einer Ordinalskala (Neuroscore) wurde der Median ± Interquartilabstand angegeben.  

Die statistischen Auswertungen und die grafischen Darstellungen erfolgten mit der proprie-

tären Software GraphPadPrism; Tabellenkalkulation, Text- und Bildverarbeitung mittels 

MS Office-Software-Packet.  

 

  



3 Ergebnisse   38 

 

3 Ergebnisse 

3.1 Versuchsaufbau zum therapeutischen Potenzial von Metallothionein-

II im MCAO-Schlaganfallmodell  

 

Um mögliche therapeutische Effekte von Metallothionein beim ischämischen Schlaganfall 

zu testen, wurde Metallothionein-II (MT-II) im tierexperimentellen Schlaganfallmodell 

Mäusen injiziert und dessen Effekt im direkten Vergleich zu einer Kontrollgruppe evaluiert. 

Es erfolgte eine makroskopische Gegenüberstellung des neurologischen Defizits, der In-

farktvolumina und der Hirnödeme. Mikroskopisch wurden Unterschiede im Überleben der 

Neurone und der Immigration und Aktivierung von inflammatorischen Zellen im ischämi-

schen Areal untersucht. Schließlich wurden molekularbiologisch die Expressionsmuster von 

ausgewählten Kandidatengenen und proinflammatorischen Zytokinen gemessen, um mögli-

che Wirkmechanismen von Metallothionein zu beurteilen. 

Die therapeutische Wirkung von Metallothionein-II wurde im tierexperimentellen Standard-

modell der Schlaganfallforschung, dem Middle Cerebral Artery Occlusion (MCAO)-Modell 

geprüft. Dabei erfolgte in Narkose an der Maus eine transiente Okklusion der A. cerebri 

media mittels eines Silikon-überzogenen Fadens und einer anschließenden Reperfusion des 

ischämischen Gewebes. Es kamen dabei zwei Variationen des Modells zum Einsatz: Ein 

strengeres MCAO-Modell, bei dem die Okklusionszeit 60 min und die Reperfusionszeit 48 h 

betrug, und ein milderes Schlaganfallmodell, bei der die Okklusionszeit bei 30 min und die 

Reperfusionszeit bei 72 h lag. Zum Vergleich wurden die Infarktvolumina histologisch in 

HE-Färbung mittels Gefrierschnittpräparate des Gehirns ausgemessen wie auch ein Ver-

gleich des neurologischen Defizits (Neuroscore) durchgeführt. 

In beiden Modellen wurden männliche Mäuse des Inzuchtstammes C57Bl6/N im Alter von 

8-10 Wochen eingesetzt. Die Applikation des MT-II erfolgte intraperitoneal (i.p.), direkt vor 

Operationsbeginn in Narkose. Es wurden 5 µg/10 g Körpergewicht appliziert und die Injek-

tion alle 12 h nach Reperfusion bis zum Ende der Reperfusionszeit wiederholt (MT-II 

Gruppe). Als Kontrollgruppe diente die Injektion von 0.9% sterilem NaCl (NaCl-Gruppe). 

Es erfolgten tägliche Temperatur- und Körpergewichtskontrollen (Abbildung 8). Mäuse, die 

die Abbruchkriterien erfüllten, wurden schmerzlos getötet. Diese Tiere sowie jene, die spon-

tan vor Ende der Reperfusionszeit starben, wurden nicht in die histologischen Auswertun-

gen, jedoch aber in den Neuroscore mit dem Wert 4 aufgenommen.   
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Wenn nicht anders verzeichnet, wurden die deskriptiven Werte als Mittelwert ± Standard-

fehler angeben und der einseitige Mann-Whitney-U-Test als statistischer Test für nicht nor-

malverteilte Proben verwendet. p-Werte ≤ 0.05 wurden als signifikant (*) gewertet.  

3.2 Metallothioneinbehandlung reduziert das Infarktvolumen im milden 

Schlaganfallmodell 

 

Unmittelbar vor MCAO-Induktion und alle 24 h postoperativ erfolgten bei allen Tieren Mes-

sungen des Körpergewichts und der Körpertemperatur. Neben dem erwarteten postoperati-

ven Gewichtsverlust und einer moderaten Hypothermie konnten zwischen den behandelten 

und unbehandelten Mäusen in beiden verwendeten Modellen keine Unterschiede im Verlauf 

festgestellt werden (Abbildung 8).  

 

Ergebnisse des strengeren 60-min-MCAO-Modells  

Bei 60 min Okklusions- und 48 h Reperfusionszeit zeigte sich zwischen der MT-II behan-

delten und der unbehandelten Gruppe kein signifikanter Unterschied der Infarktvolumina 

(Abbildung 9). Es wurden das direkte Infarktvolumen, das indirekte Infarktvolumen und das 

Hirnödem als Differenz zwischen direktem und indirektem Infarktvolumen berechnet.  

Abbildung 8: Gewichts- und Temperaturkontrollen der behandelten Mäuse.  

(A) Entwicklung des mittleren Gewichts und der mittleren Temperatur der Mäuse im 60-min-Okklusions- und 

48-h-Reperfusions-MCAO-Modell über die Zeit (nMT-II = 8; nNaCl = 7). (B) Entwicklung des mittleren Gewichts 

und der mittleren Temperatur der Mäuse im 30-min-Okklusions- und 72-h-Reperfusions-MCAO-Modell über 

die Zeit (nMT-II = 9; nNaCl = 8). Dargestellt sind die Datenpunkte als Mittelwert ± Standardfehler. 
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Die MT-II behandelte Gruppe (n = 8; Gewicht: 22.9 ± 0.3 g) zeigte im direkten Infarktvo- 

lumen (53 ± 5.8 mm3) eine leichte Tendenz zu niedrigeren Werten als zur NaCl behandelten 

Kontrollgruppe (n = 7; Gewicht: 23.3 ± 0.2 g; Abbildung 9a), aber keinen signifikanten Un-

terschied (61.3 ± 10.0 mm3, p = 0.27). Gleiches gilt für die indirekten Infarktvolumina (Ab-

bildung 9c) zwischen behandelter (36.8 ± 5.6 mm3) und unbehandelter Gruppe (45.5 ± 4.0 

mm3, p = 0.12). Beim Hirnödem (Abbildung 9d) können sogar leichte Werterhöhungen bei 

der MT-II Gruppe (16.1 ± 6.0 mm3) gesehen werden, allerdings ebenfalls ohne Signifikanz 

gegenüber der Kontrollgruppe (15.8 ± 9.0 mm3, p = 0.5).  

Dementsprechend sind auch in der Betrachtung der einzelnen histologischen Ebenen (defi-

niert nach interauraler Position) keine Unterschiede in den direkten Infarktflächen zu erken-

nen (Abbildung 9b).  

Abbildung 9: Infarktvolumina nach 48 h Reperfusion mit 60 min MCAO im Vergleich.  

Mäuse wurden entweder mit MT-II (n = 8) oder NaCl (n = 7) i.p. behandelt. (A) Das direkte Infarktvolumen 

(in mm3), ermittelt aus den infarzierten Flächen der Gehirnhemisphären. (B) Die direkten Infarktflächen (mm2) 

in den einzelnen definierten histologischen Gehirnebenen im Vergleich. (C) Das indirekte Infarktvolumen (in 

mm3) ermittelt aus der Differenz zwischen den Volumina der kontralateralen Flächen und der nicht-infarzierten 

ipsilateralen Flächen. (D) Die errechneten Hirnödeme als Differenz zwischen direkten zu indirekten Infarkt-

volumen. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen behandelter und unbehandelter Gruppe fest-

gestellt werden (p > 0.05, mittels einseitigem Mann-Whitney-U-Test). Dargestellt sind Mittelwerte ± Standard-

fehler. *p ≤ 0.05. 
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Ergebnisse des milden 30-min-MCAO-Modells  

Im Gegensatz dazu zeigte das mildere MCAO-Modell in den Infarktvolumina (Abbildung 

10) signifikant kleinere Werte in der MT-II Gruppe (n = 9, Gewicht: 25.7 ± 0.2 g) zur NaCl 

Gruppe (n = 8, Gewicht: 24.7 ± 0.2 g). Das direkte Volumen (Abbildung 10a) der behandel-

ten Gruppe (33.3 ± 3.6 mm3) war deutlich reduziert zur unbehandelten (51.3 ± 5.7 mm3, p = 

0.02). Ebenso das indirekte Infarktvolumen (Abbildung 10c) in der behandelten Gruppe mit 

25.6 ± 3.5 mm3, zur Kontrollgruppe mit 34.1 ± 3.1 mm3 (p = 0.046). Das entstandene Hirn-

ödem (Abbildung 10d) war in der MT-II Gruppe zwar reduziert (7.6 ± 4.5 mm3) zur NaCl 

Gruppe (17.1 ± 7.7 mm3), aber ohne Signifikanz (p = 0.2).  Die direkten Infarktflächen waren 

insbesondere in der 3. (3.9 mm interaurale Position, p = 0.005) und 4. (1.9 mm interaurale 

Position, p = 0.01) histologischen Ebene signifikant reduziert (Abbildung 10b).  

Abbildung 10: Infarktvolumina nach 72 h Reperfusion mit 30 min MCAO im Vergleich.  

Mäuse wurden entweder mit MT-II (n = 9) oder NaCl (n = 8) i.p. behandelt. (A) Das direkte Infarktvolumen 

(in mm3), ermittelt aus den infarzierten Flächen der Gehirnhemisphären. (B) Die direkten Infarktflächen (mm2) 

in den einzelnen definierten histologischen Gehirnebenen im Vergleich. (C) Das indirekte Infarktvolumen (in 

mm3) ermittelt aus der Differenz zwischen den Volumina der kontralateralen Flächen und der nicht-infarzierten 

ipsilateralen Flächen. (D) Die errechneten Hirnödeme als Differenz zwischen direkten zu indirekten Infarktvo-

lumen. In den direkten (p = 0.02) und indirekten (p = 0.046) Infarktvolumen zeigten sich signifikante Reduzie-

rungen bei MT-II i.p. Behandlung (ermittelt durch den einseitigen Mann-Whitney-U-Test). Dargestellt sind 

Mittelwerte ± Standardfehler. *p ≤ 0.05. 
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3.3 MT-II Behandlung verbessert neurologische Defizite im milden 

Schlaganfallmodell  

 

Um die entstandenen neurologischen Defizite an den Mäusen nach MCAO Induktion beur-

teilen zu können, wurde eine grobe Skala zur Beurteilung als Neuroscore verwendet. Beim 

Neuroscore galt die 0 für kein Defizit, 1 für ein Streckdefizit der ipsilateralen Vorderpfote, 

2 für eine Zirkulationsbewegung zur kontralateralen Seite, 3 für eine Hemiplegie und 4 für 

den spontanen Tod der Maus. Der Neuroscore wurde alle 24 h, beginnend vor MCAO 

Durchführung, bis zum Ende der definierten Reperfusionszeit, an den Mäusen erhoben. Im 

Vergleich zum strengeren MCAO-Modell, zeigten sich im milden Schlaganfallmodell deut-

lich reduziertere neurologische Defizite bei der Behandlung mit MT-II. Im strengen MCAO-

Modell mit 60 min Okklusions- und 48 h Reperfusionszeit konnte kein signifikanter Unter-

schied (Abbildung 11a) nach 24 h (p = 0.2) und 48 h (p = 0.09) zwischen den Gruppen 

festgestellt werden (nMT-II = 8; nNaCl = 8; nach 24 h: 2 ± 2 vs. 2 ± 1.75; nach 48 h: 2 ± 1.5 vs. 

2 ± 0.75; Angaben als Median ± Interquartilabstand). Im MCAO-Modell mit 30 min Okklu-

sions- und 72 h Reperfusionszeit konnte ein signifikanter Unterschied sowohl nach 48 h (p 

= 0.03) wie auch nach 72 h (p = 0.03) zwischen MT-II behandelter Gruppe (n = 9; nach 24 

h: 2 ± 0; nach 48: 2 ± 0; nach 72 h: 2 ± 0.5) und Kontrollgruppe (n = 10; nach 24 h: 2 ± 0; 

nach 48 h: 2 ± 1; nach 72 h: 3 ± 1.25) festgestellt werden (Abbildung 11b).  

Abbildung 11: Vergleich des neurologischen Defizits (Neuroscore) der MCAO-behandelten Tiere am 

Ende der Reperfusionszeit.  

Die Tiere wurden entweder mit MT-II oder als Kontrolle mit NaCl i.p. behandelt. 0 steht für kein Defizit. 1 für 

ein Streckdefizit der Vorderpfote, 2 für eine Zirkulationsbewegung zur kontralateralen Seite, 3 für eine He-

miplegie und 4 für den spontanen Tod der Maus. Der Neuroscore wurde alle 24 h, ab Beginn der MCAO-

Induktion erhoben. (A) Das neurologische Defizit nach 48 h Reperfusion und 60 min Okklusion bei MT-II 

Behandlung (n = 8) zur Kontrollgruppe (n = 8). (B) Das neurologische Defizit nach 72 h Reperfusion und 30 

min Okklusion bei MT-II Behandlung (n = 9) zur Kontrollgruppe (n = 10). Die MT-II behandelte Gruppe 

zeigte eine signifikante Besserung im neurologischen Defizit nach 72 h bei 30 min MCAO (p = 0.03, mit 

einseitigem Mann-Whitney-U-Test). *p ≤ 0.05. 
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3.4 Neuronenüberleben und die Aktivierung von inflammatorischen Zel-

len wurden von Metallothionein-II nicht beeinflusst  

 

Die möglichen Effekte von Metallothionein wurden auch auf zellulärer Ebene gemessen. 

Dazu wurden Immunfluoreszenzfärbungen an den infarzierten Gehirngeweben durchgeführt 

und die Neurone und inflammatorischen Zellen gezählt (Abbildung 13). Als Marker für Neu-

rone diente die Anfärbung vom Protein NeuN, inflammatorische Zellen wurden mit dem 

Protein Iba1 markiert. Dies wird speziell von monozytären Zellen, insbesondere aktivierten 

Mikroglia, exprimiert. Zur Auszählung wurde die Schnittebene 3 (3.9 mm interauraler Posi-

tion) verwendet. Die NeuN-positiven Zellen wurden gezählt, indem eine horizontale Linie 

Abbildung 12: Vergleich des neuronalen Überlebens und Aktivierung monozytärer Zellen an Immun-

fluoreszenzfärbungen zwischen zwei MCAO-Modellen.  

Das neuronale Überleben wurde gemessen, indem bei 3.9 mm interauraler Position in den Gehirnpräparaten 

der Neuronenmarker NeuN immunfluoreszierend gefärbt wurde. Anschließend wurde eine Linie 250 µm unter 

dem Corpus Callosum gezogen und alle NeuN-positiven Zellen die diese berührten gezählt. Das neuronale 

Überleben ist das Verhältnis von ipsilateralen zu kontralateralen Zellen. Inflammatorische Zellen, insbesondere 

Makrophagen und aktivierte Mikroglia, wurden mittels Iba1 markiert. Alle Iba1-positiven Zellen auf der infar-

zierten (ipsilateralen) Hemisphäre wurden gezählt und verglichen. (A und C) Neuronales Überleben und ipsi-

laterale Iba1-positive Zellen im 60-min-Okklusions- und 48-h-Reperfusions-MCAO-Modell zwischen MT-II 

i.p. behandelter und unbehandelter (NaCl) Gruppe. (B und D) Neuronales Überleben und ipsilaterale Iba1-

positive Zellen im 30-min-Okklusions- und 72-h-Reperfusions-MCAO-Modell zwischen MT-II i.p. behandel-

ter und unbehandelter (NaCl) Gruppe. Es konnten in allen Vergleichen keine signifikanten Unterschiede zwi-

schen den Gruppen festgestellt werden (mittels einseitigem Mann-Whitney-U-Test). *p ≤ 0.05.  
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250 µm unter dem Corpus Callosum gezogen wurde und alle NeuN-positiven Zellen, die 

diese Linie berührten, erfasst wurden (Abbildung 13). Die ipsilaterale (infarzierte) Hemi-

sphäre wurde getrennt von der kontralateralen Hirnhälfte gemessen. Das neuronale Überle-

ben wurde als Quotient zwischen NeuN-positiven Zellen der ipsilateralen zur kontralateralen 

Hemisphäre berechnet. Die Iba1-positiven Zellen wurden in beiden Hemisphären gezählt 

und die Summe aus beider Hirnhälften dargestellt.  

Abbildung 13: Immunfluoreszenzfärbungen von Neuronen und monozytären Zellen im Vergleich zwi-

schen MT-II-behandelten und unbehandelten Mäusen im MCAO-Modell.  
Zur Messung des neuronalen Überlebens und des Ausmaßes der Aktivierung von monozytären Zellen wurden 

Gefrierschnittpräparate bei 3.9 mm interauraler Position immunfluoreszierend gefärbt und mikroskopiert. 

Dazu wurden Neurone mittels des Markerproteins NeuN und des Fluoreszenzfarbstoffes AlexaFluor488 mar-

kiert (in der Abbildung in grün). Makrophagen und aktivierte Mikroglia wurden mit dem Markerprotein Iba1 

und dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 markiert (in der Abbildung rot). Die Zellkerne aller Zellen wurden mit 

DAPI gefärbt (in der Abbildung blau). Dargestellt sind beispielhaft Gehirnpräparate aus dem milden Schlag-

anfallmodell, mit 30 min Okklusions- und 72 h Reperfusionszeit. Oben sind die durch Mehrfachaufnahmen 

zusammengefügten Gesamtdarstellungen der Gehirnpräparate von einer MT-II-i.p.-behandelten Maus im Ver-

gleich zu einer Maus aus der Kontrollgruppe mit 0.9% NaCl-i.p.-Injektion zu sehen. Die Aufnahme erfolgte 

in 10x Vergrößerung, die Farbkanäle sind überlagert dargestellt. Darunter sind definierte Ausschnitte (markiert 

durch blaue Rechtecke in den oberen Bildern) zu erkennen, die in 20x Vergrößerung aufgenommen wurden, 

zum beispielhaften Vergleich der neuronalen und monozytären Zellen zwischen behandelter und unbehandel-

ter Gruppe wie auch zwischen ipsilateraler (infarzierter) und kontralateraler Hemisphäre. Die Farbkanäle wur-

den sowohl einzeln wie auch überlagert dargestellt. Das neuronale Überleben wurde gemessen, indem eine 

Linie 250 µm unter dem Corpus Callosum gezogen und alle NeuN-positiven Zellen, die diese berührten, ge-

zählt wurden (blaue Linien in den oberen Abbildungen).  
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Im 60-min-MCAO- mit 48-h-Reperfusionszeit-Modell konnten weder Unterschiede zwi-

schen der MT-II behandelten (n = 8) und der Kontrollgruppe (n = 7) im neuronalen Überle-

ben (0.6 ± 0.1 vs. 0.6 ± 0.1, p = 0.35), noch in der Anzahl aktivierter ipsilateraler inflamm-

atorischer Zellen (407 ± 56 vs. 385 ± 43, p = 0.35) dargestellt werden (Abbildung 12a und 

c). Das gleiche gilt für das mildere MCAO Modell, mit 30 min MCAO und 72 h Reperfusi-

onszeit (Abbildung 12b und d). Auch hier zeigten sich in den immunfluoreszenzgefärbten 

Gehirnen der behandelten Mäuse (n = 9) keine Vorteile im neuronalen Überleben (0.6 ± 0.05 

vs. 0.6 ± 0.06, p = 0.44) und keine signifikante Reduzierung der Iba1-positiven Zellen (230 

± 64 vs. 344 ± 67, p = 0.1) gegenüber der unbehandelten Gruppe (n = 8), auch wenn ein 

Trend zu reduzierteren Zellzahlen sich abzeichnete.   

3.5 Behandlung mit Metallothionein führt zur einer Repression des TNF-

α-Gens 

 

Um mögliche Wege für die Effekte von Metallothionein zu finden, wurden molekularbiolo-

gische Genexpressionsanalysen mittels quantitativer Real-Time-PCR (qRT-PCR) durchge-

führt. Dazu wurden Mäuse mit dem milden Schlaganfallmodell, mit 30 min Okklusion- und 

72 h Reperfusionszeit, behandelt. Es erfolgte ein Vergleich zwischen Metallothionein-II i.p. 

behandelten Mäusen (n = 4; Gewicht: 23.7 ± 0.9 g) zur NaCl i.p. behandelten Kontrollgruppe 

(n = 6; Gewicht: 24.7 ± 0.7 g). Außerdem wurden unbehandelte Mäuse nur mit MT-II i.p. 

nach dem gleichen Therapieschema über 72 h behandelt, um eventuelle direkte Effekte von 

MT-II im gesunden Gewebe zu analysieren (n = 3, Gewicht: 23.5 ± 0.6 g). Die mRNA wurde 

aus den Hirnhemisphären getrennt isoliert. Die Genexpression von definierten inflammato-

rischen Proteinen wurde mittels relativer Quantifizierung durch qRT-PCR gemessen. Die 

relative Quantifizierung wurde bezogen auf das konstitutiv expremierte Housekeeping-Gen 

der Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT). Die relative Genexpression 

wurde als Fold Change angegeben. Der Wert wurde mittels Ct-Methode berechnet, wobei 

als Referenz zur ipsilateralen (infarzierten) Hemisphäre die kontralaterale Hemisphäre ver-

wendet wurde. Die Ct-Werte der nur MT-II behandelten Tiere wurden auf nicht behandelte 

Tiere (n = 3, Gewicht: 22.6 ± 0.6 g) bezogen. Die Genexpressionen von folgenden proin-

flammatorischen Proteinen wurde gemessen: Interleukin (IL)-1ß, Cysteinyl-Aspartate Spe-

cific Protease (Caspase)-1, Apoptosis-associated Speck-like Protein Containing a CARD 

(ASC) und Tumornekrosefaktor (TNF)-α. Überdies wurde die endogene Metallothionein-II 
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Expression, wie auch die Expression des Metallothionein assoziierten Rezeptors Megalin 

gemessen.  

Zur Analyse der Spezifität der verwendeten PCR-Ansätze erfolgte eine Agarose-Gelelekt-

rophorese der PCR-Reaktionsprodukte (Abbildung 14b). Es konnten keine unspezifischen 

Banden festgestellt werden. Die PCR-Produkte zeigten die erwarteten Basenpaarlängen 

(MT-II: 299 bp, Megalin: 283 bp, IL-1β: 295 bp, Caspase-1: 297 bp, TNF-α: 275 bp, ASC: 

293 bp).  

Weiterhin wies insbesondere die Expression von TNF-α eine deutliche Repression bei den 

MT-II behandelten Mäusen im Gegensatz zur Kontrollgruppe auf (p = 0.04, einseitiger t-

Test). Auch für ASC sind Tendenzen für erniedrigte Expressionen bei exogener MT-II Be-

handlung zu sehen, die allerdings keine Signifikanz darstellten (p = 0.22). Die anderen Pro-

teine waren unwesentlich beeinflusst durch die MT-II i.p. Injektion (Abbildung 14a). 

Abbildung 14: Relative Genexpressionsanalysen mittels qRT-PCR bei 30 min Okklusion und 72 h Re-

perfusions-MCAO-Modell und Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Reaktionsansätze.  

(A) Relative Genexpressionsanalysen mittels qRT-PCR beim 30-min-MCAO-Modell mit 72 h Reperfusions-

zeit. Es wurden drei Gruppen behandelt: Zwei Gruppen erhielten eine MCAO Operation und entweder MT-II 

i.p. (n = 4) oder als Kontrollgruppe NaCl i.p. (n = 6). Eine Gruppe erhielt keine MCAO Operation, sondern 

eine Behandlung mit MT-II i.p. über 72 h nach gleichem Spritzschema (n = 3). Die relative Genexpression 

wurde mittels Ct-Methode auf das Gen HPRT bezogen und die Normalisierung erfolgte in Bezug auf die 

Expression der kontralateralen Hirnhemisphäre. Die relativen Expressionen sind als Fold Change angegeben. 

Es wurden die Expressionen von Metallothionein-II (MT-II), Megalin und den inflammatorischen Proteinen: 

IL-1ß, TNF-α, ASC und Caspase-1 beachtet. Bei den MT-II behandelten Tieren konnte eine signifikante Re-

duzierung der TNF-α Expression festgestellt werden (p = 0.03, einseitiger t-Test). (B) Agarose-Gelelektro-

phorese der PCR-Produkte der gemessenen Gene zur Analyse der Spezifität der verwendeten PCR-Ansätze. 

Die PCR-Produkte lagen im erwarteten Bereich zwischen 250 bp und 300 bp (MT-II: 299 bp, Megalin: 283 

bp, IL-1β: 295 bp, Caspase-1: 297 bp, TNF-α: 275 bp, ASC: 293 bp). Zu jedem Ansatz wurde eine Negativ-

probe ohne cDNA Zugabe erstellt. *p ≤ 0.05. 
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4 Diskussion  

4.1 Therapeutisches Potenzial von Metallothionein im ischämischen 

Schlaganfall  

Der ischämische Schlaganfall ist eine häufige neurologische Erkrankung mit zum Teil er-

heblichen Belastungen für den Patienten. Er gilt als zweithäufigste Todesursache weltweit 

(Feigin et al. 2017). Trotz der enormen Relevanz für die Patienten und das weltweite Ge-

sundheitssystem, sind die Behandlungsoptionen weiterhin eingeschränkt.  

Als medizinischer Notfall bedarf der ischämische Schlaganfall bei Beginn von neurologi-

schen Symptomen einer akuten Therapie. Hierfür stehen die systemische Lyse mit rekombi-

nantem gewebespezifischem Plasminogenaktivator (rtPA) oder eine mechanische interven-

tionelle Rekanalisationstherapie zur Verfügung. Trotz neuester Arbeiten, die eine Evidenz 

für einen möglichen Therapiezeitraum von bis zu 24 h nach Symptombeginn zeigen (Jovin 

et al. 2017), ist die Indikation zur Therapie nur für eine reduzierte Patientengruppe gegeben, 

diese limitiert sich durch die immer älter werdende Bevölkerung und hierdurch bestehende 

Komorbiditäten und Prämedikationen, wie beispielweise Antikoagulanzien. Daher ist die 

Anzahl an Patienten, die tatsächlich einer Akutbehandlung zugeführt werden können, ver-

ringert. Für die übrigen Erkrankten bleiben eine konsequente Sekundärprophylaxe und wich-

tige neurorehabilitierende Maßnahmen. Während die Akuttherapie auf eine rasche Reperfu-

sion des ischämischen Areals und damit eine Eindämmung fortschreitender neurologischer 

Symptome zielt, soll die neuroprotektive Therapie die Resistenz des Gewebes gegenüber 

ischämischen Schäden erhöhen wie auch damit den Krankheitsverlauf verzögern und zu ei-

ner Verbesserung der entstanden neurologischen Defizite führen.   

Neuroprotektive Therapieansätze werden für die Behandlung des ischämischen Insults seit 

Jahren in in-vitro- und in-vivo-Versuchen experimentell getestet, um Patienten eine verbes-

serte Therapieoption beim Schlaganfall geben zu können. Allerdings bleibt die klinische 

Translation experimenteller neuroprotektiver Therapieansätze bisher weitgehend erfolglos 

(O’Collins et al. 2006). Mögliche Gründe könnten sein (Cheng et al. 2004): Die vermeintli-

che späte Einleitung der neuroprotektiven Therapie bei humanen Studien, die Auswahl des 

falschen Tiermodells, die falsche Auswahl des Therapieziels, ungenügende experimentelle 

Daten, zu kleine Versuchsgruppen, statistische Fehlanalysen, zu kurze experimentelle Zeit-
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fenster, die biologischen Unterschiede zwischen Menschen und Modelltieren, klinische He-

terogenität der Schlaganfalltypen und Vernachlässigung der Komorbiditäten, Prämedikatio-

nen und des Alters der betroffenen Menschen in präklinischen Studien.  

Zur Entwicklung möglicher neuroprotektiver Behandlungsmaßnahmen ist das Verständnis 

der Pathophysiologie des ischämischen Schlaganfalls entscheidend: 

Durch eine Unterbrechung der Perfusion kommt es zu einer Ischämie, welche im neuronalen 

Gewebe eine Nekrose verursacht. Dieser Infarktkern ist umgebenen von einem hypoxischen 

Areal, welches sich in Gefahr befindet, der Penumbra (Dirnagl et al. 1999). In diesem Areal 

wird durch die Minderperfusion eine Kaskade an Reaktionen ausgelöst, welche für den Ver-

lauf des Schlaganfalls und seine Folgen entscheidend ist (Moskowitz et al. 2010). Die Haupt-

komponenten dabei sind die Exzitotoxizität, Peri-Infarkt-Depolarisation, Apoptose und In-

flammationsreaktion. Diese Prozesse entstehen in den ersten Minuten bis Stunden des Insults 

(Dirnagl et al. 1999). In den kommenden Tagen entwickelt sich dann die Inflammationsre-

aktion im ZNS, was sowohl das angeborene Immunsystem, wie auch das adaptive Immun-

system aktiviert. Die anschließende Immunreaktion beeinflusst das neurologische Ergebnis 

des Patienten. Im weiteren Verlauf führt sie aber daneben zur Regeneration und Aktivierung 

von Reparaturmechanismen (Iadecola und Anrather 2011).  

Eine neuroprotektive Therapie müsste in diese pathophysiologische Kaskade eingreifen kön-

nen, um sie zu modifizieren und reduzieren. In diesem Rahmen könnte Metallothionein 

(MT) durch seine antiinflammatorischen und neuroregenerativen Eigenschaften einen mög-

lichen Behandlungsansatz darstellen.  

Metallothioneine sind ubiquitär exprimierte Proteine, die in fast allen Organismen konser-

viert vorkommen (Vallee 1995). Neben ihrer Aufgabe als Chelatoren zweiwertiger Metallio-

nen wurden weitere mannigfaltige Funktionen von MT-I/II festgestellt (Santos et al. 2012). 

Sie zeigen antiapoptotische (Ostrakhovitch et al. 2006), antiinflammatorische (Manso et al. 

2011), wachstumsfördernde (Fitzgerald et al. 2007), neuroregenerative und neuroprotektive 

Effekte (West et al. 2008). Außerdem sind sie in der Lage reaktive Sauerstoffspezies (ROS) 

zu reduzieren und wirken somit antioxidativ (Sato und Bremner 1993).  

Es existieren mehrere Hinweise auf eine neuroprotektive Wirkung und eine besondere Rolle 

sowohl der intrazellulären als auch der extrazellulären MT-I/II beim ischämischen Schlag-

anfall (Santos et al. 2012).  

So ist bei Genexpressionsanalysen beim MCAO-Modell, das Metallothionein-II-Gen das am 

meisten induzierte im ischämischen Insult (Trendelenburg et al. 2002). MT-I/II-knockout-

Mäuse zeigten im MCAO-Modell deutlich vergrößerte Infarkte (Trendelenburg et al. 2002; 



4 Diskussion   49 

 

Wakida et al. 2007). Ein MT-I überexprimierendes Maus Modell zeigte sich gegen fokaler 

Hirnischämie geschützt (van Lookeren Campagne et al. 1999). Eine Injektion von MT-II 

reduzierte bei fokaler Kryoläsion von Maushirnen den neuronalen Schaden (Giralt et al. 

2002) und förderte die neuronale Regeneration, das Wachstum von Neuronen und die Aus-

bildung von Axonen in-vitro (Leung et al. 2012) und in-vivo (Chung et al. 2003).  

Trotz Belegen für einen positiv neuroprotektiven Effekt einer möglichen MT-I/II Behand-

lung (Santos et al. 2012) wurden bis zu Beginn dieser Arbeit noch keine Versuche unter-

nommen, den therapeutischen Nutzen von MT-I/II im Standardmodell der experimentellen 

Schlaganfallforschung, dem MCAO-Modell, an Mäusen zu testen.  

Ziel dieser Arbeit war es, das therapeutische Potenzial einer intraperitonealen (i.p.) MT-II 

Injektion im MCAO-Modell bei Mäusen zu evaluieren. Die Bewertung des Therapienutzens 

erfolgte durch Beobachtungen des neurologischen Defizits mittels der Erhebung eines Neu-

roscores und durch den histologischen Vergleich der Infarktvolumina und des entstandenen 

Hirnödems. Weiterhin wurde histologisch mittels Immunfluoreszenzfärbung eine Gegen-

überstellung des neuronalen Überlebens durch Auszählung von Neuronen gezogen und das 

Ausmaß des inflammatorischen Geschehens durch Zählung aktivierter und migrierter mo-

nozytärer Zellen erstellt. Zudem erfolgte eine Analyse von Genexpressionsmustern ausge-

wählter proinflammatorischer Zytokine und der Gene von MT-II und Megalin mittels quan-

titativer Real-Time-PCR, um mögliche Wirkmechanismen einer exogenen MT-II-Zufuhr zu 

eruieren.  

4.2 Eine MT-II Applikation kann das Infarktvolumen und das neurologi-

sche Defizit im Schlaganfall verringern  

Um den therapeutischen Nutzen einer MT-II i.p. Injektion im ischämischen Schlaganfall zu 

beurteilen, wurde an Mäusen das MCAO-Modell angewendet.  

Das MCAO-Modell hat sich als das meistverwendete Tiermodell in der experimentellen 

Schlaganfallforschung etabliert (Fluri et al. 2015). Dabei erfolgt mittels eines minimalinva-

siven Eingriffes eine transiente oder permanente Okklusion der A. cerebri media durch einen 

Silikon-überzogenen Faden, welcher über die A. cerebri interna eingeführt wird (Longa et 

al. 1989). Dieses Modell kommt am ehesten der Pathophysiologie des humanen ischämi-

schen Schlaganfalls gleich (Fluri et al. 2015). Im Gegensatz zu anderen Modellen ist der 

Eingriff minimal, und es muss keine Kraniotomie erfolgen, außerdem sind die Infarkte gut 
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reproduzierbar und reliabel. Daher hat sich dieses Tiermodell in den meisten Schlaganfall-

studien zur Pathobiochemie oder zur Validierung potenzieller neuroprotektiver Substanzen 

durchgesetzt. Einschränkungen ergeben sich durch den hohen methodischen Aufwand, die 

Abhängigkeit der Infarktgrößen vom jeweiligen Operateur und von der verwendeten Faden-

beschaffenheit, welche auch die Gefahr von hämorrhagischen Komplikationen erhöht. Au-

ßerdem zeigt sich eine schlechte Verwendbarkeit für Versuche zur Thrombolyse, wofür ein 

geeigneteres Modell zur Verfügung steht (Fluri et al. 2015).  

Um die Gefahr von Variabilität in den induzierten Infarkten durch die Fadenstruktur zu mi-

nimieren, wurden für diese Arbeit nur kommerziell angeschaffte Silicon-überzogene Fäden 

verwendet. Weiterhin ist durch mehrere Studien belegt, dass die alleinige Verwendung von 

Inhalationsnarkotika, indem Falle Isofluran, schon für sich einen neuroprotektiven Effekt im 

MCAO-Modell aufweisen (Kapinya et al. 2002; Hoffmann et al. 2016b). Daher wurde die 

Operationszeit so kurz wie möglich, stets unter 15 min, gehalten, um zusätzliche Effekte des 

volatilen Anästhetikums zu minimieren.  

In dieser Arbeit wurden zwei Varianten des MCAO-Modells angewandt, welche sich in der 

Okklusions- und Reperfusionszeit unterschieden. Ein milderes Schlaganfallmodell, mit 30 

min Okklusion und 72 h Reperfusionszeit und ein strengeres Modell mit 60 min Okklusion 

und 48 h Reperfusion. Als Kontrollgruppe dienten 0.9% NaCl i.p. Injektionen. Die i.p. MT-

Injektionen erfolgten unmittelbar nach MCAO Induktion und wurden alle 12 h wiederholt. 

Bei der vorliegenden Arbeit wurde das Therapiekonzept von Giralt et al. übernommen, wel-

ches bereits erfolgreich im fokalen Kryoläsionsmodell an Mäusen angewendet worden war 

(Giralt et al. 2002).  

Postoperative Gewichts- und Temperaturkontrollen wurden alle 24 h durchgeführt. Ein mög-

licher therapeutischer Effekt über Veränderungen des postoperativen Gewichts und der Kör-

pertemperatur an den Tieren erscheint angesichts ähnlicher Verlaufskurven zwischen den 

Interventionsgruppen unwahrscheinlich (Abbildung 8).  

Es konnte festgestellt werden, dass im milderen Infarktmodell mit einer geringeren Ischä-

miezeit (30 min) und einer längeren Reperfusionszeit (72 h) eine signifikante Reduzierung 

der Infarktvolumina in der MT-II i.p. Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe erzielt wer-

den konnte (Abbildung 10a-c). Weiterhin konnte ein signifikant geringeres neurologisches 

Defizit beim 30-min-Okklusionsmodell bei den MT-II behandelten Mäusen gegenüber der 

Kontrollgruppe schon nach 48 h festgestellt werden. Dieser setzte sich ebenfalls nach 72 h 

Reperfusionszeit fort (Abbildung 11b).  
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Bei einer geringeren Ischämiezeit konnte im längeren Beobachtungszeitraum eine Reduzie-

rung des Infarktvolumens und ein geringeres neurologisches Defizit durch eine MT-II-Be-

handlung beobachtet werden. MT-II scheint allerdings vor allem bei milderen Schlaganfäl-

len neuroprotektiv zu wirken und einen Zusatznutzen als Therapeutikum aufzuweisen. Der 

Effekt machte sich hier vor allem nach 72 h deutlich bemerkbar, was auf einen Zusatznutzen 

von MT-II weniger im akuten Therapiezeitraum, sondern eher in der Langzeittherapie hin-

deutet. Eventuell wären bei längeren Ischämiezeiten auch im späteren Verlauf neuroprotek-

tive Wirkungen sichtbar gewesen, wenn ein späterer Analysezeitpunkt gewählt worden 

wäre. Daher wären Langzeitversuche, mit Reperfusionszeiten von zwei Wochen bis einem 

Monat nach MCAO-Induktion sinnvoll, um die positiven, aber auch möglichen negativen 

Therapieeffekte von MT-II besser beurteilen zu können.  

Der neuroprotektive Effekt einer MT-II i.p. Behandlung im MCAO-Modell deckt sich mit 

einer während dieser Arbeit erschienen Veröffentlichung, die ein ähnliches Ergebnis bei 

Ratten zeigen konnte (Diaz-Ruiz et al. 2014). Dort wurde an der Ratte das transiente MCAO-

Modell mit 2 h Okklusionszeit und einer anschließenden Reperfusionszeit von 72 h durch-

geführt und die Tiere mit MT-II i.p. behandelt. Allerdings erfolgte im Gegensatz zu dieser 

Arbeit nur eine zweimalige MT-II Injektion in einer im Verhältnis zur Gewicht der Ratte 

geringeren Dosis. Es konnte ebenfalls ein vermindertes neurologisches Defizit, wie auch 

eine Reduktion der Infarktflächen durch MT-II i.p erfasst werden. Hingegen wurden in jener 

Arbeit die Ergebnisse nicht weiter differenziert betrachtet und es erfolgten keine ausgedehn-

teren Versuche zu dieser Aussage. Die Infarktfläche wurde nur in einer Ebene gemessen und 

daher keine Volumenberechnung durchgeführt. Hier wäre die Betrachtung weiterer Ebenen, 

der direkten und indirekten Infarktvolumina und des Hirnödems aufschlussreich gewesen. 

Auch statistische Mängel in der Auswertung mindern die Aussagekraft ab. Der verwendete 

Neuroscore stellte eine Ordinalskala dar, zur Beurteilung wurden aber statistische Tests auf 

Basis einer Intervallskala verwendet, sodass Angaben über Signifikanzen fragwürdig er-

scheinen.   

In einer erst kürzlich erschienenen Studie wurde außerdem die i.p. Injektion von MT-I an 

Mäusen im MCAO-Modell getestet (Smith et al. 2018). Deckend mit dieser Arbeit, konnte 

eine signifikante Reduzierung des Infarktvolumens und des neurologischen Defizits durch 

eine MT-I i.p. Injektion gezeigt werden. Als Modell wurde eine 30 min Okklusionszeit mit 

einer 48 h Reperfusionszeit verwendet. Da dieser Versuch nur ein Nebenergebnis zu dem 

Hauptziel der Arbeit - nämlich den therapeutischen Nutzen von hämatopoetischen Stamm- 

und Progenitorzellen bei zerebraler Ischämie an der Maus zu evaluieren - war, erfolgten 
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keine weiteren Experimente zu den Ergebnissen. Es wurden keine weiteren MCAO-Zeiten 

getestet und keine histologischen oder molekularbiologischen Effekte der MT-I-Behandlung 

betrachtet. Es wurden nur direkte Infarktflächen, im Gegensatz zu Volumina, betrachtet, al-

lerdings wurde ein feingliedrigerer Neuroscore als bei der vorliegenden Arbeit verwendet. 

Interessanterweise wurden in der besagten Arbeit deutlich höhere MT-I-Konzentrationen in-

jiziert als bisher in der Literatur bekannt, wobei hierzu eine Erklärung fehlte.   

Sinnvoll wären weitere Versuche mit längerer Applikations- und Reperfusionsdauer, um 

Langzeiteffekte und Limitationen der MT-II Behandlung besser erfassen zu können.  

Ebenso wurden bisher eher kleinere Tierzahlen in den vergleichenden Gruppen verwendet. 

Auf Grund der gezeigten positiven Therapieergebnisse von MT-II könnte in zukünftigen 

Experimenten mit größeren Tierzahlen in den Gruppen gearbeitet werden, um die statistische 

Teststärke zu erhöhen, bevor klinische Studien durchgeführt werden.   

Ein weiterer Punkt ist die Injektionsmodalität des MT-II. In dieser Arbeit wurde nur eine der 

möglichen Injektionsformen verwendet. Dabei erfolgte die Injektion des MT-II vor MCAO-

Induktion. In weiteren Versuchen könnte beispielweise eine Applikation erst 2 h nach 

MCAO-Induktion durchgeführt werden, um näher an die klinischen Verhältnisse bei der Pa-

tientenversorgung zu kommen. Weiterhin könnte eine Konzentrationsreihe erstellt werden 

mit eineinhalbfacher, zweifacher, zweieinhalbfacher Erhöhung der bisherigen Injektions-

konzentration von MT-II, damit eine denkbare Steigerung der Wirkung oder ein mögliches 

Einsetzen von unerwünschten Arzneimittelwirkungen beobachtet werden könnte. Ebenfalls 

klinisch bedeutsam wäre die Frage, ob intravenöse oder orale Applikationen von MT-II 

durchführbar und neuroprotektiv wären.  

4.3 Das neuronale Überleben und die Aktivierung von inflammatorischen 

Zellen wird von MT-II nicht beeinflusst  

Die MT-II-Behandlung reduziert im milderen Schlaganfallmodell das Infarktvolumen und 

führt zur einem geringeren neurologischen Defizit. Um ein zelluläres Korrelat zu finden, 

erfolgten Immunfluoreszenzfärbungen der Neurone und monozytären Zellen an den infar-

zierten Mäusehirnen und anschließend deren Auszählung. Damit konnte ein Maß für das 

neuronale Überleben wie auch des inflammatorischen Geschehens erhalten werden.  

Das neuronale Überleben wurde als Quotient der Neuronenanzahl von ipsilateraler (infar-

zierter) zur kontralateraler Hemisphäre berechnet. Beim neuronalen Überleben zeigten sich 

keine Unterschiede zwischen MT-II behandelter und der Kontrollgruppe, weder im 60-min-
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Okklusions- und 48-h-Reperfusionsmodell (Abbildung 12a), noch bei 30 min Okklusions- 

und 72 h Reperfusionszeit (Abbildung 12b).  

Die migrierten Makrophagen und aktivierten Mikroglia wurden jeweils in der ipsilateralen 

Hemisphäre als Ganzes ausgezählt. Auch hier zeigten sich zwischen der MT-II Gruppe und 

der unbehandelten Gruppe keine Unterschiede in beiden MCAO-Modellen. Zwar konnten 

im milderen Schlaganfallmodell bei den MT-II injizierten Mäusen eine reduzierte Anzahl an 

aktivierten Mikroglia ipsilateral festgestellt werden (Abbildung 12d), allerdings ist dieses 

Ergebnis ohne statistische Signifikanz.  

Die zelluläre Auswertung der beiden MCAO-Modelle zur Bewertung einer MT-II Applika-

tion zeigt eine Diskrepanz zu der Auswertung der Infarktvolumina und des neurologischen 

Defizits. Während eine MT-II Behandlung sowohl eine signifikante Reduzierung des In-

farktvolumens im milden Schlaganfallmodell als auch ein geringeres neurologisches Defizit 

bewirkt, ist auf zellulärer Ebene kein signifikanter Unterschied im neuronalen Überleben 

feststellbar. Mögliche Ursachen dafür könnte an der verwendeten Methode liegen: Es wurde 

nur die Schnittebene 3 (3.9 mm interaurale Position) gemessen. Zwar zeigten die Ebenen 3 

und 4 (1.9 mm interaurale Position) die höchste Infarktausprägung im verwendeten MCAO-

Modell (Abbildung 10b), aber eventuell wäre eine Beachtung beider Ebenen in der Auszäh-

lung aussagekräftiger. Ein weiterer Aspekt könnte die Auszählung entlang einer einzigen 

Linie sein. Diese erfasst nur einen kleinen Bereich des Infarktareals, hier wäre es auch mög-

lich ein größeres Areal zur Auszählung zu nehmen, um vielleicht kongruentere Daten zu den 

Ergebnissen der Infarktvolumina zu erhalten. Ein weiterer Störfaktor bei der Auswertung 

könnten Artefakte gewesen sein, entweder bedingt durch die Präparation oder durch das 

Hirnödem in den fluoreszenzmarkierten Arealen.  

Ein nicht vorhandener Unterschied in der Aktivierung und Migration von monozytären Zel-

len ins ischämische Areal zwischen einer MT-II Behandlung zu einer Kontrollgruppe lässt 

nicht auf eine generelle Einflusslosigkeit von Metallothionein im inflammatorischen Ge-

schehen schließen. Es konnte sowohl eine Expression von MT-I/II in monozytären Zellen 

(Kimura 1991) wie auch eine direkte Interaktion zwischen extrazellullärem MT-II und Mak-

rophagen nachgewiesen werden (Youn et al. 1995). Zudem ist die Reduzierung der Mikrog-

liaaktivität durch MT-II Applikation bei fokaler kortikaler Läsion an Ratten schon bekannt 

(Chung et al. 2009). Allerdings konnten diese Versuche nun zeigen, dass wohl die antiin-

flammatorische Wirkung des Metallothioneins nicht vorwiegend mit einer Reduzierung oder 

Hemmung von monozytären Zellen zu erklären ist, sondern weitere andere Ursprünge haben 
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muss, wie eine Reduzierung von inflammatorischen Zytokinen oder einer Beeinflussung des 

adaptiven Immunsystems (Manso et al. 2011).  

Weitere zukünftige in-vivo-Versuche könnten sich genauer mit dem neuronalen Überleben 

und dem Einfluss von Zellen des Immunsystems nach MT-II Injektion befassen. Beispiels-

weise könnten durchflusszytometrische Untersuchungen am Hirngewebe Aussagen über die 

Immigration und Aktivierung verschiedener inflammatorischer Zellen treffen und eine Op-

tion bieten neuronale Zellen zu quantifizieren.  

4.4 Extrazelluläres MT-II führt zu einer Supprimierung von TNF-α   

Um mögliche Mechanismen und Ursachen für die neuroprotektive Wirkung von MT-II im 

ischämischen Insult zu erforschen wurden die Genexpressionen von ausgewählten Kandida-

tengenen im Gehirn mittels quantitativer Real-Time-PCR (qRT-PCR) im 30-min-MCAO-

Modell analysiert und MT-II behandelte Gruppen gegen eine Kontrollgruppe verglichen.  

Es wurden drei Gruppen beobachtet: Die eine Gruppe erhielt eine MT-II i.p. Injektion und 

eine weitere Gruppe diente als Kontrolle. Eine dritte Gruppe an Tieren erhielt keine MCAO-

Operation, allerdings eine MT-II i.p. Injektion über 72 h, zeitgleich zu den operierten Mäu-

sen. Die letztere Gruppe diente als Vergleich, um eine eventuelle Beeinflussung der Genex-

preession durch eine alleinige MT-II Applikation festzustellen.  

Als proinflammatorische Kandidatengene wurden ausgewählt: Interleukin (IL)-1β, Tumor-

nekrosefaktor (TNF)-α, Cysteinyl-Aspartate Specific Protease (Caspase)-1 und Apoptosis-

associated Speck-like Protein Containing a CARD (ASC). Die Auswahl dieser Proteine er-

folgte, da sie zentrale inflammatorische Mechanismen beim ischämischen Schlaganfall be-

treffen (Iadecola und Anrather 2011).  

Die Zytokine IL-1β und TNF-α sind wichtige proinflammatorische Faktoren im ischämi-

schen Schlaganfall und deren erhöhte Ausschüttung ist im ischämischen Areal bekannt (I-

adecola und Anrather 2011). Ebenso ist die proinflammatorische Caspase-1 involviert, wel-

ches als Aktivator von Zytokinen, insbesondere IL-1β, eine wichtige Rolle spielt und über 

das Inflammasom aktiviert wird (Fann et al. 2013).  

ASC ist ein Hauptbestandteil von intrazellulären Immunkomplexen, den Inflammasomen, 

welche zum angeboren Immunsystem zählen (Strowig et al. 2012). Sie werden stark durch 

DAMPs aktiviert, bewirken eine Ausschüttung von proinflammatorischen Zytokinen und 

fördern so die Immunreaktion. Eine Hauptfunktion liegt in der Spaltung des Zymogens Pro-

Caspase-1 zu Caspase-1, was dann IL-1β aktiviert (Strowig et al. 2012). Ihre Bedeutung in 
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der Pathophysiologie des ischämischen Schlaganfalls ist noch weitestgehend unerforscht 

und offen, es bestehen aber durchaus Anhalte für eine wichtige Funktion im inflammatori-

schen Geschehen des ischämischen Insults (Trendelenburg 2014).  

Die Proteine IL-1β, TNF-α und Caspase-1 wurden ausgewählt, um die antiinflammatorische 

Wirkung von MT-II auf eine mögliche Repression dieser entzündungsfördernden Mediato-

ren zurückführen zu können. ASC wurde ausgewählt, um eine eventuelle bisher unbekannte 

Verbindung zwischen MT-II und den Inflammasomen feststellen zu können. Neben diesen 

Gentranskripten wurde die endogene MT-II Expression gemessen, um eine vermutete Re-

pression oder Induktion dergleichen durch exogenes MT-II erkennen zu können. Außerdem 

wurde die Expression des Gens vom Rezeptor Megalin betrachtet. 

Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein (LRP)-2 oder auch Megalin genannt, ist 

ein Multiliganden-Rezeptor aus der LDL-Familie (Herz 2009). Es konnte bisher kein rein 

spezifischer MT-II Rezeptor festgestellt werden, allerdings kann MT-II als Ligand für LRP-

1 und Megalin dienen (Ambjørn et al. 2008). Aktuell wird davon ausgegangen, dass Astro-

zyten im ZNS MT-I/II sezernieren, während Neurone MT-I/II durch LRP1 und Megalin im 

Bereich ihres Somas detektieren (Leung et al. 2012) und die Rezeptoren internalisiert wer-

den (Asmussen et al. 2009). Diese sollen dann verschiedene auch wachstumsfördernde Sig-

nalwege aktivieren können, welche die neuroprotektiven Eigenschaften von MT-I/II ausma-

chen (West et al. 2011). Daher sollte nun erfasst werden ob eine exogene MT-II Zufuhr einen 

Effekt auf die Expression des Rezeptors Megalin hat.  

Die Genexpressionsmuster zeigten im Versuch nur für TNF-α eine signifikante Suppression 

unter einer MT-II i.p. Injektion im MCAO-Modell (Abbildung 14a). Die proinflammatori-

schen Proteine IL-1β und Caspase-1, wie auch der Inflammasombestandteil ASC zeigten 

eine Expressionssteigerung durch die Ischämie, welche zu erwarten war (Lammerding et al. 

2016), allerdings konnte kein signifikanter Unterschied zwischen behandelter und unbehan-

delter Gruppe festgestellt werden. Auch die MT-II Expression war induziert durch die 

MCAO, hingegen zeigte hier eine exogene MT-II Applikation keinen Unterschied auf die 

Genexpression. Ebenfalls konnte eine alleinige MT-II i.p. Injektion ohne MCAO-Operation 

keine Veränderungen in den Genexpressionen im Gegensatz zu unbehandelten Mäusen er-

bringen.  

In den ausgewählten Kandidatengenen zeigte eine MT-II i.p. Behandlung im MCAO-Modell 

an Mäusen eine Repression der TNF-α Expression. Die Unterdrückung der TNF-α Expres-
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sion könnte eine mögliche Erklärung der antiinflammatorischen Eigenschaften von Me-

tallothioneinen sein, welche einen neuroprotektiven Effekt nach ischämischem Schlaganfall 

bewirken.  

Bisher sind die intrazellulären Signalkaskaden der Metallothionein vermittelten Wirkungen 

auf die Zelle noch nicht genau verstanden (West et al. 2011). Auch die Unterschiede in den 

Funktionen zwischen extrazellulärem zu intrazellulärem Metallothionein bedürfen weiterer 

Forschung zur Signaltransduktion, Genexpression und möglichen Rezeptoren. MT-I/II wird 

von Astrozyten im ZNS intrazellulär bei zerebralem Schaden exprimiert und vermittelt neu-

roprotektive und neuroregenerative Eigenschaften durch die Reduzierung von ROS und Bin-

dung von Schwermetallionen (Chung et al. 2008). Weiterhin konnten MT-I/II Expressionen 

in Neuronen nachgewiesen werden (Hidalgo et al. 2006). Ihre Expression wird von proin-

flammatorischen Zytokinen wie IL-6, TNF-α und Glukokortikoiden induziert (Hidalgo und 

Carrasco 1998). Lange Zeit wurden MTs rein intrazelluläre Effekte zugesprochen da Daten 

für einen möglichen Rezeptor fehlten. Nun konnte für das von Astrozyten sezernierte MT-

I/II nachgewiesen werden, dass es von Neuronen detektiert werden kann (Ambjørn et al. 

2008).  

Das extrazelluläre MT-II fördert die Zellregeneration und das Axonenwachstum nach phy-

sikalischer in-vitro-Axotomie an kultivierten Hinterwurzelganglien (Leung et al. 2012). Wie 

erwähnt, spielen hier wohl rezeptorvermittelte Wirkungen eine Rolle. Die intrazellulären 

Signalwege sind nicht genau bekannt (West et al. 2011). Es bestehen unter anderem Hinweis 

auf einen G-Protein gekoppelten second-messenger, der zu einer Aktivierung der MAP-

Kinasen und des PI3-Kinase Wegs zu wachstumsfördernden Effekten führt (Asmussen et al. 

2009). Ebenfalls wird das neuronale Überleben durch Aktivierung der Expression von 

CREB-abhängigen Genen (Chung et al. 2008) und Signalkaskaden, welche über die Phos-

pholipase C aktiviert werden gefördert (Asmussen et al. 2009). Dies sind alles bekannte 

wachstumsfördernde, anabole Signalwege. Antiinflammatorische und antiapoptotische Wir-

kungen könnten andererseits durch eine Beeinflussung des STAT-Signalweges erfolgen, 

welches unter MT-Wirkung inhibiert wird (Leung et al. 2012). Eventuell besteht sogar eine 

direkte Suppression proapoptotischer Faktoren durch MT-II (Ma et al. 2015).  

Um weitere mögliche Wirkmechanismen zu untersuchen, müssten Genexpressionen anderer 

pro- und antiinflammatorischer Komponenten getestet werden und der Einfluss von MT-I/II 

hierauf beurteilt werden. Neben immunologischen Faktoren wären auch wachstumsför-

dernde Proteine von Interesse, um die mannigfaltigen Wirkungen von Metallothionein wei-

ter erforschen zu können.  
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Außerdem dürften die Ergebnisse nicht nur aus der Betrachtung des Transkriptoms geschlos-

sen werden, da auch posttranskriptionale Regulationen eine Bedeutung für die letztendlich 

translationierten Proteine haben. So gibt es Hinweise auf eine posttranskriptionale Regula-

tion der MT-I/II Expression und dadurch nicht korrelierender mRNA zu Proteinmenge (Va-

sconcelos et al. 2002). Mögliche beeinflussende Faktoren müssten daher auf Proteomebene 

betrachtet werden, um den Einfluss einer MT-II Injektion besser einschätzen zu können. 

Ebenfalls könnten Analysen des Phosphoproteoms oder die Verwendung von transgenen 

Tieren, wie Megalin-defiziente Mäuse, aufschlussreiche Ergebnisse zu Wegen der Signal-

transduktion von MT liefern. 

4.5 Eine klinische Anwendung von Metallothionein im ischämischen 

Schlaganfall? Ein Ausblick  

In dieser Arbeit konnte erstmals ein neuroprotektiver Effekt einer MT-II i.p. Injektion im 

MCAO-Modell an Mäusen gezeigt werden. In einem milden Schlaganfallmodell, mit einer 

kurzen Ischämiezeit (30 min) und einer längeren Beobachtungszeit von 72 h führten MT-II 

Applikationen zu einem reduzierten Infarktvolumen und einem geringeren neurologischen 

Defizit. Im Sinne einer antiinflammatorischen Wirkung konnte eine Repression der TNF-α- 

Expression durch MT-II Injektion festgestellt werden.  

Diese Daten erweitern die Hinweise auf eine neuroprotektive Wirkung von MT-I/II im is-

chämischen Schlaganfall (Santos et al. 2012), insbesondere um die Punkte, dass hier erstma-

lig die Applikation von MT-II am MCAO-Modell an der Maus durchgeführt wurde und auch 

der Zusammenhang mit der TNF-α Expression nachgewiesen werden konnte.  

Trotz alledem sind weitere Versuche nötig, bevor MT als mögliches Therapeutikum im is-

chämischen Schlaganfall zum Einsatz kommen kann.  

Die meisten Studien, wie auch diese Arbeit, betrachten die MT Applikation nur über einen 

kurzen Zeitraum (Santos et al. 2012). Hier wären Langzeitversuche nötig, in denen die neu-

roprotektive Wirkung einer MT-Behandlung an Versuchstieren über Wochen beobachtet 

und bewertet wird. Dies ließe Rückschlüsse ziehen auf eine mögliche zu verwendende The-

rapiedauer und die Langzeiteffekte einer MT Behandlung sowie die unerwünschten Arznei-

mittelwirkungen oder toxischen Auswirkungen von MT.  

Bisher ist wenig bekannt zu pharmakokinetischen und toxischen Eigenschaften einer MT-

Applikation im Organismus:   
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Es konnte demonstriert werden, dass eine MT-II i.p. Injektion rasch von Mäusen absorbiert 

und im Organismus schnell distribuiert wird (Lewis et al. 2012). Innerhalb von 4 h erfolgt 

bereits die renale Elimination. Eine Akkumulation wiederholter MT-II i.p. Injektionen 

konnte in keinem Kompartiment festgestellt werden. Gleiches wurde auch bei einer in-

tramuskulären Verabreichung beobachtet (Lewis et al. 2012). Wie in mehreren Versuchen 

nachgewiesen (Giralt et al. 2002; Lewis et al. 2012), ist injiziertes MT-II nicht in der Lage, 

die intakte Blut-Hirn-Schranke zu überwinden.  

Außerdem gibt es Hinweise auf unterschiedliche Plasma-Halbwertszeiten für die einzelnen 

MT-Isoformen (Kershaw und Klaassen 1992). Demnach verläuft die Elimination von MT-

II in Ratten nach Injektion von Zn2+ über die Leber langsamer als die von MT-I, welches 

einen Vorteil für die therapeutische Verwendung von MT-II darstellt.  

In diesem Zusammenhang wäre eine mögliche Alternative, MT nicht als gesamtes Protein, 

sondern nur ein funktionelles Teilpeptid zu injizieren, welches eventuell bessere pharmako-

kinetische Eigenschaften aufweist und weniger Raum für Interaktionen und Nebenwirkun-

gen bietet. Ein in Anlehnung an MT synthetisiertes Peptid, das EmtinB, zeigte in-vitro sti-

mulierende Eigenschaften auf das neuronale Wachstum und Überleben (Ambjørn et al. 

2008) wie auch in-vivo die Fähigkeit, die intakte Blut-Hirn-Schranke zu passieren (Sonn et 

al. 2010), und könnte eine mögliche therapeutische Alternative sein (Ambjørn et al. 2008). 

Zwar besteht im ischämischen Areal eine Blut-Hirn-Schrankenstörungen (Iadecola und An-

rather 2011), allerdings könnte so auch intaktes Gewebe eine gewisse Konzentration des 

Pharmakons erhalten und dadurch eine Ausbreitung des Schadens minimiert werden.  

Erstrebenswert wäre der Einsatz von MT als neuroprotektive Therapie additiv zur schon 

bestehenden Reperfusionstherapie.  

Die Sicherheit einer additiven MT-II-Therapie konnte in unserer Arbeitsgruppe von einem 

anderen Doktoranten an Mäusen bestätigt werden (Eidizadeh et al. 2015).  

Fasst man die Ergebnisse zusammen, so besteht in den ubiquitär vorkommenden Me-

tallothioneinen-I/II ein neuroprotektives Potenzial, welches als ein neuer Ansatz für die The-

rapie des ischämischen Schlaganfalls durchaus vielversprechend ist.  
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5 Zusammenfassung 

 

Der ischämische Schlaganfall ist die zweithäufigste Todesursache weltweit mit schweren 

Folgen für die betroffenen Personen, wie weitreichenden sozioökonomischen Konsequen-

zen. Neuroprotektive Substanzen werden seit Jahrzehnten erforscht, aber noch konnte kein 

Therapieansatz in den klinischen Alltag translatiert werden.  

Eine mögliche Option könnten in diesem Zusammenhang Metallothioneine (MTs) sein. MTs 

sind ubiquitär exprimierte cysteinreiche Proteine, welche überwiegend als Chelatoren zwei-

wertiger Metallionen fungieren. Die Isoformen MT-I und MT-II haben starke Homologien 

zueinander und zeigten in einer Reihe von Studien antiinflammatorische, antiapoptotische, 

wachstumsfördernde, neuroregenerative und neuroprotektive Eigenschaften.  

Um den neuroprotektiven Effekt von MT-II weiter zu beurteilen, wurde in dieser Arbeit 

erstmals MT-II intraperitoneal (i.p.) in einem Standardmodell der Schlaganfallforschung, 

dem Middle Cerebral Artery Occlusion (MCAO)-Modell an Mäusen, appliziert und sein 

Effekt gegen eine Kontrollgruppe (NaCl i.p.) in Bezug auf das neurologische Defizit, In-

farktvolumen, neuronales Überleben sowie die Aktivierung monozytärer Zellen beurteilt. 

Beim MCAO-Modell erfolgte in einer minimalinvasiven Operation eine transiente Okklu-

sion der A. cerebri media, welches eine fokale Hirnischämie verursachte. Es wurden zwei 

Modelle verwendet, ein strengeres Infarktmodell mit 60-min-Okklusions- und 48-h-Reper-

fusionszeit und ein mildes mit 30 min Okklusion und 72 h Reperfusion. Dabei konnte im 

milden MCAO-Infarktmodell durch eine MT-II i.p. Injektion eine deutliche Reduzierung 

des Infarktvolumens und des neurologischen Defizits erreicht werden. Ein Einfluss auf das 

neuronale Überleben und die Aktivierung von monozytären Zellen konnte nicht gezeigt wer-

den. Weiterhin erfolgten Genexpressionsanalysen der infarzierten Gehirne mittels quantita-

tiver Real-Time-PCR von ausgewählten proinflammatorischen Kandidatengenen und des 

MT-II- und Megalin-Gens. Dabei stellte sich heraus, dass eine MT-II i.p. Injektion im 

MCAO-Modell zu einer deutlichen Repression der TNF-α-Expression im Gegensatz zur 

Kontrollgruppe führt.  

Insgesamt besteht eine deutliche Evidenz für einen neuroprotektiven Effekt einer MT-II-

Applikation im ischämischen Schlaganfall, und es sind weitere Untersuchungen sinnvoll, 

um die Möglichkeit einer klinischen Anwendung von MT zu beurteilen.   
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