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Zusammenfassung

Zur Identifizierung wichtiger Signalgene beim Schlaganfall im Mausmodell wurden

Genexpressionsprofile mit Hilfe der Affymetrix-GeneChip-Technologie anfertigt und

mir zu Beginn dieser Arbeit zur Verfügung gestellt. Diese wurden mit einer unabhängi-

gen Methode, der quantitativen real-time PCR, validiert. Dazu wurde in Wildtypmäusen

(C57 black six) ein sechzigminütiger Verschluss der Arteria cerebri media verursacht

und die Genexpressionsstärke von differentiell exprimierten Genen zu vier verschiede-

nen Zeitpunkten bestimmt. Es wurden Expressionswerte der ipsilateralen Hemisphäre

relativ zur kontralateralen Gehirnhälfte errechnet und diese Werte anschließend gra-

phisch mit den zu validierenden Hybridisierungsdaten verglichen. Von den 150 unter-

suchten Genen konnten 96 (63%) angesichts ihrer im Trend gleichförmigen Hoch- bzw.

Herunterregulierung sehr gut belegt werden. Weitere 34% wurden aufgrund des Abwei-

chens eines Messpunktes vom gesamten Trend als relativ gut validiert beurteilt. Für 3%

bzw. 4 Gene konnte auf keine Bestätigung der Hybridisierungsdaten geschlossen wer-

den. Aus Reproduzierbarkeitsexperimenten ergab sich eine mittlere Abweichung der

CT-Werte von ±0,9 bzw. ein Fold Change-Wert von ±1,87.

Die Expression einzelner, ausgewählter Proteine, z.B. Mt2, Blnk, Ccl9, Hmgb1, Plaur

und Tlr2 sollte immunohistochemisch überprüft werden. Dabei auftretende Schwierig-

keiten konnten noch nicht vollständig gelöst werden. Hierzu gehört die schlechte Fixie-

rung des Gewebes aufgrund der ungenügenden Postfixierung mit PFA bzw. mit einem

Methanol/Aceton-Gemisch. Gewebeschnitte PFA-perfusionsfixierter Mäusehirne konn-

ten jedoch eine verbesserte Fixierung vorweisen und zusätzlich eine Spezifitätserhö-

hung der immunohistochemischen Färbung von Ccl9 ermöglichen. Bei Mt2 und Blnk

führte erst das Verwenden eines Mouse-On-Mouse-Kits zur Detektion des Antigens mit

monoklonalen Mausantikörpern. Die zu erwartende Regulierung von Hmgb1 und Tlr2

konnte teilweise dargestellt werden.

Eine Zuordnung der differentiell exprimierten Gene war nur zu den bereits bekannten

Signalwegen der Entzündung, der Apoptose und Zelldifferenzierung möglich.
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Aufgabenstellung

Validierung von Genexpressionsanalysen in einem Mausmodell für
Hirnschlag

Zu Beginn dieser Arbeit standen Genexpressionsprofile für den Schlaganfall (englisch

stroke) im Mausmodell zur Verfügung, die mit Hilfe der Affymetrix-GeneChip-

Technologie erstellt wurden. Eine Auswahl differentiell exprimierter Gene sollte mittels

der quantitativen real-time PCR (TaqMan Assay) unabhängig validiert werden.

Aus dem gegebenen Set wurden 150 differentiell exprimierte Gene ausgewählt. Ihre

Expression im Mäusehirn sollte in der schlaganfallinduzierten Hemisphäre sowie in der

nichtschlaganfallinduzierten Hemisphäre bestimmt und anschließend miteinander korre-

liert werden. So sollte eine Hoch- oder Herunterregulation erfassbar werden. Nachfol-

gend sollten diese Resultate mit den schon vorhandenen Affymetrix GeneChip-Daten

verglichen und die Validierung beurteilt werden.

Der zweite Teilbereich dieser Arbeit sollte zur Lokalisierung der Genexpression auf

Proteinebene führen und gleichzeitig das gemessene mRNA-Expressionsmuster auf

Proteinebene überprüfen. Hierzu sollten Cryoschnitte von Mäusehirnen angefertigt wer-

den und anschließend mit Antikörpern ausgesuchter Gene immunohistochemisch ange-

färbt werden.

Des weiteren sollten mittels verfügbarer Software, die auf das Wissen öffentlicher Da-

tenbanken zurückgreift, differentiell exprimierte Gene Signalwegen zugeordnet und so

ein mögliches Zusammenwirken aufgedeckt werden.
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Einleitung

Der Schlaganfall (engl. stroke) ist die dritthäufigste Todesursache in den westlichen

Industrieländern. Jeder vierte Behinderte Deutschlands leidet an den Folgen eines

Schlaganfalls. Somit ist der Hirnschlag auch die Krankheit, die in Deutschland am

meisten Kosten verursacht. Er beruht auf einer akuten Durchblutungsstörung des Ge-

hirns, die verschiedenartigste funktionelle Störungen zur Folge haben kann. Welche das

im einzelnen sind, hängt davon ab, welche Stelle des Gehirns betroffen ist und wie

schwer die Durchblutungsstörung ist. (Nolte et al. 2002).

Diese Arbeit beschäftigt sich mit der Regulation der Genexpression beim Hirnschlag in

einem Mausmodell. Eine Genexpressionsanalyse mit der Affymetrix-GeneChip-

Technologie führte zu einer Reihe differenziell exprimierter Gene, die hier durch eine

weitere Methode unabhängig validiert werden sollten.

Um den biologischen Hintergrund zu erarbeiten, wird in den folgenden Abschnitten

kurz der Aufbau des menschlichen und des Mäusegehirns skizziert, gefolgt von einer

zusammenfassenden Beschreibung der Blutversorgung sowie der molekularen Vorgän-

ge während eines Schlaganfalls.

a) Der Aufbau des menschlichen Gehirns

Das Gehirn ist als Teil des Zentralnervensystems die Steuerzentrale im Wirbeltierkör-

per. Es ist für die Regulierung lebenswichtiger Körperfunktionen wie Bewegungen,

Schlaf, Hunger oder Durst verantwortlich. Hier entstehen alle menschlichen Gefühle.

Außerdem empfängt und interpretiert das Gehirn die unzähligen Signale, die es über die

Nervenbahnen von anderen Körperteilen und aus der Umgebung erhält und macht so

eine adäquate Reaktion auf diese möglich.

Das Gehirn eines erwachsenen Menschen hat ein durchschnittliches Gewicht von

1330g. Bei der Betrachtung lässt sich es sich in vier anatomische Bereiche einteilen: das

Großhirn (Telencephalon), das Kleinhirn (Cerebellum), das Zwischenhirn (Diencepha-

lon) sowie den Hirnstamm. Letzterer besteht aus dem Mittelhirn (Mesencephalon), dem

Pons sowie der Medulla oblongata (Thews et al. 1999).
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Abb. 1.1 Der Aufbau des
Gehirns. Das Gehirn lässt
sich wie folgt in vier Haupt-
bereiche einteilen: das
Telencephalon (Großhirn),
das Cerebellum (Kleinhirn),
das Diencephalon (Zwi-
schenhirn) sowie der Hirn-
stamm. Der Hirnstamm teilt
sich in die Medulla oblonga-
ta (verlängertes Mark), der
Pons (Brücke) und dem
Mesencephalon (Mittelhirn)
(Thews et al. 1999).

Das Kleinhirn dient der unbewussten Aufrechterhaltung des Gleichgewichts, der Auf-

rechterhaltung des Muskeltonus und der Koordination der gesamten Muskelbewegung.

Das Zwischenhirn besteht aus vier Teilen, dem Thalamus, Hypothalamus, Subthalamus

und Epithalamus. Der Thalamus ist die zentrale Schaltstation für ankommende Sinnes-

informationen und ausgesandte motorische Signale. Der Hypothalamus reguliert das

Hormonsystem und ist damit für Körperfunktionen zuständig, die als Triebkraft be-

zeichnet werden, wie z.B. Essen, Trinken, Schlafen und Fortpflanzung. Außerdem regu-

liert er die Tätigkeit innerer Organe und bildet eine Schaltstelle zu den anderen Gehirn-

zentren.

Das Mittelhirn koordiniert u.a. die Augenbewegungen.

Der Medulla oblongata und der Pons übertragen die Nervenimpulse zwischen Gehirn

und Rückenmark und regulieren so die Blutzirkulation, den Herzschlag und die Lun-

genaktivität sowie wichtige Reflexe. Dazu gehören Gähnen, Husten, Niesen und sich

erbrechen.

Das Großhirn ist stark gewunden und teilt sich in die beiden Großhirnhälften, den He-

misphären, die über den Balken verbunden sind. Jede Gehirnhälfte gliedert sich durch
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Einfurchungen in fünf Lappen. Das Großhirn ist der am höchsten entwickelte Bereich

des Gehirns im Menschen. Hier entsteht logisches Denken, die Fähigkeit zu Schlussfol-

gerungen, Phantasie und Schöpfergeist. Informationen werden hier im Langzeitgedächt-

nis festgehalten. Wie in Abb. 2 erkennbar ist, kann das Großhirn dabei in verschiedene

Assoziationsareale unterteilt werden, die bestimmten Funktionen zugeordnet sind

(Smith, 1997, Gray und Lewis, 2000).

Abb. 1.2 Die Funktionsareale des menschlichen Gehirns. Das Großhirn lässt sich entsprechend seiner
Leistungen in verschiedene Funktionsareale unterteilen. Hier entspringt das logische Denken, ankom-
mende Sinnesinformationen werden verarbeitet und interpretiert, willkürliche Muskeln werden bewegt
und Informationen im Langzeitgedächtnis festgehalten (Smith, 1997). Kommt es zu einer Mangeldurch-
blutung in einem Gehirnabschnitt, wie beispielsweise beim Schlaganfall, kann dies zu einem Gewebsun-
tergang führen. Das Gehirnareal kann dann seine Aufgaben nicht mehr erfüllen. Typische Ausfallerschei-
nungen sind die Folge.

präfrontale Rin-
de (Ausarbei-
tung der Ge-
danken)

prämotorische
Rinde

motorische
Rinde primäre somatische

sensorische Rinde

somatische sen-
sorische Assozia-

tionsrinde

visuelle Asso-
ziations-rinde

primäre, visuelle
Rinde

Wernicke-Areal (all-
gemeine Interpretation)

auditive Asso-
ziationsebene

primäre audi-
tive Rinde

Broca-Zentrum
(Sprache)
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Das Nervengewebe gliedert sich prinzipiell in zwei Zelltypen, die Neuronen und die

Neuroglia (Thews et al., 1999).

Neuronen besitzen meist mehrere Zellfortsätze, zu denen die Neuriten und die Dendri-

ten gehören. Mit Hilfe der Neuriten können sie Impulse vom Neuron wegleiten. Dendri-

ten empfangen Nervenimpulse (Thews et al., 1999, Smith, 1997).

Neurogliazellen leiten keine Impulse weiter, sondern dienen als Stützzellen. Sie lassen

sich in zwei Hauptgruppen, den Astrozyten und den Oligodendrozyten, einteilen. Die

Astrozyten sind die häufigste Gliazellform. Sie regulieren den Fluss von Substanzen aus

dem Blut zu den Neuronen, indem sie die Gehirnkapillare umgeben und Endfüßchen auf

der Oberfläche von Blutgefäßen bilden. Des weiteren stützen sie Neuronen, sind für die

Reparaturen verletzter Nervengewebe mittels starker Vermehrung durch Proliferation

verantwortlich, umhüllen und isolieren einzelne Gruppen von Nervenfasern und Ner-

venendigungen und beteiligen sich an Transportprozessen der Transmitter, Ionen und

Metaboliten (Thews et al., 1999, Seite 48; Smith, 1997, Nicholls et al., 1995, Nolte et

al., 2002). Die Oligodendrozyten bilden die Myelinscheiden um Axone, isolieren sie

damit und sorgen so für eine schnelle Erregungsweiterleitung (Thews et al., 1999, Ni-

cholls et al., 1995).
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b) Das Mäusegehirn

Im Unterschied zum menschlichen Gehirn ist das Gehirn der Mäuse wesentlich kleiner.

Dennoch eignet es sich als Modellorganismus sehr gut, da es zu mehr als 99% aller

Mausgene ein homolog im Menschen gibt (Ensembl). Abbildung 1.3 zeigt das Gehirn

einer Maus in vier verschiedenen Perspektiven.

Abb. 1.3 Darstellung eines Mäusegehirns. In dieser Abbildung wird ein Mäusegehirn in verschieden
Perspektiven gezeigt. In der dorsalen Perspektive (unten rechts) sind von rechts nach links der olfaktori-
sche Lappen, das Großhirn, das Kleinhirn und der Hirnstamm zu sehen.
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c) Die Blutversorgung des Gehirns

Das menschliche Gehirn und das der meisten anderen Säugetiere wird von vier großen

Schlagadern mit Blut versorgt, von denen sich je zwei auf jeder Seite des Halses befin-

den. Den Hauptbeitrag leisten die rechte und linke innere Halsschlagader (Arteria caro-

tis interna dextra und sinistra).

Des weiteren wird das Gehirn von der rechten und linken Wirbelarterie (Arteria ver-

tebralis dextra und sinistra) versorgt. Sie entspringen aus den Schlüsselbein-

Schlagadern (Arteria subclavia) und verlaufen in einem Längskanal der Halswirbelsäu-

le. Die beiden Wirbelarterien vereinigen sich an der Medulla oblongata mit einer am

Rückenmark längsverlaufenden Arterie zur Arteria basilaris.

Die Hauptstämme der beiden inneren Halsschlagadern und der Arteria basilaris münden

nach Eintritt in den Schädel in eine ringförmige Verbindung unter dem Gehirn (Circulus

arteriosus Willisii). Aus dem Circulus arteriosus entspringen zum Großhirn auf jeder

Seite drei Hirnarterien (vordere, mittlere und hintere Hirnarterien), die auch als Arteria

cerebri anterior, Arteria cerebri media bzw. Arteria cerebri posterior bezeichnet werden

(Gray und Lewis, 2000).

Abb. 1.4 Die Arterien des Gehirns.
Gezeigt wird das menschliche Gehirn von un-
ten. Die aus den Schlüsselbeinaterien stammen-
de rechte und linke Wirbelarterie vereinigen
sich an der Medulla oblongata zur Arteria basil-
aris (im Bild unten). Die Arteria basilaris
mündet in eine ringförmige Verbindung unter
dem Gehirn (Circulus arteriosus Willisii), die
das Gehirn mit Blut versorgt. Neben der Arteria
basilaris münden auch die rechte und linke inne-
re Halsschlagader (Arteria carotis interna
dextra und sinistra) in den Circulus arteriosus
Willisii. Links wurden die Schläfenlappen teil-
weise entfernt. Dadurch ist die den Circulus
arteriosus verlassende Arteria cerebri media zu
sehen (im Bild links oben), die diese Schläfen-
lappen versorgt (Gray und Lewis, 2000).

Diesen Hirnarterien kann man bestimmte Versorgungsgebiete im Gehirn zuordnen. Ein

plötzlicher Verschluss eines der Gefäße führt in aller Regel zum Absterben von Gehirn-

gewebe im jeweiligen Gebiet. Wegen der Verbindungen im Circulus arteriosus kann ein

langsamer Gefäßverschluss manchmal durch kompensatorische Erweiterung der ande-

ren Gefäße ausgeglichen werden und ist dann symptomlos.



12

E
in

le
itu

ng

Fällt die gesamte Blutzufuhr für zehn Sekunden aus, so kommt es zur Bewußtlosigkeit.

Bei einem Ausfall von zwei bis drei Minuten stirbt Gehirngewebe ab, nach ca. fünf Mi-

nuten tritt der Hirntod ein (Gray und Lewis, 2000).

d) Der Hirnschlag

Zu dem Begriff Schlaganfall (Apoplexie) werden die Ischämie und die Hirnblutungen

zusammengefasst. Die Mangeldurchblutung (Ischämie) macht dabei etwa 80% aller

Fälle von Hirnschlag aus. Oft sind aber Durchblutungsstörungen nur vorübergehend und

haben somit kein Absterben von Nervenzellen zur Folge. Hier kommt es zu Dysfunkti-

onen, die sich wieder zurückbilden können. Geschieht die Rückbildung innerhalb von

24 Stunden spricht man von einer transitorisch ischämischen Attacke (TIA). Bei den

prolongierten reversiblen ischämischen neurologischen Defiziten sind nach einer Wo-

che keine Symptome mehr erkennbar (Thews et al., 1999, Smith et al., 1997).

Ein vollendeter Hirninfarkt (complete stroke) ist ein ischämischer Schlaganfall, bei dem

eine Mangeldurchblutung im Gehirn entsteht. In einem Blutgefäß, das zum Hirn führt

oder innerhalb des Hirns verläuft, kommt es zu einem plötzlichen Verschluss und so zu

einem Sauerstoffmangel in der angeschlossenen Hirnregion. Dieser Verschluss kann

zum Beispiel durch einen wachsenden Blutpfropfen (Thrombose) verursacht werden,

der zur Blockade des Blutflusses führt. Damit ist das nachgeschaltete Gewebe vom

Glukose- und Sauerstoffmangel bedroht. Die energieabhängigen Ionenpumpen können

so nicht mehr arbeiten und der Ionengradient zwischen Extra- und Intrazellularraum ist

nicht mehr aufrechtzuerhalten. Dadurch kommt es zu einer anoxischen Depolarisation.

Die Nervenzellen werden durch Osmolyse, Lipolyse und Proteolyse irreversibel ge-

schädigt. Die Folge ist ein Gewebsuntergang (Hirninfarkt). (Nolte et al., 2002; Thews et

al., 1999, Smith et al., 1997). Hier können schwerwiegende neurologische Defizite auf-

treten, die sich nicht oder nur teilweise zurückbilden lassen. Die sichtbaren und spürba-

ren Folgen sind von der Lokalisation der Durchblutungsstörung abhängig. Dazu gehö-

ren halbseitige Lähmungen (Hemiparese) von Extremitäten oder des Gesichtes (hän-

gender Mundwinkel bei Facialisparese), Sprachstörungen (Aphasie), Anfälle, Beein-

trächtigungen des Sehvermögens, Schwindel und Ausfälle kognitiver Funktionen (z.B.

Gedächtnis, Konzentration, Orientierung, Wahrnehmung usw.). Sie können einen

Schlaganfall begleiten oder als Folgeerscheinungen mehr oder weniger ausgeprägt be-
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stehen bleiben (Stiftung deutsche Schlaganfallhilfe, Österreichische Gesellschaft für

Schlaganfallforschung).

Der Randbereich eines vom Hirninfarkt betroffenen Areals wird als Penumbra bezeich-

net. Hier kann es zu weiteren pathogenetischen Vorgängen kommen, die zeitlich nach-

einander einsetzen. (Thews et al., 1999, Nolte et al.). In der Penumbra ist die Perfusion

zwar herabgesetzt, dennoch kann der Energiemetabolismus noch teilweise aufrecht er-

halten werden. Die anoxische Depolarisation im Infarktkern führt zu einer extrazellulä-

ren Akkumulation von Kalzium und Kalium. Über die Aktivierung der Kalziumkanäle

und der Glutamatausschüttung kommt es zu einer Überreaktion (Exzitation) bei einem

gleichzeitigen Energiemangel, aufgrund des verminderten Blutflusses. Durch den extra-

zellulären Kalziumanstieg werden in der Penumbra immer wieder Deplarisationen her-

vorgerufen. Eine erneute Repolarisation kostet die Zelle Energie, die nur eingeschränkt

zur Verfügung steht, sodass schließlich auch diese depolarisiert bleiben muss (Peri-

Infakt-Depolarisationen). Gleichzeitig aktiviert Kalzium proteolytische Enzyme und die

Bildung von Giftstoffen aus NO. Zu dem weiteren Fortschreiten der pathogenetischen

Vorgänge tragen die Inflammation und die Apoptose bei. Die durch die Inflammation

hervorgerufene Zelleinwanderung kann zu einer weiteren Verminderung der Mikrozir-

kulation, zur Bildung von Sauerstoffradikalen und Giftstoffen sowie auch zur Induktion

apoptotischer Prozesse beitragen. (Dirnagl et al., 1999, Nolte et al., 2002) In Abb. 4 ist

eine typische Schadenskaskade abgebildet, die mit Hilfe angebrachter therapeutischer

Maßnahmen eingeschränkt werden sollte, um so die Funktionstüchtigkeit dieses noch

nicht abgestorbenen Bereiches erhalten zu können.

Abb. 1.5 Die Schadenskaskade in der Penumbra bei einer zerebralen Ischämie. Nach einer Ischämie
sind in der umliegenden Penumbra verschiedene zeitlich versetzte Prozesse zu beobachten. Der Kalzium-
ausstrom in den Extrazellularraum im Infaktkern führt in der Penumbra nach wenigen Minuten zur Exzi-
totoxizität und nach einigen Minuten bis Stunden zur Peri-Infakt-Depolarisation. Weiterer Zellschaden
wird durch die Inflammation und Apoptose hervorgerufen, die nach einigen Tagen bzw. Wochen einset-
zen (Nolte et al., 2002).



14

E
in

le
itu

ng

Neben der typischen Schadenskaskade sind auch andere Prozesse im postischämischen

Gehirn zu beobachten. So kommt es zu einer Zellmigration von Gliazellen in das ge-

schädigte Gebiet, um dort ein „tissue remodelling“ auszulösen (May Lu et al., 2004).

Gehirnzellen können sich nach einem Schlaganfall schützen und sich so gegen einen

erneuten Schlaganfall präkonditionieren (Mergenthaler et a., 2004). Des weiteren führt

ein akuter Schlaganfall häufig zu einem Immundefizitssyndrom (CIDS). Der Hypotha-

lamus kontrolliert normalerweise die Immunreaktion. Schäden in diesem Gehirnbereich

können aufgrund einer Überaktivierung des Sympathikus zu anti-inflammatorischen

Signalen führen. Eine angemessene Immunreaktion ist nicht mehr möglich. Infolgedes-

sen erleiden Schlaganfallpatienten mit einem DICS häufig schwere bakterielle Infektio-

nen (Mergenthaler et a., 2004, Meisel et a., 2005).

Auch diese Prozesse bieten potentielle therapeutische Ansätze, um Selbstheilungspro-

zesse zu unterstützen und schädliche Vorgänge zu unterbinden.

e) Die Methodik zur Auffindung von Schlüsselgenen

Um die fortschreitenden pathogenetischen Prozesse nach einem Schlaganfall wirksam

einschränken oder sogar aufhalten zu können, ist die Kenntnis der zugrunde liegenden

molekularen Abläufe während und nach einer Ischämie unerlässlich. Die Suche nach

diesen Abläufen soll zu neuen therapeutischen Ansatzpunkten führen, sodass zukünftig

apoptotische Prozesse aufgehalten, die Zellmigrationen und Differenzierungen zu Ner-

venzellen begünstigt und die Reorganisationen des Gehirns unterstützt werden können.

Einen wichtigen Beitrag zum Verständnis dieser Prozesse leistet die Genomforschung

mit ihren Hochdurchsatztechnologie und –analysen.

Zur Auffindung von Schlüsselgenen, auch als „Targets“ bezeichnet, wird der Schlagan-

fall im Tiermodell nachgestellt. Hierfür eignen sich Nagetiere, insbesondere Mäuse. Die

Induktion einer cerebralen Ischämie in Mäusen ist einfach und schnell durchführbar.

Die Präparation von Tieren ist in großer Stückzahl möglich (Carmichael, 2005). Außer-

dem gibt es zu mehr als 99% aller Mausgene ein homolog im Menschen (Ensembl). Da

es sich in 80% aller Schlaganfälle um eine Mangeldurchblutung aufgrund eines Gefäß-

verschlusses handelt, ist das Modell einer induzierten Okklusion der mittleren cerebra-
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len Arterie mittels der Fadenmethode weit verbreitet. Das Versorgungsgebiet der Arte-

ria cerebri media wird hierbei von der Blutzufuhr abgeschnitten. Nach einem definierten

Zeitraum wird das Filament entfernt und so eine Reperfusion zu ermöglichen. (Carmi-

chael, 2005).

Um eine differentielle Regulierung aller beteiligten Gene aufzuzeigen und so mögliche

Schlüsselgene erkennbar zu machen, werden zu verschiedenen Zeitpunkten nach Ein-

setzen der Reperfusion Genexpressionsprofile erstellt. Genomweite High-Thoughput-

Verfahren wie sie mit DNA Arrays möglich sind, können die Expression einer Vielzahl

von Genen simultan bestimmen. Dabei sind in tausenden Spots DNA-Fragmente immo-

bilisiert, die Teilstücke von Genen repräsentieren und als Messsonden dienen. Für die

Hybidisierung der Microarrays wird zunächst mRNA in cDNA umgeschrieben und da-

bei fluoreszenzmarkiert. Diese geht dann eine Watson-Crick-Basenpaarung mit der im-

mobilisierten DNA ein und sendet beim Auslesen der Arrays ein Lichtsignal aus, dass

in der Intensität der gebundenen Menge an cDNA entspricht und somit auch als Maß für

die mRNA-Menge des entsprechenden Gens dient (Schaffer, 2004). So entstandene

Hybridisierungsmuster geben Auskunft über die Genexpression des betrachteten Gewe-

bes in einem bestimmten Zustand und ermöglichen Vergleichstudien zwischen ver-

schiedenen Geweben oder Zuständen. Im Falle der Schlaganfallsforschung können so

Genexpressionen der geschädigten Gehirnhälfte relativ zu nicht geschädigten Gehirn-

hälfte betrachtet werden, Genexpressionsmuster von geschädigten Tieren mit denen

ungeschädigter Tiere verglichen werden oder Genexpression zu verschiedenen Zeit-

punkten untersucht werden.

Mit Hilfe der Microarray-Technologie können große Datenmengen erzeugt und poten-

tielle „Targets“ identifiziert werden. Diese „Targets“ müssen jedoch unabhängig vali-

diert werden, um ihre Richtigkeit sicherzustellen. Hierfür eignet sich die quantitative

PCR oder TaqMan-PCR, da sie ebenso wie die Microarray-Technologie eine Methode

zur Bestimmung der Genexpressionsstärke darstellt.

Genexpressionsprofile zeigen differentiell regulierte Gene auf. Signifikant hoch- oder

herunterregulierte Gene stellen dabei potentielle Schlüsselgene für den Krankheitsver-

lauf dar. Für diese Kandidatengene muss zusätzlich überprüft werden, ob sich das

mRNA-Regulierungsmuster auch auf Proteinebene bestätigen lässt. Hierfür eignet sich

die Immunohistochemie, bei der Proteine über die Bindung an Antikörper detektiert

werden und weiterhin eine genaue Lokalisierung der Expression ermöglicht. Funktio-

nelle Untersuchungen über den „knock out“ oder der Überexprimierungen des betrach-
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teten Gens sowie der Zuordnung zu Stoffwechselwegen, soll zum Verständnis der mo-

lekularen Zusammenhänge führen. Dieser Prozess soll schließlich in der Entwicklung

von Medikamenten oder Behandlungsmethoden münden, um in schädliche Signalwege

einzugreifen und heilungsfördernde Prozesse zu unterstützen.

Inzwischen sind bereits eine Reihe von Genen bekannt, die nach einer MCAO zu ver-

schiedenen Zeitpunkten differentiell exprimiert werden. Gene für Transkriptionsfakto-

ren (Jun, c-fos, Egr1, Egr2), Hitze-Schock-Proteine (Dnajb1, Dnaja4), Entzündungspro-

teine (Zytokine und Chemokine), Apoptose einleitende Proteine (Ptgs2, Gadd45g, c-fos,

c-jun), Proteine des Zellmetabolismus, neuronale Reparaturproteine sowie Proteine, die

auf das Zytoskelett wirken, werden in einem diffizilen zeitlichem Muster hochreguliert.

Dagegen werden Gene für Neurotransmitterrezeptoren, für Ionenkanäle sowie für sy-

naptische Proteine als Reaktion auf die Übererregbarkeit des Gehirns nach einer Ischä-

mie herunterreguliert (Nagata et al., 2003, May Lu et al., 2004).
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Material und Methoden

a) Affymetrix-GeneChip-Daten

Zur Identifikation differentiell exprimierter Gene während eines Schlaganfalls wurde in

wt-Mäusen eine sechzigminütige MACO (middle cerebral artery occlusion) hervorgeru-

fen. Nach 1, 3, 6, 12 und 24 Stunden wurden die Mäuse getötet, die RNA der Gehirn-

hälften extrahiert und anschließend Microarray-Genexpressionsprofile mit der Affy-

metrix GeneChip-Technologie erstellet. Diese Expressionsdaten standen mir zu Beginn

meiner Experimente zur Verfügung.

b) Validierung der Affymetrix-GeneChip-Daten mittels quanti-
tativer real-time PCR (TaqMan Assay)

Um die Aussagekraft der Affymetrix-GeneChip-Daten zu gewährleisten, insbesondere

bei der Auswahl bestimmter Kandidatengene, müssen sie mit einer unabhängigen Me-

thode validiert werden. Dazu wurden insgesamt 150 Gene herangezogen und deren Ex-

pression im Mäusehirn in der schlaganfallinduzierten Hemisphäre („ipsilateral“) sowie

in der nicht-schlaganfallinduzierten Hemisphäre („contralateral“) mit Hilfe der real-time

PCR (TaqMan Assays) bestimmt. Ich korrelierte die Expressionsdaten beider Gehirn-

hälften miteinander, um so eine mögliche Hoch- oder Herunterregulation erfassen zu

können. Anschließend verglich ich diese Daten mit den schon vorhandenen GeneChip-

Daten. Des weiteren wurden auch die Expressionsdaten von Tieren mit induziertem

Schlaganfall mit denen gesunder Tiere verglichen, um so zu zeigen, dass die Contra-

Hemisphäre ebenso wie die Gehirne gesunder Tiere als Referenzen zur Beurteilung der

Expression herangezogen werden können.
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b 1) Auswahl der Gene

Aus den Set der differentiell exprimierten Gene wurden 150 gemäß der Regulations-

stärke und der Verfügbarkeit entsprechender Primer ausgewählt und mittels real time

PCR validiert. Sie sind in Tabelle 1 dargestellt. Zur Normierung der Expressionsdaten

bestimmte ich ebenfalls die Expressionsstärke des Haushaltsgen 18S-rRNA.

LocusLink Gene Symbol LocusLink Gene Name

2510004L01Rik RIKEN cDNA 2510004L01 gene
AA408868 exprexpressed sequence AA408868
Adm adrenomedullin
Akap12 A kinase (PRKA) anchor protein (gravin) 12
Akap2 A kinase (PRKA) anchor protein 2
Akap8 A kinase (PRKA) anchor protein 8
Aldh1a2 aldehyde dehydrogenase family 1, subfamily A2
Arrdc4 arrestin domain containing 4
Blnk B-cell linker
Brd8 bromodomain containing 8
C1qr1 complement component 1, q subcomponent, receptor 1
C230080I20Rik RIKEN cDNA C230080I20 gene
C4 complement component 4 (within H-2S)
Ccl9 chemokine (C-C motif) ligand 9
Clic4 chloride intracellular channel 4 (mitochondrial)
Ctla2a cytotoxic T lymphocyte-associated protein 2 alpha
Ctsl cathepsin L
Cxcl16 chemokine (C-X-C motif) ligand 16
Cxcl4 chemokine (C-X-C motif) ligand 4
D230019K20Rik RIKEN cDNA D230019K20 gene
Dicer1 Dicer1, Dcr-1 homolog (Drosophila)
Egr2 early growth response 2
Esam1 endothelial cell-specific adhesion molecule
Fcgr2b Fc receptor, IgG, low affinity IIb
Fin15 fibroblast growth factor inducible 15
Flt1 FMS-like tyrosine kinase 1
Fosb FBJ osteosarcoma oncogene B
Gclm glutamate-cysteine ligase , modifier subunit
Gp38 glycoprotein 38
Gpc1 glypican 1
Gpr88 G-protein coupled receptor 88
Gps2 G protein pathway suppressor 2
Gtl2 GTL2, imprinted maternally expressed untranslated mRNA
Hmgb1 high mobility group box 1
Hnrpab heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B
Hpca hippocalcin
Hspa2 heat shock protein 2
Hspb8 heat shock 27kDa protein 8
Ifitm1 interferon induced transmembrane protein 1
Ifitm2 interferon induced transmembrane protein 2
Ifitm3 interferon induced transmembrane protein 3
Igfbp7 insulin-like growth factor binding protein 7
Il6st interleukin 6 signal transducer
Junb Jun-B oncogene
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LocusLink Gene Symbol LocusLink Gene Name

Kcnip2 Kv channel-interacting protein 2
Keap1 kelch- like ECH-associated protein 1
Lass2 longevity assurance homolog 2 (S. cerevisiae)
Lcn2 lipocalin 2
Lgals1 lectin, galactose binding, soluble 1
Lgals3 lectin, galactose binding, soluble 3
Ltbr lymphotoxin B receptor
Luc7l2 LUC7-like 2 (S. cerevisiae)
Mafk v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene family, protein K (avian)
Map3k6 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 6
Mt2 metallothionein 2
Nde1 nuclear distribution gene E homolog 1 (A nidulans)
Nid1 nidogen 1
Nptx2 neuronal pentraxin 2
Nrgn neurogranin
Nxf bHLH-PAS type transcription factor NXF
Osmr oncostatin M receptor
P2ry12 purinergic receptor P2Y, G-protein coupled 12
Phc1 polyhomeotic-like 1 (Drosophila)
Phip pleckstrin homology domain interacting protein
Plaur urokinase plasminogen activator receptor
Ptbp1 polypyrimidine tract binding protein 1
Ptgs2 prostaglandin-endoperoxide synthase 2
Pttg1ip pituitary tumor-transforming 1 interacting protein
Pycard PYD and CARD domain containing
Ramp2 receptor (calcitonin) activity modifying protein 2
Rbm6 RNA binding motif protein 6
Rhoj ras homolog gene family, member J
Rora RAR-related orphan receptor alpha
Sdc4 syndecan 4
Slc39a14 solute carrier family 39 (zinc transporter), member 14
Slc6a3 solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, dopamine), member 3
Smarca1 SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, sub-

family a, member 1
Smox spermine oxidase
Socs2 suppressor of cytokine signaling 2
Sorbs1 sorbin and SH3 domain containing 1
Sox4 SRY-box containing gene 4
Spop speckle-type POZ protein
Stat3 signal transducer and activator of transcription 3
Stk4 serine/threonine kinase 4
Stxbp3 syntaxin binding protein 3
Tgfbi transforming growth factor, beta induced
Tgm2 transglutaminase 2, C polypeptide
Tle3 transducin-like enhancer of split 3, homolog of Drosophila E(spl)
Tlr2 toll-like receptor 2
Zfp148 zinc finger protein 148
Zfp288 zinc finger protein 288
Zfp313 zinc finger protein 313
Zipro1 zinc finger proliferation 1

Tab.2.1 Auswahl der Gene für eine Validierung. Es wurden 150 Gene für eine Validierung der Gene-
Chip-Daten ausgewählt, von denen hier 95 Gene aufgelistet wurden. Ihr LocusLink Gene Symbol sowie
ihr LocusLink Gene Name sind in alphabetischer Reihenfolge aufgelistet. Das Haushaltsgen 18S-rRNA
diente bei der Validierung als endogene Referenz.
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b 2) Induktion einer Ischämie

Das Auslösen einer Okklusion der mittleren cerebralen Arterie erfolgte mit Hilfe der

Fadenmethode (Hara et al., 1996; Hata et al., 1998; Trapp et al., 2001). Durch Isofluo-

ran narkotisierten Wildtypmäusen (C57 black six, sechs bis acht Wochen alt, männlich,

BFR) wird ein Filament in die Arteria carotis interna eingeführt und von dort aus in den

Circulus arteriosus Willisii bis zum Abgang der Arteria cerebri media verschoben. Das

Versorgungsgebiet der Arteria cerebri media ist so von der Blutzufuhr abgeschnitten.

Die Maus wird in einen beheizten Käfig gelegt und wacht dort wieder auf. Sechzig Mi-

nuten nach der Auslösung der MACO wird die Maus erneut narkotisiert und das Fila-

ment wieder entfernt, um auf diese Weise eine Reperfusion zu ermöglichen. Nach 3, 12,

24 und 48 Stunden wurden die Mäuse getötet, die Gehirne entnommen und die RNA

extrahiert. Pro Zeitpunkt wurden drei Tiere präpariert, deren RNA gepoolt und mit Hilfe

des Bioanalysers von Agilent einer Qualitätskontrolle unterzogen. Anschließend wurde

die RNA-Konzentration am Nanodrop bestimmt. Die Zeitpunkte 3 Stunden, 12 Stunden

und 24 Stunden sollen der Validierung der Affymetrix-GeneChip-Ergebnisse dienen.

Der Zeitpunkt 48 Stunden soll künftig Rückschlüsse über den weiteren Expressionsver-

lauf geben. Der Verzicht auf die Zeitpunkte eine und drei Stunden soll lebende Ressour-

cen sparen.

Zur Kontrolle wurden Mäuse einer identischen Prozedur unterzogen, mit Ausnahme der

Einführung des Filaments. Die Kontrollmäuse bekamen die Bezeichnung Sham-Tiere.

Die schlaganfallinduzierten Mäuse wurden als Ischämie-Tiere bezeichnet. Ipsilateral

(kurz ipsi) benennt die von der Ischämie betroffene Hemisphäre, kontralateral (kurz

kontra) die nicht betroffene.

Die Induktion der Ischämie und das extrahieren der Maus-RNA wurden im wesentli-

chen von Vincent Prinz an der Charité übernommen.
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b 3) First-strand cDNA Synthese

Zur quantitativen Bestimmung der mRNA mittels TaqMan real-time PCR muss sie zu-

nächst in cDNA umgeschrieben werden, da eine direkte Amplifizierung von RNA nicht

möglich ist. Man bezeichnet dieses Verfahren auch als first-strand synthesis. Dazu ver-

wendete ich den SuperScriptTM First-Strand Synthesis System for RT-PCR-Kit von In-

vitrogenTM. Es können 1 ng bis 5 µg total-RNA in first-strand cDNA umgeschrieben

werden. Hierbei wird die Synthese des first-strands durch die SuperScriptTM II Rnase

HReverse Transkriptase (RT) katalysiert. Dieses Enzym wurde im Gegensatz zu ande-

ren RTs so verändert, dass es keine Rnase H-Aktivität mehr hat, die die mRNA wäh-

rend der first-strand-Synthese degradieren würde. Das führt zu einer höheren Ausbeute

(InvitrogenTM, 2003, S.3).

Zu je 1 ng bis zu 5 µg total-RNA, werden 1 µl 10 mM dNTP Mix sowie 1 µl Oli-

go(dT)12-18(0,5 µg/µl) pipettiert und mit DEPC-behandeltem Wasser auf 10 µl aufge-

füllt. Zusätzlich werden 2 Kontrollen angesetzt. In der ersten wird die Sample-RNA

durch 1µl Kontroll-RNA ersetzt. Zur zweiten Kontrolle wird später keine RT gegeben.

Die Proben werden 5 min bei 65°C denaturiert und dann mindestens eine Minute auf

Eis gelegt. Zu jeder Probe werden jeweils 9 µl des Reaktionsmixes (2 µl 10X RT buffer,

4 µl 25 mM MgCl2, 2 µl 0,1 M DTT sowie 1 µl RNaseOUTTM Recombinant Rnase In-

hibitor) beigefügt und 2 min bei 42°C inkubiert. Abgesehen von der minus-RT-

Kontrolle wird zu jedem Tube 1 µl SuperScriptTM II Rnase HRT gegeben und 50 min

bei 42°C inkubiert. Die Termination der Reaktion wird durch eine Erwärmung auf 70°C

für 15 min erreicht. Um die Sensitivität der anschließenden TaqMan-PCR zu erhöhen,

muss die RNA von den cDNA:RNA-Hybriden entfernt werden. Dazu wird zu jedem

Tube 1 µl Rnase H gegeben und 20 min bei 37°C inkubiert (InvitrogenTM, 2003, S. 4ff).

Die cDNA wurde abschließend einer Qualitätskontrolle (Bioanalyser) sowie einer Kon-

zentrationsbestimmung (Nanodrop) unterworfen.
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b 4) Quantitative real-time PCR

Die TaqMan real-time PCR ist eine Methode, bei der die Menge der amplifizierten

DNA direkt in Form eines Fluoreszenzsignals abgelesen werden kann. Ich führte sie mit

dem 7900HT TaqMan Low Density Array for Gene Expression Micro Fluidic Card-

System von Applied Biosystems durch. Die MFC (Micro Fluidic Card) wird mit 100µl

PCR-Mix je Port beladen. Er setzt sich aus 50µl TaqMan Universal PCR Master Mix

(2x), 45µl Rnase/Dnase-freiem Wasser und 5µl cDNA sample zusammen. In 100µl

PCR Mix sollten 1ng-100ng total RNA in cDNA umgeschrieben sein. Der PCR Mix

wurde zweimal eine Minute zentrifugiert um die Luftblasen zu entfernen.

Zur Verhinderung von Kreuzkontaminationen wird die MFC verschweißt und anschlie-

ßend in das ABI Prism 7900HT System plaziert, das die TaqMan- PCR mit Hilfe der

mitgelieferten CD ausführt. Das Temperaturprofil ist wie folgt:

50 Grad, 2 min, 100% ramp

94.5 Grad, 10 min, 100% ramp

97 Grad, 30 sec, 50% ramp

59.7 Grad, 1 min, 100% ramp

each of 40 Cycles

Die ausgewählten 150 Gene finden sich auf zwei verschieden zusammengesetzten Mic-

ro Fluidic Cards wieder. Die MFCs 1 belud ich dabei mit cDNA-Reaktionsgemische

aller vier Zustände für einen Zeitpunkt, d.h.

1. cDNA-Reaktionsgemische der ipsilateralen Hemisphäre der gestrokten Tiere

(„Ischämie, ipsi“)

2. cDNA-Reaktionsgemische der kontralateralen Hemisphäre der gestrokten Tiere

(„Ischämie, kontra“)

3. cDNA-Reaktionsgemische der ipsilateralen Hemisphäre der nichtgestrokten Tie-

re („Sham, ipsi“) und

4. cDNA-Reaktionsgemische der kontralateralen Hemisphäre der nichtgestrokten

Tiere („Sham, kontra“).
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Da den Mäusen nach einer einstündigen MCAO zu vier unterschiedlichen Zeitpunkten

das Gehirn entnommen wurden, waren so vier MFCs 1 notwendig. Eine weitere MFC 1

diente zur Überprüfung der Reproduzierbarkeit dieser Experimente. Die Beladung der

MFCs 2 unterschied sich von der oben beschriebenen, da die Karten anders konzipiert

wurde. Ich belud sie pro Zeitpunkt mit zwei Zuständen, jeweils als Dopplebestimmung.

Das waren im einzelnen:

1. cDNA-Reaktionsgemische der ipsilateralen Hemisphäre der gestrokten Tiere

(„Ischämie, ipsi“)

2. cDNA-Reaktionsgemische der kontralateralen Hemisphäre der gestrokten Tiere

(„Ischämie, kontra“).

Hier waren abermals 4 Karten notwendig. Die TaqMan-PCR wird mittels der CT-

Methode ausgewertet.

b 5) Relative Quantifizierung (CT-Methode)

Der Amplifizierungsplot einer quantitativen TaqMan-PCR folgt einer typischen Ram-

penkurve, wie sie in Abb.2.1 dargestellt ist. Hier sind die Zyklenanzahl und die Signal-

stärke der Fluoreszenz gegeneinander aufgetragen. Je größer dabei das Fluoreszenzsig-

nal, desto größer ist die Anzahl der amplifizierten DNA.

Die Zyklusanzahl, bei der ein festgelegter Schwellenwert (Threshold) an amplifizierter

DNA erreicht wurde, wird als CT-Wert bezeichnet. Je mehr zu amplifizierende cDNA

zu Beginn der TaqMan-PCR in einer Probe vorhanden ist, desto schneller wird der

Threshold erreicht und desto kleiner ist der CT-Wert. Ich normalisierte die CT-Werte,

indem ich den CT-Wert der endogenen Referenz von den Sample-CT-Werten abzog und

erhielt so CT. Als endogene Referenz dient das Haushaltsgen 18S-rRNA. Seine Ex-

pression sollte sich während des Experimentes nicht verändern.

CT = CT (target gene) - CT (endogenous reference gene)

(Qiagen, 2004)
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Abb. 2.1 Amplifizierungsplot einer TaqMan-PCR. Die Anzahl der PCR-Zyklen und Fluoreszenzsigna-
le wurde gegeneinander aufgetragen. Je mehr cDNA zu Beginn der TaqMan-PCR in einer Probe vorhan-
den ist, desto schneller wird der Threshold überschritten und desto kleiner ist der CT-Wert. (Qiagen, 2003
S. 31)

Um beurteilen zu können wie sich die Genexpressionen der zu untersuchenden Gene

während des Versuches ändert, zieht man die CT-Werte der untersuchten Gene der

nicht geschädigten Hemisphäre (kontra) als Referenz von denen der geschädigten He-

misphäre (ipsi) ab. Auf diese Weise erhält man CT.

CT = CT (Sample) - CT (Referenz)

Eine erhöhte Genexpression hat somit einen niedrigeren CT-Wert und damit einen ne-

gativen CT-Wert zur Folge. (Qiagen, 2004)

Da die CT-Werte nur den relativen Zyklusabstand beim Erreichen des Thresholds

angeben, sind sie wenig anschaulich. Außerdem sollen die TaqMan-Daten im gleichen

Format wie die GeneChip-Daten vorliegen, um eine Vergleichbarkeit gewährleisten zu

können. Deshalb habe ich die CT-Werte ebenso in Fold Change-Werte (FC) umge-

rechnet.
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Die dazugehörige Formel dazu lautet:

wobei m = CT

Ist die Expression eines untersuchten Gens in der ipsilateralen Hemisphäre genauso

groß wie in der kontralateralen Hemisphäre, so ist FC=1. Ist die Expression doppelt so

hoch, dann ist FC = 2. Analog ist FC = 2, wenn die Expression in der ipsilateralen

Hemisphäre nur halb so groß wie in der kontralateralen Hemisphäre ist. Letzteres geht

mit einer Herunterregulierung des Gens einher (Schaffer, 2004).
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c) Lokalisierung der Expression ausgewählter Gene

Zur Lokalisierung der Genexpression auf Proteinebene dient die Immunohistochemie,

kurz IHC. Sie kann auch zeigen, ob sich das mRNA-Expressionsmuster auf Proteinebe-

ne bestätigen lässt. Hierfür wurden ein Kontrollgen und vier weitere Gene ausgewählt,

die mit Hilfe kommerziell erhältlicher Antikörper detektiert werden sollten.

c 1) Auswahl der Gene

Als Kontrollen wurde das Protein Metallothionein 2 (Mt2) gewählt. Die Relevanz von

Mt2 im Maus-Modell für Hirnschlag wurde bereits nachgewiesen. Es wird von Metal-

len, Glucocoticoiden und Entzündungssignalen induziert (Trendelenburg et al., 2002).

Es bindet Metallione wie Zink, ist bei der stickstoffmonoxidvermittelten Signaltrans-

duktion beteiligt und kann als Wachstumsfaktor dienen (Genomics Institute of the No-

vartis Research Fondation). Die Gene Blnk (B-cell linker), Hmbg1 (High mobility

group box protein 1), Plaur (urokinase plasminogen activator receptor) sowie Ccl9

(chemokine (C-C motif) ligand 9) wurden jeweils sehr gut bis gut validiert und aus die-

sem Grund für die IHC ausgewählt. Zusätzlich führte ich immunohistochemische Fär-

bungen für den Tlr2 (toll like receptor) durch.

Blnk ist ein transmembranes Molekül und unerlässlich für das Induzieren der intrazellu-

lären Signalkaskade der Prä-B-Zellen. So ist es unter anderem an Prozessen wie Prolife-

ration und Apoptose beteiligt (Köhler, 2005, DeFranco, 1997, Santa Cruz Biotechnolo-

gy, inc., 2005, Genomics Institute of the Novartis Research Fondation). Hmgb1 hinge-

gen ist ein Transkriptionsfaktor, der an Tumor-Suppressor-Proteinen wie Rb und p130

bindet. Es stoppt den Zellzyklus und terminiert so eine weitere Proliferation (Lieber-

mann, 1998). Daneben ist Hmgb1 noch an einer Reihe anderer molekularer Zellprozes-

se beteiligt. Dazu gehört das DNA-packing, die DNA-Rekombination, die DNA-

Reparatur die Entwicklung des Nervensystems sowie der Biosynthese von Stickstoff-

monoxid (Genomics Institute of the Novartis Research Fondation). Plaur ist ein Ober-

flächenrezeptor, der zur systemischen Aktivierung der Koagulationskaskade während

der Epithelisierung von Läsionen, der Wundheilung und dem tissue remodelling bei-

trägt. Es besitzt neben seiner Rezeptoraktivität auch eine Kinaseaktivität (Santa Cruz

Biotechnology, inc., 2005, Genomics Institute of the Novartis Research Fondation).

Ccl9 ist ein chemotaktisches Cytokin. Es löst chemotaktische Bewegungen von Leuko-
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zyten, Monozyten, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten aus, indem es spezifi-

sche G-proteingekoppelte Rezeptoren auf diesen Zelltypen aktiviert (Abdi et al., 2004,

Young et al., 1995). Außerdem kann CC chemokine 9 als Wachstumsfaktor bei der An-

giogenese dienen (Kim et al., 2003).

Der Tlr2 (toll like receptor 2) konnte aufgrund der unterschiedlichen Expressionsverläu-

fe der GeneChip- und der TaqMan-Daten sowie einer zu großen Wertedifferenz nicht

eindeutig validiert werden. Dennoch wurde Tlr2 für die immunohistochemische Fär-

bung ausgewählt, da er in beiden Messungen eine Hochregulierung über den gesamten,

untersuchten Zeitraum zeigt. Des weiteren ist für Tlr2 eine Schlaganfallrelevanz bereits

bekannt (Karikó et al., 2004). Tlr2 ist ein transmembraner Rezeptor. Er bindet PAMPs

(pathogen-associated molecular patterns) bestimmter Mikroben und löst über eine intra-

zelluläre Signalkaskade eine Entzündungsreaktion aus, die den Wirt schützen soll

(Zhang und Sankar, 2001, Martinon und Tschopp, 2005). Ebenso ist das Erkennen von

Proteinen nekrotischer oder verletzter Zellen beispielsweise nach einer Ischämie mög-

lich. Die Aktivierung der intrazellulären Signalkaskade führt erneut zur Inflammation

und kann schließlich in der Apoptose enden (Karikó et al., 2004). Beide Prozesse führen

zu einer erheblichen Verschlechterung eines Schlaganfalls.

c 2) Präparation der Mäuse

In wt-Mäusen (C57BL/6) wird ein sechzigminütiger Verschluss der arteria cerebri me-

dia induziert, ebenso wie bereits im Abschnitt b II) beschrieben. Die Tötung der Mäuse

erfolgte nach 12 bzw. 48 Stunden. Anschließend wurde ihr Gehirn entnommen und

schockgefroren.

Ein Teil der Mäuse erfuhr vor der Tötung eine PFA-Perfusion um einen besseren Ge-

webeerhalt zu ermöglichen.

Die Präparation sowie die PFA-Perfusion wurden von Vincent Prinz an der Charité ü-

bernommen.



28

M
at

er
ia

lu
nd

M
et

ho
de

n

c 3) Erstellung von Hirnschnitten

Es wurden Cryoschnitte von schockgefrorenen Gehirnen angefertigt, die 12 bzw. 48

Stunden nach einer einstündigen MACO entnommen wurden. Die Gehirne wurden zu-

nächst von –80°C Lagertemperatur auf –21°C gebracht und anschließend mit Hilfe von

TissueTek senkrecht auf den Stempel des Cryostatens geheftet. Nach dem Einspannen

der Klinge und des Stempels wird der Schnittstrecker justiert. Das Gehirn wird in 20 µm

Sektionen geteilt und Schnitte aus drei verschiedenen Gehirnbereichen (interaural 5,34

cm, 3,94 cm und 1,86 cm) auf einen Objektträger gebracht. Der Vorgang wurde für die

entsprechenden Sham-Tiere wiederholt.

Die Gehirnschnitte wurden in Zusammenarbeit mit Vincent Prinz angefertigt.

c 4) Immunohistochemie

Die Immunohistochemie (abgekürzt IHC) ist eine Methode, bei der Proteine als Antige-

ne spezifisch von bestimmten Antikörpern erkannt und anschließend gebunden werden.

Hierdurch ist die Detektion dieser Proteine im Gewebe möglich. Zur Markierung der

ausgewählten Genprodukte griff ich auf die Zwei-Schritt indirekte Methode zurück,

dessen Prinzip in Abbildung 2.2 verdeutlicht wird. Dabei bindet ein gegen das gesuchte

Protein gerichteter primärer Antikörper das Protein. Anschließend wird ein sekundärer

Antikörper dazugegeben. Er erkennt den primären Antikörper an der spezifischen Zu-

sammensetzung des konstanten Teils des Antikörpers, der für die Tierspezies kenn-

zeichnend ist, in der der primäre Antikörper herangezüchtet worden ist. Das kann unter

anderen das Kaninchen sein. In diesem Falle wäre also der sekundäre Antikörper ein

anti-rabbit-Antikörper. Da er außerdem mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert ist,

wird so eine Lokalisierung des Proteins im Gewebeschnitt möglich. Dabei wird der ge-

färbte Gewebeschnitt unter einem Fluoreszenzmikroskop fotografiert (DAKO Corpora-

tion, USA, S. 6, 26).
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Abb.2.2 Zwei-Schritt indirekte Methode. Der primäre Antikörper (im Bild grau) erkennt spezifisch das
Antigen (rot). Das Antigen ist hier das zu lokalisierende Protein. Der mit einem Fluoreszenzfarbstoff
(grün) markierte sekundäre Antikörper (gelb) bindet an den primären Antikörper. Dabei erkennt er die
Merkmale, die für die Spezies aus der der Antikörper stammt spezifisch sind.

Die primären Antikörper können dabei monoklonal oder polyklonal sein. Polyklonale

Antikörper werden von verschiedenen Zellen im Tier hergestellt und reagieren somit

gegen mehrere verschiedene Epitope. Monoklonale Antikörper sind nur gegen ein ein-

ziges Epitop gerichtet und haben somit eine höhere Spezifität und geringere Kreuzreak-

tivität. So ist es beispielsweise möglich auch in Mauszellkultur entstandene monoklona-

le Antikörper spezifisch zur Detektion von Mäuseproteinen zu verwenden. Monoklona-

le Antikörper werden von Hybridzellen hergestellt, die durch die Fusion von B-

Lymphozyten mit Mylomazellen entstanden sind (DAKO Corporation, USA, S. 7).

Die richtige Detektion von Proteinen mittels der Immunohistochemie ist von vielfälti-

gen Faktoren abhängig. So müssen nicht nur die richtigen Konzentrationen der Antikör-

per gefunden werden, sondern auch die optimale Fixierung des Gewebes, die bestmög-

liche Blockierung sowie sämtlichen zeitlichen Rahmen der einzelnen Experimentier-

schritte festgelegt werden. Aus diesem Grunde sind im folgenden nur die jeweils zu

letzt gebrauchten Arbeitsvorschriften genannt.
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c 4.1) Immunohistochemische Anfärbung von Mt2 (Metallothionein2)

Auf jedem Objektträger befinden sich jeweils Schnitte aus drei verschiedenen Gehirnbe-

reichen (interaural 5,34 cm, 3,94 cm und 1,86 cm). Die Objektträger wurden bei –80°C

gelagert. Zu Beginn der Färbung lies ich die Schnitte 30 Minuten lufttrocknen. Dadurch

wird ein späteres Abspülen der Schnitte vom Objektträger verhindert und die Schnitte

werden vorfixiert. Anschließend wurden sie 10 Minuten mit 4%igem PFA fixiert. Das

soll eine Autolyse der Zellen verhindern, die Spezifität der Immunohistochemischen

Bindung erhöhen und dem Gewebe eine höhere Resistenz gegenüber den nachfolgenden

Experimentierschritten vermitteln (DakoCytomation). Dabei wurden die Schnitte zum

Schutz vor Austrocknung mit Parafilm abgedeckt und in eine mit Wasser gefüllte Inku-

bationskammer gelegt. Nun wurden sie dreimal fünf Minuten mit PBS gewaschen und

nachfolgend eine Stunde geblockt. Die Blockierungslösung enthält 10% Ziegenserum

(engl.: normal goat serum, kurz: NGS) und 0,3% Triton X in PBS. Ich ließ die Schnitte

über Nacht bei 4°C mit dem primären Antikörper anti-Mt2 (monoclonal mouse anti-

horse Metallothionein (MT, E9), DakoCytomation, # M0639) inkubieren. Zuvor ver-

dünnte ich anti-Mt2 1:200 mit der Inkubationslösung (0,3% Triton X, 3% NGS in PBS).

Am nächsten Tag wurden die Schnitte dreimal fünf Minuten gewaschen und anschlie-

ßend mit dem sekundären Antikörper (Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse IgG (H+L),

Molecular Probes, # A11001) inkubiert. Diesen habe ich zuvor 1:200 bzw. 1:400 mit

der Blockierungslösung verdünnt. Nach dem nochmaligen Waschen, färbte ich die

Schnitte mit Hoechst gegen. Hoechst färbt die Zellkerne an und soll später Rückschlüs-

se liefern, ob der primäre Antikörper Zellen anfärbt. Nach der Gegenfärbung wusch ich

die Schnitte in destilliertem Wasser und deckelte sie anschließend ein. Die Objektträger

müssen über Nacht im Kühlschrank trocknen, damit sie am nächsten Tag unter einem

Fluoreszenzmikroskop untersucht und fotografiert werden können.

Des weiteren habe ich eine immunohistochemische Färbung mit Hilfe des Mouse on

Mouse-Färbe-Kits (Vector M.O.M. Fluorescein Kit, Linaris, # FMK-2201 durchgeführt,

um die spezifische Bindung der aus der Maus stammenden primären Antikörper an ihr

Antigen zu verbessern. Die Immunohistochemie wurde entsprechend der Herstelleran-

gaben ausgeübt. Dabei wurde der primäre Antikörper mouse anti-Metallothionein im

Verhältnis 1:100 in der Gebrauchslösung des Proteinkonzentrats verdünnt. Im M.O.M.-

Kit wird bereits Fluorescein mitgeliefert.
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c 4.2) Immunohistochemische Anfärbung von Blnk (B-cell linker)

Zur Anfärbung von Blnk in Mäusehirnschnitten wurden die Schnitte zunächst 30 Minu-

ten luftgetrocknet, dann 10 Minuten mit PFA nachfixiert, dreimal fünf Minuten mit PBS

gewaschen und anschließend geblockt (3% NGS, 0,3% Triton X in PBS). Die Inkubati-

on mit dem primären Antikörper erfolgte über Nacht mit anti-Blnk (monoclonal mouse

anti-Blnk (2B11), Santa Cruz Biotechnology, # sc-8003) in der Verdünnung 1:50 sowie

1:100. Am nächsten Tag wurden die Schnitte gewaschen und mit dem sekundären Anti-

körper anti-mouse (Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse IgG (H+L), Molecular Probes, #

A11001) in der Verdünnung 1:300 inkubiert. Die Schnitte wurden mit PBS gewaschen,

mit Hoechst gegengefärbt, mit destilliertem Wasser gewaschen und abschließend einge-

deckelt.

c 4.3) Immunohistochemische Anfärbung des Chemokins Ccl9

Zur Optimierung der Gewebefixierung führte ich drei verschiedene Experimente zur

immunohistochemischen Anfärbung von Ccl9 durch. Dabei postfixierte ich die Schnitte

zunächst mit PFA und später mit einen Methanol/Aceton-Gemisch. Abschließend ver-

wendete ich PFA-perfusionsfixierte Schnitte. Die drei Fixierungsmethoden und Anfär-

bungen werden nachfolgend beschieben.

1. Nachdem ich die Objektträger aus dem –80°C-Gefrierschrank nahm, taute ich

die Hirnschnitte auf, indem ich dem Objektträger auf der Rückseite berührte. Anschlie-

ßend wedelte ich den Schnitten Luft zu, bis sie getrocknet waren. Die Gehirnschnitte

wurden 18 Minuten mit PFA fixiert, eine Stunde geblockt und über Nacht mit dem pri-

mären Antikörper anti-Ccl9 (polyclonal rabbit anti-MRP2 (H-300), Santa Cruz Bio-

technology, # sc-20766) in der Verdünnung 1:100 inkubiert. Am nächsten Tag erfolgte

ein erneutes Waschen und die Inkubation mit dem sekundären Antikörper anti-rabbit

(Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG (H+L), Molecular Probes, # A11008) in der

Verdünnung 1:500 für eine Stunde bei Raumtemperatur. Nachfolgend wusch ich die

Schnitte erneut mit PBS, färbte sie mit Hoechst gegen, wusch sie mit destilliertem Was-

ser und deckelte sie ein.

2. Zur Verbesserung der Fixierung ließ ich die Schnitte in der Wiederholung des

Experiments 30 Minuten Trocknen und fixierte sie in einem –20°C kalten Metha-

nol/Aceton-Gemisch (1:1). Danach wurden sie 12 Minuten unter dem Abzug getrocknet
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und 3 mal 5 Minuten gewaschen. Das Experiment setzte sich wie im obigen Abschnitt

beschrieben fort.

3. Um die Beschaffenheit des Gewebes zu verbessern wurden einige Gehirne im

noch lebenden Tier PFA-perfusionsfixiert. Die daraus entstandenen Schnitte ließ ich 20

Minuten lufttrocknen, fixierte sie noch einmal 20 Minuten mit PFA nach und wusch sie

anschließend. Ich blockierte sie eine Stunde und 30 Minuten und inkubierte sie 2 Stun-

den bei Raumtemperatur mit dem primären Antikörper anti-Ccl9 (polyclonal rabbit anti-

MRP2 (H-300), Santa Cruz Biotechnology, # sc-20766) in einer Verdünnung von

1:100. Nach dem Waschen und dem einstündigem Trocknen wurden die Schnitte 20

Minuten mit dem sekundären Antikörper anti-rabbit (Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit

IgG (H+L), Molecular Probes, # A11008) der Verdünnung 1:100 inkubieren. Abschlie-

ßend wurden die Schnitte mit Hoechst gegengefärbt, mit destilliertem Wasser gewa-

schen und eingedeckelt.

c 4.4) Immunohistochemische Anfärbung von Hmgb1 (High mobility
group box proteins 1)

Für die Detektion von Hmgb1 ließ ich die Hirnschnitte zunächst 20 Minuten lufttrock-

nen und fixierte sie anschließend 20 Minuten mit PFA. Nach dem Waschen folgte das

eineinhalbstündige Blocken mit einer Doppelblocklösung. Sie enthält 5% NGS und 5%

BSA in PBS. Die Schnitte wurden 2 Stunden bei Raumtemperatur mit dem primären

Antikörper anti-Hmgb1 (polyclonal rabbit anti-HBP1 (H-300), Santa Cruz Biotechnolo-

gy, # sc-25390) inkubiert, der zuvor 1:50 verdünnt wurde. Die Verdünnungslösung ent-

hielt 1,6% NGS sowie 1,6% BSA in PBS. Nach dem Waschen folgte die Inkubation mit

dem sekundären Antikörper anti-rabbit (Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG (H+L),

Molecular Probes, # A11008) in der Verdünnung 1:300. Abschließend wusch ich die

Schnitte mit PBS, färbte sie mit Hoechst gegen, wusch sie mit destilliertem Wasser und

deckelte sie ein.

Da ein Seitenunterschied in der Hmgb1-Expression im Sham-Tier festgestellt wurde,

wiederholte ich die Immunohistochemie für Hmgb1 und führte gleichzeitig verglei-

chend eine zweite IHC mit dem Endotheloberflächenmarker von Willebrandt-Faktor

(VWF) durch. Während allen Inkubationen wurde jeweils ein Schnitt eines Sham-Tiers

entweder geschüttelt oder von einem Fettstift umrandet, sodass neben der Abdeckung

mit Parafilm ein weiterer Verdunstungsschutz vorhanden war. Die Schnitte wurden
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hierbei 20 Minuten luftgetrocknet, 20 Minuten mit PFA fixiert und gewaschen. Nach-

folgend blockierte ich sie eine Stunde mit der Doppelblockierungslösung und ließ sie

mit dem primären Antikörper in der Verdünnung 1:50 zwei Stunden bei Raumtempera-

tur inkubieren. Neben dem oben genannten anti-Hmgb1 verwendete ich anti-VWF (

polyclonal goat anti-VWF, Santa Cruz Biotechnology, # sc-8068). Die Schnitte werden

gewaschen und mit dem sekundären Antikörper in der Verdünnung 1:300 eine Stunde

bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei wurde der oben genannte anti-rabbit sowie der

anti-goat (Cy3 conjugated affinity purified donkey anti-goat IgG [H&L], Rockland, #

605-704-125) genutzt. Abschließend wusch ich die Schnitte, färbte sie gegen und de-

ckelte sie nach einem erneuten Waschen ein.

c 4.5) Immunohistochemische Anfärbung von Plaur (urokinase plasmino-
gen activator receptor)

Zum Auftauen der Hirnschnitte berührte ich den Objektträger auf der Rückseite und

wedelte den Schnitten Luft zu, bis sie getrocknet waren. Nun wurden sie mit PFA fi-

xiert, gewaschen und eine Stunde mit 3% NGS und 0,3% Triton X in PBS geblockt. Die

Schnitte wurden über Nacht mit dem primären Antikörper anti-Plaur (polyclonal rabbit

anti-uPAR (FL-290), Santa Cruz Biotechnology, # sc-10815, 1:100 verdünnt) inkubiert.

Am nächsten Tag wusch ich die Schnitte und ließ sie mit dem sekundären Antikörper

inkubieren. Hierbei verwendete ich anti-rabbit (Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG

(H+L), Molecular Probes, # A11008). Ebenso wie auch bei den anderen immunohisto-

chemischen Experimenten folgte ein Waschen mit PBS, die Gegenfärbung, ein erneutes

Waschen mit destilliertem Wasser und das Eindeckeln.

c 4.6) Immunohistochemische Anfärbung von Tlr2 (Toll like receptor)

Für die Detektion von Tlr2 lies ich die Cryoschnitte zunächst auftauen und 30 Minuten

trockenen. Anschließend fixierte ich sie fünf Minuten mit einem Methanol/Aceton-

Gemisch (1:1) bei –20°C und lies sie erneut zwölf Minuten unter dem Abzug trocknen.

Die Schnitte wurden eine Stunde geblockt (0,3% Triton X und 3% NGS in PBS) und

über Nacht bei 4°C mit dem primären Antikörper anti-TLR2 (polyclonal rabbit anti-

TLR2 (H-175) # sc-10739, Santa Cruz Biotechnology) in der Verdünnung 1:100 inku-

biert. Am folgenden Tag wusch ich die Schnitte drei mal fünf Minuten und inkubierte

sie eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem sekundären Antikörper anti-rabbit (Alexa
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Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG (H+L), Molecular Probes, # A11008) in der Verdün-

nung 1:300. Nachfolgend wusch ich die Schnitte, färbte sie mit Hoechst gegen, wusch

sie mit destilliertem Wasser und deckelte sie ein.

d) Analyse von Signalwegen

Um die genauen molekularen Vorgängen während und nach einer Ischämie zu verste-

hen ist eine Zuordnung der differentiell exprimierten Gene zu funktionell bedeutenden

Signalwegen und das Aufdecken ihres Zusammenwirkens wichtig. So soll es möglich

werden „Targets“ für eine positive Manipulierung dieser Signalwege zu finden.

Zur Identifizierung dieser Stoffwechselwege nutze ich verschiedene kommerziell erhält-

liche Programme, wie beispielsweise PathwayAssist™ von Ariadne Genomics

(http://www.ariadnegenomics.com), Pathway Analytics von Teranode ™

(http://www.teranode.com) und Pathway Analysis von Ingenuity™

(http://ingenuity.com) und wandte sie entsprechend den Herstellerangaben an. Diese

Programme greifen auf bereits bekanntes Wissen über Gene und ihre gegenseitigen

Wechselwirkungen aus öffentlichen Datenbanken, wie z.B. PubMed

(www.ncbi.nlm.nih.gov) zurück.
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Ergebnisse und Diskussion

a) Validierung der Affymetrix-GeneChip-Daten mittels quantita-
tiver real-time PCR (TaqMan Assay)

Im Vorfeld dieser Arbeit wurden genomweite Genexpressionsmuster für den Hirnschlag

im Mausmodel mittels Hybridisierungen von Affymetrix-GeneChips erstellt. Diese

Ergebnisse wurden von mir mit einer weiteren unabhängigen Methode validiert. Dazu

habe ich für insgesamt 150 Gene die Genexpression der ipsilateralen sowie der

kontralateralen Hemisphäre mit Hilfe der real-time PCR (TaqMan Assay) bestimmt. Die

Expressionsdaten beider Gehirnhälften wurden miteinander korreliert, um so eine

mögliche Hoch- oder Herunterregulation erkennbar zu machen. Diese Daten habe ich

anschließend mit den schon vorhandenen Affymetrix-Hybridisierungs-Daten verglichen.

Hierfür wurde zunächst in sechs bis acht Wochen alten, männlichen C57 black six-

Wildtypmäusen eine Okklusion der mittleren cerebralen Arterie ausgelöst und für eine

Stunde aufrecht erhalten. Drei, zwölf, 24 und 48 Stunden später wurden die Tiere getötet

und ihre Gehirne entnommen, um aus diesen die RNA zu extrahieren. Für jeden der an-

gegebenen Zeitpunkte wurden drei Tiere präpariert und ihre RNA gepoolt. Für eine

Quantifizierung der RNA war es zunächst notwendig die RNA mittels first-strand cDNA

Synthese in cDNA umzuschreiben.

a 1) First-strand cDNA Synthese

Bei der First-strand cDNA Synthese wird RNA mit Hilfe einer reversen Transkriptase in

cDNA umgewandelt. Ausgehen von 2,32 µg bis 3,35 µg total RNA wurden schließlich

cDNA-Konzentrationen zwischen 87,28 ng/µl und 162,31 ng/µl erhalten und für die

TaqMan Assays verwendet.
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a 2) Quantitative real-time PCR (TaqMan Assay)

Für die Quantifizierung der Genexpression mittels der TaqMan-PCR setzte ich soge-

nannte Micro Fluidic Cards (MFCs) ein. Mit einer MFC können insgesamt 384 TaqMan-

PCRs durchgeführt werden. Die Karten sind so konzipiert, dass vier mal 95 Gene und

vier mal eine endogen Referenz (18S-rRNA) untersucht werden können. Für 96 Assays

werden 1-100 ng in cDNA umgeschriebene total RNA benötigt. Für die Durchführung

der TaqMan Assays verdünnte ich die cDNA-Gemische zuvor 1:3 bzw. 1:5. Eine

hinsichtlich der Konzentration exakt übereinstimmende Beladung mit cDNA war nicht

notwendig, da die TaqMan-Werte anschließend normiert werden. In der folgenden Ab-

bildung 3.1 wird exemplarisch der Amplifizierungsplot für 95 Gene nach dreistündiger

Reperfusion gezeigt. Die fehlenden Amplifizierungsplots finden sich im Anhang [1. a2)

quantitative real-time PCR (TaqMan Assay)]. Die ersten vier Karten wurden mit cDNA

aller vier Zustände pro Zeitpunkt beladen. Die Zustände waren hierbei die ipsilaterale

Hemisphäre des Ischämietiers, die kontralaterale Hemisphäre des Ischämietiers, die ipsi-

laterale Hemisphäre des Shamtiers sowie die kontralaterale Hemisphäre des Shamtiers.

Die letzten vier Karten belud ich jeweils als Doppelbestimmung mit cDNA der ipsilate-

ralen sowie der kontralateralen Hemisphäre des Ischämietiers.

Abb. 3.1 Amplifizierungsplot der TaqMan-PCR für den Zeitpunkt 3 Stunden Reperfusion nach
einer einstündigen MCAO. Hier sind die Amplifizierungskurven von 95 Genen und einer endogenen
Kontrolle zum Zeitpunkt drei Stunden des ischämischen Tiers sowie des Shamtiers der jeweils ipsilatera-
len und kontralateralen Hemisphäre dargestellt.
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In einem Amplifizierungsplot wurden die Zyklenzahl der PCR und die Fluoreszenzsig-

nalstärke halblogarithmisch gegen einander aufgetragen. Der Plot geht von der Baseline

(Zickzacklinien in der linken Hälfte der Abbildung) in die lineare Phase über. Hier setzte

ich den Threshold bzw. Schwellenwert (rote Linie). Die Zyklusanzahl, die zum Thres-

hold eines Genes gehört, wird als CT-Wert bezeichnet. Er entspricht also dem Zyklus,

bei dem ein festgelegter Schwellenwert an amplifizierter DNA erreicht wurde. Tabelle

3.1 zählt die gesetzten Schwellenwerte auf.

Die vier Graphen mit dem kleinsten CT-Wert gehören zur 18S-rRNA, dass heißt sie wird

stärker exprimiert als die untersuchten Gene. Das stimmt mit den Erwartungen überein,

da rRNAs den Hauptbestandteil an total-RNA bilden (Vandesompele et al., 2001). Die

Graphen des Haushaltsgens 18S-rRNA liegen wie erwartet sehr dicht beieinander, da

Haushaltsgene konstant exprimiert werden. Die Graphen, die auch bei fortgeschrittenen

CT-Werten den Threshold nicht erreichten, konnten nicht ausgewertet werden.

Zeitpunkte Threshold

MFC 1 3 Stunden 0,24

12 Stunden 0,20

24 Stunden 0,25

48 Stunden 0,12

Wiederholung 3 Stunden 0,20

24 Stunden 0,20

MFC 2 3 Stunden 0,19

12 Stunden 0,21

24 Stunden 0,21

48 Stunden 0,23

Tab. 3.1 Auflistung der Thresholds.
Um den Amplifizierungsplot auswer-
ten zu können, muss der Threshold so
gesetzt werden, dass sich der Graph
eines jeden Gens im linearen Bereich
befindet. Andernfalls sind die Expres-
sionswerte der einzelnen Gene nicht
miteinander vergleichbar. Gene bei
denen dies nicht möglich ist, können
nicht ausgewertet werden.
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a 3) Relative Quantifizierung (CT-Methode)

Um die Genexpression der herangezogenen 150 Gene beurteilen zu können, wertete ich

die aus der TaqMan-PCR gewonnenen Daten mit Hilfe der CT-Methode aus. Hierbei

bestimmt man zunächst den CT-Wert für jedes Gen. Zur Normierung dieser Werte wird

der CT-Wert der endogenen Referenz von den CT-Werten der ausgewählten Gene abge-

zogen. Man erhält so CT, das als Maß für die Genexpressionsstärke des betrachteten

Gens dient. Als endogene Referenz diente das Haushaltsgen 18S-rRNA. Seine Expressi-

on sollte sich während des Experimentes nicht verändern, da Haushaltsgene im allge-

meinen konstant exprimiert werden. Durch diese Normierung ist es möglich unterschied-

liche Extraktionsvolumina sowie nicht exakt gleiche Konzentrationen an cDNA beim

Beladen der MFCs auszugleichen. Denn nicht die absoluten CT-Werte sind entschei-

dend, sondern lediglich CT, sample – CT, 18S-rRNA, d.h. CT. Dieser Wert drückt dabei aus,

wie stark oder schwach die Expression eines Gens im Vergleich zum Haushaltsgen 18S-

rRNA ist. In Tabelle 3.2 wird die Berechnung der CT-Werte beispielhaft für einige Ge-

ne dargestellt.

Eine Auflistung aller errechneten CT-Werte findet sich im Anhang [2. a3) Relative

Quantifizierung (CT-Methode)]. Um die Genexpressionen der ipsilateralen und

kontralateralen Hemisphäre miteinander vergleichen zu können, subtrahierte ich die

CT-Werte der kontralateralen von denen der ipsilateralen Hemisphäre. Auf diese Weise

erhielt ich CT. Ein positiver CT-Wert drückt dabei eine geringere Expression des

Gens in der ipsilateralen Hemisphäre und damit eine Herunterregulierung aus. Der Be-

trag des Wertes CT gibt dabei an, um wie viele Zyklen später das Gen auf der ipsilate-

ralen Hemisphäre den Threshold erreicht.

Eine Hochregulierung hat einen negativen CT-Wert zur Folge. In Tabelle 3.3 wird

beispielhaft die Berechnung von CT des Gens Hmgb1 für alle vier Zeitpunkte de-

monstriert. Hierbei wurde die Expressionsstärke der ischämischen Hemisphäre relativ

zur kontralateralen Hemisphäre des Ischämie-Tiers bestimmt. Eine Aufführung aller

CT-Werte findet sich im Anhang [2. a3) Relative Quantifizierung (CT-Methode)]

an diese Arbeit.
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Detektor Task CT CT

18S Endogenous Control 12,27 0

Hmgb1 Target 28,53 16,26

Stat3 Target 24,31 12,04

Ccl9 Target 26,00 13,73

Plaur Target 28,39 16,12

Blnk Target 26,14 13,88

Ischämie 12h /

ipsilateral

Mt2 Target 25,24 12,97

18S Endogenous Control 12,10 0

Hmgb1 Target 28,04 15,94

Stat3 Target 25,17 13,08

Ccl9 Target 29,791 17,69

Plaur Target 31,32 19,23

Blnk Target 27,34 15,25

Ischämie 12h /

kontralateral

Mt2 Target 26,26 14,16

Tab. 3.2 Berechnung von CT. In dieser Tabelle sind die CT-Werte einiger Gene exemplarisch
aufgeführt. Zieht man von diesen den CT-Wert der endogenen Referenz ab, so erhält man CT.
Dadurch werden die Expressionswerte der Gene normiert.

Hmgb1 CT ipsi CT kontra CT

3h 16,79 15,65 1,13

12h 16,26 15,94 0,32

24h 16,01 15,55 0,46

48h 15,39 15,91 -0,52

Tab.3.3 Berechnung von CT. Der
Wert CT drückt die Expressions-
stärke der ipsilateralen (ipsi) relativ
zur kontralateralen (kontra) Hemisphä-
re aus. Dabei wird CT kontra von
CT ipsi abgezogen. Positive Werte
für CT deuten auf eine Herunterre-
gulierung des Genes auf der ischämie-
geschädigten Hemisphäre relativ zur
kontralateralen Gehirnhälfte hin. Ne-
gative CT-Werte kennzeichnen eine
Hochregulierung.
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Analog bestimmte ich die CT-Werte für jedes gewählte Gen zu allen vier Zeitpunkten.

Die Ergebnisse dieser Auswertung werden in der Abbildung 3.2 gezeigt.
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Abb. 3.2 A-B CT ipsi gegen kontra. In den obigen Abbildungen A bis B sind die CT-Werte einiger
ausgewählter Gene zu jedem untersuchten Zeitpunkt dargestellt. CT wurde dabei durch die Subtraktion
des CT-Wertes der kontralateralen Hemisphäre des Ischämietieres von der ipsilateralen Hemisphäre be-
rechnet. Dadurch wird eine Regulierung der Gene auf der geschädigten Gehirnhälfte im Vergleich zur
nicht geschädigten Gehirnhälfte sichtbar. Negative CT-Werte drücken eine Hochregulierung des Gens
aus. Der Betrag des Wertes CT drückt dabei genau aus, wie viele Zyklen früher (bzw. später bei positi-
ven CT-Werten) der Threshold auf der ipsilateralen Hemisphäre erreicht wird. Die CT-Werte der
übrigen Gene finden sich in den Abbildungen 3.2 C bis G.
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Abb. 3.2 C-D CT ipsi gegen kontra. In den obigen Abbildungen C bis D sind weitere CT-Werte
aufgeführt. (Fortsetzung in den Abbildungen 3.2 E bis G)
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Abb. 3.2 E-F CT ipsi gegen kontra. Die Abbildungen C bis D listen weitere CT-Werte auf. (Fort-
setzung in den Abbildungen 3.2 G)
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delta delta Ct ipsi gegen kontra G
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Abb. 3.2 G CT ipsi gegen kontra. In der obigen Abbildung G sind die restlichen CT-Werte der
ausgewählten Gene zu jedem untersuchten Zeitpunkt dargestellt. CT ist ein Maß für die Regulierung der
Gene auf der geschädigten Gehirnhälfte im Vergleich zur nicht geschädigten Hemisphäre. Wird ein Gen
hochreguliert, so ist derCT-Wert negativ.

Neben der Berechnung der CT-Werte als Ausdruck der Expressionsstärke der ipsilate-

ralen Hemisphäre relativ zur kontralateralen Hemisphäre („ipsi gegen kontra“), be-

stimmte ich ebenfalls die CT-Werte „Ischämie gegen Sham“, indem ich von den CT-

Werten der ipsilateralen Hemisphäre der Ischämietiere die CT-Werte der entsprechen-

den Gehirnhälfte der Shamtiere abzog. Die Ergebnisse waren denen von ipsi gegen kont-

ra ungefähr gleich. Im weiteren Verlauf dieser Arbeiten beschränke ich mich auf die

Darstellung von ipsi gegen kontra, da so die Varianzen zwischen verschiedenen Tieren

geringer ins Gewicht fallen.
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a 4) Reproduzierbarkeit

Zur Überprüfung der Reproduzierbarkeit wiederholte ich die TaqMan-PCR für 95 Gene.

Es wurden die Zeitpunkte drei Stunden und 24 Stunden gewählt und jeweils die CT-

Werte für die ipsilaterale und kontralaterale Gehirnhälfte der Ischämie-Tiere bestimmt.

Abbildung 3.3 zeigt exemplarisch die Gegenüberstellung der Werte für die kontralatera-

le Hemisphäre zum Zeitpunkt drei Stunden. Die Diagramme für die Zustände drei Stun-

den/ipsilateral, 24 Stunden/kontralateral und 24 Stunden/ipsilateral besitzen den gleichen

Charakter. Im Anhang sind alle berechneten CT-Werte, die Mittelwerte der CT-Werte

für jedes Gen sowie die Abweichungen von den Mittelwerten aufgelistet [3. a4) Repro-

duzierbarkeit]. Die rechnerische mittlere Abweichung liegt bei 0,45 CT. Damit konnte

die Reproduzierbarkeit gesichert werden. Für die Gene Prg3 und Rbm3 konnte jedoch

kein oder nur ein CT-Wert bestimmt werden. Deshalb werden sie als Ausreißer betrach-

tet und gehen in die Wertung nicht mit ein.
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Abb. 3.3 1/3 Reproduzierbarkeit der TaqMan-PCR. Für 95 Gene wurde CT erneut bestimmt, um die
Reproduzierbarkeit zu überprüfen. Hier wurden die CT-Werte für die kontralaterale Gehirnhälfte zum
Zeitpunkt drei Stunden gegenübergestellt. Die mittlere Differenz beider Werte liegt bei CT =0,45. Die
Graphik zeigt nur einen Teil der untersuchten Gene. Die Fortsetzung auf der nächsten Seite zu sehen.
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Vergleich delta Ct 3h kontra 2/3
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Abb. 3.3 2/3 und 3/3 Reproduzierbarkeit der TaqMan-PCR. Diese Abbildung zeigt die Expressions-
werte der verbleibenden Gene der kontralateralen Hemisphäre zum Zeitpunkt drei Stunden.
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Da bei der CT-Berechnung die mittlere Abweichung von 0,45 CT zweimal zum tra-

gen kommt, ist die mittlere Abweichung für CT = 0,9. Die folgende Formel veran-

schaulicht diesen Sachverhalt.

CT,ipsilateral (0,45) - CT, kontralateral (0,45) = CT (0,9)

a 5) Berechnung des Fold Change

Da die CT-Werte nur den relativen Zyklusabstand beim Erreichen des Thresholds

angeben, sind sie wenig anschaulich. Außerdem sollen die TaqMan-Daten im gleichen

Format wie die GeneChip-Daten vorliegen, um eine Vergleichbarkeit gewährleisten zu

können. Deshalb wurden die CT-Werte in Fold Change-Werte (FC) umgerechnet. Sie

drücken aus, um welches Vielfache die Gene auf der ipsilateralen Hemisphäre hochregu-

liert sind.

Die Formel dazu lautet:

wobei m = CT

Ist die Expression eines untersuchten Gens in der ipsilateralen Hemisphäre genauso groß

wie in der kontralateralen, so ist FC=1. Ist die Expression dreimal so hoch, dann ist FC =

3. Analog ist FC = 2, wenn die Expression in der ipsilateralen Hemisphäre nur halb so

groß wie in der kontralateralen Hemisphäre ist. Das Gen wurde also in diesem Fall her-

unterreguliert. Die so erhaltenden FC-Werte habe ich im folgenden Abschnitt mit den

Werten der Affymetrix-Hybridisierungs-Experimente verglichen.

Ebenso wie für jeden einzelnen CT-Wert, kann auch für die mittlere Abweichung der

CT-Werte von ±0,9 ein Fold Change-Wert berechnet werden. Er liegt bei ±1,87. Die

Anzahl der ermittelten Werte genügt zwar nicht für eine vollständige Fehleranalyse, rei-

cht aber für eine grobe Abschätzung der zu erwartenden Abweichungen aus. Das heißt,

die tatsächliche Genexpression kann durchschnittlich 1,87fach höher oder geringer als

der ermittelte Wert ausfallen.
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a 6) Vergleich der TaqMan-Daten mit den Affymetrix-Daten

Zur Validierung der Affymetrix-Hybridisierungs-Daten habe ich im vorherigen Ab-

schnitt die Expressionsstärke der betrachteten Gene ermittelt und sie ins FC-Format ge-

bracht. Für den Vergleich der TaqMan-PCR-Ergebnisse mit den Affymetrix-

Hybridisierungs-Daten bietet sich eine graphische Gegenüberstellung an, da es für dieses

Experiment nicht nur wichtig ist, dass die Expressionsstärke zu den einzelnen Zeitpunk-

ten, sondern auch der allgemeine Verlauf der Hoch- bzw. Herunterregulierung bestätigt

werden kann. Es wurden drei Zeitpunkte (3, 12, und 24 Stunden) miteinander vergli-

chen. Um lebende Ressourcen zu sparen, wurde auf die Zeitpunkte eine und sechs Stun-

den verzichtet. Ich habe vier Gruppen gewählt, denen die Gene zugeordnet werden kön-

nen. Der Bewertungsmaßstab ist wie folgt:

+/+ Die Tendenz, d.h. die Linienführung des Graphen ist sehr ähnlich. Das

bedeutet im Einzelnen, dass die Gene bei beiden Methoden der Expressi-

onsbestimmung eine ähnliche zeitliche Abfolge der Hoch- und Herunter-

regulierung zeigen. Hierfür wird das erste Plus erteilt. Des weiteren haben

mindestens zwei der drei zu vergleichenden Zeitpunkte eine Fold Chan-

ge-Differenz zwischen TaqMan- und Affymetrix-Daten unter 2,5.

+/- Die Tendenz ist ähnlich, aber mindestens zwei Zeitpunkte haben eine

FC-Differenz von mehr als 2,5.

-/+ Die Tendenz ist eher unähnlich, aber mindestens zwei Zeitpunkte ha-

ben eine FC-Differenz unter 2,5.

-/- Die Tendenz ist ebenfalls eher unähnlich und mindestens zwei Zeit-

punkte haben eine FC-Differenz von mehr als 2,5.

In Abbildung 3.4A bis F sind einige graphische Vergleiche beispielhaft aufgeführt und

ihre Einordnung in eine der vier Gruppen erklärt.
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Blnk - 1451780_at

-2,0

0,0

2,0

4,0

6,0

Zeitpunkte

FC Affy -1,058 1,063 3,165 4,797 3,247

FC TM 1,02 2,59 2,23 3,28

1h 3h 6h 12h 24h 48h

Hmgb1 - 1448235_s_at

-6,0

-4,0

-2,0

0,0

2,0

Zeitpunkte

FC Affy -2,729 -3,942 -2,410 -1,874 -1,812

FC TM -2,19 -1,25 -1,38 1,43

1h 3h 6h 12h 24h 48h

Mt2 - 1428942_at

-5,0

0,0

5,0

10,0

Zeitpunkte

FC Affy 1,024 1,831 2,496 3,323 4,013

FC TM -1,37 2,28 5,05 5,79

1h 3h 6h 12h 24h 48h

Abb. 3.4A Graphische Validie-
rung des Genes Blnk. Es werden
die FC-Werte resultierend aus den
Affymetrix-Hybridisierungs-Dat-
en (Affy) und der TaqMan-PCR
(TM) für das Gen Blnk (B-cell
linker) verglichen. Da sich beide
Kurven im Verlauf sehr ähneln
und die beiden FC-Werte für
jeden Zeitpunkt weniger als 2,5
Einheiten auseinander liegen,
habe ich dieses Gen als validiert
(+/+) gewertet. Genauere Erklä-
rungen der Validierungskriterien
finden sich im Text. 1451780_at
ist die Affymetrix-Nomenklatur
des Gens Blnk.

Abb. 3.4B Graphische Validie-
rung des Genes Hmgb1. Der
Vergleich beider Kurven für das
Gen Hmgb1 (high mobility group
box 1) lies ebenfalls auf eine
Validierung (+/+) schließen.
1448235_s_at kennzeichnet die
Affymetrix-Nomenklatur des
Gens Hmgb1.

Abb. 3.4C Graphische Validie-
rung des Genes Mt2. Aufgrund
des ähnlichen Kurvenverlaufs und
einer Differenz der FC-Werte
unter 2,5, konnte das Gen für
Metallothionein ebenfalls validiert
(+/+) werden. 1428942_at be-
schreibt dabei die Affymetrix-
Nomenklatur dieses Gens.
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Ccl9 - 1417936_at

-5,0
0,0
5,0

10,0

15,0
20,0

Zeitpunkte

FC Affy -1,097 1,249 2,397 5,485 5,002

FC TM 1,05 15,56 9,23 13,75

1h 3h 6h 12h 24h 48h

Plaur - 1452521_a_at

0,0

10,0

20,0

30,0

Zeitpunkte

FC Affy 1,376 1,311 2,169 2,956 3,236

FC TM 2,45 8,62 26,26 14,99

1h 3h 6h 12h 24h 48h

Tlr2 - 1419132_at

0

5

10

15

Zeitpunkte

FC Affy 0 1,019 1,303 1,768 2,210

FC TM 3,83 13,28 6,13 7,39

1h 3h 6h 12h 24h 48h

Von allen 150 ausgewählten Genen konnten 96 mit +/+, 19 mit +/- und 31 mit -/+ vali-

diert werden. Für vier Gene war nur eine Zuordnung in die Gruppe -/- und infolgedes-

sen auch keine eindeutige Bestätigung möglich. Tabelle 3.4 listet alle Gene und ihre

Einteilung auf.

Abb. 3.4D Graphische Validie-
rung des Genes Ccl9. Der Ver-
gleich beider Kurven für das Gen
chemokine (C-C motif) ligand 9
lies auf eine (+/-)-Validierung
schließen, da die Kurven zwar
ähnlich verlaufen, aber zwei
Punkte eine Differenz größer als
2,5 haben. Die Affymetrix-
Nomenklatur des Genes Ccl9 ist
1417936_at.

Abb. 3.4E Graphische Validie-
rung des Genes Plaur. Wie
zuvor bei Ccl9 folgt auch hier aus
dem Vergleich beider Kurven eine
(+/-)-Validierung. Plaur wird auch
als uPAR (urokinase plasminogen
activator receptor) bezeichnet. Die
entsprechende Affymetrix-
Nomenklatur ist 1452521_a_at.

Abb. 3.4F Graphische Validie-
rung des Genes Tlr. Für den toll
like receptor zeigt weder der Kur-
venverlauf eine ausreichende
Ähnlichkeit, noch besitzen die
zusammengehörigen FC-Werte
eine Differenz unter 2,5. Dieses
Gen kann unter den hier gewähl-
ten Kriterien nicht eindeutig vali-
diert werden (-/-). 1419132_at ist
die Affymetrix-Nomenklatur für
Tlr2.
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Wertung Gene Anzahl

+/+
Tendenz
ähnlich,
Werte ähn-
lich (mindes-
tens 2 Werte
haben eine
Differenz
unter
FC = 2,5)

AA408868
Akap12
Akap2
Akap8
Aldh1a2
Blnk
C1qr1
C230080120Rik
C4
Clic4
D230019K20Ri
k
Dicer1
Ergr2
Esam1
Fcgr2b
Fin15
Flt1
Gclm
Gp38
Gpc1
Gpr88
Gps2
Gtl2
Hmgb1

Hpca
Hspb8
Ifitm1
Ifitm2
Ifitm3
Igfbp7
Il6st
Kcnip2
Keap1
Lass2
Lcn2
Lgals1
Ltbr
Mafk
Map3k6
Mt2
Nid1
Nxf
Phip
Ptbp1
Ptgs2
Pttg1ip
Pycard
Rhoj

Sdc4
Slc39a14
Slc6a3
Smox
Socs2
Sorbs1
Sox4
Spop
Stat3
Stxbp3
Tgfbi
Tgm2
Tle3
Zfp288
Zipro1
1200011O22Rik
1810055E12Rik
2610020H15Rik
2610207L16Rik
2610318K02Rik
4930429H24Rik
4933406E20Rik
A730011L01Rik
Abca2

Actr6
Bat2
C230096C10Rik
Cald1
Cugbp2
Dnalc4
E130113K22Rik
Entpd6
Gapd
Il18
Ilf2
Incenp
Mphosph6
Oazin
Pmm2
Rbm10
Rgs19
Sirt2
Slc1a2
Slc30a9
Tbp
Tgfb2
Tnpo3
Uap1

96

+/-
Tendenz
ähnlich,
Werte un-
ähnlich

Adm
Ccl9
Ctla2a
Ctsl
Cxcl4

Cxcl16
Hspa2
Junb
Lgals3
Nde1

Nptx2
Nrgn
Osmr
P2ry12
Phc1

Plaur
Zfp148
Zfp313
2610510H01Rik

19

-/+
Tendenz
unähnlich,
Werte ähn-
lich

2510004L01Rik
Arrdc4
Brd8
Hnrpab
Luc712
Ramp2
Rora
Smarca1

Stk4
2610033C09Rik
2700083B06Rik
Actb
Actn4
Alas1
B2m
Bc009118

C230096C10Rik
Cars
Cav2
Edg1
Fkbp2
Hmbs
Ipo11
Kras2

Mgc30332
Psmd5
Rtcd1
Sec23a
Tgfa
Tgfb3
Ube2g1

31

-/-
Tendenz und
Werte un-
ähnlich

Fosb
Rbm3
Rbm6
Tlr2

4

Tab. 3.4 Auflistung der Zugehörigkeiten der 150 Gene zu den Validierungsgruppen. Die überwie-
gende Menge an Genen konnte auf Grund der Einordnung in die Gruppe +/+ sehr gut validiert werden.
Die Expression konnte für nur vier Gene nicht eindeutig bestätigt werden.
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Es konnten somit 63% aller Gene sehr gut validiert werden. Fasst man die Gruppen +/-

und -/+ zusammen, so führt das zu weiteren 34%, die relativ gut bestätigt wurden. Für

3% der Gene konnten die Affymetrix-Daten nicht belegt werden. Eine graphische Ver-

anschaulichung ist in der Abbildung 3.5 dargestellt.

Abb.: 3.5 Bewertung der Validierung. Von 150 Genen konnten 96 Gene in die Gruppe +/+ geordnet und
somit sehr gut validiert werden. Das entspricht einem Prozentsatz von 63%. Weitere 34% konnten relativ
gut belegt werden. Hierbei wurden die 19 Gene der Gruppe +/- und 31 Gene der Gruppe -/+ zusammenge-
fasst. Für 3% bzw. 4 Gene konnte auf keine eindeutige Bestätigung der Affymetrix-Hybridisierungs-
Daten geschlossen werden.

Bewertung der Validierung

+/+
63%

+/-
13%

-/+
21%

-/-
3%
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b) Immunohistochemie

Mit Hilfe der Immunohistochemie (IHC) sollen Proteine detektiert werden. So sollen

Rückschlüsse über den genauen Ort der Expression dieser Proteine im Hirngewebe

möglich sein. Zum anderen soll die Übertragbarkeit der Genexpressionsdaten auf tat-

sächlich vorhandene Proteinprodukte überprüft werden, da nicht immer davon ausge-

gangen werden kann, dass eine Hochregulierung der Genexpression in einer vermehrten

Produktion des entsprechenden Proteins mündet. So ist es denkbar, dass die Protein-

menge auch durch andere Prozesse als die der Transkriptionsregulierung beeinflusst

wird. Eine weitere Möglichkeit wäre, dass die Zelle auf Grund der fortgeschrittenen

pathogenetischen Prozesse nicht mehr in der Lage ist, das Transkript entsprechend in

Protein umzusetzen. Zur Markierung der ausgewählten Genprodukte griff ich auf die

Zwei-Schritt indirekte Methode zurück. Die Proteine werden dabei von primären und

fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörpern spezifisch erkannt. Mt2 und Blnk wur-

den mit primären Maus-Antikörpern, Ccl9, Hmgb1 und Plaur mit primären Kaninchen-

Antikörpern angefärbt. Eine Hochregulierung des Proteins mündet hierbei in einem An-

stieg der Fluoreszenz. Je höher der FC-Wert ist, desto stärker ist die ipsilaterale Hoch-

regulierung, d.h. desto stärker ist die zu erwartende immunohistochemische Anfärbung.

Die Mäusehirne wurden dabei in der Frontalebene in 20 µm Sektionen geteilt. Schnitte

aus drei verschiedenen Gehirnbereichen (interaural 5,34 cm, 3,94 cm und 1,86 cm)

wurden anschließend auf einen Objektträger gebracht und für die Immunohistochemie

verwendet.

Für eine erfolgreiche immunohistochemische Detektion sind verschiedene Optimierun-

gen notwendig. Im Folgenden werden nur die letzten Ergebnisse präsentiert.
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b 1) Immunohistochemische Anfärbung von Mt2 (Metallothionein2)

Zunächst wurde versucht, das Protein Metallothionein in den Mäusehirnschnitten anzu-

färben. Von diesem Protein ist eine Hochregulierung innerhalb des hier untersuchten

Hirnschlagkontextes bereits gezeigt worden (Trendelenburg et al., 2002).

Für die Färbung benutze ich den primären Antikörper mouse anti-Mt2 und den sekundä-

ren Antikörper Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse IgG (H+L). Der primäre Antikörper

sollte aufgrund seiner Monoklonalität eine Mouse on Mouse-Färbung möglich machen.

Leider ist das nicht gelungen. Eine immunohistochemische Anfärbung brachte faden-

förmige Strukturen zum Vorschein, wie in Abbildung 3.6 erkennbar ist. Diese Struktu-

ren sind aber ebenso darstellbar, wenn man die Schnitte nur mit dem sekundären Anti-

körper inkubiert (nicht mit abgebildet). Das heißt, es handelt sich hierbei nicht um eine

spezifische Färbung von Metallothionein-Proteinen, da nicht der primäre, sondern allein

der sekundäre Antikörper für das Anfärbungsmuster verantwortlich ist. Des weiteren

lassen die fadenförmigen Strukturen im angefärbten Schnitt auf Endothelien schließen.

Metallothionein wird aber in Neuronen beispielsweise in Astrozyten exprimiert. Letzte-

res ist ebenfalls ein Indiz für das Nichtgelingen der Metallothionein-Anfärbung mit den

oben genannten Antikörpern. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass obwohl ein mo-

noklonaler Mausantikörper gegen Metallothionein verwendet wurde, dessen Eignung

für Mäusegewebeschnitte ausgepriesen war, keine Anfärbung von Metallothionein-

Proteinen möglich war.

ipsilateral ISCHÄMIE kontralateral

Abb. 3.6 Anfärbung von Metallothionein. Links ist die ipsilaterale und rechts die kontralaterale Hemi-
sphäre dargestellt. Dieser Mäusehirnschnitt wurde mit den primären Antikörper mouse anti-Mt2 und den
sekundären Antikörper Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse IgG (H+L) inkubiert. Die negative Kontrolle
der alleinigen Inkubation mit dem sekundären Antikörper zeigt das gleiche Erscheinungsbild. Ferner sind
in diesem Bild fadenförmige Strukturen sichtbar. Sie weisen auf Endothelien hin. Metallothionein wird
jedoch von Neuronen exprimiert.
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Aus diesem Grunde griff ich auf den Mouse on Mouse-Färbe-Kit (Vector M.O.M. Fluo-

rescein Kit) zurück, der eine Verwendung von Mausantikörpern auf Mausgeweben

möglich macht. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.7 zu sehen. Metallothionein erscheint

durch den mit Fluorescein konjugierten sekundären Antikörper grün. In den blauen Ab-

bildungen sind angefärbte Zellen dargestellt. Eine Negativkontrolle brachte keinerlei

Anfärbung hervor, die sich vom allgemeinen Background abhebt (nicht mit abgebildet).

Hier wird also im Vergleich zur vorangegangenen Methode, das Anfärbungsmuster vom

primären Antikörper verursacht. Dem hinzuzufügen ist das punktuelle Färbungsmuster.

Es deutet darauf hin, dass es sich bei Metallothionein wie erwartet um ein neuronal

exprimiertes Protein handelt. Weiterhin auffällig ist die erkennbare Seitendifferenz zwi-

schen der ipsilateralen Hemisphäre (links im Bild) und der kontralateralen Hemisphäre

(rechts im Bild). Entsprechend der Genexpressionsdaten ist eine deutliche Hochregulie-

rung von Metallothionein auf der ipsilateralen Hemisphäre relativ zur kontralateralen zu

ipsilateral ISCHÄMIE kontralateral

Abb. 3.7 Anfärbung vom Metallothionein im Hirnschnitt eines Ischämietiers mit Hilfe des M.O.M.-
Kits, 48 Stunden. Die oberen, grünen Abbildungen präsentieren die Proteinanfärbungen mit Antikörpern,
die unteren, blauen Abbildungen zeigen die Zellkernanfärbung mit Hoechst. Links ist die ipsilaterale und
rechts die kontralaterale Hemisphäre zu sehen. Hier wird eine zelluläre Anfärbung von Metallothionein
auf der ipsilateralen Hemisphäre (links) dargestellt. Allerdings ist das kontralaterale Gehirngewebe sehr
zerstört. Darauf weist die Hoechstfärbung (unten rechts) hin, bei der keine intakten Zellen mehr zu erken-
nen sind.
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erwarten. Der Fold Change liegt für die 48-Stunden-Tiere bei 5,79. Von einer Bestäti-

gung dieses Wertes auszugehen wäre allerdings vorschnell. Das kontralaterale Gehirn-

gewebe ist sehr zerstört. Die Hoechstfärbung (unten rechts) lässt keine intakten Zellen

mehr erkennen. Die Metallothionein-Anfärbung ist zellulär. Daher ist kontralateral je-

doch keine Detektion zu erwarten. Der schlechte Erhalt des Gewebes lässt sich teilweise

auf das Verwenden eines Methanol/Aceton-Gemisches zur Postfixierung zurückführen.

Besser geeignet, obgleich noch nicht optimal ist PFA (Paraformaldehyd) als Postfixie-

rungsmittel. Dieses konnte hier allerdings aufgrund seiner Inkompatibilität mit dem

M.O.M.-Kit nicht angewandt werden.

Abbildung 3.8 zeigt die Anfärbung des Gehirnschnitts eines Sham-Tieres, das als Ver-

gleich zur Anfärbung im Ischämie-Tier dienen sollte. Auch hier ist eine mangelnde Fi-

xierung des Gewebes sichtbar. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Metallothi-

onein-Färbung noch nicht ausreichend geglückt ist. Künftig muss es zunächst gelingen,

dass Gewebe besser zu fixieren. Anschließend wird die Optimierung der Konzentratio-

nen von Antikörper- und Blockierungslösungen sowie der Inkubationszeiten und Tem-

peraturen erfolgen.

ipsilateral SHAM kontralateral

Abb. 3.8 Anfärbung vom Metallothionein im Hirnschnitt eines Shamtiers mit Hilfe des M.O.M.-
Kits, 48 Stunden. Auf der linken Seiten ist die ipsilaterale und auf rechten die kontralaterale Hemisphäre
abgebildet. Die Hoechstfärbung weist auf eine starke Zerstörung des Gewebes hin.
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b 2) Immunohistochemische Anfärbung von Blnk (B-cell linker)

Die Immunohistochemie für Blnk wurde mit dem primären Antikörper mouse anti-Blnk

und dem sekundärer Antikörper Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse IgG (H+L) durchge-

führt. Für die 48-Stunden-Tiere konnte im Vorfeld ein Fold Change von 3,28 ermittelt

werden. Aus diesem Grunde ist mit einer ipsilateralen Hochregulierung zu rechnen. Da

Blnk ein Molekül der intrazellulären Signalkaskade ist (DeFranco, 1977, Genomics In-

stitute of the Novartis Research Fondation), wird außerdem eine zelluläre Färbung er-

wartet. Die Ergebnisse dieser Anfärbung sind in Abbildung 3.9 zu sehen. Da der anti-

Blnk ein Antikörper aus der Maus ist, besteht hier das gleiche Problem, wie auch schon

zuvor bei der Mt2-Anfärbung. Der sekundäre Antikörper färbt das Gewebe ohne vorhe-

rige Detektion durch primäre Antikörper. Allerdings ist das fadenförmige Erschei-

nungsbild angefärbter Endothelien hier nur kontralateral im Ischämie-Tier und im

Sham-Tier wiederzufinden. Die Fotografien der ipsilateralen Hemisphäre im Ischämie-

tier zeigen eine flächige unspezifische Anfärbung. Die entsprechende Hemisphäre des

Sham-Tiers weist ein eher „wolkiges“ Färbungsmuster auf. Das geht möglicherweise

erneut auf eine mangelnde Fixierung zurück.

Eine weitere Optimierung der immunohistochemischen Färbung von Blnk wird mit der

Verbesserung der Fixierung beginnen, mit dem Einsatz des M.O.M.-Kits zur Anfärbung

fortschreiten und mit der Optimierung der Konzentrationen sowie Inkubationszeiten und

–temperaturen enden.



57

E
rg

eb
ni

ss
e

un
d

D
is

ku
ss

io
n

ipsilateral ISCHÄMIE kontralateral

ipsilateral SHAM kontralateral

Abb. 3.9 Anfärbung von Blnk. Diese Abbildung zeigt die IHC von Blnk im ischämischen Tier (oben)
und im Sham-Tier (unten). Es ist keine spezifische Anfärbung zu erkennen.
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b 3) Immunohistochemische Anfärbung des Chemokins Ccl9

Zur Anfärbung des Proteins chemokine (C-C motif) ligand 9 bzw. Ccl9 wurden die

Gewebeschnitte zunächst mit PFA postfixiert und anschließend mit dem primären Anti-

körper rabbit anti-MRP2 und dem sekundären Antikörper Alexa Fluor® 488 goat anti-

rabbit IgG (H+L) inkubiert. Ccl9 ist ein chemotaktisches Cytokin, das beispielsweise

von Leukozyten und Stromazellen gebildet wird (Yang and Odgren, 2005) und durch

die Bindung an G-Proteinrezeptoren chemoattraktorische Bewegungen auslöst (Abdi et

al., 2004, Young et al., 1995) oder Differenzierungen von Zellen bewirken kann (Yang

and Odgren, 2005). Abbildung 3.10 zeigt die Anfärbung mit einer primären Antikörper-

verdünnung von 1:100. Die Detektion von Ccl9 ist nur unzureichend. Das Signal-to-

Noise-Verhältnis ist zu schwach bzw. der Background ist im Vergleich zu den angefärb-

ten Zellen deutlich zu stark. Eine Verringerung der Antikörperkonzentration führt in der

Regel zu einer Verbesserung dieses Verhältnisses. Leider ist das hier nicht gelungen.

Eine Konzentrationsverringerung der Antikörper zeigt nur eine universelle Abnahme

der Anfärbungsstärke.

ipsilateral ISCHÄMIE kontralateral

Abb. 3.10 Anfärbung von Ccl9 im Hirnschnitt der Maus nach PFA-Postfixierung. Hier wird die
immunohistochemische Anfärbung eines ischämischen Tieres dargestellt. Das detektierte Signal ist zu
unspezifisch.
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Aus diesem Grunde versuchte ich die Fixierung zu verbessern, um dem Ausspülen von

Proteinen während der Waschprozesse vorzubeugen. Die Proteine sollen so in den Zel-

len verbleiben und nicht zu einer Verstärkung des Backgrounds führen. Dazu wurden

die Gehirnschnitte in einem –20°C kalten Methanol/Aceton-Bad inkubiert. Wie in Ab-

bildung 3.11a oben zu erkennen ist, führt das aber zu einer Verschlechterung des Gewe-

bezustandes. Die ipsilaterale Hemisphäre des Ischämie-Tiers weist im Infarktareal eine

schwach-leuchtende, diffus zerstörte Struktur auf, bei der keinerlei spezifische Anfär-

bung zu erfassen ist. Die kontralaterale Hemisphäre dagegen hat kein diffuses Erschei-

nungsbild und ist insgesamt stärker gefärbt. Jedoch ist diese Färbung unspezifisch.

ipsilateral ISCHÄMIE kontralateral

Abb. 3.11a IHC von Ccl9 im Hirnschnitt einer ischämischen Maus nach Aceton/Methanol-
Fixierung. Das Signal-to-Noise-Verhältnis ist klein und die Färbung daher unspezifisch. Das Gewebe ist
unzureichend fixiert.
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Im Sham-Tier ist keine Seitendifferenz zu erkennen. Beide Hemisphären sind, wie in

Abbildung 3.11b oben sichtbar, unspezifisch gefärbt. Des weiteren lässt erneut die

Hoechst-Färbung auf eine unzureichende Gewebefixierung schließen, da die Zellkerne

keine klare Abgrenzungen zeigen, sondern verschwommene, schlierenartige Umrisse

besitzen. Die Fixierung mit Aceton/Methanol führte daher nicht zu einer Verbesserung

des Gewebezustandes.

ipsilateral SHAM kontralateral

Abb. 3.11b IHC von Ccl9 im Hirnschnitt einer Sham-Maus nach Aceton/Methanol-Fixierung. Die
Färbung ist unspezifisch. Die Zellkerne sind in der Hoechstfärbung nicht klar abgegrenzt, sondern weisen
verschwommene, schlierenartige Umrisse auf.

Um die Beschaffenheit des Gewebes zu verbessern und den Signal-to-Noise zu erhöhen,

sollten einige Gehirne im noch lebenden Tier PFA-perfusionsfixiert werden. Da die

Präparation der Tiere und Aufarbeitung der Gehirne in der eigenen Arbeitsgruppe noch

nicht weit genug vorangebracht werden konnte, wurde zu Vorversuchszwecken auf ei-

nen Schnitt eines PFA-perfundierten Tieres einer anderen Gruppe zurückgegriffen. Die

Schnitte wurden 20 Minuten luftgetrocknet und noch einmal 20 Minuten mit PFA fi-

xiert. Abb. 3.12 zeigt, dass diese Methode erfolgreich war.
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Es ist eine deutlich spezifische Anfärbung von Ccl9 gelungen. Diese Färbung ist zellu-

lär, da die mit Alexa488 grün angefärbten Bereiche mit den Zellanfärbungen überein-

stimmen. Ebenso ist die Gewebestruktur sehr gut konserviert. Es finden sich keine dif-

fus zerstörten Bereiche wieder und die Zellen weisen in der Hoechst-Färbung eine klare

Abgrenzung auf.

Zusammenfassend lässt sich also sagen, dass sich die PFA-Perfusionsfixierung als die

beste Methode für einen optimalen Gewebeerhalt eignet. Die Gewebestruktur erscheint

deutlich verbessert und es sind keine diffus zerstörten Bereiche zu beobachten. Statt

dessen zeigen sich die Zellen in der Hoechst-Färbung klar und abgegrenzt. Des weiten

ist das Signal-to-Noise deutlich besser, als bei anderen Fixierungsmethoden.

Künftig werde ich an PFA-perfusionsfixierten Tieren die immunohistochemischen Ex-

perimente weiterführen und an der Optimierung der Konzentrationen von Antikörper-

und Blockierungslösungen sowie der Inkubationszeiten und Temperaturen arbeiten.

PFA-Perfusionsfixierung ISCHÄMIE Methanol/Aceton-Fixierung

Abb. 3.12 Vergleich der immunohistochemische Anfärbung von Ccl9 im Gewebeschnitt eines PFA-
perfusionsfixierten Gehirns mit einem Methanol/Aceton-fixiertem Gewebeschnitt. Der ipsilaterale
Gewebeschnitt einer PFA-perfusionsfixierten Maus (links) zeigt relativ zum Methanol/Aceton-fixiertem
Schnitt eine deutlich höhere Spezifität der Anfärbung sowie eine Verbesserung des Gewebezustandes.
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b 4) Immunohistochemie von Hmgb1 (High mobility group box proteins 1)

Dem high mobility group box protein 1 (Hmgb1) werden insgesamt drei verschiedene

Funktionen zugeordnet. Es ist ein Transkriptionsfaktor, wirkt extrazellulär als Cytokin

und membranassoziiert als Wachstumsfaktor (Czura et al., 2003). Für die Detektion von

Hmgb1 wurden Gehirnschnitte der Zeitpunkte 12 und 48 Stunden mit dem primären

Antikörper anti-HBP1 und dem sekundären Antikörper Alexa Fluor® 488 goat anti-

rabbit inkubiert. Abbildung 3.13 präsentiert die Ergebnisse des 12 Stunden-Schnitts.

Hmgb1 ist ein Transkriptionsfaktor und membranassoziierter Wachstumsfaktor (Czura

et al., 2003). Der Fold Change beträgt –1,87 (Affymetrix-Hybridisierung) bzw. -1,25

(TaqMan). Daher war eine zelluläre Anfärbung und Herunterregulierung der Hmgb1-

Expression ipsilateral im Ischämie-Tier zu erwarten. Abbildung 3.13 bestätigt diese

Erwartungen. Die immunohistochemische Anfärbung ist ipsilateral schwächer als

kontralateral und stimmt mit der Hoechst-Färbung überein. Allerdings geht die Zellbal-

lung ipsilateral (siehe roter Pfeil) nicht mit einer vermehrten Fluoreszenzfärbung einher,

so wie das kontralateral der Fall ist. Zellen in diesem Bereich bilden also weniger

Hmgb1 aus. Da Hmgb1 auch extrazellulär existiert (Czura et al., 2003), ist ein stark

angefärbter Background möglich. Dennoch weist das Signal-to-Noise-Verhältniss auf

eine spezifische Anfärbung hin. Hmgb1 scheint daher extrazellulär in geringeren Men-

gen als intrazellulär vorzukommen.

Im Sham-Tier war trotz eines Fold Change von 1,14 eine gleichmäßige Verteilung von

Hmgb1 zu erwarten, da das Sham-Tier keiner Ischämie ausgesetzt wurde. Außerdem ist

es fraglich, ob ein FC-Wert in der Größenordnung immunohistochemisch nachweisbar

ist. Ferner ist von den Reproduzierbarkeitsexperimenten der TaqMan-PCR (siehe Kapi-

tel a IV) eine mittlere Abweichung von 1,87 bekannt. Ein FC-Wert von 1,14 hat also

nur eine geringe Aussagekraft hinsichtlich einer Hochregulierung. Dennoch ist in Ab-

bildung 3.13 eine leichte Hochregulierung erkennbar. Der Fehler könnte in einer un-

gleichmäßigen Verteilung der Antikörper während der Inkubationen liegen. Ein unzu-

reichender Verdunstungsschutz könnte zu einer partiellen Konzentrationserhöhung der

Antikörper führen. Auf diese Annahmen werde ich später noch einmal eingehen.
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ipsilateral ISCHÄMIE kontralateral

ipsilateral SHAM kontralateral

Abb. 3.13 Immunohistochemische Färbung von Hmgb1 in Maushirnschnitten (12 Stunden). Die
IHC zeigt eine ipsilaterale Herunterregulierung von Hmgb1 im Ischämie-Tier. Das Sham-Tier lässt auf
eine leichte Hochregulierung schließen. Die Färbungen sind zellulär.
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Neben den 12 Stunden-Schnitten färbte ich auch 48-Stunden-Schnitte an. Hier waren

andere Ergebnisse zu erwarten. Ein Fold Change von 1,43 deutet auf eine ipsilaterale

Hochregulierung im Ischämie-Tier hin. In zwei von drei Gehirnbereichen ließ sich keine

ipsilaterale jedoch eine starke kontralaterale Färbung erreichen. Abbildung 3.14 zeigt

eine fehlende und Abbildung 3.15 eine vorhandene ipsilaterale Färbung im Ischämie-

Tier. Das ipsilaterale Gewebe wirkt außerdem in allen drei Gehirnbereichen diffus zer-

stört, die Zellen scheinen in der Hoechst-Färbung jedoch intakt zu sein. Aufgrund fort-

geschrittener Gehirnschädigung im 48-Stunden-Ischämie-Tier erscheint das ipsilaterale

Gewebe schwieriger fixierbar. Die geringe Anfärbung lässt sich zum einen durch Aus-

spülungen von Zellinhalten, aufgrund unzureichender Fixierungen erklären. Zum ande-

ren ist es denkbar, dass aufgrund der fortschreitenden pathogenetischen Prozesse zwar

die Genexpression von Hmgb1 ansteigt, aber nicht in eine entsprechende Bildung von

Hmgb1-Proteinen mündet. Künftig werden diese Versuche mit PFA-perfusionsfixierten

Mäusen weitergeführt, damit eine ausreichende Fixierung des Gewebes gewährleistet

ist.

Für das Sham-Tier war mit einer ungefähren Gleichverteilung der Anfärbung zu rech-

nen. In den Sham-Tieren wird keine Ischämie ausgelöst und daher kein unterschiedli-

ches Expressionsmuster zwischen beiden Gehirnhälften induziert. Der Fold Change

beträgt –1,14. Dieser Wert ist so gering, dass auch hinsichtlich der Genexpressionsdaten

nicht von einer unterschiedlichen Expression in beiden Hemisphären ausgegangen wer-

den kann. Abbildung 3.14 und Abbildung 3.15 wiedersprechen diesen Annahmen. Im

Sham-Tier ist die ipsilaterale Hemisphäre deutlich stärker gefärbt. Eine ungleichmäßige

Konzentrationsverteilung der Antikörper während der Inkubation wäre als Erklärung

dieser Beobachtungen denkbar. Diese partiellen Konzentrationsunterschiede könnten

aufgrund von Verdunstungen entstanden sein.
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ipsilateral ISCHÄMIE kontralateral

ipsilateral SHAM kontralateral

Abb. 3.14 Immunohistochemische Anfärbung von Hmgb1 im Gehirnschnitt eines 48 Stunden-Tiers.
Das ipsilaterale Gewebe des Ischämie-Tiers ist diffus und unspezifisch gefärbt. Die kontralaterale Hemi-
sphäre zeigt hingegen eine starke und spezifische Färbung auf. Im Sham-Tier ist eine starke Seitendiffe-
renz zwischen der ipsilateralen und der kontralateralen Hemisphäre zu beobachten.
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ipsilateral ISCHÄMIE kontralateral

ipsilateral SHAM kontralateral

Abb. 3.15 Immunohistochemische Anfärbung von Hmgb1 im Gehirnschnitt eines 48 Stunden-Tiers.
In diesen Fotografien ist eine ipsilaterale Hochregulierung von Hmgb1 erkennbar. Dennoch ist das Ge-
webe ipsilateral diffus zerstört. Im Sham-Tier ist eine starke Seitendifferenz zwischen der ipsilateralen
und der kontralateralen Hemisphäre zu beobachten.
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Um einen methodischen Fehler auszuschließen, führte ich einen weiteren Versuch

durch. Ich wiederholte die Immunohistochemie für Hmgb1 und ergänzte diese durch

eine zweite, vergleichende IHC gegen den Endotheloberflächenmarker von Wil-

lebrandt-Faktor (VWF). Dieser soll Endothelien anfärben. Da zu erwarten ist, dass En-

dothelien im Sham-Tier gleichmäßig verteilt sind, ist hier mit keiner Seitendifferenz zu

rechnen. Bisher wurden die Schnitte während sämtlicher Inkubationsschritte lediglich

mit Parafilm abdeckt. Nun wurde zusätzlich während allen Inkubationen jeweils ein

Schnitt eines Sham-Tiers entweder geschwenkt oder von einem Fettstift umrandet. Das

Schwenken soll die Inkubationslösung immer wieder von Neuem durchmischen. Die

Fettstiftumrandung soll neben der Abdeckung mit Parafilm einen weiteren Verduns-

tungsschutz bieten und so partielle Konzentrationsunterschiede vermeiden. Abbildung

3.16 zeigt die Anfärbung von Hmgb1 im Schnitt 2 und 3 des Sham-Tiers mit Hilfe der

Fettstiftmethode. Dabei lassen jeweils die beiden oberen Fotografien die ipsilaterale und

die beiden unteren die kontralaterale Hemisphäre erkennen. Im Schnitt 2 ist trotz Fett-

stiftanwendung immer noch eine starke Seitendifferenz zwischen den beiden Gehirn-

hälften erkennbar. Im Schnitt 3 ist diese Differenz geringer.

Des weiteren sollten mit Hilfe des anti-VWF-Antikörpers Endothelien angefärbt wer-

den. Das „pünktchenhafte“ Erscheinungsbild in Abbildung 3.18 lässt aber eher auf eine

Anfärbung von Zellen schließen, da Endothelien in der IHC ein fadenförmiges Muster

zeigen. Der Antikörper anti-VWF von Santa Cruz Biotechnology, inc. ist also zur De-

tektion von Endothelien ungeeignet. Dennoch ist die Verteilung der Anfärbung gleich-

mäßig.

Zur Verbesserung der Verteilung der Inkubationslösungen, wurden die Schnitte zusätz-

lich zur Abdeckung mit Parafilm geschwenkt. Abbildung 3.17 zeigt dabei die Anfär-

bung von Hmgb1 im Sham-Tier. Die Seitendifferenz zwischen beiden Hemisphären

scheint sogar verstärkt worden zu sein. Es ist denkbar, dass durch das Schwenken die

Verdunstung noch verstärkt wird. Deshalb ist diese Methode zur besseren Verteilung

der Antikörper ungeeignet.

Abbildung 3.19 zeigt einen weiteren Grund für die Unzweckmäßigkeit der Schwenkme-

thode auf. Es sind keine spezifischen Anfärbungen zu erkennen. Vielmehr zeigt sich ein

gleichmäßiges Leuchten des gesamten Schnittes. Das Schwenken scheint Auswaschun-

gen von Proteinen zu fördern, was in starkem Maße unerwünscht ist. Abbildung 3.17

bestätigt diese Annahme, da auch hier der Background ein stärkeres Leuchten vorweist,

als das in Abbildung 3.16 zu erkennen ist.
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ipsilateral SCHNITT 2 ipsilateral

kontralateral kontralateral

ipsilateral SCHNITT 3 ipsilateral

kontralateral kontralateral

Abb. 3.16 Test auf gleichmäßige Verteilung von Hmgb1 im Sham-Tier (Fettstiftmethode). Im
Schnitt 2 ist trotz Fettstiftanwendung immer noch eine starke Seitendifferenz zwischen den beiden Ge-
hirnhälften erkennbar. Im Schnitt 3 ist diese Differenz geringer.
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ipsilateral ipsilateral

kontralateral kontralateral
Abb. 3.17 Test auf gleichmäßige Verteilung von Hmgb1 im Sham-Tier (Schwenkmethode). Zur
Verbesserung der Verteilung der Inkubationslösungen, wurden die Schnitte zusätzlich zur Abdeckung mit
Parafilm geschwenkt. Die beiden oberen Fotografien spiegeln hierbei die ipsilaterale Hemisphäre wieder
und die beiden unteren die kontralaterale. Die Seitendifferenz zwischen beiden Gehirnhälften ist immer
noch sehr groß.

ipsilateral ipsilateral

kontralateral kontralateral
Abb. 3.18 Test auf gleichmäßige Verteilung im Sham-Tier (Fettstiftmethode). Vergleichend zur
Hmgb1-Detektion sollten Endothelien angefärbt werden. Das pünktchenhafte Erscheinungsbild lässt
jedoch auf eine Anfärbung von Zellen schließen, da Endothelien fadenförmig sind. Dennoch ist die Ver-
teilung der Anfärbung gleichmäßig.
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ipsilateral ipsilateral

kontralateral kontralateral

Abb. 3.19 Test auf gleichmäßige Verteilung im Sham-Tier (Schwenkmethode). In dieser Abbildung
sind keine spezifischen Anfärbungen zu erkennen. Das Schwenken scheint Auswaschungen von Protei-
nen zu fördern.

Da der Antikörper gegen den Endotheloberflächenmarker von Willebrandt-Faktor

(VWF) in diesem Experiment keine Endothelien angefärbt hat, ist diese Färbung nur

bedingt als Maß für eine gleichmäßige Verteilung der Lösungen während der Inkubati-

onen nützlich. Es ist nicht klar welches Antigen angefärbt wurde. Jedoch ist sicher, dass

es keine Endothelien sind. Nichts desto trotz ist die Anfärbung durch anti-VWF mit

Hilfe der Fettstiftmethode gleichmäßig, die Anfärbung mit anti-HBP1 nicht. Eine un-

gleichmäßige Konzentrationsverteilung der Inkubationslösungen ist daher als Ursache

für eine asymmetrische Anfärbung unwahrscheinlich. Möglicherweise ist das Protein

High mobility group box protein 1 auch im nicht ischämiegeschädigten Mäusegehirn

unterschiedlich verteilt. So könnte aufgrund molekularer Regulationsmechanismen eine

Verstärkung entstehen, die in einer größeren Abweichung der Menge an Hmgb1-Protein

zwischen beiden Hemisphären mündet.

Es ist aber auch möglich, dass die Färbung mit anti-HBP1 noch von anderen Störfakto-

ren als die ungleichmäßige Inkubation beeinflusst wird. Das bleibt im Weiteren zu un-

tersuchen.
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b 5) Immunohistochemie von Plaur (urokinase plasminogen activator re-
ceptor)

Zur Detektion von Plaur wurden die 12-Stunden-Schnitte mit dem primären Antikörper

anti-Plaur und dem sekundären Antikörper Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit inkubiert.

Ein Fold Change von 8,63 lies eine deutliche ipsilaterale Hochregulierung erwarten.

Plaur ist ein Oberflächenrezeptor, der zur systemischen Aktivierung der Koagulati-

onskaskade während der Epithelisierung von Läsionen, der Wundheilung und dem tis-

sue remodelling beiträgt. (Santa Cruz Biotechnology, inc., 2005,

http//:www.ensembl.org/Mus_musculus). Daher ging ich davon aus, eine zelluläre An-

färbung aufzufinden.

Wie die Abbildung 3.20 zeigt, erfüllten sich diese Erwartungen nicht. Die kontralaterale

Hemisphäre ist insgesamt stärker angefärbt, als die ipsilaterale Gehirnhälfte. Obwohl

sich eine zelluläre Anfärbung besonders kontralateral erkennen lässt, ist der Background

sehr groß. Das Signal-to-Noise-Verhältnis muss deshalb deutlich verbessert werden.

Diese Färbung ist also noch nicht ausreichend gelungen.

Im Sham-Tier ist eine ipsilaterale Hochregulierung sichtbar. Der Fold Change beträgt

1,73. Da im Vorfeld eine mögliche Abweichung von FC = 1,87 bestimmt wurde, kann

hier durchaus davon ausgegangen werden, dass die Färbung fehlerhaft ist. Außerdem

wurde im Sham-Tier keine Ischämie ausgelöst und damit kein unterschiedliches Ex-

pressionsmuster zwischen beiden Hemisphären induziert.

Hier muss weitere Optimierungsarbeit geleistet werden. Künftig wird die IHC mit

Schnitten PFA-perfusionsfixierter Mäuse fortgesetzt. Eine weitere Optimierung der

Konzentrationen von Antikörper- und Blockierungslösungen sowie der Inkubationszei-

ten und -temperaturen wird folgen.
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ipsilateral ISCHÄMIE kontralateral

ipsilateral SHAM kontralateral

Abb. 3.20 Immunohistochemische Detektion von Plaur. Im ischämischen Tier (oben) ist die kontrala-
terale Hemisphäre (rechts im Bild) stärker angefärbt als die ipsilaterale. Außerdem ist das Signal-to-
Noise-Verhältnis zu schwach. Im Sham-Tier ist eine Seitendifferenz in der Anfärbungsstärke auffällig.
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b 6) Immunohistochemische Anfärbung von Tlr2 (Toll like receptor)

Der Tlr2 (toll like receptor 2) konnte zwar nicht eindeutig validiert werden, dennoch

wurde er für die immunohistochemische Färbung ausgewählt, da sowohl mit der Affy-

metrix-GeneChip-Hybridisierung wie auch mit der TaqMan-PCR eine kontinuierliche

Hochregulierung von Tlr2 nach einer MCAO zu erkennen ist. Des weiteren issst bereits

bekannt, dass der transmembrane Rezeptor Tlr2 über das Erkennen von endogenen Sig-

nalstoffen nekrotischer oder verletzter Zellen eine Entzündungsreaktion auslöst, die bis

hin zur Apoptose führen kann (Karikó et al., 2004).

Für die Detektion von Tlr2 verwendete ich Hirnschnitte der Frontalebene einer 48 Stun-

den perfundierten Maus und färbte sie mit dem primären Antikörper anti-TLR2 (polyc-

lonal rabbit anti-TLR2 (H-175) # sc-10739, Santa Cruz Biotechnology) sowie dem se-

kundären Antikörper anti-rabbit (Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG (H+L), Mole-

cular Probes, # A11008). Da es sich bei Tlr2 um einen transmembranen Rezeptor han-

delt, sollte die Anfärbung zellulär sein. Ein zuvor ermittelter FC von 7,39 lässt eine

deutlich stärkere Anfärbung der ipsilateralen Hemisphäre erwarten. Abbildung 3.21

zeigt die IHC von Tlr2, wobei in den beiden oberen Reihen das ischämiegeschädigte

Tier dargestellt ist. Links ist die ipsilaterale Hemisphäre aufgeführt, rechts die kontrala-

terale. Das Sham-Tier zeigt eine einheitliche, unspezifische Anfärbung. Die kontralate-

rale Hemisphäre im ischämischen Tier besitzt das gleiche Erscheinungsbild. Bei der

Betrachtung der ipsilateralen Hemisphäre fällt erneut ein diffuser Gewebszustand auf.

Er lässt sich einerseits auf die fortgeschrittenen, pathogenen Prozesse zurückführen,

andererseits fixierte ich diese Schnitte mit einem Aceton/Methanol-Gemisch, das auch

schon in vorangegangenen Experimenten das Gewebe unzureichend schützte. So sind

auch bei der Detektion von Tlr2 die Zellen in der Hoechstfärbung teilweise als „ver-

schwommen“ wahrzunehmen.

Die deutlich zu erwartende ispilaterale Hochregulierung ist nur zu erahnen. Es ist zwar

eine spezifische Anfärbung erkennbar, jedoch ist das Signal-to-Noise-Verhältnis sehr

klein und muss deshalb weiter verbessert werden. Künftig werde ich versuchen die Spe-

zifität über die Varianz von Inkubationszeiten, -temperaturen und –konzentrationen zu

verbessern. Ein weiteres Ziel wird die Verbesserung der Fixierung sein.



74

E
rg

eb
ni

ss
e

un
d

D
is

ku
ss

io
n

ipsilateral ISCHÄMIE kontralateral

ipsilateral SHAM kontralateral

Abb. 3.21 Immunohistochemische Anfärbung von Tlr2. Die obige Abbildung zeigt die IHC eines 48-
Stunden-Schnitts mit anti-Tlr2. In den beiden oberen Reihen sind die Anfärbungen des Ischämie-Tiers zu
sehen. Die beiden unteren Reihen zeigen das Sham-Tier.
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b 7) Zusammenfassung der Immunohistochemie

Mit Hilfe der Zwei-Schritt indirekten Methode, sollten die Proteine Mt2, Blnk, Ccl9,

Hmgb1, Plaur und Tlr2 immunohistochemisch nachgewiesen werden. Mit einem Ver-

gleich der ipsilateralen und kontralateralen Hemisphäre sollte die zuvor bestätigte Gen-

regulierung auch auf Proteinebene überprüft werden.

Es traten eine Reihe von Schwierigkeiten auf, die noch nicht vollständig behoben wer-

den konnten. So ist bisher noch keine der Proteinanfärbungen zufriedenstellend. Zu den

Schwierigkeiten gehören das Auffinden eines geeigneten Antikörpers und des Fixie-

rungsmittels, sowie die Bestimmung der Konzentration, Temperaturen und Zeiten sämt-

licher experimenteller Schritte.

Zur Detektion von Mt2 und Blnk wurde auf monoklonale Mausantikörper zurückgegrif-

fen. Hierbei resultierte das Anfärbungsmuster aber nicht aus der Bindung des Antigens

durch den primären Antikörper, sondern allein aus der Andockung von sekundären An-

tikörpern an Endothelien. Eine Anfärbung des gewünschten Antigens war erst unter

Verwendung eines Mouse-On-Mouse-Kits möglich.

Bei allen Färbungen fiel die schlechte Fixierungen des Gewebes auf. Weder eine Postfi-

xierung mit PFA noch mit einem Methanol/Aceton-Gemisch war ausreichend. Versuche

mit PFA-perfusionsfixierten Mäusen führten zu einer Verbesserung des Gewebes. Zu-

sätzlich konnte das Signal-to-Noise-Verhältnis im Falle der immunohistochemischen

Färbung von Ccl9 deutlich verbessert werden.

Die aufgrund der Genexpressionsdaten zu erwartende ipsilaterale Hmgb1-

Herunterregulierung im 12-Stunden-Tier konnte bestätigt werden, die zu erwartende

Hochregulierung im 24-Stunden-Tier bisher jedoch nur teilweise. Im Sham-Tier war

eine ungleichmäßige Verteilung der Hmgb1-Anfärbung auffällig. Weitere immuno-

histochemische Färbungen mit dem Endotheloberflächenmarker von Willebrand-Faktor

(VWF) mit Hilfe verschiedener Methoden sollte einen methodischen Fehler ausschlie-

ßen. Auch wenn keine Endothelien angefärbt werden konnten, war das Anfärbungsmus-

ter dennoch gleichmäßig, die Anfärbung mit anti-HBP1 dagegen nicht. Es muss daher

von weiteren Störfaktoren ausgegangen werden, die im einzelnen noch ermittelt werden

müssen. Eine weitere Erklärung wäre eine ungleichmäßige Verteilung von Hmgb1 im

nichtischämiegeschädigten Mäusegehirn.

Ein Nachweis der ipsilateralen Hochregulierung von Plaur war bisher erfolglos. Auch

hier fiel eine ungleichmäßige Verteilung von Plaur im Sham-Tier auf.
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Die immunohistochemische Detektion von Tlr2 war von einem Teilerfolg gekrönt, al-

lerdings muss das Singal-to-Noise-Verhältnis verbessert werden.

Für einen Erfolg der immunohistochemischen Färbungen müssen weitere Optimierung

gelingen. Künftig werde ich mit Schnitten PFA-perfusionsfixierter Mäuse arbeiten. Au-

ßerdem werde ich die bestmöglichen Konzentrationen von Antikörper- und Blockie-

rungslösungen sowie die Inkubationszeiten und -temperaturen auffinden.

Ist die Anfärbung Blnk, Ccl9, Plaur, Hmgb1 und Tlr2 gelungen, werden genauere Un-

tersuchungen hinsichtlich der exprimierenden Zelltypen notwendig sein. Dazu werde

ich Doppelfärbungen anfertigen, bei denen ich zusätzlich zu den bisherigen Antikörpern

auch Antikörper gegen spezifische Zelltypmerkmale einsetzen werde.
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c) Analyse von Signalwegen

Um künftig in die pathologischen Prozesse eingreifen zu können, die einer cerebralen

Ischämie folgen, ist es wichtig differentiell exprimierte Gene aufzufinden und diese

funktionell bedeutenden Signalwegen zuzuordenen. Außerdem ist es von großem Inte-

resse aufzudecken, wie die einzelnen differentiell exprimierten Gene zusammenspielen

bzw. sich gegenseitig regulieren. Dieser Vorgang soll es ermöglichen, die genauen mo-

lekularen Vorgänge zu verstehen, um sie an geeigneter Stelle zu manipulieren und the-

rapeutisch nutzbar zu machen.

Zur Identifizierung funktionell bedeutender Signalweg nutzte ich verschiedene kom-

merziell erhältliche Programme. Zu ihnen gehörten PathwayAssist™ von Ariadne Ge-

nomics (http://www.ariadnegenomics.com), Pathway Analytics von Teranode ™

(http://www.teranode.com) und Pathway Analysis von Ingenuity™

(http://ingenuity.com). Diese Programme greifen auf bereits bekanntes Wissen und In-

formationen über Wechselwirkungen von Genen zurück, die aus öffentlichen Datenban-

ken, wie z.B. PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov) stammen.

Zu vielen der differentiell exprimierten Gene ist nur ein sehr begrenztes Wissen vorhan-

den. Es ist noch unklar zu welchen Signalwegen sie gehören und wie sie zusammenwir-

ken. Für viele Gene war die Annotaion zu gering. Deshalb deckte eine Analyse der Sig-

nalwege keine neuen Wechselwirkungen oder Regulierungen zwischen den betrachteten

Genen bzw. die Zugehörigkeit zu anderen Signalwegen auf, als die für den Schlaganfall

bereits bekannten beteiligten Prozesse der Entzündung, Apoptose und Zelldifferenzie-

rung. Daher verzichtete ich im Rahmen meiner Diplomarbeit auf eine weitere detaillier-

te Analyse der beteiligten Signalwege.
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d) Diskussion eigener Ergebnisse bezüglich des aktuellen
Standes der Forschung

MT2 ist ein cysteinreiches Protein, dass in allen Geweben der Eukaryonten zu finden

ist, hauptsächlich jedoch im Gehirn gebildet wird. Seine Hauptfunktion liegt in dem

Entfernen verschiedener Metalle und reaktiver Sauerstoffverbindungen aus dem Zytop-

lasma. MT2 schützt das zentrale Nervensystem vor den schädlichen Einflüssen bei-

spielsweise der Interleukine und trägt entscheidend zum Lernen und zur Ausbildung der

Erinnerungsfunktion bei (Levin et al., 2005). Es wird von Metallen, Glucocortikoiden

und Interleukinen induziert (Trendelenburg et al., 2002). Eine ipsilaterale Hochregulie-

rung sowie eine immunohistochemische Detektion von Mt2 nach einer MCAO konnte

bereits gezeigt werden (Trendelenburg et al., 2002). Daher sollte Mt2 als zusätzliche

Kontrolle dienen, um die Richtigkeit der Expressionsbestimmungen und der Immuno-

histochemie sicherzustellen. Das Gen konnte zwar mit +/+ sehr gut validiert werden

[Abbildung siehe Anhang oder Ergebnisse und Diskussion a5)], eine immunohistoche-

mische Färbung ist allerdings aufgrund einer mangelnden Fixierung des untersuchten

Gewebes noch nicht zufriedenstellend gelungen.

TLR2 (toll like receptor 2) ist ein Entzündungsmediator, der als Folge eines Schlagan-

falls von Mikroglia und Astrozyten gebildet wird (Karikó et al., 2004). Als trans-

membraner Rezeptor erkennt er Proteine nekrotischer oder verletzter Zellen infolge ei-

ner Ischämie und löst eine intrazelluläre Signalkaskade aus. Dabei aktivieren Toll like

Rezeptoren NF-B, das anschließend die Transkription proinflammatorische Cytokine

induziert und verursachen so eine Inflammation, die schließlich in einer Apoptose enden

kann (Karikó et al., 2004, Zhang und Ghosh, 2001). Zu den proinflammatorischen Cy-

tokinen gehören TNF (tumor necrosis factor), IL-1ß (Interleukin-1ß) und IL-6. Sie re-

duzieren den Blutfluß und erhöhen die Permeabilität der Gefäße. Des weiteren wird die

Transkription der induzierbaren NO-Synthase ausgelöst (Zhang und Ghosh, 2001), wo-

durch der oxidative Stress im ischämischen Gehirn erhöht wird (Bernik et al., 2002).

Gemeinsam führen diese Prozesse zu einer deutlichen Verschlechterung der Ischämie

und einer Ansammlung von Immunzellen im Gehirn (Karikó et al., 2004).

Zusätzlich zur validierenden TaqMan-PCR führte ich eine TaqMan-PCR für Tnf, Il-1ß

und Il-6 durch. Il-6 und Il-1ß sind kaum differentiell reguliert. Tnf zeigt eine deutliche

ipsilaterale Hochregulierung zum Zeitpunkt 12 Stunden. Der FC beträgt hier 22, 82. Für

den Zeitpunkt 24 Stunden ist eine geringe Regulierung feststellbar (FC=1,38) während
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der 48-Stundenwert eine ipsilaterale Hochregulierung um das 11,68fache aufweist. Die-

se Werte passen zur Regulierung des Tlr2. Abbildung 3.22 zeigt die Korrelation der

Expression von Tlr2 und Tnf. Beide zeigen das gleiche zeitliche Muster in ihrer Hoch-

und Herunterregulierung. Das bestätigt die in der Literatur beschriebene Hypothese wo-

nach aktivierte Toll like Rezeptoren die Expression von Interleukine wie beispielsweise

Tnf induzieren (Karikó et al., 2004). Ein direktes Zusammenwirken beider Moleküle

wurde jedoch im Rahmen meiner Diplomarbeit nicht untersucht.

Korrelation von Tnf und Tlr2
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Abb. 3.22 Korrelation der Expression von Tlr2 und Tnf. Die Expression von Tnf wird durch den Tlr2-
Signalweg induziert. In der oberen Abbildung ist erkennbar, dass die ipsilaterale Hochregulierung von
Tlr2 mit einem Expressionsanstieg von Tnf einhergeht. Für die Untersuchung der zeitlichen Abfolge
dieser Regulierung sind die hier gewählten Zeiträume zu groß.

Regulierung der Toll like receptors
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Abb. 3.23 Regulierung der Toll like-Rezeptoren. Wenn auch die Stärke der Toll-like-Rezeptor-
Regulierung different ist, so ist doch das zeitliche Muster bei allen drei untersuchten Tlrs gleichförmig.
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Ebenso wie Tlr2 tragen auch Tlr4 und Tlr9 zur Entwicklung einer Entzündungsreaktion

nach einem Schlaganfall bei. Wie in Abbildung 3.23 erkennbar ist, zeigen sie das glei-

che zeitliche Regulationsmuster auf.

Zur Erklärung der beobachteten Expressionsmuster ist folgendes denkbar: Nach einer

MCAO kommt es aufgrund einer Mangeldurchblutung im Infarktareal zu nekrotischen

Prozessen, die in der Entlassung von nekrotischen Proteinen in den Extrazellularraum

münden. Diese Proteine induzieren über das Erkennen durch Tlrs eine Entzündungsre-

aktion, wobei die Entzündungsreaktion entscheidend für den Abtransport solcher Prote-

ine ist (Karikó et al., 2004). Einer stark vermehrten Anzahl von nekrotischen Proteinen

im Extrazellularraum, wie das nach einer Ischämie der Fall ist, wird mit der vermehrten

Induktion der Tlr2-, Tlr4- und Tlr9-Expression begegnet. Die Entzündungsreaktion ist

heftig, da zum einen die Anzahl der entzündungsauslösenden nekrotischen Proteine

hoch ist und zum anderen diese Proteine von einer Vielzahl von Tlr-Proteinen detektiert

werden können. So wird beispielsweise das proinflammatorische Cytokin Tnf ipsilateral

fast 23fach hochreguliert. Auf den folgenden Abtransport zerstörter Zellen und Zellstof-

fe und der dadurch verminderten Notwendigkeit der Tlr-Proteinbildung könnte die stark

zurückgehende Expression von Tlr zum Zeitpunkt 24 Stunden deuten. Es ist aber auch

die Induktion Tlr-expressionsinhibierender Moleküle denkbar.

In der Penumbra kommt es allerdings zu weiterem Zellabsterben aufgrund der anhalten-

den Überreaktion bei gleichzeitigem Energiemangel, der Aktivierung proteolytischer

Enzyme, der Bildung von Giftstoffen und das Überschießen der inflammatorischen

Antwort (siehe Abbildung 1.5 im Teil Einleitung – e) Der Hirnschlag) Der damit ver-

bundene Anstieg führt zu einer Erhöhung der Zelltrümmer im Extrazellularraum, was

eine erneute Steigerung der Tlr- sowie der Tnf- Expression zum Zeitpunkt 48 Stunden

Reperfusion erklären könnte.

Des weiteren bestimmte ich die Regulation des Interleukins Il-10 mit Hilfe der Taq-

Man-PCR. Es wirkt inhibitorisch unter anderem auf die Bildung von Tnf, Il-1ß und Il-6.

Il-10 ist normalerweise in der Zelle nicht vorhanden und wird aufgrund der Aktivierung

von Toll like-Rezeptoren und Cytokinrezeptoren induziert (Karikó et al., 2004). Jedoch

war es über den gesamten untersuchten Zeitraum nicht möglich eine signifikante Il-10-

Expression zu detektieren (die Amplifizierungsplots hierzu befinden sich im Anhang, 5.

Anhang zur Diskussion eigener Ergebnisse bezüglich des aktuellen Standes der For-

schung). Il-10 scheint daher nach einer einstündigen MCAO in der Maus nicht oder erst

nach 48 Stunden Reperfusion induziert zu werden. Die Folge könnte eine Verstärkung
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der Entzündungsreaktion sein, da inhibitorische Prozesse über Il-10 nicht mehr oder

noch nicht greifen.

SOCSs (suppressor of cytokine signaling) werden über die Aktivierung von TLRs und

Cytokinen induziert (Karikó et al., 2004) und hemmen ebenfalls die Bildung inflamma-

torischer Cytokine wie beispielsweise IL-6 und TNF. Für die Validierung der Affy-

metrix-Hybridisierungen wurde Socs2 ausgewählt. Es konnte sehr gut bestätigt werden

(+/+). Abbildung 3.24 zeigt eine initiale Expression von FC=2,5, gefolgt von einem

Abfall auf einen FC von knapp über eins (3-12 Stunden). Der anschließende langsame

Anstieg der ipsilateralen Expression ab 24 Stunden Reperfusion lässt sich aus dem An-

stieg der Tlr-Expression zum Zeitpunkt 12 Stunden erklären. Eine vermehrte Bildung

von Toll like-Rezeptoren führt auch aufgrund ihrer Aktivierung zu einer verstärkten

Expression von Socs2. Da für Socs3 bereits ein neuroprotectiver Charakter nachgewie-

sen wurde (Karikó et al., 2004), wäre eine solche Funktion für Socs2 ebenfalls denkbar.

Socs2 - 1418507_s_at

-2,0

-1,0

0,0

1,0

2,0

3,0

Zeitpunkte

FC Affy

FC TM

FC Affy 2,5 1,5 1,5 1,6 2,0

FC TM -1,1 1,0 1,4 1,9

1h 3h 6h 12h 24h 48h

Abb. 3.24 Regulierung des entzündungshemmenden Proteins Socs2. Diese Darstellung der Affy-
metrix-Hybridisierungs-Werte (Affy) sowie der TaqMan-Werte (TM) zeigen nur eine geringe Hochregu-
lierung des Gens Socs2.



82

E
rg

eb
ni

ss
e

un
d

D
is

ku
ss

io
n

CCL9 (CC chemokine 9), auch bezeichnet als MRP-2 (macrophage inflammatory pro-

tein-related protein-2) (Kim et al., 2003) oder MCP-5 (monocyte chemoattractant prote-

in-5) ( Abdi et al., 2004), ist ein chemotaktisches Cytokin. Chemokine werden je nach

Anzahl und Position ihrer Cysteinreste in vier Familien eingeordnet: CXC, CC, C und

CX3C (Yang and Odgren, 2005). CCL9 wird von Leukozyten und Stromazellen sekre-

tiert (Yang and Odgren, 2005). Es bindet und aktiviert spezifische G-proteingekoppelte

Rezeptoren auf Leukozyten, Monozyten, neutrophile und eosinophile Granulozyten, die

chemoattraktorische Bewegungen dieser Zelltypen auslösen (Abdi et al., 2004, Young

et al., 1995). Ccl9 wirkt daher entzündungsfördernd (Young et al., 1995). Außerdem

kann CC chemokine 9 als Wachstumsfaktor bei der Angiogenese dienen (Kim et al.,

2003), oder die Migration und Differenzierung von beispielsweise Osteoklasten bewir-

ken (Yang and Odgren, 2005).

Die biologische Bildung von CCL9 ist abhängig vom TLR2-signaling (Aravalli et al.,

2005). Vergleicht man in der Abbildung 3.25 die Expressionwerte der TaqMan-PCR

von Ccl9 und Tlr2, erkennt man, dass beide Gene dem gleichen Regulationsmuster un-

terliegen. Wie bereits erwähnt, wurde im Rahmen meiner Diplomarbeit ein direktes

Zusammenwirken beider Moleküle nicht untersucht.

Vergleich der Expression von Ccl9 und Tlr2

0

5

10

15

20

Zeitpunkte

d
el

ta
C

t

Ccl9

Tlr2

Ccl9 1,050 15,562 9,228 13,74657

Tlr2 3,83 13,28 6,13 7,39

1h 3h 6h 12h 24h 48h

Abb. 3.25 Vergleich der Expression von Ccl9 und Tlr2. Diese Abbildung zeigt, dass beide Gene ähn-
lich reguliert werden.
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HMGB1 (high mobility group box protein 1) besitzt insgesamt drei verschiedene Funk-

tionen. Es dient als Transkriptionsfaktor, wirkt extrazellulär als Cytokin und membran-

assoziiert als Wachstumsfaktor (Czura et al., 2003). Als Transkriptionsfaktor bindet

HMGB1 an AT-reiche DNA-Regionen, löst dort eine Konformationsänderung aus und

wirkt sowohl transkriptionsinitiierend als auch transkriptionshemmend. Außerdem kann

HMGB1 die Bindung anderer Effektoren an die DNA inhibierend oder aktivierend be-

einflussen (Tracey et al., 2001, Ji et al., 1998). HMGB1 ist an der DNA-Reparatur so-

wie der DNA-Replikation beteiligt. Als membranassoziiertes Molekül fördert HMGB1,

das auch als „Amphoterin“ bezeichnet wird, das Neuritenwachstum sowie die

Regeneration peripherer Neuronen (Czura et al., 2001, Czura et al., 2003).

Wird HMGB1 in den Extrazellularraum entlassen, reagiert es als Cytokin. Es kann ent-

weder von aktivierten Makrophagen exkretiert werden (Czura et al., 2003) oder aber

passiv von nekrotischen Zellen freigegeben werden (Sun and Chao, 2005). Als Cytokin

kann HMGB1 den receptor of advanced glycation end products (RAGE) binden und die

Bildung von MAPKs und NF-B induzieren (Standford et al., 2005). Des weiteren kann

HMGB1 mit TLR2 und TLR4 interagieren und so eine Inflammation auslösen (Park et

al., 2006, Czura et al., 2003, Yang et al., 2004). Eine fortgeschrittene Entzündung ist

durch den Einsatz spezifischer HMGB1-Inhibitoren umkehrbar (Yang et al., 2004).

Die einem Schlaganfall folgende differentielle Exprimierung in der Maus, konnte sehr

gut validiert werden (+/+). Hmgb1 ist bis zum Zeitpunkt 24 Stunden Reperfusion ipsila-

teral herunterreguliert und zeigt erst nach 48 Stunden eine leichte Hochregulierung mit

einem Fold Change von 1,43 [Abbildung hierzu findet sich im Anhang und unter a5)

Berechnung des Fold Changes]. Es ist denkbar, dass sich dieser Trend fortsetzt und grö-

ßere FC-Werte resultieren.

Des weiteren löst HMGB1 die Expression der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) aus.

iNOS trägt aufgrund der Bildung von oxidativem Stress zum Zelltod bei. Durch Il-10

wird die Expression von iNOS gehemmt (Geming et al., 2005). In dem hier angewand-

ten Mausmodell konnte ich jedoch keine signifikante Il-10-Expression nachweisen. Es

ist daher eine weitere Verstärkung des oxidativen Stress aufgrund der fehlenden Inhibi-

tion von iNOS denkbar.
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Plaur bzw. uPAR (urokinase plasminogen activator receptor) oder CD87 ist ein

membranassoziertes Molekül mit einer extrazellulären Serinprotease, dass über einen

Glykolsylphosphatidylionisitol-Anker an die Membran gebunden ist (Dewerchin et al.,

1996, Ragno, 2005). Es kann im ischämischen Gehirn sowohl eine positive Wirkung,

wie beispielsweise der Unterstützung der Axonregeneration oder der Angiogenese ha-

ben, als auch negative Effekte verursachen. So fördert uPAR das Auflösen des Gewebes

und erhöht die Neurotoxizität über die Bildung von Plasmin (Beschorner et al., 2000,

Dietzmann et al., 2001). uPar spaltet Plasminogen zu Plasmin und löst dabei eine prote-

olytische Kaskade aus (Beschorner et al., 2000). Plasmin fördert die Degradation der

extrazellulären Martrix und wirkt fibinolytisch (Ragno, 2005). Außerdem fördet uPAR

die Zelladhäsion, die Zellmigration von Leukozyten, die Proliferation sowie die Reor-

ganisation des Aktinzytoskelets. uPAR hat daher einen positiven Einfluss auf das tissue

remodelling (Beschorner et al., 2000, Dietzmann et al., 2001). Es wird während einer

Ischämie von einwandernden Granulocyten, aktivierter Mikroglia und Endothelzellen

exprimiert (Beschorner et al., 2000). Eine Herabsetzung der Blut-Hirn-Schranke durch

uPAR erleichtert das Einwandern von entzündungsfördernden Leukozyten (Beschorner

et al., 2000).

Im Mausmodell einer einstündigen MCAO konnte die Plaur-Expression mit +/- validiert

werden. Mit Hilfe des Affymetrix-GeneChips wurde eine langsame Hochregulierung

über den gesamten untersuchten Zeitraum festgestellt. Das Maximum liegt mit FC=

3,24 bei 48 Stunden. Wertet man die TaqMan-PCR aus, so erhält man einen deutliche-

ren Anstieg. Hier lässt sich das Maximum von FC= 26,26 dem Zeitpunkt 12 Stunden

zuordnen [die Abbildung des graphischen Vergleichs für das Gen Plaur befindet sich im

Anhang und unter Ergebnisse und Diskussion a5)]. Ein Abweichen der beiden Kurven

ist eventuell damit zu erklären, dass die TaqMan-PCR quantitativ sensitiver ist als die

Affymetrix-Hybridisierung. Ebenso können individuelle Unterschiede der Tiere zum

tragen kommen, da für die Affymetrix-Hybridisierung ein anderer Pool an Tieren

verwendet wurde, als für die TaqMan-PCR.

BLNK (B-cell linker), das auch bekannt ist als SLP-65, ist ein wichtiger Teil der Sig-

nalkaskade von prä-B-Zellen. Es stoppt deren Proliferation und fördert die Differenzie-

rung zu B-Zellen ( Köhler, 2005). BLNK interagiert dabei mit dem B-cell receptor

(BCR). Die mit BCR assozierten Kinasen lösen anschließend verschiedene Signalkas-

kaden aus (Han, 2001) und tragen so zur Proliferation, Apoptose und zum Reifungsstop
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bei (DeFranco, 1997). Um diese Funktion ausführen zu können, ist der B-cell linker mit

Hilfe eines Leucin-zippers in der Membran verankert (Köhler, 2005).

Nach einer bzw. drei Stunden Reperfusion konnte nahezu keine differentielle Regulie-

rung von Blnk nachgewiesen werden. Die ipsilaterale Expression steigt nach sechs

Stunden mit einem FC von 3,2 an und erreicht ihr Maximum nach zwölf Stunden mit

einem FC von 4,8. Der Expressionsanstieg ist möglicherweise mit dem Einwandern von

Immunzellen in das schlaganfallbetroffene Gebiet zu erklären.

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Endzündung ein großen Beitrag zur Patho-

genese des Schlaganfalls leistet. So werden Tlr2, Tlr4 und Tlr9 infolge einer MCAO

verstärkt exprimiert. Toll like Rezeptoren sind Endzündungsmediatoren, die unter ande-

rem die Expression der proinflammatorischen Interleukine TNF (Karikó et al., 2004,

Zhangand Gosh, 2001) und Ccl9 (Aravalli et al., 2005) induzieren, aber auch die Bil-

dung eines entzündungshemmenden Interleukins (Socs2) einleiten (Karikó et al., 2004).

Ein anderes inhibitorische Interleukin, das Il-10 (Karikó et al., 2004), konnte im Rah-

men dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. Eine weitere entzündungsfördernde

Wirkung haben chemotaktische Interleukine wie Ccl9. Sie lösen das Einwandern von

Leukozyten aus (Abdi et al., 2004, Beschorner et al., 2000, Young et al., 1995), das

durch das Herabsetzen der Blut-Hirn-Schranke, aufgrund der Wirkung von Plaur, ver-

einfacht wird (Beschorner et al., 2000). Die Toll like Rezeptoren werden ihrerseits von

Proteinen nekrotischer oder verletzter Zellen aktiviert (Karikó et al., 2004, Zhang and

Gosh, 2001). Ein solches Molekül ist Hmgb1, das allerdings auch aktiv als Cytokin ab-

gegeben werden kann (Sun and Chao, 2005, Czura et al., 2003). Weitere Schadensme-

chanismen zeigten sich in der Bildung der iNOS und der daraus folgenden Erhöhung

des oxidativen Stresses (Bernik et al., 2002) sowie der fortgesetzten Gewebeauflösung

durch Plaur und der damit verbundenen Entzündungsverstärkung (Beschorner et al.,

2000).

Die untersuchten Gene sind jedoch nicht nur gewebeschädigenden Mechanismen zuzu-

ordnen. So wirkt das von Interleukinen induzierte Mt2 schützend auf das Nervensystem

(Levin et al., 2005, Trendelenburg et al., 2002). Hmgb1 fördert als membranassoziierter

Wachstumsfaktor das Neuritenwachstum und die Regeneration peripherer Neuronen

(Czura et al., 2001, Czura et al., 2003). Ccl9 dient als Wachstumsfaktor bei der Angio-

genese (Kim et al., 2003).
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e) Eignung des Mausmodells

Als Modellorganismen für einen ischämischen Schlaganfall eignen sich Nagetiere, ins-

besondere Mäuse. Die Induktion einer cerebralen Ischämie in Mäusen ist mit Hilfe der

Fadenmethode einfach und schnell durchführbar sowie in großer Stückzahl möglich.

Die verschiedenen molekularen Mechanismen zur fortschreitenden Zerstörung von Ge-

hirngewebe lassen sich gut nachstellen. Leider birgt dieses Modell auch einige Fehler.

So machen die meisten humanen Schlaganfälle 4,5 bis 14% der ipsilateralen Hemisphä-

re aus. Sie sind es, die in erster Linie therapeutisch interessant erscheinen, da hier pa-

thogenetische Prozesse potentiell beeinflussbar wären. Im Tiermodell werden dagegen

Schlaganfälle zwischen 21 und 45% der ipsilateralen Hemisphäre erzeugt. Da ein

Schlaganfall größer als 39 % im Menschen schon schwerwiegende Schäden bis hin zum

Tod hervorruft, kann das Mausmodell einer MCAO hinsichtlich der Entwicklung neuer

therapeutischer Strategien fehlerhaft sein (Carmichael, 2005). Außerdem unterscheiden

sich die Infarkt-Volumina zwischen verschiedenen Wildtypspezien aber auch innerhalb

der gleichen Wildtypspezies (Carmichael, 2005). Gene, die in einer Wildtypspezies eine

differentielle Exprimierung zeigen, sollten somit sowohl in einem anderen Wildtyp als

auch in einer anderen Tierordnung beispielsweise der Primaten überprüft werden.

Die Fadenmethode erlaubt den künstlichen Verschluss eines Blutgefäßes analog zur

Ischämie im menschlichen Gehirn. Allerdings kommt es aufgrund der experimentellen

Vorgehensweise auch hier zu einer 12%igen Rate von subarachnoiden Gehirnblutungen,

die beidseitig zu einem Abfall des Blutflusses führt (Carmichael, 2005). Die in diesem

Modell gefundenen differenziell exprimierten Gene könnten so nicht nur durch einen

ischämischen Hirnschlag verursacht werden, sondern wurden eventuell durch eine Ge-

hirnblutung induziert. Diese beidseitig verringerte Durchblutung könnte ebenso kontra-

lateral zu einer Veränderung der Genexpression führen. Da die Genexpression der ipsi-

lateralen Hemisphäre der ischämischen Tiere relativ zur kontralateralen Gehirnhälfte

untersucht wurde, ist eine Verschiebung des Genexpressionsmusters möglich. Jedoch ist

ein Ausgleich der zusätzlichen Genexpression aufgrund der beidseitigen Blutflussab-

nahme denkbar. Betrachtet man die Genexpression der ipsilateralen Hemisphäre des

ischämischen Tiers mit der ipsilateralen Hemisphäre des Sham-Tiers, so führt das zu

gleichartigen Überlegungen, da das Sham-Tier identisch präpariert wurde, ausgenom-

men der Einführung des Fadens. Die Betrachtung der Genexpressionsdaten des ischä-
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mischen Tiers relativ zu einem unbehandelten Tier könnte eine mögliche Beeinflussung

des Genexpressionsmusters ausschließen.
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Resümee

a) Validierung der Affymetrix-Hybridisierungs-Daten mittels
quantitativer real-time PCR (TaqMan Assay)

Es wurden zu Validierungszwecken 150 Gene ausgewählt, deren Expression im Gehirn

von Wildtypmäusen bestimmt wurde. Einen Teil der Mäuse wurde zuvor eine einstün-

dige MCAO zugefügt. Es wurden Expressionswerte der ipsilateralen Hemisphäre relativ

zur kontralateralen Gehirnhälfte bestimmt und diese Werte anschließend graphisch mit

den zu validierenden Affymetrix-Hybridiserungsdaten verglichen. Von den 150 betrach-

teten Genen konnten 96 sehr gut validiert werden. Das entspricht einem Prozentsatz von

63%. Weitere 34% konnten relativ gut belegt werden. Für 3% bzw. 4 Gene konnte auf

keine Bestätigung der Affymetrix-Hybridisierungs-Daten geschlossen werden.

Aus Reproduzierbarkeitsexperimenten ergab sich eine mittlere Abweichung der CT-

Werte von ±0,9 bzw. ein Fold Change-Wert von ±1,87. Die Anzahl der ermittelten Wer-

te genügt zwar nicht für eine vollständige Fehleranalyse, reicht aber für eine grobe Ab-

schätzung der zu erwartenden Abweichungen aus.

b) Immunohistochemie

Eine immunohistochemische Anfärbung von Mt2, Blnk, Ccl9, Hmgb1, Plaur und Tlr2

mit Hilfe der Zwei-Schritt indirekten Methode, sollte zur Überprüfung der zuvor bestä-

tigten Genregulierung auch auf Proteinebene dienen.

Aufgrund verschiedener Schwierigkeiten ist bisher noch keine der Proteinanfärbungen

zufriedenstellend. Zu den Schwierigkeiten gehören das Auffinden der passenden Anti-

körper und des Fixierungsmittels, sowie die Bestimmung der Konzentration, Tempera-

turen und Zeiten sämtlicher experimenteller Schritte.

Für Detektion von Mt2 und Blnk wurden monoklonale Mausantikörper verwendet. Das

Anfärbungsmuster resultierte jedoch nicht aus der Bindung des Antigens durch den

primären Antikörper, sondern allein aus der Bindung des sekundären Antikörpers an

Endothelien. Eine Anfärbung des gewünschten Antigens war mit diesen Antikörpern

erst unter Verwendung eines Mouse-On-Mouse-Kits möglich.
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Bei allen Färbungen fiel eine schlechte Fixierungen des Gewebes auf, die weder durch

die Verwendung von PFA noch Methanol/Aceton als Postfixierungsmittel vermieden

werden konnte. Weitere Optimierungsversuche mit PFA-perfusionsfixierten Mäusen

führten zu einer Verbesserung des Gewebes und des Signal-to-Noise-Verhältnis im Fal-

le der immunohistochemischen Färbung von Ccl9.

Die aufgrund der Genexpressiondaten zu erwartende Regulierung von Hmgb1 konnte

teilweise bestätigt werden. Im Sham-Tier war eine ungleichmäßige Verteilung der

Hmgb1-Anfärbung auffällig. Ein methodischer Fehler konnte mit weiteren immuno-

histochemischen Färbungen ausgeschlossen werden.

Ein Nachweis der ipsilateralen Hochregulierung von Plaur war bisher noch nicht erfolg-

reich. Auch hier fiel eine ungleichmäßige Verteilung von Plaur im Sham-Tier auf.

Die immunohistochemische Anfärbung von Tlr2 entsprach teilweise den Erwartungen.

Allerdings muss das Singal-to-Noise-Verhältnis verbessert werden.

Für ein Gelingen der immunohistochemischen Färbungen sind weitere Optimierungen

notwendig. Künftig werde ich mit Schnitten PFA-perfusionsfixierter Mäuse arbeiten

und geeignete Konzentrationen von Antikörper- und Blockierungslösungen sowie von

Inkubationszeiten und -temperaturen auffinden.

c) Analyse von Signalwegen

Aufgrund der in öffentlichen Datenbanken zur Verfügung stehenden Informationen über

das Zusammenwirken der untersuchten Gene, war es mir mit der verfügbaren Software

nicht möglich ihnen neue Wechselwirkungen zuzuordnen, als die die für den Schlagan-

fall bereits bekannt sind. Hierzu gehören die Entzündung, die Apoptose und die Zelldif-

ferenzierung.
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häufig gebrauchte Abkürzungen

Blnk – B-cell linker (Mus musculus)

BLNK – B-cell linker (Homo sapiens)

BSA – Bovine Serum Albumine

Ccl9 – chemokin (C-C motif) ligand 9 (Mus musculus)

CCL9 – chemokin (C-C motif) ligand 9 (Homo sapiens)

Hmgb1– high mobility group box protein 1 (Mus musculus)

HMGB1– high mobility group box protein 1 (Homo sapiens)

IHC – Immunohistochemie

Il-10 – interleukin 10 (Mus musculus)

iNOS – induzierbare NO Synthase

MFC – Micro Fluidic Card

Mt2 – Metallothionein 2 (Mus musculus)

MT2 – Metallothionein 2 (Homo sapiens)

NGS – Normal Goat Serum

PBS – Phosphate buffered saline

PFA – Paraformaldehyd

Plaur – urokinase plasminogen activator receptor (Mus musculus)

PLAUR – urokinase plasminogen activator receptor (Homo sapiens)

Tlr2 – toll like receptor 2(Mus musculus)

TLR2 – toll like receptor 2 (Homo sapiens)

TNF – tumor necrosis factor (Homo sapiens)

Socs – suppressor of cytokine signaling (Mus musculus)

SOCS – suppressor of cytokine signaling (Homo sapiens)

wt – Wildtyp
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