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1 1 Einleitung 

 

1 Einleitung 

1.1 Schlaganfallepidemiologie, Pathophysiologie, Diagnostik und Therapie 

Zerebrale Durchblutungsstörungen gelten heutzutage als die dritthäufigste Todesursache nach kardio-

vaskulären Ereignissen und neoplastischen Erkrankungen in den westlichen Ländern (Mukherjee und 

Patil 2011). 9,7 % aller Tode weltweit werden durch einen Schlaganfall verursacht (Mukherjee und 

Patil 2011). Die Oxford Vascular-Studie (OXVASC) hat gezeigt, dass fünf Jahre nach einem Schlag-

anfall 47 % der Patienten verstorben sind und mehr als ein Drittel der Überlebenden eine Behinderung 

davontrug (Luengo-Fernandez et al. 2013). Der Schlaganfall ist aufgrund seiner Auswirkung sowohl 

auf kognitive als auch auf motorische Fähigkeiten einer der häufigsten Gründe für eine längerfristige 

Versorgung von Patienten in Rehabilitationseinrichtungen und Pflegeheimen (Luengo-Fernandez et al. 

2013). Zu den Risikofaktoren für das Auftreten eines Schlaganfalls gehören in erster Linie die arteriel-

le Hypertonie, hohes Alter, genetische Prädispositionen für kardiovaskuläre Erkrankungen, ein voran-

gegangener Schlaganfall oder eine transiente ischämische Attacke, Diabetes mellitus, Adipositas, Vor-

hofflimmern, ein persistierendes Foramen ovale sowie Hypercholesterinämie, Alkoholabusus, Rau-

chen und die Einnahme von hormonellen Kontrazeptiva (Grau et al. 2001). Der Schlaganfall ist also 

weltweit eine der relevantesten Erkrankungen im Hinblick auf Häufigkeit, Folgen und Folgekosten. 

Pathophysiologisch unterscheidet man beim Schlaganfall die vaskulären Ischämien (80-85 %) von den 

zerebralen Blutungen (10-11 %) (Wolf et al. 1992), wobei sich das folgende Projekt mit den ischämi-

schen Insulten beschäftigt. Die Ätiologie der zerebralen Ischämien lässt sich anhand der TOAST-

Klassifikation in fünf Kategorien einteilen (Adams et al. 1993; Adams und Biller 2015). Als makroan-

giopathisch verursachte Schlaganfälle versteht man dabei durch Arteriosklerose in größeren intra- oder 

extrakraniellen Gefäßen entstandene Infarkte (Adams und Biller 2015). Davon betroffen sind je nach 

Versorgungsgebiet des stenosierten Gefäßes ganze Kortexareale, eventuell mit zusätzlicher Beteili-

gung tiefer liegender Bereiche, aber auch der Hirnstamm oder das Kleinhirn (Adams und Biller 2015). 

Des Weiteren kann es zur Entstehung sogenannter mikroangiopathischer Infarkte kommen. Diese fin-

den sich vor allem bei Patienten mit arterieller Hypertonie und/ oder Diabetes mellitus (Adams und 

Biller 2015). Mikroangiopathisch verursachte Schlaganfälle betreffen in der Regel kleinere „lakunäre“ 

Hirnareale, typischerweise in Bereichen wie den Basalganglien, der Capsula interna, dem Thalamus 

oder dem Hirnstamm (Adams und Biller 2015). Ein dritter ätiologischer Mechanismus des Schlagan-

falls ist die kardial verursachte Embolie (Adams und Biller 2015). Diagnostisch wichtig zur Abgren-

zung gegenüber anderen Schlaganfallätiologien ist hierbei das Vorliegen einer Herzerkrankung, typi-

scherweise in Form von Vorhofflimmern (Adams und Biller 2015). Die vierte Kategorie umfasst 

Schlaganfälle mit einer anderen gesicherten Ursache. Hierzu gehören nicht-arteriosklerotische Vas-

kulopathien wie zum Beispiel Vaskulitiden, aber auch hämatologische Erkrankungen oder Thrombo-

philien (Adams et al. 1993; Adams und Biller 2015). Die fünfte Kategorie bilden Infarkte unbekannter 

Ursache, die keiner der anderen vier Kategorien eindeutig zuzuordnen sind (Adams und Biller 2015).  
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Die Minderperfusion während des Schlaganfalls führt im entsprechenden Hirnareal zu einer unzu-

reichenden Versorgung der Zellen mit Sauerstoff und wichtigen Energiemetaboliten wie Glukose 

(Dirnagl et al. 1999). Dadurch werden Depolarisationen von Neuronen und Gliazellen ausgelöst (Dir-

nagl et al. 1999). Ein Calciumeinstrom in die Zellen zieht anschließend die Ausschüttung exzitatori-

scher Neurotransmitter wie Glutamat nach sich (Dirnagl et al. 1999). Dieser Mechanismus, der zum 

Zelluntergang führen kann, nennt sich Exzitotoxizität (Leist und Nicotera 1998; Dirnagl et al. 1999). 

Zudem beginnt im geschädigten Gewebe die Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies, die sowohl 

direkten Schaden in Form von Nekrosen anrichten als auch im Verlauf zur Aktivierung von Inflamma-

tionskaskaden und dem programmierten Zelltod (Apoptose) führen (Leist et al. 1999; Iadecola und 

Anrather 2011). Intrazellulär werden Mitochondrienmembranen durchlässig und Cytochrom C als 

Apoptoseinduktor freigesetzt (Dirnagl et al. 1999). Hirnareale, die mit weniger als 10 ml/100 g/min 

perfundiert werden, bezeichnet man als ischämischen Kern (Fisher und Garcia 1996). Hier werden die 

Zellen so schnell irreversibel geschädigt, dass man sie durch Interventionen nach dem Infarktereignis 

nicht retten kann (Fisher und Garcia 1996). Hier entstehen vornehmlich  Nekrosen, wobei in den 

Randarealen, in denen eine herabgesetzte  Perfusion (zwischen 15 und 40 ml/100 g/min) aufrecht-

erhalten werden kann, zunächst reversible Schäden entstehen (Fisher und Garcia 1996). Diese minder-

perfundierten Areale, die initial noch keine strukturellen Schädigungen, jedoch bereits funktionelle 

Einbußen aufweisen, werden als Penumbra bezeichnet (Fisher und Garcia 1996). Die Penumbra ist 

nach heutigem Kenntnisstand das Hirngewebe, welches man am ehesten durch rechtzeitige effektive 

Therapie vor dem irreversiblen Untergang schützen kann (Fisher und Garcia 1996).  

Im geschädigten Hirngewebe finden unterschiedliche Arten von Zelltod statt. Je nachdem, wie stark 

Signale einer Zellschädigung wie z. B. Calciumeinstrom, Mitochondrien- oder DNA-Schaden ausge-

prägt sind, kann der Zelltod durch Nekrose, Apoptose oder Nekroptose erfolgen (Degterev et al. 2005; 

Preyat et al. 2015). Ein starker Schaden, bspw. durch Exzitotoxizität, triggert hierbei typischerweise 

den nekrotischen Zelluntergang (Dirnagl et al. 1999). Geringere Zellschädigung führt eher zur 

Apoptose durch die Cysteinyl-Aspartat-spezifischen Proteasen Caspase 1 und 3 (Dirnagl et al. 1999; 

Nicotera et al. 1999). Die Nekroptose ist eine wie die Apoptose durch Liganden-Rezeptor-Interaktion 

hervorgerufene Nekrose, die in Autophagie resultiert und im Verlauf des Schlaganfalls verzögert akti-

viert wird (Degterev et al. 2005; Nikoletopoulou et al. 2013). Wichtig für ihre Aktivierung ist die Bil-

dung eines Multiproteinkomplexes mit den Kinasen RIPK1 und RIPK3 (Nikoletopoulou et al. 2013; 

Preyat et al. 2015). Auch diese Form des Zelltodes trägt zum Untergang von Hirngewebe und damit 

zur Schlaganfallgröße bei (Degterev et al. 2005). 

Neben diesen pathophysiologischen Mechanismen, die zum Untergang von Neuronen und damit zum 

Hirninfarkt führen, hat der Schlaganfall noch eine weitere Folge, die ebenfalls das Outcome des Pati-

enten beeinflusst. Durch verschiedene Veränderungen, wie z. B. eine (entzündungsbedingt) erhöhte 

Durchlässigkeit von Membranen, aber auch perfusionsbedingte Druckveränderungen, entwickelt sich 

beim akuten Schlaganfall in den ersten Tagen eine Schwellung des betroffenen Gehirngewebes - ein 
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Hirnödem (O’Brien 1979). Dieses kann im Einzelfall bis zur Hirnstammeinklemmung und damit zum 

Tod führen (O’Brien 1979). 

 

Abbildung 1: Darstellung der Mechanismen des neuronalen Zelltodes im Schlaganfall, ohne Anspruch auf Vollständig-
keit, nach Leist et al. 1997; Leist und Nicotera 1998; Nicotera et al. 1999; Nicotera et al. 2000; Degterev et al. 2005. 
 

Ein Schlaganfall muss folglich als dynamisches Ereignis verstanden werden, wobei bekannt ist, dass 

die Entwicklung der Penumbra - sowohl positiv als auch negativ - durch verschiedene Faktoren beein-

flussbar ist. Dieses Verständnis der Pathophysiologie des Schlaganfalls zeigt, warum ein schnelles 

therapeutisches Eingreifen essentiell ist - time is brain. 

Diagnostisch sind im klinischen Alltag Schlaganfallsymptome wie eine Hemiparese, Hemidysästhe-

sien, Dysarthrie, Aphasie, Gesichtsfelddefekte (z. B. Hemianopsie), ein Neglect, Bewusstseinsstörun-

gen bis zu Somnolenz und Koma, pathologische Reflexe und Hirnnervenausfälle typisch (Masuhr et 

al. 2013). Diese treten plötzlich und abhängig von dem betroffenen Gefäßterritorium auf (Masuhr et al. 

2013). Initial ist eine zerebrale Bildgebung (cCT oder cMRT) zum Ausschluss einer intrakraniellen 

Blutung wichtig  (DGN-Leitlinie Diagnostik und Therapie in der Neurologie 2012). Die Computerto-

mogpraphie macht in einigen Fällen ab 2 h nach dem Eintreten der Ischämie Infarktfrühzeichen, wie z. 

B. das „hyperdense Mediazeichen“, sichtbar. Außerdem ist es möglich, Penumbra-äquivalente Gebiete 

mittels MRT oder CT-basierten Verfahren darzustellen (DGN-Leitlinie Diagnostik und Therapie in 

der Neurologie 2012). In der diffusionsgewichteten MRT-Sequenz bildet sich der ischämische Kern 
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als Areal gestörter Diffusion bereits ab 30 min nach dem Infarktereignis ab. Die perfusionsgewichtete 

Sequenz stellt die minderperfundierten Areale dar. Durch das Berrechnen des sogenannten mismatches 

lässt sich die Penumbra, also das Risikogewebe graphisch abbilden (DGN-Leitlinie Diagnostik und 

Therapie in der Neurologie 2012). Dabei entspricht der Infarktkern diffusions- und perfusionseinge-

schränkten Gebieten, während die Penumbra als das Gewebe gilt, in dem die Perfusion eingeschränkt, 

die Diffusion jedoch weitgehend erhalten ist (Fisher und Garcia 1996). Zu den weiteren diagnosti-

schen Methoden gehören die CT- oder MR-Angiographie. In der Angiographie kann man ggf. mittels 

Kontrastmittel das verschlossene Gefäß sichtbar machen und somit Patienten identifizieren, die von 

einer lokalen Intervention, bpsw. durch Thrombektomie (s. u.), profitieren können (DGN-Leitlinie 

Akuttherapie des ischämischen Schlaganfalls - Ergänzung 2015). 

Therapeutisch wendet man als kausalen Therapieansatz die systemische Thrombolyse mit intravenös 

verabreichtem rtPA (0,9 mg/kg Körpergewicht) in einem Zeitfenster von 4,5 h nach Symptombeginn 

an (Hacke et al. 2008; Bluhmki et al. 2009). Es konnte gezeigt werden, dass eine sehr frühe Gabe der 

systemischen Thrombolyse (< 70 min nach Symptombeginn) das Outcome der Patienten verbessert 

(Strbian et al. 2010). Diese Ergebnisse unterstreichen das time-is-brain-Konzept in der Therapie des 

Schlaganfalls. Auch eine zusätzliche lokale intraarterielle Thrombolyse mit rtPA ist möglich (Asadi et 

al. 2015). Die wichtigste und gefährlichste Komplikation der rtPA-Gabe ist die symptomatische intra-

zerebrale Blutung, die lebensbedrohlich sein kann (Bluhmki et al. 2009).  

Eine weitere therapeutische Methode besteht in der kathetergestützten, mechanischen Rekanalisation 

(Thrombektomie). Studien konnten zeigen, dass diese Technik in Kombination mit der systemischen 

Thrombolyse der alleinigen Thrombolyse in Bezug auf das Outcome bestimmter Patientengruppen 

überlegen ist  (Asadi et al. 2015; DGN-Leitlinie Akuttherapie des ischämischen Schlaganfalls - Ergän-

zung 2015; Rodrigues et al. 2016). Ziel all dieser Therapieformen ist eine rasche Rekanalisation des 

Gefäßes, welche sich, wenn sie gelingt, als effektive Therapie des Schlaganfalls bezüglich des neuro-

logischen Outcomes und der Mortalität erwiesen hat  (Mortimer et al. 2013).  

Zudem hat sich gezeigt, dass Schlaganfallpatienten von einer Aufnahme auf eine spezialisierte stroke 

unit profitieren (Indredavik et al. 1991). Hier kann eine optimale Behandlung garantiert werden, wel-

che das neurologische Outcome der Patienten verbessert und die Mortalitätsrate senkt (Indredavik et 

al. 1991; Stroke Unit Trialists’ Collaboration 2013). Zur optimalen Behandlung gehören das engma-

schige Überwachen der Vitalparameter, die Blutdruckkontrolle sowie die frühe Sekundärprophylaxe 

des Schlaganfalls, z. B. mit 100 mg Acetylsalicylsäure (DGN-Leitlinie Akuttherapie des ischämischen 

Schlaganfalls - Ergänzung 2015). Die Elektrolyte, der Blutzucker und die Blutgerinnung sollten über-

wacht und ggf. angepasst werden. Aufgrund eines erhöhten Pneumonierisikos nach einem Schlagan-

fall sollten die Patienten im Hinblick auf Entzündungszeichen und Temperaturanstiege überwacht 

werden. Dies ermöglicht eine frühzeitige Therapie der Komplikationen (DGN-Leitlinie Diagnostik 

und Therapie in der Neurologie 2012). Nach dem time-is-brain-Konzept sollte die sogenannte door-to-
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needle-time, also die Zeit vom Eintreffen des Patienten im Krankenhaus bis zur Verabreichung der 

systemischen Thrombolyse, möglichst nicht mehr als 20 min betragen (Meretoja et al. 2012). Dieses 

kann durch eine gute Organisation schon vor dem Eintreffen des Patienten in der Notaufnahme er-

reicht werden. Dazu gehört z. B. die rechtzeitige Absprache mit dem Rettungsdienst sowie nach Aus-

schluss von Kontraindikationen, die unverzögerte Verabreichung von rtPA (Meretoja et al. 2012; Me-

retoja et al. 2013).  

1.2 Konzept des Projektes 

Während die akuten Rekanalisations-Möglichkeiten (systemische Thrombolyse, mechanische Rekana-

lisation s. o.) mittlerweile schon sehr ausgereift sind, ist es trotz enormen wissenschaftlichen Anstren-

gungen bisher nicht gelungen, die endogenen Schutzmechanismen des Körpers therapeutisch nutzbar 

zu machen, um den ischämischen Hirnschaden möglichst gering zu halten (Dirnagl et al. 1999; 

O’Collins et al. 2006). Gemeint ist damit die therapeutische Modulation körpereigener Faktoren (wie 

z. B. gewisser Proteine), deren Beeinflussung nach dem Ereignis des Schlaganfalls zu einem verbes-

serten neurologischen Outcome des Patienten führt. Viele in Tiermodellen als erfolgsversprechend 

getestete, „neuroprotektive“ Substanzen ließen sich nicht in eine beim menschlichen Patienten wirk-

same Therapiestrategie übersetzen (O’Collins et al. 2006). Ein Grund dafür kann sein, dass die für 

klinische Studien ausgewählten Substanzen oft nicht die Stoffe waren, die in Tiermodellen besonders 

große Erfolge erzielt hatten (O’Collins et al. 2006). Außerdem wurden die zu Grunde liegenden Tier-

modelle nicht ausreichend berücksichtigt. Applikationswege und Dosierungen wurden so stark verän-

dert, dass die Ergebnisse der klinischen Studien nicht mehr mit dem ursprünglichen Tiermodell ver-

gleichbar waren (O’Collins et al. 2006).  

Das Konzept dieser Arbeit ist es ebenfalls, eine sogenannte Neuroprotektion beim Schlaganfall zu 

erreichen und dadurch Nervenzellen vor dem (ischämischen) Untergang zu bewahren. Eine im Vorfeld 

des Projektes durchgeführte Screeninguntersuchung konnte Proteine identifizieren, die durch einen 

Schlaganfall in ihrer Expression hochreguliert werden. Von diesen Proteinen kann daher angenommen 

werden, dass sie eine Rolle in der Reaktion des Körpers auf einen Schlaganfall spielen. Eines dieser 

postischämisch induzierten Proteine nennt sich Sirtuin 2 (Sirt2). Da Sirt2 Thema von Publikationen 

war, die es in Zusammenhang mit schlaganfallähnlichen Pathologien brachten, entschieden wir uns, 

den Einfluss von Sirt2 auf einen Schlaganfall in Mäusen zu untersuchen. Im Folgenden werden die 

Grundlagen dieser Idee, die Hintergründe zu Sirt2 sowie das Ziel dieser Arbeit erläutert. 

1.3 Middle cerebral artery occlusion (MCAO) als Modell der zerebralen Ischämie 

Um den Einfluss von Sirt2 auf den ischämischen Schlaganfall zu untersuchen und daraus eventuell 

therapeutische Optionen ableiten zu können, war es essentiell, ein Versuchsmodell zu verwenden, 

welches die Pathophysiologie des ischämischen Schlaganfalls des Menschen bestmöglich widerspie-

geln kann. Wir haben uns für einen transienten Verschluss der Arteria cerebri media in Mäusen ent-
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schieden (Engel et al. 2011). Der Verschluss wurde mithilfe eines Silikon-beschichteten Filaments, 

das in das Gefäßlumen inseriert wird, erzeugt. Diese Methode basiert auf einer an Ratten entwickelten 

Operation (Bederson et al. 1986), die für Mäuse adaptiert wurde (Belayev et al. 1999; Engel et al. 

2011). Sie ruft einen vorübergehenden Verschluss des Gefäßes mit einer anschließenden Reperfusi-

onsphase hervor und imitiert somit die „physiologischen“ Bedingungen eines Schlaganfalls. Bei An-

wendung dieses Verfahrens entstehen ein Infarktkern und eine Penumbrazone, die je nach Dauer des 

Verschlusses in ihrer Größe variieren (Ansari et al. 2011). Diese Art von künstlich erzeugtem Schlag-

anfall zeigt eine ähnliche zelluläre Dynamik wie Schlaganfälle im Mediastromgebiet des Menschen 

und eignet sich daher als Modell zur Untersuchung des Einflusses von Sirt2 auf die Entwicklung eines 

Schlaganfalls (Hossmann 2008). 

 

Abbildung 2: Darstellung der MCAO-Methode mit einem silikonbeschichteten Filament in Mäusen. 
 

1.4 Silent information regulator 2 

1.4.1 Sirtuine 

 
Es gibt sieben Sirtuine, die das Analogon zum silent information regulator 2 (Sir 2) der Hefe in Säu-

getieren darstellen (North et al. 2003). Sie gehören zur Klasse III der Histondeacetylasen (HDAC) und 

benötigen als Substrat NAD+ (North et al. 2003). Die Abspaltung eines Acetylrests von Proteinen 

gehört zu den posttranslationalen Proteinmodifikationen, die die Proteinaktivität grundsätzlich sowohl 

positiv als auch negativ beeinflussen können (North et al. 2003). Die verschiedenen Sirtuine befinden 

sich in unterschiedlichen Zellen und Zellkompartimenten und haben Einfluss auf eine Vielzahl von 

zellulären Prozessen, wobei ihre Funktionen bis heute noch zu großen Teilen unbekannt sind.  
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Eine besondere Aufmerksamkeit erlangten die Sirtuine durch die Beobachtung, dass ihre Überexpres-

sion in transgenen Organismen wie Hefen, Würmern und Fliegen zu einer Verlängerung der Lebens-

spanne führte (Agarwal und Baur 2011). 

1.4.2 Expression von Sirt2 im Gehirn 

 
Sirt2 wird im Gehirn exprimiert. Die Verteilung von Sirt2 in den Zellen des Gehirns wurde kontrovers 

beschrieben. Sirt2 wurde zum einen als neuronales Protein identifiziert, welches sich in Zellkörpern 

von Kortexneuronen und Purkinjezellen anfärben lässt (Maxwell et al. 2011; Xie et al. 2016). Es ist 

ein vorrangig zytoplasmatisches Protein, das auch nukleär vorkommen kann (North et al. 2003; Xie et 

al. 2016). Außerdem ließ sich Sirt2 in CNP-gefärbten Faserbahnen nachweisen (Maxwell et al. 2011). 

Southwood et al. fanden Sirt2 als von Oligodendrozyten und im PNS von Schwann-Zellen exprimiert 

(Southwood et al. 2007). Es wurde hier generell als Myelin-assoziiertes Protein vorgefunden. Werner 

et al. zeigten, dass Sirt2 in der gesamten Reihe der Oligodendrozytenvorläufer vorkommt (Werner et 

al. 2007). In anderen Experimenten konnte Sirt2 weder in Mikrogliazellen, noch in Neuronen nachge-

wiesen werden (Li et al. 2007). Pais et al. fanden das Protein in einem Entzündungsmodell des Ge-

hirns jedoch in Mikrogliazellen vor (Pais et al. 2013). 

Es existieren 2 alternative Splicevarianten von Sirt2 (Voelter-Mahlknecht et al. 2005), wobei nur die 

zweite Variante (v2-Isoform) im Myelin angereichert vorgefunden wurde (Werner et al. 2007). 

1.4.3 Übersicht über bekannte Funktionen von Sirt2 

 
Um die Funktionen von Sirt2 zu analysieren, wurden bereits einige seiner Zielproteine in vitro und in 

vivo identifiziert. North et al. fanden eine Kolokalisation von Sirt2 mit α-Tubulin (North et al. 2003). 

Mithilfe von Zellkulturen konnte gezeigt werden, dass Sirt2 α-Tubulin NAD+-abhängig deacetyliert 

(North et al. 2003; Li et al. 2007). Diese Aktivität konnte durch Nicotinamid, einen HDAC Klasse-III-

Inhibitor, unterbunden werden (North et al. 2003). Allerdings zeigte sich in vivo mit Sirt2
-/-

-Tieren 

kein Unterschied im Acetylierungsgrad von α-Tubulin (Bobrowska et al. 2012). Dies legt nahe, dass 

nicht Sirt2, sondern HDAC6 die vorrangige Tubulindeacetylase in vivo darstellt (Bobrowska et al. 

2012). 

Sirt2, acetyliertes α-Tubulin und CNP scheinen im Zusammenspiel wichtig für die Reifung von Oli-

godendrozyten zu sein (Li et al. 2007).  

Sirt2 verhinderte in vitro, dass zuviel acetyliertes α-Tubulin vorlag (Li et al. 2007). Hierdurch wurde 

eine vorzeitige, überschießende Reifung der Oligodendrozyten gebremst (Li et al. 2007). Wird Sirt2 in 

den Oligodendrozytenvorläufern depletiert, reifen und altern diese Zellen vorzeitig im Vergleich zu 

Zellen mit „normalem“ Sirt2-Anteil (Li et al. 2007).  

Sirt2 wurde außerdem als Einflussfaktor auf die Myelinisierung im peripheren Nervensystem identifi-

ziert. Es deacetyliert hier das polarity protein par-3 und beeinflusste dadurch im Zusammenspiel mit 

weiteren Proteinen den Ablauf der Myelinisierung durch Schwann-Zellen (Beirowski et al. 2011). 
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1.5 Sirt2 im Zusammenhang mit schlaganfallrelevanten Prozessen 

In den folgenden Experimenten wurde der Einfluss einer Sirt2-Depletion auf die Pathologie und Fol-

gen des Schlaganfalls untersucht. Dieser Abschnitt soll erläutern, warum Sirt2 in diesem Zusammen-

hang interessant erschien und einen Überblick darüber geben, in welchen pathophysiologisch ähnli-

chen Vorgängen Sirt2 bereits untersucht wurde. 

1.5.1 Neurodegenerative Erkrankungen 

 
Ein Schlaganfall hat pathophysiologische Gemeinsamkeiten mit neurodegenerativen Erkrankungen: 

So ist z. B. bekannt, dass eine erhöhte Ausschüttung des proinflammatorischen Zytokins IL-1 sowohl 

beim Schlaganfall als auch bei chronisch neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Parkinson 

oder Morbus Alzheimer stattfindet (Rothwell et al. 1997).  Amyloid-beta, welches zur Entstehung 

neurodegenerativer Erkrankungen beiträgt, fällt nach zerebraler Ischämie vermehrt an (Wakita et al. 

1992; Floyd 1999). Zudem zeigte sich, dass neuroinflammatorische Prozesse (s. u.)  und oxidativer 

Stress ebenfalls in der Entwicklung beider Erkrankungen wichtig sind (Floyd 1999; Floyd und Hens-

ley 2002).  

In einem Versuchsmodell der neurodegenerativen Erkrankung Morbus Parkinson schützte eine Sirt2-

Inhibition die dopaminergen Neurone des Striatums (Wang et al. 2015). Die Experimente zeigten, dass 

Rotenon, welches in Tiermodellen Parkinson auslöst, bei gealterten Ratten zu einer Sirt2-Induktion 

führt (Wang et al. 2015). Mit dem Sirt2-Inhibitor AK-7 wurde nachgewiesen, dass eine Sirt2-

Inhibition zu weniger striatalem Dopaminverlust und zu weniger neurologischen Auffälligkeiten unter 

Rotenoneinfluss führte (Wang et al. 2015). 

Die Sirt2-Inhibition wirkte ebenfalls protektiv in zwei verschiedenen Mausmodellen zur Untersuchung 

der neurodegenerativen Erkrankung Chorea Huntington (Chopra et al. 2012). Mit dem Inhibitor AK-7 

behandelte Tiere zeigten eine bessere motorische Performance als Placebo-behandelte Mäuse (Chopra 

et al. 2012). Eine geringe AK-7-Dosis führte zu längerem Überleben der behandelten Tiere. Die AK-7-

Behandlung führte außerdem zu einem höheren neuronalen Volumen im Striatum und einem geringe-

ren Volumen der Polyglutamin-Aggregate (Chopra et al. 2012). Auch in einem Modell der frontotem-

poralen Demenz erwies sich die Sirt2-Inhibition als neuroprotektiv (Spires-Jones et al. 2012).  

1.5.2 Verlängerung der Lebensspanne 

 
In Bezug auf physiologische Alterungsprozesse, welche einen Risikofaktor für das Entstehen eines 

Schlaganfalles darstellen, wurden die Sirtuine bereits in unterschiedlichen experimentellen Ansätzen 

untersucht, die sich mit der Länge der Lebensspanne beschäftigen. Besonders Sirt1 wurde in diesem 

Zusammenhang erforscht. Dabei zeigte sich, dass seine Hochregulierung, z. B. durch Kalorienrestrik-

tion, die Lebensspanne von verschiedenen Organismen verlängern kann (Morris et al. 2011). Sirtuine 

verwandeln NAD+ in Nicotinamid (NAM). NAM kann durch Methylierung zu 1-Methylnicotinamid 
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(MNA) werden, welches bei Nematoden, genauso wie NAM selber, zu einer Verlängerung der Le-

bensspanne geführt hat (Schmeisser et al. 2013). Diese Effekte zeigten sich nur unter Vorhandensein 

von Sir-2.1, dem Nematodenanalogon von Sirt1 (Schmeisser et al. 2013).  

In Saccharomyces cerevisae konnte gezeigt werden, dass eine zusätzliche Kopie des Sir2-Gens zu 

einer Verlängerung der Lebensspanne um 30 % führte, wohingegen ein defektes Sir2-Gen die Lebens-

spanne um 50 % verkürzte (Kaeberlein et al. 1999). Ähnliche Ergebnisse wurden auch in Experimen-

ten mit Drosophila gewonnen, wobei eine signifikante Vermehrung des Sir2-Gens zu einer Verlänge-

rung der Lebensspanne um bis zu 57 % führte (Rogina und Helfand 2004).  

Des Weiteren wurde eine Verknüpfung von einer Sir2-Überexpression mit der bekannten Lebensver-

längerung durch Kalorienrestriktion gefunden. Fliegen mit einem defekten Sir2-Gen, die niedrigkalo-

risch ernährt wurden, lebten nicht länger als Wildtyp-Fliegen (Rogina und Helfand 2004). Bei Wild-

typfliegen, die durch niedrigkalorische Ernährung eine Verlängerung der Lebensspanne erfuhren, 

konnte eine gesteigerte Expression des Sir2-Gens gefunden werden (Rogina und Helfand 2004).  

1.5.3 Inflammation 

 
Der Schlaganfall als akutes Ereignis führt zur Induktion von lokalen und systemischen Entzündungs-

kaskaden, deren Ausmaß maßgeblich zum neurologischen Outcome beiträgt (Iadecola und Anrather 

2011). Der Umfang der Entzündung korreliert dabei wahrscheinlich auch proportional mit dem Aus-

maß des neuronalen Schadens (Dirnagl et al. 1999). Trotzdem scheint die Rekrutierung von Entzün-

dungszellen für eine „Heilung“ und einen Wiederaufbau nach entstandenem Schaden wichtig zu sein 

(Dirnagl et al. 1999). Folglich sind Proteine, die in diese Entzündungskaskaden eingreifen, von beson-

derem therapeutischem Interesse. Ihre Beeinflussung kann potentiell eine Schadensbegrenzung herbei-

führen, wenn der Schlaganfall nicht verhindert werden kann. Gleichzeitig bedeutet dies ein Eingreifen 

in das fragile Gleichgewicht des Immunsystems. Besonders schwere Schlaganfälle haben eine immun-

supprimierende Wirkung, die dann wiederum in einer erhöhten Zahl an systemischen Infektionen und 

dadurch einer erhöhten Mortalität resultiert  (Prass et al. 2003; Meisel et al. 2005). 22 % aller Schlag-

anfallpatienten leiden im Verlauf der Erkrankung an einer Lungenentzündung, welche die Mortalität 

um das 2,5-fache steigert und die häufigste Todesursache der Patienten in der postakuten Phase dar-

stellt (Meisel et al. 2005).  

Inflammation wird beim Schlaganfall von den durch Calciumeinstrom ausgelösten Signalkaskaden, 

von freien Radikalen und durch den Mangel an Sauerstoff getriggert (Dirnagl et al. 1999). Es folgt die 

Aktivierung proinflammatorischer Transkriptionsfaktoren wie NF-кB und anderer, welche zur Produk-

tion von proinflammatorischen Zytokinen wie z. B. TNF-α und Il-1β führen (Dirnagl et al. 1999). Au-

ßerdem wird die Einwanderung von Entzündungszellen wie neutrophilen Granulozyten, Makrophagen 

und T-Zellen sowie die Aktivierung von Mikrogliazellen und Astrozyten begünstigt (Dirnagl et al. 

1999). 



10 1 Einleitung 

 

NF-кB reguliert als Transkriptionsfaktor die Expression einer Vielzahl von Proteinen, die in Entzün-

dungsprozesse und die Immunantwort des Körpers auf Pathogene involviert sind. Rothgiesser et al. 

erkannten, dass Sirt2 in vitro die p65-Untereinheit von NF-кB deacetyliert und damit die Expression 

einiger NF-кB- abhängiger Gene hemmt (Rothgiesser et al. 2010). In Sirt2
-/-

-Zellen, in denen diese 

Hemmung von NF-кB ausbleibt, fand sich demnach eine erhöhte Expression einiger NF-кB-

abhängiger Proteine (Rothgiesser et al. 2010). Diese Proteininduktion schützte in vitro vor TNF-α-

induzierter Apoptose (Rothgiesser et al. 2010). 

Um Inflammation im Gehirn im Zusammenhang mit Sirt2 zu untersuchen, wurde ein Tiermodell der 

bakteriellen Meningitis, ausgelöst durch eine Stimulation mit Lipopolysacchariden (LPS), gewählt 

(Pais et al. 2013). Die LPS-Stimulation hatte eine Reduktion der Sirt2-Levels im Kortex zur Folge 

(Pais et al. 2013). In Sirt2
-/-

-Mäusen wurde beobachtet, dass es durch die LPS-Stimulation zu einer 

erhöhten Aktivität von Mikrogliazellen kommt (Pais et al. 2013). Daraus resultierte ein Anstieg der 

von ihnen ausgeschütteten, proinflammatorischen Zytokine (Pais et al. 2013). Zudem wurde ein erhöh-

tes Vorkommen freier Radikale festgestellt. Die Neuronenzahlen in Gehirnen von Sirt2
-/-

-Tieren san-

ken dadurch (Pais et al. 2013). In diesem Modell einer akuten Entzündung der Hirnhäute erwies sich 

das Vorhandensein von Sirt2 als neuroprotektiv, während im oben erläuterten TNF-α-Modell eine 

Sirt2-Inhibition als protektiv identifiziert wurde. 

1.5.4 Nekroptose 

 
Inspirierend für unser Projekt waren außerdem Arbeiten, die sich mit dem Thema der Nekroptose in 

Bezug auf ischämische Gewebeschäden beschäftigen (s. Kapitel 1.1). Dazu gab es kontroverse Ergeb-

nisse in der aktuellen Literatur. Narayan et al. und Preyat et al. publizierten, dass Sirt2 für die Initia-

tion der Nekroptose wichtig sei und dass eine Sirt2-Inhibition Zellen in vitro vor Nekroptose schützen 

könne (Narayan et al. 2012; Preyat et al. 2015). Es wurde vermutet, dass die Abwesenheit von Sirt2 

und niedrige NAD-Levels die Formation des RIPK1/3-Komplexes und damit die Initiation der Ne-

kroptose stören würden (Narayan et al. 2012; Preyat et al. 2015). Bezüglich ischämischer Schäden war 

die Inhibition von Sirt2 in einem Modell der kardialen und renalen Ischämie als protektiv angesehen 

worden (Narayan et al. 2012; Preyat et al. 2015). Demgegenüber konnte ein entscheidender Einfluss 

von Sirt2 auf die Nekroptose in vitro durch Newton et al. nicht reproduziert werden (Newton et al. 

2014).  Sie verwendeten ein Nekroptose-Modell, das auf einer Nekroptose-Induktion mit TNF basierte 

(Newton et al. 2014). TNF kann sowohl Apoptose als auch Nekroptose auslösen. Dabei sind die Fak-

toren, die entscheiden, welche Art des Zelltodes erfolgt, noch nicht gänzlich geklärt (Preyat et al. 

2015). Eine Inhibition von Caspasen (insbesondere Caspase 8), z. B. durch z-VAD-fmk führt dazu, 

dass der nekroptotische Zelluntergang unter TNF-Stimulation favorisiert wird (Nikoletopoulou et al. 

2013; Preyat et al. 2015). Das Modell von Newton et al. zeigte eine erhöhte Sterblichkeit von Sirt2
-/-

- 

gegenüber Wildtyptieren durch eine TNF-Stimulation (Newton et al. 2014). Die Sirt2
-/-

-Mäuse litten 

schneller an einem SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome) und verstarben daran häufiger 
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(Newton et al. 2014). Dagegen zeigten Mäuse, denen die Kinase RIPK3 fehlte, einen Schutz gegen die 

TNF-Stimulation und eine geringere Mortalität als die Wildtyptiere (Newton et al. 2014). Diese kont-

roversen Ergebnisse, die Sirt2 in Zusammenhang mit Nekroptose bringen, waren ein weiteres Argu-

ment für die Untersuchung von Sirt2 im Schlaganfallmodell.  

1.5.5 Inflammasom 

 
Ein Forschungsfeld, welches außerdem interessant erschien, ist die Rolle des „Inflammasoms“ beim 

Schlaganfall und die Frage, ob Sirt2 damit in einem Wirkzusammenhang steht. Als Inflammasom be-

zeichnet man einen Multiproteinkomplex, dessen Bildung zur enzymatischen Aktivierung von proin-

flammatorischen Zytokinen wie IL-1 und IL-18 durch die Caspase 1 führt (Elliott und Sutterwala 

2015). NALP3 als wichtiger Initiator des NLRP3-Inflammasoms findet sich in der Zelle assoziiert mit 

dem endoplasmatischen Retikulum vor (Misawa et al. 2013). Ein weiterer wichtiger Bestandteil des 

Inflammasoms, das ASC-Protein, findet sich an den Mitochondrien, im Zytosol und im Nucleus (Mi-

sawa et al. 2013). Die Stimulation von toll-like oder nod-like Rezeptoren und des Komplementsystems 

ist in der Lage die Inflammasomaktivierung zu starten (Trendelenburg 2014). Es existieren dabei so-

wohl endo- als auch exogene Gefahrenstimuli. Die Liganden-Rezeptor-Interaktion von TLRs oder 

NLRs zieht einen Kationeneinstrom, ROS-Produktion und mitochondrialen Schaden nach sich (Elliott 

und Sutterwala 2015). Dadurch wird die Komplexbildung von NALP3, ASC und Procaspase-1 initi-

iert, welche in der Aktivierung von Caspase 1 resultiert (Elliott und Sutterwala 2015). Die Inflamma-

somaktivierung hat außerdem die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und Monozyten zur 

Folge (Franklin et al. 2014). Diese dienen als Barrieren zur Entzündungsbegrenzung und zum Wieder-

aufbau nach dem entzündlichen Untergang des Gewebes (Franklin et al. 2014). ASC polymerisiert im 

Rahmen des Inflammasoms, aber eventuell auch unabhängig davon, zu sogenannten specks, welche 

große Ähnlichkeiten zu Prionen aufweisen (Franklin et al. 2014). 

Beim Schlaganfall führen Stimuli wie der Verlust von Energiemetaboliten, Calciumeinstrom und 

ROS-Produktion ebenfalls dazu, dass das NLRP3-Inflammasom aktiviert und eine inflammatorische 

Kaskade ausgelöst wird (Trendelenburg 2008; Trendelenburg 2014). 

Die Inflammasomaktivierung hat sich in Bezug auf verschiedene neurodegenerative Erkrankungen wie 

Multiple Sklerose und Morbus Alzheimer (Freeman und Ting 2015), aber auch auf akute neurologi-

sche Ereignisse wie eine Meningitis oder einen Schlaganfall als wichtiger pathophysiologischer  

Mechanismus entpuppt (Trendelenburg 2014). 

Es wurde beobachtet, dass die Inflammasomaktivierung mit dem Acetylierungsgrad des α-Tubulins 

und dadurch auch mit der Aktivität von Sirt2 in Zusammenhang steht (Misawa et al. 2013). Ein Gefah-

rensignal führt, ebenso wie bekannte Inflammasominduktoren (z. B. Nigericin), zur NAD+-Depletion 

und dadurch zu einer Hemmung von Sirt2 (Misawa et al. 2013). Sirt2 deacetyliert daraufhin das α-

Tubulin in geringerem Maße, was wiederrum den Dynein-getriggerten Transport der Mitochondrien 
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fördert und dadurch NALP3 und ASC in räumliche Nähe bringt. Dieser Mechanismus der Sirt2-

Inhibition wird als wichtig für die Inflammasomaktivierung angesehen (Misawa et al. 2013).  

1.5.6 Rolle von Sirt1 in Bezug auf ischämische Gewebeschäden 

 
Sirt1, das bisher am besten untersuchte Sirtuin, wurde bereits im Zusammenhang mit ischämischen 

Gewebeschäden untersucht.   

In einem Modell der kardialen Ischämie in Mäusen wurde gezeigt, dass die Sirt1-Expression während 

eines Herzinfarktes herunterreguliert wird (Hsu et al. 2010). In Sirt1
-/-

-Tieren wurde beobachtet, dass 

das kardiale Infarktvolumen signifikant größer war als das von Wildtyptieren (Hsu et al. 2010). Mäu-

se, die Sirt1 überexprimierten, erlitten analog dazu kleinere Infarkte (Hsu et al. 2010). Diese Ergebnis-

se sprechen für eine protektive Rolle von Sirt1 in Bezug auf ischämische Gewebeschäden.  

In einem Modell der permanenten fokalen zerebralen Ischämie konnte gezeigt werden, dass ein Sirt1-

Aktivator zu kleineren und ein Sirt1-Inhibitor zu signifikant größeren Schlaganfällen führte 

(Hernández-Jiménez et al. 2013). In diesen Versuchen erwies sich also das Vorhandensein von Sirt1 

als neuroprotektiv (Hernández-Jiménez et al. 2013).  

Im Gegensatz zu den Untersuchungen der kardialen Ischämie von Hsu et al., fanden Hurtado et al. 

erhöhte Sirt1-Proteinmengen nach der permanenten zerebralen Ischämie durch MCAO vor (Hurtado et 

al. 2013). Sie zeigten außerdem, dass eine Erhöhung von Sirt1 durch Aktivatoren wie Resveratrol und 

CDP-Choline zu signifikant kleineren Infarktvolumina nach permanenter Ischämie führte (Hurtado et 

al. 2013). Ein Modell der transienten Ischämie durch MCAO mit Mäusen in denen Sirt1 überexpri-

miert wurde, zeigte andere Ergebnisse (Kakefuda et al. 2009). Diese Tiere hatten nach der MCAO 

gleich große Infarktvolumina und neurologische Defizite wie Wildtyptiere (Kakefuda et al. 2009).  Die 

Ergebnisse zu Sirt1 legten nahe, dass auch andere Sirtuine in Kaskaden eingreifen könnten, die für das 

Outcome nach ischämischen Gewebeschäden relevant sind. 

 

Abbildung 3: Zusammenfassende schematische Darstellung der Einleitungsinhalte: Die grünen Pfeile bedeuten, dass 

diese Ergebnisse dafür sprachen, dass die Sirt2-Depletion in unseren Versuchen einen protektiven Effekt im Schlaganfall 

haben könnte. Die roten Pfeile zeigen das Gegenteil an, diese Daten machten wahrscheinlich, dass sich die Sirt2-Depletion 

negativ auf das Schlaganfalloutcome auswirken würde. 
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All diese Ergebnisse machten die Untersuchung von Sirt2 im Schlaganfallmodell für uns interessant. 

Zu Beginn der Versuche gab es sowohl Hinweise, die dafür sprachen, dass eine Sirt2-Depletion pro-

tektiv wirken könnte als auch Experimente, die das Gegenteil wahrscheinlich machten (s. Abb. 3). 

1.6 Ziel und Aufbau des Projektes 

Ziel des hier beschriebenen Projektes war es herauszufinden, ob ein ischämischer Schlaganfall zu ei-

ner Induktion von Sirt2 in Wildtyptieren führt, in welchen Zellen Sirt2 exprimiert wird und welchen 

Einfluss eine Sirt2-Depletion auf das Schlaganfalloutcome hat.  

Dazu wurden Wildtyptiere mit Sirt2
-/-

-Tieren (nach experimentellem Schlaganfall) in Bezug auf In-

farktgröße, neurologische Defizite, Zellzahlen und -einwanderung im Gehirn und Inflammasomakti-

vierung verglichen (s. Abb. 4). 

 

Abbildung 4: Untersuchte Fragestellungen in der Übersicht 

Basis für die Experimente war eine Affimetrix-Chip-Geninduktions-Analyse, die eine signifikante 

Induktion von Sirt2-mRNA 24 h nach zerebraler Ischämie nachweisen konnte. 

Um die Rolle von Sirt2 im Schlaganfall erstmals zu beleuchten, wurden Sirt2
-/-

-Mäuse mit Wildtyptie-

ren in zwei unterschiedlichen Schlaganfallmodellen verglichen. Zum einen wurde ein Modell mit einer 

Okklusionszeit der A. cerebri media von 45 min gewählt. Anschließend wurden die neurologischen 

Funktionen der Tiere für 48 h beobachtet, bevor das Gehirn zur Bestimmung der Infarktvolumina ent-

nommen wurde. Anschließend wurde das Gewebe entweder eingebettet, um immunhistochemische 

Färbungen durchzuführen, oder für eine FACS-Analyse präpariert, um Veränderungen der Anzahl 

verschiedener Entzündungszellen bestimmen zu können. Außerdem wurden die Gehirne von Wildtyp-

tieren für einen Western Blot verwendet, um eine mögliche Regulation der Expression der Sirt2-

Isoformen im Schlaganfall zu untersuchen.  
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Im  zweiten Ansatz wählten wir eine mildere Ischämie mit einer Okklusionszeit von 15 min und einem 

Beobachtungszeitraum von sieben Tagen in denen die Tiere neurologisch getestet wurden. Dieses 

Modell sollte helfen die Frage zu klären, ob die Sirt2-Depletion auch Einfluss auf einen vergleichs-

weise kleinen Schlaganfall nimmt, der wenig direkten neuronalen Schaden anrichtet und eine längere 

Beobachtungszeit ermöglicht  (Garcia et al. 1994).
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2  Material und Methoden 

2.1 Tierhaltung und Ausschlusskriterien 

Alle Tiere wurden in der Tierhaltung der Universität Göttingen unter tageslichtähnlichen Bedingungen 

in Käfigen mit maximal fünf Tieren gehalten. Alle in die Untersuchungen einbezogenen Versuchstiere 

waren für mindestens 14 Tage unter diesen Bedingungen eingewöhnt worden. Diese Maßnahme sollte 

helfen, zusätzlichen Stress durch die neue Umgebung zu vermeiden. Während der Versuche wurden 

das Gewicht und die Oberflächentemperatur der Tiere kontrolliert. Dies geschah jeweils vor Beginn 

der Experimente und vor der Neuro-Score-Erhebung. Nach der MCAO-Operation bekamen die Tiere 

eine Moll-Tex-Matte und Holzwolle zusätzlich in den Käfig gelegt. Sie erhielten Breifutter und Pel-

lets, sowie Wasser ad libitum. 

Alle Experimente entsprachen den institutionellen und nationalen Richtlinien. Das Projekt und seine 

Versuche wurden vom LaVeS genehmigt (No.33.12-42502-04-12/849). 

Aus den Experimenten ausgeschlossen wurden Tiere, die während oder innerhalb von 6 h nach der 

MCAO-Operation an dabei aufgetretenen Komplikationen verstorben sind. Auch Tiere, die eine starke 

arterielle Nachblutung erlitten, wurden ausgeschlossen. Dies sollte Verfälschungen des Neuro-Scores 

durch den starken Flüssigkeitsverlust vermeiden. Zudem wurden nur Tiere in die Auswertung einge-

schlossen, die in der TTC-Färbung einen makroskopisch sichtbaren Infarkt aufwiesen. 

2.2 Middle cerebral artery occlusion (MCAO) und Laser-Doppler 

Die Tiere wurden für die Operation mit Isofluran narkotisiert (4 % Isofluran bei  0,8 l/min O2 zur Ein-

leitung, 1,5-2 % Isofluran zur Aufrechterhaltung) und auf einer auf 37,6 °C temperierten Wärmeplatte 

gelagert. Als Analgesie erhielten sie 0,1 mg/kg Buprenorphin (Temgesic, Essex Chemie AG, Schweiz) 

subkutan vor Beginn der Operation. Die Mäuse wurden auf den Rücken gelagert und ihre Augen wur-

den durch die Applikation von Bepanthen Augen- und Nasensalbe geschützt. 

Anschließend wurde der Zwischenzehenreflex getestet und nur wenn dieser negativ war, wurde mit 

der Operation begonnen. Nach Desinfektion der Haut wurde sie rechts oberhalb des Sternums eröffnet 

und nach stumpfem Auseinanderdrängen der beiden Schilddrüsenlappen wurde die A. carotis commu-

nis freipräpariert. Diese wurde anschließend mit einem 5,0-Faden ligiert. Als Nächstes wurde die Bi-

furkation der A. carotis communis aufgesucht und die A. carotis externa ebenso präpariert und ligiert. 

Nun wurde ein „Sicherheitsknoten“ um die A. carotis communis gelegt, der zwischen dem ersten Kno-

ten und der Bifurkation liegen und vorerst offen bleiben sollte. Daraufhin wurde die A. carotis interna 

temporär mit einem Gefäßclip verschlossen. Die A. carotis communis wurde mit einer gefederten Ge-

fäßschere proximal von der Ligatur inzidiert. Ein Faden mit Silikonbeschichtung (Doccol Corporation, 

USA) wurde in das Loch eingeführt. Der Gefäßclip auf der A. carotis interna wurde gelöst und das 

Silikonfilament weiter in das Gefäß vorgeschoben, bis es sich vor dem Abgang der A. cerebri media 
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befand und diese somit verschloss (s. Abb. 2). Die Wunde wurde gereinigt und die Haut mit einem 

3,0-Faden verschlossen. Die Tiere wurden zum Aufwachen in einen vorgewärmten Käfig gesetzt. 

Nach Ablauf der Okklusionszeit (45 min/15 min) wurden die Tiere erneut narkotisiert (s. o.), die 

Wunde abermals geöffnet und das Silikonfilament aus dem Gefäß entfernt. Durch Zuziehen des Si-

cherheitsknotens wurde eine Blutung verhindert und nach Kontrolle der Ligaturen die Wunde erneut 

vernäht. Die Naht wurde mit Xylocaingel versorgt und die Mäuse erhielten 1 ml NaCl subkutan. 

Der Laser-Doppler eignet sich insbesondere beim Erlernen der MCAO-Operation zur Kontrolle, ob 

der Verschluss der A. cerebri media tatsächlich suffizient ist. Er ermöglicht die Beobachtung des pro-

zentualen Abfalls des Blutflusses im Gefäß als Indikator für eine erfolgreiche Prozedur. 

Nachdem die Tiere, wie oben beschrieben, narkotisiert und analgetisch versorgt worden waren, wurde 

die Haut am Kopf desinfiziert und medial über dem Schädel eröffnet. Die Dopplersonde wurde auf der 

durch die Schädeldecke sichtbaren A. cerebri media fixiert. Das Dopplergerät (Perimed, Schweden) 

konnte so den Blutfluss im Gefäß anzeigen. Die oben beschriebene MCAO-Operation wurde nach 

Befestigung der Dopplersonde durchgeführt. Der prozentuale Abfall des Blutflusses nach Vorschieben 

des Filaments an die Abgangsstelle der A. cerebri media sollte zwischen 70 und 100 % liegen, um 

einen ausreichenden und vergleichbaren Gefäßverschluss zu erzeugen.  

Diese Methode wurde beim Erlernen der Operationstechnik angewendet, um den Erfolg der Operation 

zu kontrollieren. Bei den Experimenten wurde darauf verzichtet, um eine längere Narkosedauer und 

eine möglicherweise erhöhte Komplikationsrate durch die Schädelverletzung zu vermeiden. 

 

Abbildung 5: Operationszubehör, A1: 1,5-ml Eppendorf-Cup, A2: 6,0 fine MCAO suture, A3: Dumont Pinzette,  

B1: Mikroskop S21 OPMI (Carl Zeiss), B2: Kühle Lichtquelle, B3: OP-Platz mit Wärmeplatte, C1: 5,0-Faden C2: 3,0-

Faden, C3: Xylocaingel 2 %, C4: Buprenorphin, C5: gefederte Schere, C6: Mikrovaskularklemme, C7: Bepanthen Augen-

salbe, C8: 3M Medical tape, C9: Chirurgische Schere, C10: Dumont Pinzette, C11: Pinzette für Mikroclip, C12: spitze 

Pinzette, C13: Dumont Pinzette, C14: 6,0 fine MCAO suture, C15: Nadelhalter, C16: Wattestäbchen 

2.3 Perfusion und Gewebeverarbeitung 

Die Perfusion mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) diente dazu, das Gewebe von Blutzellen, 

insbesondere von Erythrozyten, zu befreien, um die Auswertung der immunhistochemischen Färbun-

gen zu erleichtern. 
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Die Perfusion wurde direkt vor der Gewebeentnahme (48 h/ sieben Tage nach der Reperfusion) vorge-

nommen. Dazu wurde die Perfusionspumpe (Ismatec SA, Schweiz) auf 10 ml/min kalibriert. Dann 

wurden die Tiere in eine tiefe Narkose gelegt (5 % Isofluran bei 0,8-1 l/min O2). Nach Ausbleiben des 

Zwischenzehenreflexes wurde die Maus fixiert, der Thorax durch seitliche Durchtrennung der Rippen 

und Lösung des Diaphragmas eröffnet und das anschließend angehobene Sternum fixiert. Das Herz 

wurde freipräpariert und eine stumpfe Knopfkanüle, die mit der Perfusionspumpe verbunden war, in 

den linken Ventrikel eingeführt und fixiert, bevor die Perfusion mit insgesamt 50 ml PBS bei 10 

ml/min gestartet wurde. Die Hirnpräparation wurde nach der Perfusion und Dekapitation der Mäuse 

durchgeführt. Dazu wurde die Schädeldecke mit einer Pinzette entfernt. Mit einem stumpfen Spatel 

wurde das Gehirn aus dem Kopf gelöst und auf dem Gehirnschneider in 2 mm koronale Scheiben ge-

schnitten, um daraus das Infarktvolumen bestimmen zu können. 

Zur Fixierung für die immunhistochemischen Färbungen wurden die Hirnschnitte für 24 h in 4 % Pa-

raformaldehyd gelagert. Anschließend wurden sie in PBS überführt und nochmal für 24 h im Kühl-

schrank (4 °C) gelagert. In Kooperation mit der Neuropathologie der Universitätsmedizin Göttingen 

wurden sie daraufhin in Paraffin eingebettet. Dazu wurden die Schnitte durch eine aufsteigende Alko-

holreihe entwässert und das Wasser durch Paraffin ersetzt. So wurden jeweils alle koronalen Schnitte, 

die zu einem Hirn gehörten, in einem Paraffinblock fixiert. Zum Schneiden wurden die Blöcke auf 

einem Mikrotom eingespannt und in 1,5 µm dicke Scheiben geschnitten, die auf Objektträgern fixiert 

und getrocknet wurden. 

2.4 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid-Färbung und Infarktvolumetrie 

Die 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid-Färbung (TTC-Färbung) ist eine schnelle Methode, um im fri-

schen Hirnschnitt gesundes Gewebe von nekrotischem (z. B. durch den Infarkt) zu unterscheiden. Sie 

basiert auf einem Farbumschlag, den TTC durch eine Reduktion erfährt. Im oxidierten Zustand ist die 

Substanz farblos, reduziert wird sie rot. Diese Reduktion findet bei Interaktion mit den Dehydrogena-

sen der Atmungskette statt. Möglich ist dieser Prozess der Reduktion deshalb nur in Gewebe mit intak-

ten Mitochondrien. In Infarktarealen findet sich dementsprechend keine typische Rotfärbung. Anhand 

dieser Färbung lässt sich mithilfe von graphischer Software das Infarktvolumen des gesamten Gehir-

nes berechnen. 

Nach dem Schneiden des Gehirns in 2 mm dicke koronale Scheiben wurden diese für 5 min von jeder 

Seite in 2 % TTC-Lösung (1 g TTC (Merck, Darmstadt) + 50 ml PBS), die vor Licht geschützt wurde, 

gefärbt. Im Anschluss an die Färbung wurden die Schnitte für 10 min in 4 % Paraformaldehyd fixiert. 

Die gefärbten Schnitte wurden mit einer Zentimeter-Skala versehen und von beiden Seiten mit einem 

Scanner digitalisiert. Die eingescannten Bilder wurden in Image J 1.47V (National Institutes of Health, 

USA) vermessen und aus den bestimmten Flächen das Infarktvolumen berechnet. Für das direkte In-

farktvolumen wurden dazu die Flächen des Infarktes in den verschiedenen Schnitten addiert und mit 
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der Dicke der Hirnscheiben (2 mm) multipliziert. Das indirekte Infarktvolumen wurde bestimmt, in-

dem für jede Hirnscheibe von der Fläche der kontralateralen Hemisphäre die Fläche der Ipsilateralen 

ohne den Infarkt subtrahiert wurde. Diese Werte wurden dann ebenfalls addiert und mit zwei multipli-

ziert. Das Volumen des Gehirnödems wurde als Differenz von direktem und indirektem Infarktvolu-

men berechnet. 

 

Abbildung 6: TTC-gefärbte Hirnschnitte eines Mausgehirnes nach 45 min MCAO und 48 h Reperfusion, eingescannt zum 

digitalen Ausmessen der Infarktflächen mit Image J und anschließender Berechnung des Infarktvolumens. 

2.5 Neuro-Score 

Die verschiedenen Neuro-Scores sind Testverfahren, welche die neurologische Beeinträchtigung der 

Tiere nach der Induktion der zerebralen Ischämie beurteilbar machen sollen. Alle Tiere wurden im 

gesunden Zustand und anschließend 24 h und 48 h (bzw. zusätzlich 72 h, fünf Tage und sieben Tage) 

postoperativ beurteilt. 

Neuro-Score nach Bederson/Harhausen: Der Score beruht auf einer Skala von 0-4, wobei die Motorik 

und der Allgemeinzustand der Tiere grob beurteilt werden (Bederson et al. 1986; Hara et al. 1995; 

Harhausen et al. 2010). 

Tabelle 1: Bederson-Neuro-Score 

0 Normales Verhalten 

1 Vordere Extremität flektiert 

2 Maus dreht sich im Kreis 

3 Keine Reaktion auf seitliches Anstupsen 

4 Tod 
 

Modified Neurological Severity-Score (mNSS): Der Modified Neurological Severity-Score überprüft 

in verschiedenen Tests sowohl die motorischen- als auch die sensorischen Fähigkeiten einer Maus. Er 

besteht aus drei Tests in denen die spontane Aktivität in einer neuen Umgebung, das Klettern auf ei-

nem Gitter, und das Balancieren auf einer Stange Aufschluss über die motorischen Fähigkeiten der 

Maus geben sollen. Der Pinna-Reflex am Ohr und das Verhalten der Tiere beim Berühren der Flanke 

im Seitenvergleich, dienen der Beurteilung des sensorischen Empfindens. Die Reaktion der Maus 
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 auf jeden der Tests wird auf einer Skala von 1-3 eingeordnet, wobei 3 kein Defizit und 1 eine schwere 

Beeinträchtigung bedeutet. Das Ergebnis liegt also zwischen 15 (Maus ohne sichtbare Einschränkung) 

und 5 Punkten (Maus mit sehr schweren Defiziten) (Garcia et al. 1994; Li et al. 2000; Hua et al. 2009). 

Tabelle 2: Modified Neurological Severity-Score 

Spontanaktivität Balancieren Klettern Pinna-Reflex Seitliches Anstupsen 

1-3 1-3 1-3 1-3 1-3 

    = minimal 5 bis maximal 15 Punkte 

2.6 Immunhistochemie 

Zur Neuronenzählung und zur Darstellung von Astrozyten und Inflammasomaktivierung wurde eine 

NeuN-GFAP-ASC-Mehrfachfärbung durchgeführt (n = 6 pro Gruppe). Zur Evaluierung des Sirt2-

Verteilungsmusters nach dem Schlaganfall wurde eine Sirt2-Färbung etabliert (n = 4 pro Gruppe).  

Die immunhistochemischen Färbungen beruhen auf dem Prinzip der spezifischen Antigen-Antikörper-

Bindung. Um diese nachweisen zu können, sollten durch einen Blockpuffer zuerst alle unspezifischen 

Bindungsstellen blockiert werden. Anschließend wurde mit dem spezifischen Primärantikörper das 

nachzuweisende Protein durch Bindung markiert. Da der Primärantikörper nicht sichtbar ist, wurde 

anschließend ein passender Sekundärantikörper gewählt, der unter dem Fluoreszenzmikroskop sicht-

bar gemacht werden kann. So wurden die Stellen, an denen der spezifische Antigen-Antikörper-

Kontakt durch den Primärantikörper stattgefunden hat, aufgezeigt (Primär- und Sekundärantikörper 

der verwendeten Färbungen, inklusive Verdünnungen, s. Anhang, Tabelle 3).  

Die Blockpufferlösung  aus Serum (normal-donkey-serum), Triton-X-100 und Tris-gepufferter Salzlö-

sung (TBS) wurde auf Eis angesetzt. Anschließend wurden die Schnitte in einer absteigenden Alko-

holreihe deparaffiniert. Es folgte das Aufkochen in Citratpuffer und verschiedene Waschgänge in 

TBS. Anschließend wurden Blockpuffer, Primär-, Sekundär-Antikörper und DAPI-Lösung (Appli-

chem, Darmstadt) zur Färbung der Zellkerne aufgetragen und die Objektträger zwischendurch in TBS 

gewaschen. Der Primärantikörper inkubierte dabei für 24 h (Sirt2-Färbung), bzw. 48 h (NeuN-GFAP-

ASC-Färbung) bei 4 °C. Der Sekundärantikörper inkubierte für 1 h bei Raumtemperatur unter Licht-

schutz und die DAPI-Lösung für weitere 10 min im Dunklen. Schließlich wurden die gefärbten 

Schnitte mit Deckgläschen versehen und bei 4 °C aufbewahrt. 

Die fertigen Präparate wurden mit dem Axio Examiner Z.1 (Carl Zeiss, Jena) mikroskopiert und mit 

der Axio Cam MRm (Carl Zeiss, Jena) mithilfe der Zen-Software (Zen Version 1.0.0.0, Carl Zeiss 

MicroImaging GmbH, Jena) digitalisiert. 
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Abbildung 7: NeuN-GFAP-ASC-Färbung eines Maushirnes nach 45 min MCAO und 48 h Reperfusion, Maßstab 1000 µm 

A: NeuN, B: GFAP, C: ASC, D: DAPI (Zellkerne), E: NeuN+GFAP+ASC+DAPI. 

Da die Sirt2-Färbung im Rahmen dieser Forschungsarbeit neu etabliert wurde, wurde zuerst ein Anti-

körper (ab115681, Abcam, Cambridge) in verschiedenen Konzentrationen getestet. Dieser wurde je-

doch aufgrund von deutlich angefärbten Zellen in den Schnitten der Sirt2
-/-

-Tiere als unzureichend 

spezifisch erkannt. Mit dem zweiten getesteten Antikörper (ab67299, Abcam, Cambridge) ergab sich 

ein Bild ohne spezifische Färbung im Sirt2
-/-

-Hirngewebe. Nur die mit diesem Antikörper gefärbten 

Wildtypschnitte wurden in die Auswertung aufgenommen. 

 

Abbildung 8: Sirt2-Färbung mit dem Antikörper ab67299, A: Wildtypgehirn nach 45 min MCAO und 48 h Reperfusion,  

B: Gehirnschnitt eines Sirt2 -/--Tieres (45 min MCAO, 48 h Reperfusion). 

2.7 Manuelle Neuronen-/ ASC-speck-Quantifizierung 

In den gefärbten und eingescannten Bildern wurden mithilfe von Adobe Photoshop CS4 Extended, 

Version 11.0 (Adobe Systems, USA) drei Bereiche von jeweils 200 µm Breite an definierten Stellen 

ausgewertet. Diese maßstabgerechten Bereiche wurden jeweils unter dem Corpus callosum, am unte-

ren Rand der lateralen Ventrikel und am kaudalen Teil des medialen preoptischen Areales markiert. 

Die Hemisphären wurden zusätzlich optisch getrennt. Anschließend wurden alle vitalen Neurone in 

den Bereichen gezählt und durch die Bestimmung der ausgezählten Flächen mit AxioVision40  
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(V 4.8.2.0, Carl Zeiss, Jena)  die Neuronenzahl pro Quadratmillimeter berechnet. Aus den Einzelwer-

ten wurde der Mittelwert pro Quadratmillimeter gebildet und anhand dieses Wertes der Neuronenver-

lust von der ipsilateralen im Vergleich zur kontralateralen Hemisphäre in Prozent berechnet.  

Für die Quantifizierung der ASC-specks wurden mithilfe von Adobe Photoshop die Hemisphären ge-

teilt und alle specks in der ipsilateralen Hemisphäre manuell ausgezählt. Dazu wurde jeweils ein 

Schnitt von sechs Tieren pro Gruppe verwendet. Um zu überprüfen, ob die in den Schnitten sichtbaren 

Strukturen tatsächlich ASC-specks sein könnten, wurde ein Schnitt zusätzlich mithilfe eines konfoka-

len Mikroskops beurteilt. Die so entstandenen Bilder konnten die Identifikation von ASC-specks zu-

sätzlich erhärten (s. Abb. 9). 

 

Abbildung 9: ASC-speck in einem Wildtypgehirn 48 h nach 45 min MCAO mit einem konfokalen Mikroskop aufgenommen 

(rot = ASC-Färbung, blau = DAPI). 

2.8 FACS-Analyse (Durchflusszytometrie) 

Für die FACS-Analyse wurden die Tiere nach dem ersten Infarktmodell (45 min Okklusion, 48 h Re-

perfusion) operiert. Nach 48 h fand eine Perfusion mit 50 ml PBS statt, darauf folgte die Gehirnent-

nahme. Die Hemisphären wurden geteilt, einzeln in einer Petrischale homogenisiert und in 20 ml Re-

suspensionspuffer in ein Falcon-Gefäß aufgenommen. Die gleiche Prozedur wurde mit einer Milz 

durchgeführt, um das FACS-Gerät mit den Milzzellen eichen zu können. Die Suspension wurde bei 

1600 rpm für 10 min in einer auf 4 °C temperierten Zentrifuge zentrifugiert. Der Überstand wurde 

verworfen und das Pellet am Boden des Falcons wurde in 6 ml 30 % Percoll (GE Healthcare Bio-

Sciences, Uppsala) gelöst. In einen weiteren 15-ml-Falcon wurden 4 ml 45 %-Percoll-Lösung pipet-

tiert und mit einer langen Kanüle 2 ml 70 %-Percoll-Lösung daruntergelegt. Auf diesen Gradienten 

wurde nun vorsichtig die 30 %-Percoll-Lösung mit der Hirnsuspension aufgeladen. Anschließend 

wurde der Falcon 20 min bei 2300 rpm bei 4 °C zentrifugiert. Das Myelin setzte sich als gut sichtbare 

Schicht oben auf der Lösung ab und wurde mit einer Pipette abgesaugt. Anschließend wurden die Zel-

len, die sich an den beiden Grenzschichten innerhalb des Falcons befanden, mit einer Pipette abge-

saugt. Die Zelllösung wurde in einen 50-ml-Falcon überführt, mit FACS-Puffer aufgefüllt und erneut  
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10 min bei 1600 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet wurde in 

10 ml FACS-Puffer resuspendiert und erneut bei den gleichen Bedingungen 10 min zentrifugiert. An-

schließend wurde der Überstand erneut verworfen und das Pellet in 1 ml FACS-Puffer gelöst. 

Die Zelllösung wurde auf 3 ml mit FACS-Puffer in einem FACS-Falcon aufgefüllt und bei 1200 rpm  

8 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde erneut verworfen und das Pellet wurde mit 100 μl 

Primärantikörper (Antikörper s. Anhang, Tabelle 4)  versehen, vermischt und für 15 min in einen auf  

4 °C regulierten Kühlschrank gestellt. Anschließend wurden die FACS-Röhrchen erneut mit 3 ml 

FACS-Puffer aufgefüllt und zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und es wurden 100 μl von 

dem Sekundärantikörper auf das Pellet pipettiert und vermischt. Die Röhrchen wurden nun erneut für 

15 min im Kühlschrank gelagert. Danach folgte ein letzter Waschgang mit 3 ml FACS-Puffer in der 

Zentrifuge. Nachdem der Überstand erneut verworfen wurde, erfolgte das Pipettieren der Probe durch 

einen Papierfilter. Zum Schluss wurden 200 μl FACS-Puffer aufgebracht und diese Lösung, nach einer 

Eichung durch die mitpräparierten Milzzellen, im FACS-Gerät gemessen. 

2.9 Verblindung und Statistik 

Alle Versuche wurden verblindet durchgeführt und die Verblindung wurde erst nach Abschluss der 

Experimente zur Auswertung aufgehoben. 

Alle Graphen und statistischen Test wurden mit der GraphPad Prism 5 Software (Graph Pad Software, 

USA) durchgeführt. Die Infarktvolumina, das Gehirnödem und die Neuronenzahlen wurden nach einer 

Überprüfung der Werte auf Normalverteilung (D’Agostino and Pearson omnibus normality test) mit 

einem ungepaarten, beidseitigen T-Test mit Welch-Korrektion verglichen. Für den Vergleich der Neu-

ro-Scores, der Zellzahlen aus der FACS-Analyse und der ASC-specks wurde ein beidseitiger Mann-

Whitney-Test angewendet. Im zweiten Versuchsteil mit 15-minütiger MCAO wurden die Vergleiche 

der Neuro-Scores mit einem einseitigen Mann-Whitney-Test vorgenommen. Vergleiche mit einem p-

Wert unter 0,05 wurden als signifikant angesehen. 
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3  Ergebnisse 

3.1 Physiologische Parameter 

Gewichts- und Temperaturverlaufskurven von Sirt2
-/-

- und Wildtyptieren unterscheiden sich 

nicht signifikant. 

 

Abbildung 10: Gewichts- und Temperaturverlaufskurven, gezeigt werden der aus den Mittelwerten des Gewichts errech-

nete Gewichtsverlust in Prozent sowie die Mittelwerte der Temperaturen aller Tiere beider Gruppen im zeitlichen Verlauf. 

Die Gewichts- und Temperaturmessungen der Tiere ergaben einen ähnlichen Verlauf während des 

Experimentes ohne signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (s. Abb. 10 A/B). Es zeigte sich 

eine Tendenz zu einem stärkeren Temperaturabfall der Wildtyptiere bis 48 h nach Induktion der zereb-

ralen Ischämie (s. Abb. 10 B). Insgesamt erfolgte in beiden Gruppen ein Gewichts- und Temperatur-

verlust nach der MCAO-Operation, der beginnend ab dem dritten Tag nach der Ischämie langsam 

wieder ausgeglichen werden konnte.  

3.2 Sirt2-Expression im Schlaganfall 

Sirt2 wird vorwiegend im Myelin exprimiert und seine Isoformen zeigen nach zerebraler Ischä-

mie eine unterschiedlich regulierte Expression.  

Der Western Blot nach 45 min zerebraler Ischämie zeigte eine differenzierte Regulation der Sirt2-

Isoformen. Während die zytoplasmatische Isoform in Wildtyptieren nach dem Schlaganfall vermindert 

vorlag, wurde die längere v1-Isoform in der ipsi- und kontralateralen Hemisphäre im Vergleich zu 

unbehandelten Tieren (ohne MCAO) erhöht vorgefunden (ohne Abb.). 

Um das Verteilungsmuster von Sirt2 nach zerebraler Ischämie beurteilen zu können, wurde eine Sirt2-

Färbung durchgeführt. Im Wildtyptier zeigte sich Sirt2 besonders in myelinhaltigen Strukturen verteilt 

über das gesamte Gehirn (s. Abb. 8). Im Infarktbereich leuchteten diese „Myelininseln“ intensiver als 

kontralateral. In den verschiedenen Doppelfärbungen zeigten sich eine deutliche Kolokalisation von 

Sirt2 mit dem Oligodendrozytenmarker CNP und eine schwache, inkonsistente Kolokalisation mit 

dem Makrophagenoberflächenprotein CD68. Sirt2 fand sich nicht in Zellen die mit GFAP (Astrozy-

ten), Iba-1 (Mikrogliazellen) oder NeuN (Neurone) gefärbt wurden (ohne Abb.). 
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3.3 Neuro-Score 

Sirt2-Depletion führt zu einem verbesserten neurologischen Outcome nach zerebraler Ischämie. 

 

Abbildung 11: Neuro-Score Infarktmodell 1: Bederson-Score und Modified Neurological Severity-Score 24 und 48 h nach 

einer 45-minütigen Okklusion der A. cerebri media. Dargestellt wird der Median, Wildtyp n = 8, Sirt2-/- n = 15 (* = p < 0,05,  

p (B) = 0,0428, p (C) = 0,0413, p (D) = 0,0341). 

Im ersten Modell einer 45-minütigen Ischämie zeigten die Sirt2
-/-

-Tiere gegenüber den Wildtyptieren 

24 und 48 h nach der Reperfusion des Gefäßes einen signifikant besseren neurologischen Score im 

mNSS (s. Abb. 11 C/D). Im Bederson-Score, der eine etwas gröbere Einschätzung vornimmt, fand 

sich 48 h nach der Reperfusion ein signifikanter Unterschied zugunsten der Sirt2
-/-

-Mäuse (s. Abb. 11 

A/B).  

 

Abbildung 12: Neuro-Score Infarktmodell 2: Bederson-Score und mNSS bis zu sieben Tage nach einer subkortikalen ze-

rebralen Ischämie von 15 min. A/B zeigen jeweils den Median. Wildtyp n = 14, Sirt2-/- n = 13 (* = p < 0,05, p (B/C) = 

0,0321). 

Im milderen Infarktmodell (15 min MCAO) zeigte sich ein ähnliches Bild wie im vorherigen Versuch: 

Die Sirt2
-/-

-Gruppe befand sich zu jedem Zeitpunkt in der gleichen oder einer besseren neurologischen 

Verfassung als die Wildtypgruppe (s. Abb. 12 A/B). Dieser Trend blieb auch noch bis zu sieben Tagen 

nach der Induktion der zerebralen Ischämie erhalten (s. Abb. 12 A/B). 48 h nach der MCAO zeigten 

die Sirt2
-/-

-Mäuse signifikant weniger neurologische Defizite als die Wildtyptiere im mNSS  
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(s. Abb. 12 B/C). Durch den Tod einiger Tiere im Verlauf des Versuches (5 Wildtyptiere, 3 Sirt2
-/-

-

Tiere) ist das Ergebnis des mNSS gegen Ende etwas verzerrt, da tote Tiere in diesem Score, im Ge-

gensatz zum Bederson-Score, nicht auftauchen. Im Bederson-Score ist der Unterschied zwischen den 

Gruppen im gesamten Verlauf nicht signifikant (48 h p = 0,0665, drei Tage p = 0,0584, fünf und sie-

ben Tage p = 0,0748). 

3.4 Infarktvolumetrie und Neuronenquantifizierung 

Infarktgrößen und Neuronenzahlen unterscheiden sich nicht signifikant zwischen Sirt2
-/-

- und 

Wildtyptieren nach MCAO. 

Bezüglich der Infarktvolumina fand sich 48 h nach einer 45-minütigen Okklusionszeit kein signifikan-

ter Unterschied zwischen der Wildtyp- und der Sirt2
-/-

-Gruppe. Beim direkten Infarktvolumen bildete 

sich ein Trend zu größeren Infarkten bei den Wildtyptieren ab (Mittelwert Wildtypgruppe =  

85,85 mm³, Mittelwert Sirt2
-/-

-Gruppe = 71,80 mm³), was sich im indirekten Infarktvolumen jedoch 

umkehrte. Auch die Größe des Hirnödems war zwischen den Gruppen nicht signifikant verschieden. 

Es zeigte sich eine Tendenz zu einer stärkeren Schwellung bei den Wildtyptieren (Mittelwert Wildtyp-

gruppe = 31,69 mm³, Mittelwert Sirt2
-/-

-Gruppe = 12,87 mm³). Bei der Neuronenzählung ergab sich 

ein ähnliches Ergebnis wie bei der Infarktvolumetrie. Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede 

bezüglich der Anzahl vitaler Neurone oder des prozentualen Neuronenverlustes auf der infarktgeschä-

digten Seite des Gehirns zwischen den Gruppen. 

3.5 Zelluläre Veränderungen 

3.5.1 Astrozytenverteilung 

 
Die Verteilung von GFAP-gefärbten Astrozyten unterscheidet sich nicht zwischen den Gruppen. 

Ein Unterschied zwischen den Gruppen bezüglich des Musters der Astrozyteneinwanderung nach 

MCAO wurde nicht gefunden. Es lässt sich allerdings feststellen, dass 48 h nach MCAO in beiden 

Versuchsgruppen deutlich mehr aktive Astrozyten in der ipsilateralen als in der kontralateralen Hemi-

sphäre zu finden sind. Sie sind vorwiegend im Randbereich des Infarktes (Penumbra) lokalisiert. 

3.5.2 Einwanderung von Entzündungszellen 

 
Es zeigen sich keine quantitativen Unterschiede bezüglich der Einwanderung von Mikrogliazel-

len, Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und T-Zellen zwischen den beiden Gruppen. 

Eine nicht weiter charakterisierte Population an doppelt-negativen T-Zellen (CD4
- 
/CD8

-
) macht 

den größten Anteil der einwandernden T-Zellen in beiden Gruppen aus. 
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Abbildung 13: Einwanderung von Entzündungszellen: Darstellung der Anzahl eingewanderter CD4+-T-Zellen (A), CD8+-

T-Zellen (B) und CD4-/CD8--T-Zellen (C). Wildtyp n = 7 (A), n = 6 (B/C), Sirt2-/- n = 6 (A), n = 5 (B/C). Gezeigt wird der 

Mittelwert. 

Mithilfe einer FACS-Analyse wurde die Anzahl an einwandernden Entzündungszellen im Vergleich 

zwischen ipsi- und kontralateraler Hemisphäre beider Gruppen quantifiziert. Dafür wurde in sieben 

Wildtyp- und sechs Sirt2
-/-

-Tieren eine Okklusion der A. cerebri media über 45 min ausgelöst und die 

Gehirne für die Zellzahlbestimmung 48 h nach Reperfusion präpariert. 

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen bezüglich der untersuchten 

Zellen. Die Aktivierung von Mikrogliazellen und die Einwanderung von Makrophagen fanden in bei-

den Gruppen im gleichen Maße statt. Die Einwanderung von neutrophilen Granulozyten zeigte einen 

signifikanten Unterschied zwischen der ipsi- und kontralateralen Hemisphäre beider Gruppen (p = 

0,0131). Es fand sich hier jedoch ebenfalls kein Unterschied zwischen den Gruppen.  

Auch die Untersuchung der eingewanderten T-Zellen zeigte keinen Unterschied zwischen Wildtyp- 

und Sirt2
-/-

-Tieren (s. Abb. 13 A-C). Auffällig war aber die große Anzahl an CD4
-
/CD8

-
 -T-Zellen, die 

nicht weiter klassifiziert werden konnten (s. Abb. 13 C). In sechs Hemisphären von Wildtyptieren 

wurden deshalb zusätzlich der ɣδ-T-Zellrezeptor sowie die β-Kette des T-Zellrezeptors gefärbt. Dies 

sollte helfen herauszufinden, zu welcher der beiden T-Zell-Rezeptorgruppen die doppelt negativen 

Zellen zählten. Es zeigte sich, dass Zellen mit beiden Rezeptortypen vorkamen, wobei der α/β-T-

Zellrezeptor etwas häufiger vorlag. Zusammengezählt entsprachen aber alle Zellen, die für den einen 

oder anderen Rezeptor positiv waren, bei weitem nicht der Anzahl der nachgewiesenen doppelt nega-

tiven T-Zellen. Zusätzlich wurde  NK1.1 gefärbt um zu überprüfen, ob es sich bei den doppelt negati-

ven T-Zellen um natürliche Killerzellen handeln könnte. Dies war nicht der Fall. Es lagen nur verein-

zelt positive Zellen vor.   

3.6 Inflammasomaktivierung 

Es findet sich kein Unterschied in der Anzahl von immunhistochemisch quantifizierten ASC-

specks im Vergleich zwischen Sirt2
-/-

- und Wildtyptieren 48 h nach MCAO. 

Die Zählung der ASC-specks zeigte keinen signifikanten Unterschied in der Aktivierung des ASC- 

Proteins und damit des NLRP3-Inflammasoms. Ein signifikanter Einfluss von Sirt2 auf die Inflamma-

somaktivierung ist damit im Schlaganfallmodell unwahrscheinlich. Der Verlust von Sirt2 hat hier we-
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der zu einer Alteration der Anzahl von einwandernden Entzündungszellen, noch zu einer veränderten 

Aggregation von ASC-Protein geführt. 

3.7 Mortalität 

Die Überlebenskurve zeigt einen Trend zu mehr überlebenden Tieren in der Sirt2
-/-

-Gruppe, der 

Unterschied ist nicht signifikant. 

 

Abbildung 14: Mortalitätskurve, Darstellung der überlebenden Tiere in Prozent über die Zeit des Experimentes nach 15-

minütiger zerebraler Ischämie und sieben Tage langer Beobachtung. Wildtyp n = 14, Sirt2-/- n = 13. 

Die Überlebenskurve zeigt, dass in der Sirt2
-/-

-Gruppe nach sieben Tagen noch fast 80 % der Tiere 

lebten, während in der Wildtypgruppe nur 65 % der Mäuse die sieben Tage überlebt haben (s. Abb. 

14). Der kritische Tag, an dem viele Tiere den Folgen der Ischämie erlagen, war der vierte postopera-

tive Tag. Alle Tiere, die diesen Punkt passiert hatten, überlebten im Versuch die vollen sieben Tage. 
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4  Diskussion 

Fasst man zusammen, so zeigten die hier vorgestellten Untersuchungen das vorrangig Myelin-

assoziierte Verteilungsmuster von Sirt2 nach einem Schlaganfall in Mäusen. Eine Sirt2-Inhibition 

erwies sich als protektiv im Sinne eines verbesserten neurologischen Outcomes der Sirt2
-/-

-Tiere.  

In einem MCAO-Modell mit dem Sirt2-Inhibitor AK-7 wurden keine Unterschiede bezüglich der In-

farktvolumina der AK-7-behandelten Mäuse im Vergleich mit unbehandelten Tieren gesehen (Chen et 

al. 2015). Auch der Bederson-Neuro-Score war 24 h postoperativ nicht signifikant verschieden (Chen 

et al. 2015). In einem anderen Versuchsmodell der transienten Ischämie bei Mäusen (MCAO) wurde 

eine Neuroprotektion durch Sirt2-Inhibition im Schlaganfall gefunden (Xie et al. 2016). Hier zeigten 

die Sirt2
-/-

-Tiere signifikant kleinere Infarkte und einen besseren neurologischen Score nach dem 

Schlaganfallereignis (Xie et al. 2016). Diese Ergebnisse decken sich mit den hier vorgelegten. Auch in 

unseren Versuchen zeigten die Sirt2
-/-

-Tiere ein besseres neurologisches Outcome als die Wildtypver-

gleiche. 

Diese Ergebnisse sprechen für einen protektiven Effekt der Sirt2-Inhibition im Schlaganfall. Wir 

konnten allerdings ebenso wie Chen et al. keine Unterschiede in der Größe der Infarktvolumina, Ge-

hirnödeme oder Neuronenzahlen feststellen. Das bedeutet, dass der bessere Zustand der Sirt2
-/-

-Tiere 

in diesen Versuchen wahrscheinlich nicht von der Größe des Infarktes oder der Anzahl der erhaltenen 

Neurone abhängt (Chen et al. 2015).  

Trotzdem ist es möglich, dass eine Sirt2-Inhibition auch zu einer Inhibition der Nekroptose im Verlauf 

des Schlaganfalles geführt hat (Narayan et al. 2012; Preyat et al. 2015). Dagegen sprechen die Daten 

von Newton et al., die einen solchen Effekt nicht reproduzieren konnten (Newton et al. 2014). Es ist 

bekannt, dass das Unterbinden von einer Form des Zelltodes den Zelluntergang oft nicht verhindern 

kann (Nicotera et al. 1999; Nikoletopoulou et al. 2013). Es kommt dabei lediglich zum Untergang der 

Zelle durch eine andere Form des Zelltodes (Nicotera et al. 1999). Der Vergleich der Infarktvolumina 

kann keine Aussage darüber machen, durch welche Form des Zelltodes die jeweiligen Zellen unterge-

gangen sind. Es wäre sinnvoll, hier weitere Experimente anzuschließen, die die zurzeit kontroverse 

Rolle von Sirt2 in Bezug auf unterschiedliche Formen des Zelltodes genauer charakterisieren.  

 

Die Hypothese, dass Sirt2 über NF-кB Einfluss auf die postischämische Inflammationskaskade neh-

men könnte, bestätigte sich nicht. Die Anzahl an einwandernden Entzündungszellen war in beiden 

Gruppen gleich. Auch die Inflammasomaktivierung blieb von der Sirt2-Depletion unbeeinflusst. Es 

stellt sich also die Frage, welcher Mechanismus für den besseren neurologischen Zustand der Tiere 

unter Sirt2-Depletion verantwortlich ist.  

 

Während eines Schlaganfalls gehen neben Neuronen auch Oligodendrozyten zugrunde, was eine axo-

nale Dysfunktion nach sich ziehen kann (Saab und Nave 2016). Das Verteilungsmuster, das Sirt2 in 

dieser Studie nach einem Schlaganfall in Wildtyptieren zeigte, war Myelin-assoziiert. Sirt2 wurde 
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sowohl im Myelin direkt als auch in den Oligodendrozyten nachgewiesen. Das spricht dafür, dass die 

Effekte der Sirt2-Inhibition auf einen Einfluss von Sirt2 auf das Myelin und darüber auf die Axone 

zurückgeführt werden könnte.  

Diese Hypothese geht konform mit den Erkenntnissen von Werner et al., Southwood et al. und 

Beirowski et al., welche Sirt2 als Myelin- und Oligodendrozyten-assoziiert charakterisiert haben 

(Southwood et al. 2007; Werner et al. 2007; Beirowski et al. 2011). Werner et al. untersuchten im 

Tiermodell einer spastischen Paraplegie eine Form der axonalen Degeneration durch das Fehlen von 

Proteolipid-Protein (PLP)  (Werner et al. 2007). Dabei verlieren die Axone die Möglichkeit des axona-

len Transportes und degenerieren bei intakten Myelinscheiden (Werner et al. 2007). Bei PLP
-/-

-

Mäusen fiel auf, dass diesen Tieren Sirt2 im Myelin fehlte, obwohl die gleiche Menge an Sirt2 mRNA 

wie in Wildtyptieren vorhanden war (Werner et al. 2007). Werner et al. postulierten also den Sirt2-

Transport ins Myelin als eine mögliche Funktion von PLP (Werner et al. 2007). Gleichzeitig ist das 

Fehlen von Sirt2 im Myelin eventuell einer der Gründe für die Degeneration von Axonen unter PLP-

Verlust. Es ist möglich, dass Sirt2 im ZNS-Myelin wichtig ist, um die Axon-Instandhaltung durch die 

Oligodendrozyten zu gewährleisten (Werner et al. 2007; Werner et al. 2013).  

Beirowski et al. untersuchten Sirt2 in Bezug auf die Myelinisierung durch Schwann-Zellen im peri-

pheren Nervensystem (PNS) (Beirowski et al. 2011). Sie konnten Sirt2 dort als an der Myelinisierung 

beteiligtes Protein identifizieren (Beirowski et al. 2011). Es lag gleichzeitig mit für die Myelinisierung 

notwendigen Proteinen vermehrt vor (Beirowski et al. 2011). Bei Mäusen, in deren Schwann-Zellen 

Sirt2 depletiert wurde, fand sich eine verlangsamte und gestörte Myelinisierung der peripheren Ner-

ven, die mit fortschreitendem Alter jedoch aufgeholt werden konnte (Beirowski et al. 2011). In diesen 

Experimenten wurde Par-3 als ein Deacetylierungsziel von Sirt2 entdeckt (Beirowski et al. 2011). 

Sirt2 nahm im Zusammenspiel mit Par-3 und der Kinase aPKC Einfluss auf den Myelinisierungspro-

zess der peripheren Nerven (Beirowski et al. 2011).  

Die genaue Wirkweise, mit der eine Sirt2-Inhibition das Myelin und die Axone während einer zerebra-

len Ischämie schützen könnte, bleibt weiterhin unklar. Die Bedeutung der unterschiedlichen Isoformen 

von Sirt2, im Zusammenhang mit deren unterschiedlicher Regulation während der zerebralen Ischä-

mie, ist ein möglicher Ansatzpunkt. Es wäre außerdem sinnvoll, Experimente mit Myelin-spezifischen 

Sirt2
-/-

-Tieren durchzuführen. Interessant wäre zu beobachten, ob eine Hemmung von Sirt2 nur im 

Myelin ebenfalls zu Verbesserungen des neurologischen Outcomes führen würde.  

Alles in allem sprechen unsere Ergebnisse dafür, dass eine Sirt2-Hemmung bei der zerebralen Ischä-

mie protektiv wirkt. Eine Sirt2-Inhibition sowie eine Sirt1-Induktion zeigten einen günstigen Einfluss 

auf das neurologische Outcome nach einem Schlaganfall (Hernández-Jiménez et al. 2013; Xie et al. 

2016).  
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Das Übertragen der Ergebnisse aus den Tiermodellen auf den menschlichen Organismus ist jedoch  

leider nicht ohne weiteres möglich. Das Immunsystem, welches immer wieder als wichtiges Element 

im Verlauf der zerebralen Ischämie hervorgehoben wird, ist sehr komplex und bei Menschen und 

Mäusen verschieden (Dirnagl et al. 1999). Folglich können sich Eingriffe, die im Mausmodell neu-

roprotektive Vorteile bringen, im menschlichen Organismus anders darstellen (Dirnagl et al. 1999). 

Dies kann ein Grund dafür sein, warum bis heute wenig der experimentell beobachteten Therapiean-

sätze auf den Menschen übertragbar waren (Dirnagl et al. 1999; O’Collins et al. 2006).  

Weitere Versuche sind notwendig, um ein umfassenderes Verständnis der Pathophysiologie des 

Schlaganfalls zu erlangen, damit tierexperimentelle Erfolge in therapeutische Strategien für Menschen 

übersetzt werden können. Es bedarf folglich weiterer grundlagenwissenschaftlicher Studien, bevor 

über eine Anwendung von Sirt2-Inhibitoren im klinischen Alltag nachgedacht werden kann. 
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5  Anhang 

5.1 Tabellen 

 
Tabelle 3: Primär- und Sekundärantikörper der immunhistochemischen Färbungen 

NeuN Primär-AK anti-mouse 1:500 MAB377 Merck Millipore, Darmstadt Neurone 

GFAP Primär-AK anti-chicken 1:1000 AB5541, Merck Millipore, Darmstadt Astrozyten 

ASC Primär-AK anti-rabbit 1:500 AG-25B-0006, Adipogen, Hamburg ASC-specks 

SIRT2 Primär-AK anti-rabbit 1:500 ab67299, Abcam, Cambridge Sirt2 

Cy5 Sekundär-AK anti-mouse 1:250 715-175-150, Jackson-ImmunoResearch, Ely NeuN 

FITC Sekundär-AK anti-chicken 1:250 703-095-155, Jackson-ImmunoResearch, Ely GFAP 

Cy3 Sekundär-AK anti-rabbit 1:250 711-165-152, Jackson-ImmunoResearch, Ely ASC/Sirt2 

 

Tabelle 4: Antikörper für die FACS-Analyse 

CD3e Biotin anti-mouse Cat. 553060, BD BioSciences Pharmingen, Heidelberg 

Streptavidin PE/Cy5  Cat. 405205, BioLegend, San Diego 

CD45.2 APC anti-mouse Cat. 109813, BioLegend, San Diego 

CD11b FITC anti-

mouse/human 

Cat. 101205, BioLegend, San Diego 

GR-1 PE Ly-6G and 

Ly-6C 

anti-mouse Cat. 553128, BD BioSciences Pharmingen, Heidelberg 

CD4 APC/Cy7 anti-mouse Cat. 100526, BioLegend, San Diego 

CD8a PE/Cy7 anti-mouse Cat. 100722, BioLegend, San Diego 

CD4 PE-eFlour 610 anti-mouse 61-0042-80, eBioScience, San Diego 

TCRɣ/δ PerCP/Cy5.5 anti-mouse Cat. 118117, BioLegend, San Diego 

TCR-β-chain Alexa Flour 700 anti-mouse Cat. 109223, BioLegend, San Diego 

NK-1.1 APC/Cy7 anti-mouse Cat. 108723, BioLegend, San Diego 

 

Tabelle 4: Erläuterung: CD45+ + CD11b+ = aktivierte Mikroglia/ Makrophagen, Gr-1+ + CD11b+ = neutrophile Granulozy-

ten, CD4+ + CD3+ = CD4+-T-Zellen, CD8+ + CD3+ = CD8+-T-Zellen, CD3+/ CD4-/CD8- = doppelt negative T-Zellen, 

TCRɣ/δ+ = T-Zellen mit ɣ/δ-T-Zell-Rezeptor, TCR-β-chain+ = T-Zellen mit α/β-T-Zell-Rezeptor, NK-1.1+ = natürliche Kill-

erzellen 
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