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1. Einleitung 
 
Schlaganfall ist nach Krebs und Herzerkrankungen die dritthäufigste 

Todesursache in der westlichen Welt und der häufigste Grund für vorzeitige 

Invalidität und Pflegebedürftigkeit (Lundström et al., 2010; World Health 

Organization, 2008; Sousa et al., 2009; Feigin et al., 2009; Diener et al., 2003; 

Poeck, 2001). Schlaganfall verursacht einen massiven Gewebeverlust im 

Gehirn. Das adulte Gehirn versucht den Schaden zu beheben, indem es die 

Proliferation und Differenzierung eigener neuraler Stammzellen anregt. Dieser 

Prozess der endogenen Neurogenese reicht jedoch in der beobachteten, 

therapeutisch unbeeinflussten Form nicht aus, um eine vollständige Erholung 

zu gewährleisten. Die hier vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der 

postischämischen endogenen Neurogenese. In An- und Abwesenheit eines 

zusätzlichen Stimulus der Neurogenese wurden die Langzeitauswirkungen 

nach Schlaganfall auf die funktionelle Erholung sowie der zelluläre Zustand des 

Hirngewebes nach diesen Interventionen in einem gealterten Tiermodell 

untersucht. 

 

1.1 Schlaganfall – Definition und Bedeutung 
Schlaganfall ist eine bedeutende Erkrankung in den Industrienationen. Allein 

360.000 Menschen erkranken jährlich in Deutschland an einem Schlaganfall, 

über 20 Millionen Menschen sind es weltweit (Statistisches Bundesamt, 2012; 

World Health Organization, 2008). 

Schlaganfall beschreibt eine Mangeldurchblutung lokal abgegrenzter 

Hirnbereiche, die zu einer Minderversorgung des betroffenen Gewebes mit 

Sauerstoff und Nährstoffen und damit zu einer irreversiblen Schädigung der 

betroffenen Zellen führt. Der Verlust des Hirngewebes hat neurologische 

Ausfälle zur Folge, die in ihrer Stärke und Art abhängig von einer Vielzahl von 

Faktoren sind: Dauer und Lokalisierung der Durchblutungsstörung, 

Ausdehnung der Gewebeschädigung, aber auch Schwankungen der 

Glukosekonzentration und Temperatur (Hesse und Mauritz, 1996; Wolf und 

D’Agostino, 1998; Hamann et al., 2002). Die Ursachen, die zu einem 

Schlaganfall führen können, sind also sehr komplex und auch immer ein 
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Ergebnis einer Kombination aus genetischen und Umweltfaktoren (Jeffs et al., 

1997; Hamann et al., 2002; Gschwendtner und Dichgans, 2013). 

Das Alter ist einer der Hauptrisikofaktoren für Schlaganfall. Schlaganfall kann 

prinzipiell in allen Altersklassen auftreten, aber ab einem Alter von 50 Jahren 

verdoppelt sich das Risiko für einen Schlaganfall mit jeder weiteren 

Lebensdekade. Mit anwachsendem Durchschnittsalter der Bevölkerung werden 

noch wesentlich mehr Menschen einen Schlaganfall erleiden (Barnett, 2002; 

Fatahzadeh und Glick, 2006; Suwanwela und Koroshetz, 2007). 

Weitere Risikofaktoren wie Rauchen, Diabetes mellitus, Bluthochdruck, 

kardiovaskuläre Komorbiditäten und Alkoholmissbrauch steigern zusätzlich die 

Wahrscheinlichkeit an einem Schlaganfall zu erkranken (Braun und Dormann, 

1996; Wolf und D’Agostino, 1998; Diener et al., 2003; Mitsios et al. 2006). 

Einer von zehn Patienten stirbt an einem singulärem Schlaganfallereignis, 60% 

der Überlebenden haben bleibende Behinderungen in Arm oder Beinen und bis 

zu 30% brauchen nach dem Überleben des Schlaganfalls dauerhaft Hilfe und 

Betreuung (Statistisches Bundesamt, 2012).  

Diese Erkrankung fordert also eine hohe Zahl an Todesopfern und verursacht 

hohe Kosten für die Behandlung nach dem Überleben eines Schlaganfalls und 

ist somit eine große Belastung für die Gesellschaft (Murray und Lopez, 1997; 

Meairs et al., 2006; Fatahzadeh und Glick, 2006; Lundström et al., 2010). 

 

1.2 Pathobiologie des Schlaganfalls 
Schlaganfall als klinisches Syndrom ist in zwei Typen unterteilt: der 

hämorrhagische und der ischämische Schlaganfall. Die erste Form bezeichnet 

eine intrazerebrale Blutung, die von einem rupturierten Gefäß und den damit 

verbundenen Einblutungen in das Gehirngewebe verursacht wird. Unbehandelt 

führt diese Form zu steigendem intrakraniellen Druck und physikalischen 

Schäden im Hirngewebe. Hämorrhagische Schlaganfälle treten bei etwa 15 % 

der Schlaganfallpatienten auf und circa 5 % erleiden einen hämorrhagischen 

Schlaganfall der subarachnoidalen Unterform.  

Etwa 80 % der Schlaganfälle sind ischämischer Natur und werden wiederum in 

thrombotische und embolische Schlaganfälle unterschieden. Thrombotische 

Schlaganfälle werden durch ein Gerinnsel in einem Hirngefäß verursacht, 
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während embolische Schlaganfälle durch einen Embolus verursacht werden, 

der an einer anderen Stelle im Körper entstanden und in das Gefäß 

eingewandert ist. Der ischämische Schlaganfall kann je nach betroffenem 

Gefäß verschiedene Symptome verursachen (Fatahzadeh und Glick, 2006).  

Der Bedarf des Hirngewebes an Sauerstoff und Glukose ist der Höchste im 

gesamten Körper. Daher ist das Hirn besonders empfindlich bei Störungen in 

der Blutversorgung. Bei einer Unterbrechung des Blutflusses für einen 

Zeitraum, der länger als acht Minuten andauert, wird das Hirngewebe 

irreversibel und zum Teil mit erheblichen Ausmaßen geschädigt (Chien, 1985; 

Alexis et al., 1996; Hamann et al., 2002). 

Die Mangelversorgung eines Hirnareals löst eine ganze Reihe von Reaktionen 

im Gewebe aus, die zu dessen Absterben führen können (Abb. 1): 

exzitotoxische und azidotoxische Mechanismen, ein gestörtes Ionen-

gleichgewicht, Periinfarkt-Depolarisationen, oxidativer und nitrosativer Stress, 

Inflammation und Apoptose (Linnik et al., 1993; Du et al., 1996; MacManus und 

Linnik, 1997; Becker, 1998; Dirnagl et al., 1999; Padosch et al., 2001; Endres 

und Dirnagl, 2002; Gonzales et al., 2006; Doyle et al., 2008; Jin et al, 2010). 

Das Zeitfenster der einzelnen Prozesse kann von einigen Minuten bis hin zu 

Stunden und Tagen betragen, in dem das betroffene Hirnareal und die darin 

enthaltenen Zellen wie Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten, aber auch 

endotheliale Zellen geschädigt werden (Endres und Dirnagl, 2002; Doyle et al., 

2008). 

 
Abb. 1. Pathobiologische Mechanismen in zeitlicher Einordnung nach Schlaganfall (Dirnagl et 

al., 1999). 



Einleitung 

4 

Direkt hinter dem Verschluss des Gefäßes ist die Blutversorgung am stärksten 

gestört. Innerhalb von Minuten setzen hier Reaktionen ein, die das nekrotische 

Absterben des Hirngewebes verursachen. Dazu gehören das Zusammen-

brechen des Ionengradienten und der ungehinderte Einstrom von Calcium-

Ionen in die Zellen. Diese aktivieren Calcium-abhängige Proteasen, Lipasen 

und DNasen, die die Zellen in den ungeordneten, nekrotischen Zelltod führen 

(Edvinsson und Krause, 2002; Doyle et al., 2008). Das nekrotisch abgestorbene 

Areal bildet den ischämischen Kern (Honig und Rosenberg, 2000; Endres und 

Dirnagl, 2002; Doyle et al., 2008).  

Vom ischämischen Kern beginnend breitet sich die Schädigung radiär in das 

umgebende Gewebe aus und wird Penumbra oder Periinfarktgebiet genannt. 

Hier war die primäre Blutversorgung reduziert. Der Energiehaushalt in den 

Zellen konnte aber durch kollaterale Blutversorgung aufrecht erhalten werden 

(Mitsios et al., 2006). Das Schicksal der Penumbra ist bestimmt von der 

Entfernung vom ischämischen Kern und dem damit zusammenhängenden 

Schweregrad der Ischämie und dem Zeitpunkt der wiederhergestellten 

Durchblutung durch medikamentöse oder chirurgische Entfernung des 

Gefäßverschlusses (Reperfusion) (Dirnagl et al., 1999; Ginsberg, 2003; Doyle 

et al., 2008). Der Zelltod kann in der Penumbra durch etwas langsamere 

Prozesse wie Inflammation und Apoptose eintreten (Dirnagl et al., 1999; 

Gonzales et al., 2006). 

In der Penumbra können so genannte Periinfarkt-Depolarisierungen (PID) 

auftreten, die möglicherweise durch das Ionenungleichgewicht im betroffenen 

Gebiet und durch die Ausschüttung von Glutamat verursacht werden 

(Hossmann, 1996). Ihr Auftreten und ihre Dauer werden mit der Ausweitung des 

Infarktes in Zusammenhang gebracht (Gill et al., 1992; Strong et al., 2000; 

Dahlem und Hadjikhani, 2009). 

Die Mitochondrien bilden während eines Schlaganfalls sehr große Mengen an 

reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS). Diese 

verursachen Schädigungen an der Zelle und führen zum programmierten 

Zelltod, der Apoptose (Halliwell, 1994; Sugawara und Chan, 2003). Der 

oxidative Stress durch ROS wird durch eine gesteigerte Stickstoffmonoxid-

(NO)-Bildung (nitrosativer Stress) verstärkt und resultiert ebenfalls in 

apoptotisch absterbendes Gewebe (Forster et al., 1999; Szabo et al., 2007). 
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An die vorher beschriebenen Reaktionen auf den Infarkt schließt sich in den 

ersten Stunden die Entzündung bzw. Inflammation des geschädigten 

Hirngewebes an. Diese normale Reaktion des Körpers insbesondere auf die 

durch den Infarkt durchlässig gewordene Bluthirn-Schranke umfasst nicht nur 

Lymphozyten, endotheliale und gliale Zellen sondern auch Neuronen sowie 

inflammatorische Mediatoren und extrazelluläre Rezeptoren (Huang et al., 

2006; Doyle et al., 2008; Endres et al., 2008). Mit der Ausschüttung von 

proinflammatorischen Botenstoffen (Cytokine und Chemokine) wandern 

Neutrophile und Lymphozyten in das Infarktgebiet ein und tragen durch die 

Ausschüttung von proteolytischen Enzymen und ROS zum Absterben des 

Hirngewebes in der Penumbra durch Apoptose bei (Doyle et al., 2008). Die 

Infiltration des Infarktgewebes durch Neutrophile und Lymphozyten hält für 

einige Wochen an. Die infiltrierenden Zellen sind nach der anfänglichen 

schädigenden Wirkung in den folgenden Tagen und Wochen nach Ischämie bei 

der Wiederherstellung des Gewebes hilfreich (Hallenbeck, 2002; Simard und 

Rivest, 2004; Jakubs et al., 2008; Ekdahl et al., 2009).  

Parallel zur Inflammation gehen die zu stark geschädigten Zellen im 

apoptotischen Zelltod unter (Kerr, 1965; Kerr et al., 1972; Gonzales et al., 

2006). Die Apoptose kann über die intrinsische oder extrinsische Signalkaskade 

ausgelöst werden. Der intrinsische Weg wird über die Glutamatausschüttung, 

die Calciumüberladung und durch die ROS aktiviert. Schäden an den 

Mitochondrienmembran ermöglichen die Freisetzung von Cytochrom C, 

welches den Apoptosom-Komplex aktiviert und die Aktivierung der Protein-

abbauenden Caspasen fördert (Iijima, 2006). 

 

1.3 Therapiemöglichkeiten des Schlaganfalls 
Die Behandlung eines akuten Schlaganfalls ist sehr limitiert und konzentriert 

sich meist auf die Entfernung des Gefäßverschlusses. Thrombolyse mit 

intravenös verabreichtem rekombinanten Gewebeplasminogen-Aktivator 

(recombinant tissue plasminogen activator, rt-PA) ist die am häufigsten 

angewendete Therapie bei akutem Schlaganfall und ihre Wirkung wurde mit 

klinischen Studien belegt (National Institute of Neurological Disorders and 

Stroke, rt-PA Stroke Study Group, 1995; Kapral et al. 2004; Suwanwela und 
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Koroshetz, 2007). Diese Behandlung ist nur in einem Zeitfenster von 

4,5 Stunden nach Beginn des Schlaganfalls effektiv und nur einer von sieben 

Patienten Erholung (Clark et al., 2000).  

Die lokale Lyse mit hochkonzentrierter Alteplase (Fibrinolytikum) zeigte 

ebenfalls gute Erfolge und hat ein etwas größeres Zeitfenster in der 

Anwendung als die o.g. systemische Therapie (NINDS, rt-PA Stroke Study 

Group, 1995; Hacke et al., 2008). 

Der Gefäßverschluss kann auch mit einem neuroradiologischen Eingriff 

(Thrombektomie) entfernt werden. Neuroprotektive und antikoagulative 

Substanzen sowie Thrombozytenaggregationshemmer werden ebenfalls aktuell 

in der Therapie verwendet.  

In den letzten Jahren wurde auch die Anwendung von Stammzell-basierten 

Therapien in Betracht gezogen. Es wurde u.a. in Pilotexperimenten (Phase 0- 

Untersuchungen) versucht, die körpereigene Fähigkeit zur Regeneration zu 

mobilisieren. Die Behandlung mit Granulozyten-kolonien-stimulierendem Faktor 

(granulocyte colony stimulating factor, G-CSF) steigerte die neurologische 

Funktionalität in den Patienten innerhalb der ersten Woche nach Erleiden eines 

Schlaganfalls und war auch noch ein Jahr nach der Behandlung nachweisbar 

(Shuy et al., 2006). Die anti-inflammatorische und neuroprotektive Wirkung von 

G-CSF verbunden mit der Fähigkeit zur Mobilisierung von Stammzellen scheint 

nach Schlaganfall hilfreich zu sein und befindet sich im Moment in Phase 1 

(Shyu et al., 2006; Minnerup et al., 2009; Moriya et al., 2012). 

 

1.4 Der experimentelle Schlaganfall und seine klinische Relevanz 
Zur Erforschung des Schlaganfalls wurden zahlreiche Tiermodelle entwickelt. 

Die am weitesten verbreitete Methode ist die unilaterale Okklusion der mittleren 

Hirnarterie (middle cerebral artery occlusion, MCAO) bei Ratten oder Mäusen 

(Memezawa et al., 1992; Zhao et al., 1994), weil sie der häufigste Form des 

Schlaganfalls im Menschen entspricht. Dieser wird durch den einseitigen 

Verschluss der mittleren Hirnarterie (middle cerebral artery, MCA) verursacht, 

die den somatosensorischen Neocortex und das Striatum mit Blut versorgt 

(Abb. 2). Die MCA versorgt in Ratten ebenfalls das Striatum und den 

somatosensorischen, sowie den motorischen Cortex. Die beobachteten 
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Schäden nach MCAO im Tiermodell Ratte sind denen im Menschen nach 

Schlaganfall sehr ähnlich (Markgraf et al., 1992). 

 
Abb. 2. Seitenansicht Rattenhirn (modifiziert nach Paxinos, 1995), A: Riechkolben, B: 

Neocortex, C: Cerebellum, D: Medulla oblongata, E: mittlere Hirnarterie, F: Lokalisation der 

Okklusion der MCA. 

Für die Evaluierung der Effizienz einer Schlaganfallbehandlung am Patienten 

zählt als wichtiges Kriterium die funktionelle Erholung. Deshalb ist die Erhebung 

der funktionellen Defizite und deren Verbesserung nach Schlaganfall auch im 

Tiermodell genauso wichtig wie die Messung der Infarktgröße. Sensorische, 

motorische und kognitive Defizite nach einem experimentellen Schlaganfall 

können mit verschiedenen Verhaltenstests gemessen werden. 
 

1.5 Neurogenese und Schlaganfall 
Durch die Entdeckung mitotischer Zellen im Gehirn (Altman, 1963; Altman und 

Das, 1965 & 1966; Kaplan und Hinds, 1977) wurde das die Neuro-

wissenschaften bestimmende Dogma, die Anzahl der Nervenzellen seien 

pränatal determiniert, abgelöst. Die molekularen Vorgänge der Neurogenese 

sind nur zum Teil bekannt (Ming und Song, 2005 & 2011).  

Im adulten Gehirn von Säugetieren konnten zwei Hauptstrukturen definiert 

werden, in denen sich Zellen mit Stammzelleigenschaften befinden und in 

denen Neurogenese abläuft: die Subventrikularzone (SVZ), die die 

Lateralventrikel auskleidet (Abb. 3) sowie die subgranuläre Zone (SGZ) im 

Hippokampus (Doetsch et al., 1997; Garcia-Verdugo et al., 2002; Lie et al., 

2004; Kishimoto et al, 2011; Sanai et al., 2011 Sawamoto et al., 2011). Diese 

beiden Strukturen werden auch neurogene Zonen genannt.  
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Abb. 3. Lage der Hauptstrukturen mit neuralen Stammzellen im Querschnitt eines Rattenhirns 

(modifiziert nach Hallbergson et al., 2003). Die Subventrikuläre Zone (SVZ) und der Gyrus 

dentatus im Hippocampus (SGZ) sind grün markiert.  

Die in den neurogenen Zonen sitzenden Stammzellen zeichnen sich durch zwei 

funktionelle Eigenschaften aus: sie können sich scheinbar unbegrenzt selbst 

erneuern, d. h. sie können mit jeder Zellteilung eine exakte Kopie von sich 

selbst erzeugen und sie sind in der Lage, verschiedene Zelltypen zu generieren 

und sind somit multipotent. Multipotenz im Falle der neuralen Stammzelle 

bedeutet, dass sie befähigt sind die differenzierten Zelltypen des Nerven-

gewebes auszubilden: Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten. Die 

multipotente Stammzelle teilt sich sehr langsam und bildet eine stärker limitierte 

Progenitorzelle. Diese proliferiert schnell und hat begrenzte Kapazität zur 

Selbsterneuerung. Wenn man neurale Zellpopulationen beschreibt, die Stamm- 

und Progenitorzellen enthalten, nutzt man die Bezeichnung Vorläuferzellen 

oder Neuroblasten (Gage, 2000; Ming und Song, 2005; Kempermann, 2006). 

Der Prozess der Neurogenese kann durch viele intrinsische und extrinsische 

Faktoren beeinflusst werden: negativer Stress und Alterung z. B. vermindert 

diese, Antidepressiva und Wachstumshormone, aber auch pathologische 

Ereignisse bzw. Erkrankungen können verstärkend wirken (Duman et al., 1999; 

Ming und Song, 2005). Bei pathologischen Ereignissen erreichen gealterte 

Tiere trotz reduzierter, basaler Neurogenese eine ähnlich starke Aktivität der 

Neurogenese wie sie in Jungtieren beobachtet werden konnte (Darsalia et al., 

2005). Dies konnte auch im Menschen nachgewiesen werden (Jin et al., 2006; 

Macas et al., 2006; Minger et al., 2007; Marti-Fabregas et al., 2010). 
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Abb. 4 A und B. Koronarschnitt vom Rattenhirn: anatomische Position des MCAO-Schadens 

und der SVZ. (A) Position und durchschnittliche Ausdehnung des Infarktgebietes. CC – Corpus 

callosum, Cx – Cortex, IK – Ischämischer Kern, LV – Lateralventrikel, Pn – Penumbra, St – 

Striatum; (B) Lage der SVZ im Hirn einer Ratte. CC – Corpus callosum, LV – Lateralventrikel. 

Zu den pathologischen Ereignissen, die die Neurogenese in der SVZ und SGZ 

in vivo und in vitro massiv verstärken können, gehören Hypoxie und Ischämie 

sowie epileptische Anfälle (Arvidsson et al., 2002; Parent et al., 2002a; 

Dempsey et al., 2003; Abrous et al., 2005; Zhu et al., 2005; Zhou und Miller, 

2006; Parent et al., 2006; Riquelme et al., 2008; Marti-Fabregas et al., 2010; 

Font et al., 2010). 

In allen untersuchten Spezies vom Nagetier bis zum Primaten gibt es in der 

adulten SVZ eine basale Neurogenese, die zur Bildung neuer Neuronen führt, 

die dann in einer Art Kette entlang des röhrenförmigen rostralen migratorischen 

Strom (rostral migratory stream, RMS) zum Bulbus olfactorius (olfactory bulb, 

OB) einwandern (Lois et al., 1996; Abb. 3). Dort reifen sie zu GABA-

exprimierenden Interneuronen aus (Doetsch et al., 1997 & 1999; Alvarez-Buylla 

und Garcia-Verdugo, 2002; Carleton et al., 2003). 

Es wurde beobachtet, dass bei der verstärkten post-ischämischen Proliferation 

in der SVZ die Neuroblasten von ihrem üblichen Weg über den RMS zum OB 

abwichen und unterhalb des Corpus callosum in die geschädigten Hirnareale 

des Cortex bzw. ins Striatum migrierten (Abb. 4 A und B), wo sie dann in die Art 

von Neuronen differenzierten, die bei der MCAO abgestorben waren (Arvidsson 

et al., 2002; Parent et al., 2002b, Kreuzberg et al., 2010).  
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Man vermutet hinter der verstärkten Proliferation den körpereigenen Versuch 

des neuronalen Zellersatzes. Die Schlaganfall-induzierte Neurogenese ist noch 

lange Zeit nach dem eigentlichen Insult aktiv und trägt bis zu sechs Monate 

nach dem Schlaganfall zur Bildung neuer Neuronen bei (Kokaia et al., 2006; 

Thored et al., 2006). Der Ersatz des abgestorbenen Gewebes mit körper-

eigenen Stammzellen birgt große Hoffnung für die Schlaganfallforschung, weil 

die Ursache für die starken Beeinträchtigungen nach einem Infarkt die gestörte 

Funktionalität des betroffenen Hirnareals ist (Emsley et al., 2008; Lindvall und 

Kokaia, 2008). 

Verschiedene Faktoren wurden bereits in Studien bezüglich ihrer 

Modulationsfähigkeit der post-ischämischen Neurogenese geprüft. Jedoch 

konnten aber bisher noch keine der geprüften Stoffe ihren Weg in die klinische 

Anwendung finden. Und auch wenn es Hinweise gibt, dass eine gesteigerte 

Neurogenese im Tiermodell zu einer verbesserten Erholung nach Schlaganfall 

führt, fehlt noch immer der definitive Beweis für einen kausalen Zusammenhang 

(Lindvall und Kokaia, 2008).  

 

1.6 Neurogenese und Pentylentetrazol 
Wie bereits erwähnt, kann Neurogenese auch durch epileptische Anfälle 

ausgelöst werden (Abrous et al., 2005; Riquelme et al., 2008). Ein ähnliches 

Bild zeigt sich bei der Anwendung von Konvulsiva, die in der 

Epilepsieforschung eingesetzt werden (Bengzon et al., 1997; Nakagawa et al., 

2000; Parent et al., 1998 & 2002a; Scott et al., 1998 & 2010; Kempermann, 

2000). 

Pentylentetrazol (auch Metrazol oder Pentetrazol, PTZ, C6H10N4) ist ein ZNS-

Konvulsivum und kann die inhibitorische Wirkung der GABAA-Rezeptoren 

hemmen (Ramanjaneyulu und Ticku, 1984; Huang et al., 2001). Es kann die 

Blut-Hirn-Schranke überqueren, wobei die zugrunde liegenden Mechanismen 

nicht komplett geklärt sind (Yonekawa et al., 1980; Ramzan, 1988; Bloms-

Funke et al., 1996; Huang et al., 2001). In früheren Studien am Tiermodell 

wurde unter der Behandlung mit PTZ in den neurogenen Hirnregionen eine 

erhöhte Zahl an neuronalen Vorläuferzellen detektiert (Jiang et al., 2003; Park 

et al., 2006; Aniol et al., 2011; Buga et al., 2012). Die erhöhte Anzahl von 
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Neuroblasten konnte auch bei subkonvulsiven PTZ-Gaben beobachtet werden 

(Aniol et al., 2011).  

1.7 Fragestellungen und Ziele dieses Projektes 
Den hier vorgestellten Arbeiten liegt die Idee zugrunde, dass durch neu 

entstehende Neuronen im abgestorbenen Gewebe wieder ein neuronales 

Netzwerk gebildet wird, welches die funktionelle Erholung nach dem 

Schlaganfall unterstützt. Da vor allem ältere Menschen von einer zerebralen 

Ischämie betroffen sind, wurden als Tiermodell gealterte Ratten (mind. 12 

Monate alt) gewählt.  

Es sollte festgestellt werden, wie eine stimulierte, endogene Neurogenese auf 

die funktionelle Erholung nach Schlaganfall Einfluss nimmt. Bis heute wurde die 

Neurogenese-fördernde Wirkung von PTZ in subkonvulsiven Gaben zur 

Verbesserung der funktionellen Erholung nach Schlaganfall nicht untersucht. 

Folgende Fragestellungen sollten deshalb beantwortet werden: 

1. Hat die Stimulation mit subkonvulsiven PTZ-Gaben einen Effekt auf die 

Neurogenese nach Schlaganfall? 

2. Hat die Stimulation mit subkonvulsiven PTZ-Gaben einen Effekt auf die 

funktionelle Erholung nach Schlaganfall? 

3. Kann auf transkriptioneller Ebene der Effekt der Stimulation durch 

subkonvulsive PTZ-Gaben festgestellt werden? 

Diese Fragestellungen sollten durch eine engmaschige Untersuchung der 

funktionellen Erholung durch sensomotorische, somatosensorische und 

kognitive Verhaltenstests über einen Überlebenszeitraum von sieben Wochen, 

umfassende Transkriptomuntersuchungen mit Hilfe von Mikroarrays und 

quantitativer Real Time - PCR, sowie immunhistochemischen Färbungen von 

Neurogenese-Markern geklärt werden. 
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2.  Material und Methoden 
 

2.1  Materialien 
In den folgenden Tabellen sind alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten 

Materialien, wie Chemikalien (Tab. 1), Kits (Tab. 2), eingesetzte Antikörper 

(Tab. 4), Seren und Enzyme (Tab. 3), alle Reagenzien und Kits für die Durch-

führung der Mikroarrays (Tab. 5, 6), Verbrauchsmaterialien (Tab. 7), Geräte 

(Tab. 8) und eingesetzte Softwares (Tab. 9) aufgeführt. 

Tabelle 1. Chemikalien. 

Bezeichnung Hersteller 

10 x TAE-Puffer Roth, Karlsruhe, Deutschland 

1,4-Diazabicyclo-[2.2.2]-Octan (DABCO) Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland 

2,5-Dimethylfuran (DMF) Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland 

3-(N-Morpholino)-propansulfonsäure (MOPS) Roth, Karlsruhe, Deutschland 

3,3'-Diaminobenzidin (3,3’,4,4’-

Tetraaminobiphenyltetrahydrochlorid, DAB) 

Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland 

Agarose Cambrex, Taufkirchen, Deutschland 

Ammoniumchlorid (NH4Cl) Sigma, München, Deutschland 

Avidin-Biotin-Komplex (AB-Komplex) Vector Laboratories, Burlingame, 

USA 

Borsäure (H3BO3) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat (BCIP) Roche, Mannheim, Deutschland 

Bromphenolblau-Xylencyanol-Lösung Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland 

Chloroform Merck, Darmstadt, Deutschland 

Cresylviolett-acetat Merck, Darmstadt, Deutschland 

D-Glucose Sigma, München, Deutschland 

DEPC-Wasser Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Diethylpyrocarbonat (DEPC) Fluka AG, Buchs, Schweiz 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma, München, Deutschland 

Dinatriumhydrogenphosphat  

(Na2HPO4 x 7*H2O) 

Sigma, München, Deutschland 

DNA Größenstandard Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Eisessig Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Essigsäure 60 % Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ethanol 100 % (unvergällt) J.T. Baker, Deventer, Niederlande 
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Ethanol 96 % (vergällt) Behr Labortechnik, Düsseldorf, 

Deutschland 

Ethidiumbromid Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ethylendiaminotetraessigsäure (EDTA) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Formaldehyd 37 % Calbiochem, Darmstadt, Deutschland 

Formamid Fluka AG, Buchs, Schweiz 

Glyzerin (87 % und 100 %) Fluka AG, Buchs, Schweiz 

Guanidiniumthiocyanat Fluka AG, Buchs, Schweiz 

Isopentan Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland 

Isopropanol Merck, Darmstadt, Deutschland 

Kaliumchlorid (KCl) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck, Darmstadt, Deutschland 

künstliche Cerebrospinalflüssigkeit 

(LiquiCheck) 

Biorad, München, Deutschland 

Lachgas (Distickstoffmonoxid, N2O) Messer Grießheim, Frankfurt/M., 

Deutschland 

Levamisol AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Magnesiumchlorid (MgCl2) Boehringer, Mannheim, Deutschland 

Maleinsäure Sigma, München, Deutschland 

Methylgrün Vector Laboratories, Burlingame, 

USA 

Natriumacetat x 3*H2O Sigma, München, Deutschland 

Natriumchlorid (NaCl) AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Natriumcitrat x 2*H2O AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4 x H2O) Sigma, München, Deutschland 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumhydroxid (NaOH) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Nitroblautetrazolium (NBT) Roche, Mannheim, Deutschland 

Paraformaldehyd (PFA) Sigma, München, Deutschland 

Pentylentetrazol (PTZ) Sigma, München, Deutschland 

physiologische Kochsalzlösung (0,9 %) Delta Pharma, Ingelheim, 

Deutschland 

Polyvinylalkohol (PVA) 30 – 70 Wt Fluka AG, Buchs, Schweiz 

Salzsäure 37 % (HCl) Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Sauerstoff (O2) Messer Grießheim, Frankfurt/M., 

Deutschland 
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Sevofluran Abbott GmbH & Co. KG, 

Ludwigshafen, Deutschland 

ß-Mercaptoethanol (ß-ME) Sigma, München, Deutschland 

Tissue-Tek (Einbettmedium) Sakura Finetek, Zoeterwoude, 

Niederlande 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-HCl) AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Triton X-100 Acros Organics, Geel, Belgien 

TRIzol Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Tween 20 Sigma, München, Deutschland 

Wasserstoffperoxid (H2O2) Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland 

Xylol Merck, Darmstadt, Deutschland 

Zitronensäure Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 

Tabelle 2. Kits. 

Bezeichnung Hersteller 

AB-Komplex für AP (Alkalische Phosphatase) Vector Laboratories, Burlingame, 

USA 

AB-Komplex für POD (Peroxidase) Vector Laboratories, Burlingame, 

USA 

Bezeichnung Hersteller 

High Capacity RNA-to-cDNA Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

KAPA SYBR FAST Universal 2x Mastermix Peqlab, Erlangen, Deutschland 

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

RNeasy Plus Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 
 

Tabelle 3. Seren und Enzyme. 

Bezeichnung Hersteller 

Eselserum Jackson ImmunoResearch, West 

Grove, USA 

Lammserum Jackson ImmunoResearch, West 

Grove, USA 

Glukoseoxidase Vector Laboratories, Burlingame, 

USA 
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Tabelle 4. Antikörper. 

Bezeichnung Hersteller 

Donkey anti guinea pig Biotin Jackson ImmunoResearch, West 

Grove, USA 

Donkey anti mouse Biotin non FAB Jackson ImmunoResearch, West 

Grove, USA 

Donkey anti mouse Cy3 Jackson ImmunoResearch, West 

Grove, USA 

Donkey anti rabbit Biotin Jackson ImmunoResearch, West 

Grove, USA 

Guinea pig anti Doublecortin (DCX) Chemicon, Temecula, CA, USA 

Mouse anti CD45 Serotec, Düsseldorf, Deutschland 

Mouse anti NeuN Chemicon, Temecula, CA, USA 

Mouse anti PSA-NCAM Merck Millipore, Darmstadt, 

Deutschland 

Rabbit anti beta-3-Tubulin  Promega, Mannheim, Deutschland 

Rabbit anti CD3 Abcam, Cambridge, UK 

Rabbit anti Ki67  Vector, Burlingame USA 
 

Tabelle 5. Primer und Primersets. 

Bezeichnung Primersequenz, 5’   3’ Hersteller 

T7-Oligo(dT) GGCCAGTGAATTGTAATACGACT

CACTATAGGGAGGCGG-(dT)24 

Affymetrix, Santa Clara, USA 

	  
Bezeichnung Genbank-Nr. Hersteller 

C3 NM_016994 Qiagen, Hilden, Deutschland 

CD74 NM_013069 

Ednrb NM_017333 

Gap43 NM_017195 

Hprt1 NM_012583 

Psmb9 NM_012708 

RT1-Aw2 NM_012645 

RT1-Db1 NM_001008884 

Serping1 NM_199093 

Stmn1 NM_017166 
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Tabelle 6. Für die Affymetrix-DNA-Mikroarrays benötigten Produkte und Reagenzien. 

Bezeichnung Hersteller 

Control Oligo-B2 (included in Hybridisation 

Control Kit) 

 

Alle Reagenzien von 

Affymetrix, Santa Clara, CA, USA Eukaryotic Hybridisation Control Kit 

Eukaryotic Poly-A RNA Control Kit 

GeneChip Expression 3-Amplification 

Reagents for IVT Labeling 

GeneChip Sample Cleanup Module 

One-Cycle cDNA Synthesis Kit 

T7-Oligo(dT) promoter Primer Kit 

Two-Cycle cDNA Synthesis Kit 

GeneChip® Eukaryotic Hybridisation Control 

Kit Enthält auch Oligo B2 

Biotinylated Antibody Vector Laboratories, Burlingame, 

USA 

Bovine Serum Albumine (BSA) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Goat-IgG Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland 

Herring Sperm DNA Promega, Mannheim, Deutschland 

Streptavidin-Phycoerythrin (SAPE) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
 

Tabelle 7. Verbrauchsmaterialen. 

Bezeichnung Herstellerbezeichnung Hersteller 

Deckelstreifen Flat cap strips 8-well Biorad, München, Deutschland 

Deckgläschen Deckgläser 24x40mm Süsse, Gudensberg, 

Deutschland 

Einmalskalpelle   Fine Science Tools, Heidelberg, 

Deutschland 

Filterspitzen SafeSeal Tips "G" 10µl Biozym, Hess. Oldendorf, 

Deutschland 

Filterspitzen SafeSeal Tips "G" 100µl Biozym, Hess. Oldendorf, 

Deutschland 

Filterspitzen epT.I.P.S. Filter 0,5-10µl Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland 

Filterspitzen Biosphere Filtertips 1000µl Sarstedt, Nürnbrecht, 

Deutschland 
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Kapillarelektro-

phorese-Chips 

Agilent RNA 6000 Nano 

Assay 

Agilent Technologies 

Mikroarrays GeneChip Rat Genome 230 

2.0 Array 

Affymetrix, Santa Clara, USA 

Netzgewebescheiben PET 45 – 29 DMT, Neubrandenburg, 

Deutschland 

Objektträger SuperFrost Ultra Plus Menzel-Gläser, Braunschweig, 

Deutschland 

OP-Faden   Fine Science Tools, Heidelberg, 

Deutschland 

PAP-Pen Dako Pen Dako, Hamburg, Deutschland 

PCR-Platten 96-well PCR plates Applied Biosciences, 

Deutschland 

Petrischalen  Schott, Mainz, Deutschland 

pH-Papier Tritest L, pH 1-11 Macherey-Nagel, Düren, 

Deutschland 

Reaktionsgefäß Conical tube 50 ml Becton Dickinson, Heidelberg, 

Deutschland 

Reaktionsgefäß Thin-wall tubes 0,2 ml Biorad, München, Deutschland 

Reaktionsgefäß Safe lock tubes 0,5 ml Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland 

Reaktionsgefäß Safe lock tubes 2,0 ml Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland 

Reaktionsgefäß Röhre 15 ml Sarstedt, Nürnbrecht, 

Deutschland 

Reaktionsgefäß Save Seal microtube 1,5 ml Sarstedt, Nürnbrecht, 

Deutschland 

Sticker Zweckform Nr. 3306 Zweck, Deutschland 

Transferpipetten Einmal-Pasteurpipetten 

3,5 ml 

Sarstedt, Nürnbrecht, 

Deutschland 

Vollpipetten serological pipette 10 ml Sarstedt, Nürnbrecht, 

Deutschland 

Vollpipetten serological pipette 5 ml Sarstedt, Nürnbrecht, 

Deutschland 
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Tabelle 8. Geräte. 

Bezeichnung Gerätename Hersteller 

Autoclav Varioklav H+P Labortechnik, 

Oberschleißheim, Deutschland 

CCD-Kamera   Visitron Systems GmbH, 

Puchheim, Deutschland 

Cryotom Leica CM3000 Leica, Bensheim, Deutschland 

Eismaschine Scotsman AF10 Frimont, Mailand, Italien 

Elektrophorese-

Kammer + 

Giesvorrichtung 

Mini-Gel Biorad, München, Deutschland 

Feinstwaage MXX-123 Denver Instruments, Denver, 

Colorado, USA 

Homogenisator Ultraturrax T25 IKA Labortechnik, Staufen, 

Deutschland 

Kamera (Mikroskop)   Optronics, Goleta, CA, USA 

Kapillar-

elektrophoresegerät 

Bioanalyzer 2100 Agilent, Böblingen, Deutschland 

Kolbenhubpipette Research 100 µl Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland 

Kolbenhubpipette Research 10 µl Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland 

Kolbenhubpipette  Research 1000 µl Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland 

Kühlschrank (4°C)  Liebherr, Deutschland 

Kühlzentrifuge (2-

8°C) 

Universal 16R Hettich, Tuttlingen, Deutschland 

Laserdopplergerät PF Perimed Instruments, 

Stockholm, Sweden 

Lichtmikroskop Optiphot 2 Nikon, Düsseldorf, Deutschland 

Magnetrührer MR3001 Heidolph, Kehlheim, 

Deutschland 

Mikroknochenbohrer   Fine science tools, Heidelberg, 

Deutschland 

Mikroküvette TrayCell Hellma Analytics, Müllheim, 

Deutschland 
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Mikromanipulator HS6 Märzhäuser, Wetzlar, 

Deutschland 

Mikroskop Eclipse Nikon, Düsseldorf, Deutschland 

Mikroskop Imager M2 Axio Carl Zeiss, Oberkochen, 

Deutschland 

Mikrowelle   Siemens, München, 

Deutschland 

PCR-Gerät StepOne Plus Applied Biosciences, 

Deutschland 

pH-Messgerät MP 220 Mettler-Toledo, Greifensee, 

Schweiz 

Reinstwasseranlage   SG-Wasseraufbereitung, 

Barsbüttel, Deutschland 

Rollinkubator RM5 Merck Eurolab, Darmstadt, 

Deutschland 

Tiefkühlschrank  

(-70°C) 

Profiline National Lab, Mölln, 

Deutschland 

Tiefkühlschrank  

(-20°C) 

 Liebherr, Deutschland 

Transformator Model 200/ 2.0 Power 

Supply 

Biorad, München, Deutschland 

Trockenschrank 

(220°C) 

  Memmert, Schwabach, 

Deutschland 

Trockenschrank 

(70°C) 

  Memmert, Schwabach, 

Deutschland 

UV-Kammer mit 

Kamera 

Chemidoc 1000 Biorad, München, Deutschland 

UV-Licht-Kammer mit 

Kamera 

Gel-Doc 1000 Biorad, München, Deutschland 

UV-VIS-Spektrometer Genesys Thermo Fisher Scientific, 

Deutschland 

Vakuumzentrifuge CON-1000 LTF Labortechnik, Wasserburg, 

Deutschland 

Vaporisator Vapor 19.1 Draeger, Lübeck, Deutschland 

Vortexer VF2 IKA Labortechnik, Staufen, 

Deutschland 
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Waage Precision Standard OHAUS, Giessen, Deutschland 

Wärmedecke Homeothermic blanket 

system 

Harvard Apparatus, USA 

Wasserbad mit 

Schüttler 

1086 GFL, Burgstetten, Deutschland 

Zentrifuge Centrifuge 5415C Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland 

Zentrifuge Labofuge 400R Heraeus Instruments, 

Düsseldorf, Deutschland 

 
Tabelle 9. Softwares. 

Bezeichnung Hersteller 

Nikon NIS Vers. 10.0 Nikon, Düsseldorf, Deutschland 

Adobe Photoshop, InDesign, Illustrator, Vers. 

CS4 

Adobe Systems GmbH, München, 

Deutschland 

Microsoft Word, Excel, Vers. 2011 (14.3.0) Microsoft Deutschland GmbH, 

Unterschleißheim, Deutschland 

Quantity One 4.6.8 Bio-Rad Laboratories GmbH, 

München, Deutschland 

Rosetta Resolver System for gene expression 

data analysis 

Rosetta Biosoftware, USA 

Ingenuity Pathway Analysis Ingenuity Systems, USA 

GraphPad Prism, Vers. 5.0 c GraphPad Software Inc., USA 

 

2.2  Lösungen und Puffer 
Alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Lösungen und Puffer sind hier 

tabellarisch in ihrer Zusammensetzung und Endkonzentration aufgeführt.  

Tabelle 10. Puffer und Lösungen. 

AP-Puffer (Puffer für den Einsatz von Alkalischer Phosphatase) 

Tris-HCl 100 mM 15,8 g 

Natriumchlorid (NaCl) 100 mM 5,8 g 

Magnesiumchlorid (MgCl2) 5 mM 1,02 g 

Tween 20 0,05 % 500 µl 

ddH2O (doppelt-destilliertes Wasser)   900 ml 

pH auf 9.5 einstellen, ad 1 Liter mit ddH2O 
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Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat-Lösung (BCIP) 

Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat 50 mg/ml 100 mg 

100 % 2,5-Dimethylfuran (DMF)  2 ml 

lösen und aliquotiert bei -20 °C lagern 
 
0,2 M Boratpuffer 

Borsäure (H3BO3) 0,2 M 12,37 g 

pH von 8,5 mit Natriumhydroxid (NaOH) einstellen, ad 1 Liter mit ddH2O und steril 

filtrieren, 

für die Arbeitsverdünnung von 0,1 M entsprechend mit ddH2O verdünnen 
 
Cresylviolett-Lösung 

Cresylviolett (9-Amino-5-imino-5H-

benzo[a]phenoxazinacetat) 

7,78 mM 2,5 g 

Natriumacetatlösung (1 M) 60 mM 30 ml 

Essigsäure (1 M) 340 mM 170 ml 

ad 500ml mit ddH2O, über Nacht mischen lassen, filtrieren und bei Raumtemperatur 

lagern 
 
Diaminobenzidin-Lösung (1 mg/ml) 

Diaminobenzidin (3,3’,4,4’-

Tetraaminobiphenyltetrahydrochlorid)   

500 mg 

ddH2O   250 ml 

20x Phosphatpuffer nach Sörensen, pH 7,4 0,1 M 250 ml 

Diaminobenzidin in ddH2O vollständig lösen, dann mit 20x Phosphatpuffer versetzen 

und aliquotiert bei -20 °C lagern, 

vor dem Gebrauch filtern (Spritzenfilter mit 0,45 µm Porengröße) 
 
Eindeckmedium für Immunfluoreszenzfärbungen (PVA-DABCO) 

Glyzerin (100 %) 24 % 12 g 

Polyvinylalkohol (PVA, 30 – 70 k Wt) 9,6 % 4,8 g 

ddH2O   12 g 

Tris-HCl (0,2 M, pH 8-8,5) 96 mM 24 ml 

1,4-Diazabicyclo-[2.2.2]-octan (DABCO) 2,5 % 1,25 g 

Glyzerin mit PVA vermischen, ddH2O dazugeben und über Nacht inkubieren, mit Tris-

Lösung auffüllen, auf 50 °C für 30 min erwärmen, DABCO dazugeben und 

vermengen, bei 5.000 x g für 15 min zentrifugieren, den Überstand abnehmen und 

aliquotieren; bei -20 °C für etwa 1 Jahr haltbar 
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Gefrierschutzlösung 

Glyzerin (87 %) 20 % 46 ml  

Dimethylsulfoxid (DMSO) 2 % 4 ml 

ad 200 ml mit 5x Phosphatpuffer nach Sörensen, pH 7,4 und bei 4 °C lagern 
 
Hirnfixierungslösung Nr. 1 

Glyzerin (87 %) 13,05 % 15 ml 

DMSO 2 % 2 ml 

ad 100 ml mit 5x Phosphatpuffer nach Sörensen, pH 7,4 
 
Hirnfixierungslösung Nr. 2 

Glyzerin (87 %) 20 % 23 ml 

DMSO 2 % 2 ml 

ad 100 ml mit 5x Phosphatpuffer nach Sörensen, pH 7,4 
 
Levamisol- Lösung 

Levamisol  20 mM  48,15 mg 

ddH2O  10 ml 

lösen, aliquotieren und bei -20 °C lagern 
 
Lösung D 

Guanidiniumthiocyanat 4 M 472,64 g  

Natriumcitrat 0,025 M 5,35 g  

pH 7 mit Zitronensäure einstellen und ad 1 Liter mit ddH2O, steril filtrieren 
 
MOPS-Puffer-Stammlösung (10x MOPS)     

3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure (MOPS) 0,2 M 41,85 g 

Natriumacetat 0,08 M 6,56 g 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) 0,01 M 3,72 g 

pH 7,0 einstellen, ad 1 Liter mit ddH2O und steril filtrieren 
 
Nitroblautetrazolium-Lösung (NBT) 

Nitroblautetrazolium 50 mg/ml 100 mg 

2,5-Dimethylfuran (DMF, 70 %)  2 ml 

lösen und aliquotiert bei -20 °C lagern 
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Paraformaldehydlösung (PFA, 4%) 

Paraformaldehyd 4 % 8 g 

ad 200 ml mit 5x Phosphatpuffer nach Sörensen, pH 7,4 und bei 60 °C lösen, steril 

filtern und bei 4 °C lagern 
 
Phosphatpuffer nach Sörensen (20x PB bzw. 0,2 M NaPB), Stammlösung 

Lösung A: Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4* 2 H2O) 0,2 M 380 ml 

Lösung B: Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4* H2O) 0,2 M 1620 ml 

Lösung B mit Lösung A im angegebenen Verhältnis mischen für einen pH von 7,4 

für Arbeitsverdünnungen 10x Phosphatpuffer und 5x Phosphatpuffer entsprechend 

mit ddH2O verdünnen 
 
Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung, Stammlösung (10x PBS, Phosphate 

buffered saline) 

Natriumchlorid (NaCl) 1,37 M 80 g 

Kaliumchlorid (KCl) 27 mM 2 g 

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4 * 2 H2O) 100 mM 17,8 g 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 18 mM 2,4 g 

pH von 7,4 mit HCl einstellen, ad 1 Liter mit ddH2O, steril filtrieren 
 
1x PBS / Tween 

10x PBS (Stammlösung)  10 % 100 ml 

Tween 20 (30 %) 0,3 % 1 ml 

ad 1 Liter mit ddH2O und vorsichtig vermischen 
 
1x PBS / Tween / Triton 

10x PBS 10 % 100 ml 

Tween 20 (30 %) 0,3 % 1 ml 

Triton X-100 (12 %) 0,1 % 8,33 ml 

ad 1 Liter mit ddH2O und vorsichtig vermischen 
 
Pentylentetrazol-Lösung (25 mg/ml) 

Pentylentetrazol (PTZ) 25 mg/ml  1 g 

in 4 ml 0,9 % Kochsalzlösung lösen, aliquotieren und bei -20 °C lagern 
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RNA Ladepuffer 

Formamid 80 % 40 ml 

EDTA 1.0 mM 15 mg 

Bromphenolblau – Xylencyanol – Lösung (0,5% beider 

Farbstoffe) 

0.1 % 10 ml 

pH auf 8.0, bei 4 °C aufbewahren 

 

2.3  Versuchstiere 
Für die Untersuchungen wurden 36 männliche, normotensive Sprague-Dawley-

Ratten aus der Zucht von Charles-River-Laboratories Sulzfeld, Deutschland 

genutzt, die zu Beginn der Studie mindestens ein Alter von 12 Monaten erreicht 

und ein Gewicht zwischen 350 g und 400 g hatten. Die Tiere wurden bei einem 

Hell-Dunkel-Zyklus von 12 Stunden mit konstanter Raumtemperatur von 21 °C 

und einer Luftfeuchtigkeit zwischen 40 – 60 % in Polycarbonatkäfigen 

(Größe III, 800 cm2) zu zweit gehalten. 

Während der gesamten Untersuchungsphase hatten die Tiere freien Zugang zu 

Wasser und Futter. Ausnahmsweise wurde vor Trainings- und Testeinheiten mit 

Futterbelohnung das Futter unter freiem Zugang zu Wasser für 8 Stunden 

entzogen. Die Ratten waren über die gesamte Zeit im Vivarium der Molekularen 

Neurobiologie, Klinik für Neurologie, Ellernholzstrasse 1-2, Greifswald 

untergebracht. 

 

2.4  Studiendesign 
In der vorliegenden Studie wurden drei Gruppen gegenübergestellt um die 

Wirkung der Pentylentetrazol-Gabe korrekt einschätzen zu können (vgl. Abb. 2): 

(i) eine Gruppe, die nach experimentellem Schlaganfall (Verschluss der 

mittleren Zerebralarterie, middle cerebral artery occlusion, MCAO) mit 

Pentylentetrazol (PTZ) behandelt wurde,  

 Gruppenbezeichnung: MCAO-PTZ, n = 12, 

(ii) eine Gruppe, die nach experimentellen Schlaganfall (MCAO) statt PTZ 

physiologische Kochsalzlösung erhielt,  

Gruppenbezeichnung: MCAO, n = 15, 

(iii) eine Gruppe, die keinerlei Behandlung erhielt,  

 Gruppenbezeichnung: Naiv, n = 9. 
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Abb. 5. Übersicht des Versuchsablaufs.  

 

Vor der Trainingsphase wurden alle für den Versuch benötigten Ratten mit 

Nummern versehen und erhielten eine Markierung am Schwanz. Anschließend 

erfolgte die randomisierte Zuordnung der Tiere zur jeweiligen 

Untersuchungsgruppe. Die Gruppenzugehörigkeit war dem Testleiter zu dem 

Zeitpunkt nicht bekannt. 

Die MCAO-PTZ-Gruppe umfasste zwölf Ratten, wovon nach dem 

Versuchszeitraum sechs Ratten zu histologischen Untersuchungen und die 

anderen sechs Ratten zur molekularbiologischen Analyse der RNA und 

Proteine genutzt wurden. 

Die MCAO-Gruppe mit 15 Tieren wurde ebenfalls für die an die 

tierexperimentellen Arbeiten angeschlossenen Untersuchungen aufgeteilt. Die 

Gewebe von sieben Ratten wurden für die histologischen Untersuchungen 

verwendet und von acht Tieren wurden Gewebe für die Transkriptom- und 

Proteomanalyse genutzt. 

Bei der Naiv-Gruppe mit neun Tieren wurden die Gewebeproben einzig als 

Kontrolle in den Mikroarray - Untersuchungen eingesetzt. 

Die Ratten der MCAO- und MCAO-PTZ-Gruppe wurden der 

Okklusionsoperation und den Verhaltenstests unterzogen und nach dem Ablauf 

des Untersuchungszeitraums schmerzfrei getötet, mit physiologischer 

Kochsalzlösung und phosphat – gepufferter Paraformaldehydlösung (4 %) 

perfundiert und das Gewebe für die weiteren Analysen entnommen.  
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Der gesamte Versuchsablauf ist als Übersicht und aufgeteilt in seine Abschnitte 

in Tabelle 11 dargestellt. 
Tabelle 11. Versuchsablauf in Abschnitten 

 Versuchsabschnitt Beschreibung 

1. Training - maximal zweiwöchiges Training, 

- Tiere wurden an die verschiedenen Testgeräte 

und Methoden herangeführt und gewöhnt, 

- präoperative Testwerte wurden erhoben, dienten 

als Ausgangswerte zum Vergleich mit den 

postoperativen Erholungsdaten 

-  

2. Operation - transiente Okklusion der mittleren Zerebral-

Arterie sowie eine 90-minütigen Okklusion beider 

Karotiden (MCAO), 

- löste in allen Tieren der MCAO-PTZ-Gruppe und 

der MCAO-Gruppe eine fokale zerebrale 

Ischämie aus 

-  

3. postoperative 
Testphase mit PTZ-
Injektionen 

- ab 2. Tag nach der Operation postoperative 

Testphase,  

- mit verschiedenen Testmethoden wurde die 

Erholung der Tiere ermittelt, 

- über einen Zeitraum von 48 Tagen zu 

unterschiedlichen Testzeitpunkten getestet 

- am 7. und 31. postoperativen Tag 

intraperitoneale PTZ-Injektion bei den Tieren der 

MCAO-PTZ-Gruppe, Tiere der MCAO-Gruppe 

erhielten physiologische Kochsalzlösung im 

gleichen Volumenbereich 

-  

4. transkardiale 
Perfusion und 
Gewebeentnahme 

- am 48. postoperativen Tag transkardiale 

Perfusion und Gewebeentnahme  



Material und Methoden 

	   28 

5. Anfertigung von 
koronaren 
Hirnschnitten 
 

- mit einem Kryostat Anfertigung von koronaren 

Hirnschnitten für weitere Untersuchungen  

6. Histologische und 
molekularbiologische 
Analysen 

- Auswertung des Erholungsverhaltens beider 

Untersuchungsgruppen 

- immunhistochemische Färbungen 

unterschiedlicher Zellmarker für die Bestimmung 

der Infarktgröße, Ausmaß der Neurogenese und 

Proliferation; Mikroskopieren und Auswerten der 

angefärbten Schnitte  
- Transkriptomanalysen mit RNA-Extraktion, 

Mikroarrayanwendung, qRT-PCR und 

Auswertung 

 

2.5  Tierversuche 
Alle durchgeführten und hier vorgestellten Versuche und Operationen sind beim 

Landesamt für Lebensmittelüberwachung, Landwirtschaft und Fischerei, 

Rostock unter dem Aktenzeichen LALLF M-V/TSD/7221.3-1.1-052/08 vom 

25.11.2008 eingereicht und genehmigt worden. 

2.5.1  Okklusionsoperation 
Die Induktion des Schlaganfalls erfolgte durch eine 90-minütige transkranielle 

reversible Okklusion der rechten, mittleren Hirnarterie (middle cerebral artery 

occlusion – MCAO) in Kombination mit einem zeitgleichem temporären 

Verschluss beider Arteriae carotis communis zur Unterbindung der 

Blutversorgung der betroffenen Hirnareale durch kollaterale Blutgefäße. Diese 

Methode wurde durch Tamura et al. (1981) beschrieben und in den 

vorliegenden Versuchen leicht verändert durchgeführt. Mit dem hier 

verwendeten Modell kann ein kortikaler Infarkt erreicht werden. 

Die Tiere wurden mit einem Gemisch aus 75 % Lachgas und 25 % Sauerstoff 

unter Zusatz von 5 % Sevofluran narkotisiert. Die Ratte wurde dazu in eine 

Inhalationsbox gesetzt und das Gasgemisch über einen Schlauch eingeleitet. 

Über Kontrolle der Reflexe wurde geprüft, ob sich das Tier genügend tief in 
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Narkose befindet und dann zum OP-Tisch gebracht. Während der gesamten 

Operation atmete die Ratte das Narkosegasgemisch weiter spontan über eine 

Maske ein, wobei zum Gasgemisch nun 1,7 - 2,5 % Sevofluran zur 

Aufrechterhaltung der Narkose zugesetzt wurden. Die Körpertemperatur wurde 

über ein rektales Temperaturmonitoring (Homeothermic blanket system, 

Harvard Apparatus) während der OP überwacht und die Tiere auf einem 

thermostat-kontrollierten Heizkissen bei 37 °C gelagert. Die Operationsstellen 

am Oberkopf und Halsbereich wurden mit einem elektrischen Haarschneider 

rasiert. 

Zuerst wurde die betäubte Ratte in Rückenlage fixiert, der Hals eröffnet und die 

linke und rechte A. carotis communis (ACC) freigelegt. Um beide Karotiden 

wurde eine Fadenschlinge gelegt. Anschließend wurde das Tier in Bauchlage 

gebracht und der rechte, laterale Schädelknochen freigelegt und eröffnet, 

indem man mit einem Mikroknochenbohrer (Fine Science Tools, Heidelberg) 

eine etwa 25 mm2-große Knochenplatte über der rechten A. cerebri media 

(ACM) herausfräste. Der Schädelknochen musste während des Fräsens öfter 

mit physiologischer Kochsalzlösung befeuchtet werden um der 

Wärmeentwicklung entgegenzuwirken. Die Knochenplatte wurde mit einer 

Pinzette vorsichtig entfernt und die nun freiliegende Dura mater mit einer Nadel 

eröffnet. Die ACM konnte nun mit einem sehr feinen Wolframdraht, eingespannt 

in einen Mikromanipulator (Maerzhaeuser Precision Micromanipulator System, 

Fine Science Tools Heidelberg), von der Hirnoberfläche angehoben werden bis 

der Blutfluss darin zum Erliegen kam. Mit einem Laserdoppler-Gerät (Perimed, 

Stockholm) konnte dies kontrolliert werden. Zeitgleich erfolgte die Abschnürung 

der ACCs mit den zuvor gelegten Schlingen. Mit dieser Vorgehensweise 

möchte man den Erfolg der Okklusion gewährleisten, der durch kollaterale 

Blutversorgung umliegender Gefäße gefährdet wäre. Die Okklusion wurde für 

90 Minuten aufrecht erhalten und in dem Zeitraum das Operationsfeld mit 

künstlicher Cerebrospinalflüssigkeit (Liquicheck, Spinal Fluid Control, Bio-Rad) 

feucht gehalten. 

Nach Ablauf der 90 Minuten wurden die ACCs und die ACM wieder eröffnet und 

der Blutfluss wieder vollständig hergestellt damit das Gehirn wieder komplett 

perfundiert war. Die Operationswunden wurden verschlossen. Insgesamt 

dauerte ein Eingriff circa 140 bis 180 Minuten. 
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2.5.2  Pentylentetrazol - Injektionen 
Die Stimulation der endogenen Neurogenese erfolgte durch die zweimalige 

Gabe von Pentylentetrazol in subkonvulsiver Dosierung bei der MCAO-PTZ-

Gruppe. 

Die 12 Tiere erhielten an Tag 7 und Tag 31 postoperativ eine intraperitoneale 

Injektion mit PTZ-Lösung (25 mg/ml PTZ in physiologischer Kochsalzlösung) in 

einer subkonvulsiven Dosis von 30 mg/kg Körpergewicht. Die 15 Tiere der 

MCAO-Gruppe bekamen 0,3 ml physiologische Kochsalzlösung ebenfalls 

intraperitoneal zu den gleichen Zeitpunkten injiziert.  

Die Injektionen an zwei Zeitpunkten im Abstand von drei Wochen 

bzw. 25 Tagen basierte auf vorherigen Untersuchungen von Schmoll et al., 

2003 und Buga et al. 2012, die den größten Effekt auf die Stimulation der 

endogenen Neurogenese in Ratten ohne MCAO zeigten. 

2.5.3  Verhaltenstests 
Für eine umfassende Überwachung der funktionellen Erholung nach 

Schlaganfall wurden alle Ratten über einen Zeitraum von 48 Tagen mit 

somatosensorischen und kognitiven Tests untersucht. Es wurden insgesamt 

vier Tests ausgewählt. Die Basis der statistischen Analysen der Verhaltenstests 

ist der Einfluss der Behandlung auf die Testleistung.  

Ein Teil der Tests musste vor der Okklusionsoperation antrainiert werden. Das 

Training wurde etwa 14 Tage vor dem Operationstermin gestartet. Nach der 

Operation wurden die ersten Testleistungen frühestens nach einer 

Erholungszeit von 24 Stunden abgefragt. Zudem wurden nicht alle Tests 

komplett an jedem Tag durchgeführt sondern wechselten sich innerhalb einer 

Testwoche ab. 

Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten der Verhaltenstests 

erfolgte mit Hilfe des Statistik-Programms GraphPad Prism, Version 5.0 c für 

Mac. Zum Einsatz kamen Mittelwert- und Medianerstellung sowie als 

parametrischer Test der t-Test. Als nichtparametrisches Verfahren wurde der 

Mann-Whitney-U-Test bei mehreren unabhängigen Stichproben eingesetzt. Ein 

Alpha-Niveau von p ≤ 0,05 wurde als statistisch signifikant festgelegt. 
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2.5.3.1 Klebstreifen-Test 
Der Klebstreifen-Test soll das Reaktionsvermögen auf sensorische Stimuli und 

die dazugehörige Koordination bzw. die durch die Ischämie entstandene 

Asymmetrie zwischen den Körperseiten abbilden (Schallert et al. 1982, 

Aronowski et al. 1996, Sughrue et al. 2006, Schallert et al. 2000).  

Für diesen Test wurde der Ratte auf die linke oder rechte Unterseite der 

Vorderpfote ein kleiner Sticker der Größe 13 x 8 mm (Zweckform Nr. 3306) 

aufgebracht, den das Tier bemerken und entfernen musste. Die Zeit zwischen 

Aufbringen des Etiketts und dem erfolgreichen Abnagen wurde in Sekunden 

gemessen. Bei ausbleibender Reaktion wurde der Test nach spätestens 

3 Minuten abgebrochen. Dieser Test musste vor der Operation viermal geübt 

werden um das Tier an den Test zu gewöhnen und um einen präoperativen 

Ausgangswert zu erhalten (Bouet et al. 2009). Die Testergebnisse am Tag vor 

der MCAO wurden als Ausgangswert für die Berechnungen des Defizits und der 

Erholungsleistung genutzt. Nach der Operation wurde dieser Test in der ersten 

und zweiten Testwoche dreimal, in Testwoche drei und vier zweimal und ab der 

fünften Testwoche einmal pro Woche durchgeführt.  

2.5.3.2 Schräge-Test 
Zum Überprüfen der sensomotorischen Funktionalität beider Hinterläufe durch 

die durch den Schlaganfall induzierte Asymmetrie wurde der von Rivlin und 

Tator entwickelte Schräge-Test angewendet (Rivlin und Tator, 1977; Johansson 

und Olsson 1996, Tominaga und Ohnishi 1989, Buchhold et al. 2007, Turner et 

al. 2012). 

Auf einer quadratischen Platte mit einer Seitenlänge von 40 cm, die mit einem 

elektronischen Winkelmesser verbunden ist, wurde die Ratte 120 cm über dem 

Boden mittig platziert. Der Kopf des Tieres zeigte zu dem Plattenteil, der im 

Test angehoben wurde. Die Platte war mit einer Gummimatte bezogen und 

wurde langsam gekippt bis sich die Ratte auf der Platte nicht mehr halten 

konnte und abrutschte. Die abrutschende Ratte wurde aufgefangen und der 

Winkel notiert. Dieser Test wurde dreimal hintereinander durchgeführt und der 

Mittelwert der gemessenen Winkel als Tageswert notiert.  

Der Schräge-Test musste vor der Operation geübt werden und wurde deshalb 

an drei Tagen vor MCAO durchgeführt. Der Wert an Tag 0 (Operationstag) 
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wurde als Ausgangswert betrachtet. Nach der Operation wurde in den 

folgenden sieben Wochen Überlebenszeit die Leistung in dem beschriebenen 

Test in jeder Testwoche zweimal abgefragt. 

Um die Leistungsunterschiede beim Schräge-Test vor der Operation relativieren 

zu können, wurden die betreffenden individuellen präoperativen Testresultate 

100 Prozent gleichgesetzt und die postoperativen Werte entsprechend 

berechnet. 

2.5.3.3 Labyrinth-Test 
Mit dem Labyrinth-Test konnte das Orientierungsvermögen, räumliches Lernen 

und Alternation, also die Fähigkeit abwechselnd nach rechts und links zu 

laufen, untersucht werden (Schwarting und Borta 2005, Buchhold et al. 2007). 

Das in der vorliegenden Studie verwendete Komplexlabyrinth bestand aus drei 

hintereinander gesetzten T-förmigen Konstruktionen und hatte am Ziel einen 

kleinen Raum (Zielkammer) mit Futterbelohnung (Abb. 1). Die Seitenwände 

waren 11 cm hoch und aus undurchsichtigem, dunklem Kunststoff. Die 

Laufstrecke direkt zur Zielkammer betrug 210 cm. Mit den angeschlossenen 

Sackgassen ergab das Labyrinth eine Gesamtlaufstrecke von 570 cm.  

 
Abb. 6. Aufbau des Labyrinth-Tests 

7 
 

 
 

Abb. 2: Aufbau des Labyrinths 

0   Punkte wurden vergeben, wenn die Ratte ohne Fehler die Belohnung gefunden hat. 

1   Punkt wurde vergeben, wenn die Ratte einen Fehler auf dem Weg zur Belohnung 

gemacht hat. 

2   Punkte wurden vergeben, wenn die Ratte zwei Fehler auf dem Weg zur Belohnung 

gemacht hat. 

3   Punkte wurden vergeben, wenn die Ratte drei Fehler auf dem Weg zur Belohnung 

gemacht hat. 

2.3 Induktion eines Schlaganfalls durch Reversible O kklusion der A . cerebri media 

(M C A O- Model)  

 Der Blutfluss durch die rechte A. cerebri media (ACM) wurde für 90 Minuten 

unterbrochen, dabei wurde eine geringfügig modifizierte Methode nach Brint et al. angewandt 

(Brint et al., 1988; Dirnagl et al., 1989; Zhang und Iadecola, 1992). Während der gesamten 

Operation wurde eine Anästhesie mit 1-1,5% Halothan gemischt mit 75% NO2 und 25% O2 

bei Spontanatmung aufrechterhalten. Die Körpertemperatur wurde mit Hilfe einer 

Homeothermiedecke (Havard Apparatus) bei 37°C gehalten. Die anästhesierte Ratte wurde in 

Rückenlage fixiert und die Schwanzarterie mit einer PP50 Venenverweilkanüle 

(Innendurchmesser 0,58mm) katheterisiert. Über diesen Katheter konnten Blutdruck, 

Blutzucker (Omnican7 Balance; B. Braun, Melsungen), Blut-pH-Wert und Blutgase 

(Blutgassystem IL 1620; Instrumentation Laboratory) in regelmäßigen Abständen kontrolliert 

Belohnung

3. F ehler

2. F ehler

Start1. F ehler
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Die Ratte wurde an den Eingang gesetzt und erlernte während der 

zweiwöchigen, präoperativen Trainingsphase den direkten Weg zur 

Futterbelohnung. Der Erfolg wurde an der Anzahl der falschen Abbiegungen 

gemessen.  

Die Wertung war wie folgt: 

0 –  Ratte hat das Ziel direkt erreicht (bestes Ergebnis) 

1 –  Ratte hat eine falsche Abbiegung gemacht 

2 –  Ratte hat zwei falsche Abbiegungen gemacht 

3 –  Ratte hat drei falsche Abbiegungen gemacht 

Nach der MCAO wurde der Labyrinth-Test für die gesamte Überlebenszeit 

zweimal pro Woche abgefragt. Zur Verhinderung einer geruchsbedingten 

Orientierung oder auch Verwirrung durch andere getestete Tiere wurde das 

Labyrinth nach jedem Durchgang mit Ethanol (30 %, vergällt) gereinigt. 

2.5.3.4 Acht-Arm-Labyrinth-Test 
Die Untersuchung des Lernvermögens und des räumlichen Gedächtnisses 

erfolgte mit dem Acht-Arm-Labyrinth-Test (Volpe et al. 1989, Buchhold et al. 

2007, Okada et al. 1995, Sakai et al. 1996). Dieses spezielle Labyrinth ist eine 

erhöht platzierte Konstruktion mit acht strahlenförmig angeordneten Armen, die 

in der Mitte durch eine oktogonale Plattform verbunden sind. Die Arme waren 

mit 5 cm hohen Kunststoffwänden umrahmt, die Plattform in der Mitte mit 30 cm 

hohen Plexiglaswänden eingegrenzt, die jedoch zu den Armen 10 cm hohe 

Öffnungen hatten, durch die eine Ratte bequem hindurch gelangte. Zur 

Orientierung befand sich über jedem Durchgang ein einfaches geometrisches 

Symbol in schwarz auf weißem Grund. Ein Arm enthielt am Ende 

Futterbelohnung, die die Ratte schon von den Labyrinth-Tests kannte. Jede 

Ratte bekam einen anderen Arm mit Futterbelohnung zugeordnet, was sich 

anhand der geometrischen Figuren gut unterscheiden ließ. Das geometrische 

Symbol wurde für den gesamten Testzeitraum beibehalten (Olton und Papas 

1979). Um auch hier eine olfaktorische Orientierung bzw. Verwirrung zu 

vermeiden, wurde das Labyrinth ebenfalls nach jedem Durchgang mit Ethanol 

(30 %) gereinigt.  

Ein präoperatives Training war für diesen Test nicht notwendig. Zwei Tage nach 

der MCAO-Operation begannen die Tests im Acht-Arm-Labyrinth. Die Ratte 
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wurde dazu auf die Plattform gesetzt, befand sich aber noch in einem 

durchsichtigen Zylinder um sich nicht wahllos über das Acht-Arm-Labyrinth zu 

bewegen. Der Zylinder wurde entfernt und die Ratte hatte nun maximal 

3 Minuten Zeit um den Arm mit der Futterbelohnung zu suchen. Nach 

erfolgreichem Auffinden des futterbestückten Arms wurde eine Pause von 20 

Minuten eingelegt, das Acht-Arm-Labyrinth gereinigt und der Lauf wiederholt.  

Erfolgreiches Auffinden der Futterbelohnung im gleichen Arm bei beiden 

Durchgängen wurde mit einem Punkt gewertet, eine erfolglose Suche in einem 

oder beiden Durchgängen ergab null Punkte. Dieser Test wurde in Testwoche 1 

und 2 je zweimal durchgeführt und ab Testwoche 3 einmal pro Woche 

abgefragt. 

 

2.5.4 Perfusion 
Am Ende des Untersuchungszeitraumes von 48 Tagen wurden die Tiere mit 

dem bereits beschriebenen Gasgemisch (75 % Sauerstoff und 25 % Lachgas 

unter Zuleitung von 5 % Sevofluran) narkotisiert, unter Narkose durch einen 

Schnitt in der rechten Herzkammer getötet und mit physiologischer 

Kochsalzlösung (0,9 %) bzw. phosphat-gepufferter Paraformaldehydlösung 

(4 %) perfundiert um das Hirngewebe für die späteren in vitro Untersuchungen 

vorzubereiten. Während des gesamten Vorgangs atmete die Ratte das 

Gasgemisch spontan über eine Maske ein. Für die transkardiale Perfusion 

wurde die Ratte in Rückenlage gebracht und der Bauchraum mit einem 

medianen Bauchschnitt eröffnet. Nach der Präparation des Herzens erfolgt die 

Platzierung einer Venenverweilkanüle in die linke Herzkammer, die mit einer 

Perfusionspumpe verbunden ist. Ein Schnitt in der rechten Herzkammer 

ermöglichte das Abfließen der Infusionslösung und des Blutes aus dem Körper 

des perfundierten Tieres. Mit einem angelegten Druck von 135 mmHg wurden 

300 ml gekühlte physiologische Kochsalzlösung mit der Infusionspumpe injiziert 

um das Gehirn zu entbluten und die Blutgefäße zu spülen. Im Anschluss an die 

ersten 300 ml Kochsalzlösung wurde entweder mit phosphat-gepufferter 

Paraformaldehydlösung (4 % PFA) oder weiter mit Kochsalzlösung perfundiert 

je nach dem welchen in vitro Untersuchungen das perfundierte Gewebe 

zugeführt werden sollte. Die Tiere, deren Hirne für die Gefrierschnittgewinnung 
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und histochemische Färbungen geplant waren, wurden anschließend mit 

300 ml kalter 4 % PFA perfundiert. So konnte eine fast gradientenfreie 

Fixierung erreicht werden. Die Tiere, deren Hirngewebe für Transkriptom- und 

Proteomanalysen eingesetzt werden sollte, wurden mit weiteren 300 ml kalter, 

physiologischer Kochsalzlösung perfundiert.  

Danach konnte die Kanüle aus der linken Herzkammer entfernt werden und das 

Tier dekapitiert, das Fell vom Schädelknochen entfernt und der Schädel mit 

einer Zange vorsichtig eröffnet werden. Das Gehirn konnte jetzt vorsichtig 

entnommen werden. 

 

2.6  Probengewinnung und Aufbereitung 

2.6.1  Vorbehandlung des Hirngewebes 
Das entnommene Hirn wurde für die Gefrierschnittgewinnung gesondert 

behandelt. Es wurde für 24 Stunden in 4 % PFA bei 4 °C postfixiert, 

anschließend für mindestens 24 Stunden bei 4 °C in einer Lösung aus 13,05 % 

Glyzerol und 2 % Dimethylsulfoxid (DMSO) in 5x PB (Phosphatpuffer nach 

Sörensen, pH 7,4) inkubiert und anschließend für mindestens 48 Stunden bei 

4°C in einer Lösung aus 20 % Glyzerol und 2 % DMSO in 5x PB 

(Phosphatpuffer nach Sörensen, pH 7,4) inkubiert. Die Glyzerol-DMSO-haltigen 

Lösungen entziehen dem Hirngewebe das Wasser und verhindern so beim 

Einfrieren bei - 70 °C eine gewebezerstörende Eiskristallbildung. 

Als Schutz vor Dehydrierung und Deformierung wurden die Hirne mit 

Einbettmedium (Tissue-Tek®) umhüllt, in - 50 °C kaltem Isopentan schock-

gefroren und bis zur weiteren Nutzung bei - 70 °C gelagert. 

Tabelle 12. Entnommene Hirngewebe für die RNA-Untersuchungen. 

MCAO ( - PTZ) MCAO ( + PTZ) Naiv (Kontrolle) 

Infarktkerngebiet (IK) Infarktkerngebiet (IK) Cortex links (Cx-li) 

Penumbra (Pn) Penumbra (Pn) Cortex rechts (Cx-re) 

kontralaterale Seite (CL) kontralaterale Seite (CL)  
 

Die Hirne für RNA - Untersuchungen wurden direkt nach der Entnahme aus 

dem Schädelknochen auf Eis mikrodissektiert. Die hier entnommenen Areale 

waren das Schlaganfall-betroffene Gebiet bzw. Penumbra, der entsprechende 
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kontralaterale Hirnteil und der linke sowie rechte Hippocampus (Tab. 12). Die 

Gewebestücke wurden in ein Reaktionsgefäß verbracht und sofort bei - 70 °C 

eingefroren. 

2.6.2 Anfertigung der Gefrierschnitte 
Das fixierte, bei - 70 °C gelagerte Rattenhirn wurde in einem Kryotom bei -30°C 

zuerst akklimatisiert und dann mit Einbettmedium am Träger angefroren. Das 

Hirn wurde so auf dem Träger positioniert, dass koronare Schnitte gewonnen 

werden konnten. Die Schnittdicke betrug 25 µm.  

Der histologische Schnitt wurde sofort zwischen zwei runden Nylonmembranen 

(Maschenweite 20 µm, Durchmesser 20 mm) in 4 % PFA für 30 Minuten fixiert, 

dreimal mit 5x PB (0,05 M NaPB nach Sörensen, pH 7,4) gespült, in einer 

Lösung mit 20 % Glyzerin und 2 % DMSO in 5x PB zum Schutz vor der Bildung 

von Wasserkristallen eingebettet und bei - 50 °C gelagert. Jeder 10. und 11. 

Schnitt wurde direkt auf einen Glasobjektträger gezogen, jeder 12. Schnitt 

wurde mit Cresylviolett auf einem Objektträger direkt angefärbt.  

Für die Cresylviolett-Schnellfärbung wurden 2 - 3 Tropfen Cresylviolett-Lösung 

auf den Schnitt gegeben, maximal 1 Minute bei Raumtemperatur inkubiert, 

einmal mit verdünnter Essigsäure und zweimal mit 5x PB gespült. 

 

2.7  Detektion und Quantifizierung von Volumina und Zellen 

2.7.1 Zelltypen, Lokalisation und Markerproteine 
Mit Hilfe des Proteins NeuN (Neuronal Nuclei) konnte im Gehirn zwischen 

gesundem und geschädigtem Gewebe zur Bestimmung des Infarktvolumens 

unterschieden werden. NeuN wird in fast allen differenzierten neuronalen Nuklei 

exprimiert und kann deshalb als Marker für adulte Neurone genutzt werden 

(Mullen et al., 1992; Zhang et al., 2005). 

Mitotische Zellen konnten im Infarktgebiet und in der Subventrikularzone mit 

dem Proliferationsmarkerprotein Ki67 angefärbt und ausgezählt werden. Dieses 

Protein wird von allen Zellen exprimiert, die sich in den aktiven Phasen des 

Zellzyklus befinden und noch nicht die G0-Phase erreicht haben (Scholzen und 

Gerdes, 2000; Brown und Gatter, 2002). 

Neuronale Vorläuferzellen oder Neuroblasten konnten über DCX bzw. PSA-

NCAM markiert werden und wurden in der Subventrikularzone (SVZ) 
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nachgewiesen. DCX (Doublecortin) wird während der Embryonalentwicklung 

des ZNS und während adulter Neurogenese in unreifen Neuronen in 

Säugetieren exprimiert (Gleeson et al., 2000; Couillard-Despres et al., 2005). 

Es kann Mikrotubuli binden und stabilisieren und zählt deshalb zu den 

Mikrotubuli-assoziierten Proteinen (MAP).  

PSA-NCAM (polysialylated form of the neural cell adhesion molecule) ist ein 

neuronales Zelladhäsionsmolekül, welches vorübergehend in neu generierten 

migrierenden Zellen nach zerebraler Ischämie zu finden und kann als Marker 

für Neurogenese genutzt werden (Sato et al., 2001). 

Axonales Wachstum sollte im Infarktgebiet mit Beta-3-Tubulin nachgewiesen 

werden (Lee und Pixley, 1994; Braun et al., 2002). Tubuline sind 

Hauptbestandteile der Mikrotubuli. Sie spielen als Strukturproteine und bei der 

Zellteilung eine Rolle. Im adulten Hirngewebe ist die Expression von Beta-3-

Tubulin fast ausschließlich spezifisch für Neuronen  und markiert neu gebildete 

Neurone sowie axonale Aussprossungen (Katsetos et al., 2003; Joshi et al., 

1989). 

Die Infiltration des Infarktgebietes mit Leukozyten und T-Lymphozyten wurde 

über CD45 und CD3 analysiert. CD45 ist ein Oberflächenmarker für 

Leukozyten, also für T- und B- Lymphozyten der hämatopoetischen Zelllinie 

(Braford et al., 1994). CD3 ist ein spezifischer T-Lymphozyten-Marker (Leong et 

al., 2003). 

2.7.2 Immunhistochemische Färbungen 
Für die Detektion und Quantifizierung bestimmter Zelltypen über Markerproteine 

oder Antigene nutzt man immunhistochemische Färbungen unter Anwendung 

von spezifischen Antikörpern. Die Vorgehensweise der immunhistochemischen 

Färbungen ist für jedes Antigen prinzipiell gleich, die Antikörper mussten 

entsprechend der interessierenden Proteine gewählt und deren Konzentration 

angepasst werden. In Tabelle 13 sind die verwendeten Primär- und Sekundär-

antikörper mit den eingesetzten Konzentrationen dargestellt. Grundsätzlich 

unterscheidet man bei immunhistochemischen Färbungen zwei Strategien: die 

direkte Methode und die indirekte Methode. In der vorliegenden Arbeit kam die 

indirekte Methode zum Einsatz. 



Material und Methoden 

	   38 

Bei der indirekte Methode der immunhistochemischen Färbung wurde im ersten 

Schritt der spezifische Primärantikörper an das Antigen gebunden. Ein 

enzymkonjugierter Sekundärantikörper wird zugesetzt, der sich an den 

Primärantikörper band. Die Farbrektion erfolgt durch Reaktion des Enzyms mit 

einem geeigneten Substrat.  

Tabelle 13. Eingesetzte Antikörper und die verwendeten Konzentrationen. 

Antikörper verwendete Konzentration 
Primärantikörper 

Guinea pig anti Doublecortin (DCX) 1 : 4.000 

Mouse anti NeuN 1 : 100 

Mouse anti PSA-NCAM 1 : 2.000 

Rabbit anti Beta-3-Tubulin 1 : 10.000 

Rabbit anti Ki67 1 : 1.000 

Rabbit anti CD3 1 : 100 

Mouse anti CD45 1 : 50 

Sekundärantikörper 

Donkey anti guinea pig Biotin 1 : 4.000 

Donkey anti mouse Biotin non F(ab) 1 : 300 

Donkey anti rabbit Biotin 1 : 3.000 bzw. 1 : 200 (nur bei NeuN-Färbung) 

Donkey anti mouse Cy3 1 : 200 

Streptavidin - Alexa 488 - Konjugat 1 : 200 
 

Die indirekte Methode dient der Signalverstärkung, da der Sekundärantikörper 

mehr Bindungen mit dem Primärantikörper eingeht, als dieser mit dem Antigen. 

Weiterhin schützt der Zwischenschritt mit Sekundärantikörper im begrenzten 

Maße vor falschpositiven Signalen, da die Ankopplung über zwei Antikörper 

wesentlich spezifischer ist. 

Vereinfacht:  Antigen + Primärantikörper + enzymgekoppelter Sekundär-

antikörper + Substrat = Farbe 

Die (Strept)Avidin-Biotin-Methode ist eine spezielle Form der indirekten 

Färbemethode. Dieser liegt zugrunde, dass Streptavidin bzw. Avidin eine hohe 

Bindungsfähigkeit für Biotin (wasserlösliches Vitamin, auch als Coenzym R 

bekannt) haben.  
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Vereinfacht:  Antigen + unkonjugierter Primärantikörper + biotinylierter 

Sekundärantikörper + Avidin-Biotin- Enzymkomplex + Substrat = 

Farbe 

2.7.2.1 Vorgehen für die Färbung des Markerproteins NeuN 

Für die Abgrenzung zwischen gesundem und infarziertem Hirngewebe mithilfe 

des Markerproteins NeuN wurden die Gefrierschnitte wie folgt behandelt: 

Die Gefrierschnitte (25 µm - dick) wurden auf Raumtemperatur gebracht und in 

12-well-Platten zwischen zwei Nylonrondellen der Maschenweite 45 µm und 

Durchmesser von 20 mm, dreimal mit 1x PBS für 3 min gewaschen um die 

Gefrierschutzlösung zu entfernen, dann auf Objektträger gezogen und nach 

dem Antrocknen bei Raumtemperatur mit einem PAP-Pen umkreist. So wird 

eine dünne, hydrophobe Barriere für die verwendeten wässrigen Lösungen 

erstellt sodass diese optimal auf dem Schnitt einwirken können. 

Zum Blockieren unspezifischer Bindungen wurden die Objektträger mit den 

Gefrierschnitten drei Stunden bei Raumtemperatur (RT) mit Blockierungslösung 

bestehend aus 5 % Eselserum in 1x PBS/ Tween in einer Feuchthaltebox 

inkubiert. Unter Zusatz des monoklonalen Primärantikörpers Maus-anti-NeuN in 

der Verdünnung 1:100 wurden die Schnitte in einer Lösung aus 3% Eselserum 

in 1x PBS/ Tween für 20 – 24 Stunden bei 4 °C inkubiert. Nicht gebundene 

Antikörper wurden mit 1x PBS/ Tween für 3 x 3 min herausgewaschen. Danach 

wurden die Schnitte nach Zugabe des biotinylierten Sekundärantikörpers mit 

3 % Eselserum in 1x PBS/ Tween drei Stunden bei RT inkubiert. Nach 

anschließendem Waschen (3 x für 3 min mit 1x PBS) inkubierten die Schnitte 

zwei Stunden bei RT in 100 µl Lösung mit AB-Komplex bestehend aus Avidin 

und Biotin konjugiert mit Alkalischer Phosphatase (ABC Elite reagents, 

Vectastain Elite ABC-Kit), 1:100 in 1x PBS/ Tween. Die Schnitte wurden wieder 

dreimal für je 3 min mit 1x PBS/Tween gewaschen und in 1x AP-Puffer 

ebenfalls dreimal für 5 min äquilibriert. Der AP-Puffer ist leicht alkalisch 

(pH 9,5). 

Für die Färbereaktion wurde ein Inkubationspuffer aus 1x AP-Puffer und 

Magnesiumchlorid (MgCl2) frisch hergestellt und die Schnitte einmal damit 

gespült um die Aktivität der Alkalischen Phosphatase für die Färbung zu 

verstärken.  
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In der eigentlichen Färbelösung wurde als Substrat 5-Brom-4-chlor-3-

indoxylphosphat zusammen mit Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT/BCIP) und 

dem Suppressor für endogene Phosphatasen Levamisol eingesetzt. Die 

alkalische Phosphatase spaltet die Phosphatgruppe vom BCIP ab und setzt es 

damit zum Indoxyl um. Das Indoxyl tautomerisiert zu einem Keton, welches in 

den leicht alkalischen Pufferbedingungen zu einem blauen Indigofarbstoff 

dimerisiert.  

 
Abb. 7. Chemische Reaktion des Substrats NBT und BCIP mit dem Enzym Alkalische 

Phosphatase zu einer sichtbaren Färbung. 

Dabei werden zwei H+-Ionen frei, die dann das NBT zu einem violetten 

Formazan-Farbstoff reduzieren (Abb. 7). Die Farbreaktion war in etwa 5 bis 

15 min abgeschlossen und wurde unter ständiger Sichtkontrolle durchgeführt. 

Zweimaliges Waschen mit 1x TE stoppte die Farbreaktion durch das enthaltene 

EDTA ab. Nach dreimaligem Waschen mit ddH2O trockneten die Schnitte bei 

37 °C über Nacht und wurden nach Entfernen des PAP-Pen-Kreises mit Xylol in 

Permanent-Eindeckmedium Entellan® eingebettet. Der luftsichere Verschluss 

mit einem Deckgläschen gewährleistet eine lange Haltbarkeit. Die Schnitte 

konnten so am Durchlichtmikroskop ausgewertet werden. 

2.7.2.2 Vorgehen für die Färbung der Markerproteine DCX, PSA-
NCAM, Ki67 und Beta-3-Tubulin 

Die für die Markerproteine DCX, PSA-NCAM, Ki67 und Beta-3-Tubulin 

angewendete (Strept)Avidin-Färbemethode wurde mit dem Substrat 3,3'-

Diaminobenzidin (DAB) in Kombination mit einem Meerrettich-Peroxidase-

tragenden Avidin-Biotin-Enzymkomplex durchgeführt.  

Die Gefrierschnitte (25 µm-dick) wurden auf Raumtemperatur gebracht und in 
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12-well-Platten zwischen zwei Nylonrondellen (Maschenweite 45 µm, 

Durchmesser 20 mm) dreimal mit 1x PBS für 3 min gewaschen um die 

Gefrierschutzlösung zu entfernen. Für 30 min wurden die Schnitte mit 4 % PFA 

fixiert und wieder dreimal mit 1x PBS für je 3 min gewaschen. Zur Inaktivierung 

der endogenen Peroxidase und zum Blockieren unspezifischer Bindungen 

wurden sie anschließend zwei Stunden bei Raumtemperatur (RT) mit 

Blockierungslösung aus 5 % Eselserum und 1 % Wasserstoffperoxid in 

1x PBS/ Tween/ Triton inkubiert.  

Unter Zusatz des Primärantikörpers in entsprechender Verdünnung (vgl. 

Tab. 13) wurden die Schnitte in 3 % Eselserum in 1x PBS/ Tween 20 -

 24 Stunden bei 4 °C inkubiert. Nicht gebundene Antikörper wurden durch 

dreimaliges Waschen mit 1x PBS/ Tween für je 3 min entfernt. Danach wurden 

die Schnitte erneut für zwei Stunden bei Raumtemperatur mit 5% Eselserum in 

1x PBS/ Tween geblockt. Die Blockierlösung wurde entfernt und der 

biotinylierte Sekundärantikörper in 3 % Eselserum in 1x PBS/ Tween 

aufgetragen und für 20 – 24 Stunden bei 4 °C inkubiert. Nicht gebundener 

Antikörper wurde abgewaschen (3 x 3 min mit 1x PBS/ Tween) und der AB-

Komplex aus den Kit-Komponenten A und B nach Herstellervorschrift 

hergestellt (Vectastain Elite ABC-Kit). Der AB-Komplex bestand hier aus Avidin, 

Biotin und Meerrettich-Peroxidase. Die Schnitte wurden mit dem AB-Komplex in 

1x PBS über Nacht bei 4 °C inkubiert. Ungebundener Komplex wurde durch 

Waschen mit 1x PBS/ Tween (3 x für 3 min) entfernt. 

Nach Äquilibrieren (10 min) in 1 ml DAB-Lösung bestehend aus 0,96 mg 3,3'-

Diaminobenzidin (DAB), 0,4 g D-Glucose und 0,4 mg Ammoniumchlorid 

(NH4Cl) in 5x PB wurden die Schnitte in DAB-Färbelösung mit 0,96 mg DAB, 

0,4 g D-Glucose und 0,4 mg Ammoniumchlorid (NH4Cl) sowie 0,01 mg/ml 

Glukoseoxidase (Vector Laboratories, Type VII) in 10 - 20 min unter Sicht 

gefärbt. Die Glukoseoxidase setzte D-Glukose in Gluconolacton und H2O2 um. 

In Gegenwart der Meerrettich-Peroxidase und H2O2 wurde DAB durch oxidative 

Polymerisierung und Zyklisierung in ein braunes unlöslichen Phenazin-Polymer 

umgewandelt (Seligman et al. 1968) und macht so die zu untersuchenden 

Strukturen dauerhaft sichtbar. Nach Erreichen der gewünschten Farbintensität 

wurde die Reaktion mit dreimaligen Waschen mit 1x PBS für je 3 min 

abgestoppt. 



Material und Methoden 

	   42 

Zur einfacheren Orientierung auf dem Gehirnschnitt und zur besseren 

Unterscheidung der spezifisch gefärbten Proteine wurden die mit DAB 

gefärbten Hirnschnitte mit Cresylviolett gegengefärbt. Diese Schnellfärbung 

wurde wie in Kap. 2.6.2 beschrieben durchgeführt. 

Nach Einbettung in Permanent-Eindeckmedium Entellan® und luftsicheren 

Verschluss mit einem Deckgläschen auf einem Objektträger konnten die 

Schnitte am Durchlichtmikroskop ausgewertet werden. 

2.7.3 Indirekte Immunfluoreszenz 
Die indirekte Immunfluoreszenz ermöglicht die Detektion eines Markerproteins 

bzw. Antigens über einen Sekundärantikörper, der mit einem Fluorophor 

markiert ist. Für die Detektion von zwei oder mehr Markerproteinen 

(Mehrfachmarkierungen) wurden diese mit Sekundärantikörpern detektiert, die 

unterschiedliche Fluorophore trugen.  

Für die Anfärbung des Infiltrationsgeschehens im Infarktgebiet über die 

Antigene CD3 und CD45 wurde diese Färbemethode angewandt. Eine spezielle 

Vorbehandlung der Schnitte war für diese Methode nicht notwendig. 

Die aufgetauten Gefrierschnitte (25 µm-dick) wurden mit 1x PBS gewaschen 

(3 x 3 min) und zur Reduktion möglicher Färbeartefakte die unspezifischen 

Bindungsstellen mit Blockierlösung für zwei Stunden bei RT geblockt. Die 

Blockierlösung bestand aus 5 % Eselserum in 1x PBS/ Tween/ Triton. 

Anschließend wurden die Schnitte 20 - 24 Stunden bei 4 °C mit den 

Primärantikörpern in o. g. Verdünnung (Tab. 13) in 5 % Eselserum in 

1x PBS/ Tween auf einem Schüttler inkubiert. Nicht-gebundene Antikörper 

wurden mit 1x PBS/ Tween herausgewaschen (3 x 3 min). Die Schnitte wurden 

mit der bekannten Blockierlösung gespült und für 4 Stunden bei RT in der 

gleichen Lösung unter Zusatz des Fluoreszenz-markierten Sekundär-

antikörpers Donkey-anti-mouse-Cy3 und des biotinylierten Sekundärantikörpers 

Donkey-anti-rabbit-Biotin auf einem Schüttler lichtgeschützt inkubiert. An den 

biotinylierten Sekundärantikörper wurde nach dreimaligen Waschen à 3 min mit 

1x PBS/ Tween ein Streptavidin-Alexa-488-Konjugat in der Verdünnung 1:200 

in 1x PBS/ Tween für zwei Stunden bei RT auf einem Schüttler lichtgeschützt 

inkubiert. Die Schnitte wurden nun dreimal mit 1x PBS für 3 min gewaschen 

und auf Objektträger gezogen, 10 min getrocknet, mit ddH2O kurz gespült, 
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wieder getrocknet und dann mit einem Fluoreszenz-Medium aus 

Polyvinylalkohol (PVA, 30 – 70 k Wt) und DABCO (Evans et al., 2004) 

eingedeckt. Das darin enthaltenen DABCO schützte vor einem Ausbleichen der 

Farbstoffe. Bei 4 °C war das Signal mindestens ein halbes Jahr stabil. 

2.7.4 Mikroskopieren: Visualisieren der Zellen - Immunhistologischer 
Nachweis von Zellen und Quantifizierung 

Um im Gewebe unterschiedliche Zelltypen identifizieren zu können stehen 

verschiedene Färbetechniken zur Verfügung. Die Wahl der Methode richtet sich 

z. B. nach Art und Lokalisation des interessierenden Proteins. So können 

Proteine in verschiedenen Teilen einer Zelle visualisiert werden. 

Für die Licht- und Fluoreszenzmikroskopie nutzten wir ein Nikon Eclipse 

Mikroskop (Düsseldorf, Germany) und ein Zeiss Imager M2 Axio (Oberkochen, 

Deutschland). Die Bilder (768 x 1024 Pixel) wurden elektronisch mit einer CCD-

Kamera (Optronics) erfasst.  

2.7.4.1 Lokalisation und Volumenbestimmung des Infarkts 
Zur Bestimmung der Lage und des Volumens der experimentell generierten 

Infarkte bei einer transienten fokalen Ischämie wurde über das gesamte 

Infarktgebiet jeder 20. Hirnschnitt für das Markerprotein NeuN (Marker für 

intakte, adulte Neurone) angefärbt. Mit dem Computerprogramm Nikon NIS 

Elements Version 10.0 konnte das betroffene Areal markiert und unter Angabe 

der eingestellten Vergrößerung (verwendetes Okular) durch das Programm in 

seinen Ausmaßen berechnet werden.  

 

Abb. 8. Infarktvolumenberechnung mit der Cavalieri-Methode (Roberts et al., 2000); V: 

Gesamtvolumen, Ai: Summe der Infarktflächen, T: Abstand zwischen den ausgemessenen 

Schnitten. 



Material und Methoden 

	   44 

Die Infarktflächen jedes Gefrierschnitts wurden basierend auf der Cavalieri-

Methode unter Annahme einer Kegelstumpf-Berechnung als obere und untere 

Fläche des Kegelstumpfes eingesetzt. Die Schnittdicke und die Anzahl aller, im 

Areal angefertigten Hirnschnitte ergab die Höhe des Kegelstumpfes und damit 

das Volumen zwischen den zwei gemessenen Infarktflächen. Diese 

Einzelvolumina wurden zum Gesamtinfarktvolumen aufsummiert. 

2.7.4.2 Ausmessung der Beta-3-Tubulin-Färbung 
Zur Detektion von Beta-3-Tubulin-positiven Strukturen wurde jeder 20. 

Hirnschnitt entsprechend dem Vorgehen aus Kap. 2.7.1.4 angefärbt, und die 

gefärbten Schnitte am Mikroskop Nikon Eclipse mit dem entsprechenden 

Computerprogramm (Nikon NIS Elements Vers. 10.0) eingescannt. Das 

Ausmaß der Beta-3-Tubulin-immunopositiven Fläche wurde als integrated 

density bestimmt und mit dem zuvor ausgemessenen Infarktareal ins Verhältnis 

gesetzt um einen bereinigten Anteil angeben zu können. 

2.7.4.3 Auswertung der Ki-67- und DCX-Färbungen 
Die immunhistochemischen Färbungen für Ki-67 und DCX konnten über das 

Auszählen der immunopositiven Zellen erfolgen. In der SVZ wurden alle für 

DCX oder Ki67-positiven Zellen entlang des Ventrikels ausgezählt. Als 

Referenz und Orientierung diente ein Stereotaxie-Atlas des Rattenhirns 

(Paxinos und Watson, 1998) und die Untersuchungen von Thored et al., 2007 

(Abb. 2 b). Für die Auszählung im Schlaganfallareal wurde abgleichend mit der 

NeuN-Färbung gearbeitet. 

2.7.4.4 Auswertung der PSA-NCAM-Färbung 
Die Auswertung der immunhistochemischen Färbung von PSA-NCAM-positiven 

Zellen erfolgte nach einem semiquantitativen Prinzip, weil aufgrund der hohen 

Zelldichte der PSA-NCAM-positiven Zellen in der SVZ eine Einzel-

unterscheidung der Zellen nicht möglich war. Angelehnt an die 

Auswertungsmethode von Darsalia et al. 2005 wurde für jeden ausgewerteten, 

angefärbten Schnitt und die enthaltene SVZ ein Rang zwischen 0 und 3 

vergeben. Rang 0 bedeutete kein detektiertes PSA-NCAM-Signal und Rang 3 

eine hohe Dichte von PSA-NCAM-Signal. 
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2.7.4.5 Statistische Auswertung der immunhistochemischen 
Ergebnisse 

Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten der immunhisto-

chemischen Färbungen erfolgte mit Hilfe des Statistik-Programms GraphPad 

Prism, Version 5.0 c für Mac. Die Zellzählungen wurden gemittelt und die 

Standardabweichungen berechnet. Mit dem t-Test wurde auf Signifikanz 

geprüft. Ein Alpha-Niveau von p ≤ 0,05 wurde als statistisch signifikant 

festgelegt. 

 

2.8 Transkriptomanalysen 

2.8.1 Präparation der Gesamt-Ribonukleinsäure 
Für die Gewinnung der Gesamt-Ribonukleinsäuren (RNS bzw. ribonucleic acid: 

RNA) aus Hirngewebe von Ratten wurde das Gewebe erst mit Trizol® 

(Invitrogen, Deutschland) entsprechend dem Herstellerprotokoll mechanisch 

aufgeschlossen und prozessiert. 

Das Trizol®-Gewebe-Gemisch wurde bei Raumtemperatur für 5 min inkubiert 

um die Nukleoproteinkomplexe komplett aufzuspalten, anschließend mit 

Chloroform versetzt und zentrifugiert. Das Gemisch trennte sich während des 

Zentrifugationsschrittes in drei Phasen auf: eine untere, rot gefärbte Phenol-

Chloroform-haltige Schicht, eine opak-weiße Interphase und eine klare, 

wässrige obere Schicht. Die RNA war in der oberen, wässrigen Schicht gelöst, 

während die genomische DNA und die daran assoziierten Proteine in der 

Interphase gelöst sind. In der unteren, organischen Schicht sind vor allem 

Proteine gelöst (Abb. 9). 

 
Abb. 9. Schematische Darstellung der erwarteten Auftrennung des Trizol-Chloroform-haltigen 

Gemisches nach Zentrifugation im Reaktionsgefäß. 
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Die wässrige Phase wurde in ein frisches Reaktionsgefäß überführt und die 

RNA mit Isopropanol (100 %) gefällt. Nach dem Zentrifugieren (15 min, 

12.000 x g, 4 °C) sammelte sich am Boden des Reaktionsgefäßes ein 

gelartiges, durchsichtiges Pellet mit der extrahierten RNA. Das RNA-Pellet 

wurde mit in DEPC-behandeltem Wasser verdünntem Ethanol (75 %, 

unvergällt) zweimal gewaschen und anschließend aufgereinigt. 

Für die Aufreinigung der gewonnenen RNA wurde das RNeasy Plus Mini Kit der 

Firma Qiagen genutzt und laut den Angaben des Herstellers gehandhabt. 

2.8.2  Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration 
Die Konzentration der RNA (cRNA) wurde photometrisch durch die Absorption 

bei der Wellenlänge von 260 nm gemessen. Es wurde dazu eine spezielle 

Küvette (Abb. 10; TrayCell, Hellma Müllheim Germany) eingesetzt, bei der die 

RNA-Lösung ohne Vorverdünnung aufgetragen wurde.  

 
Abb. 10. Schematische Darstellung der Funktionsweise der TrayCell: Probenpositionierung in 

der Küvette im Schnittbild, Lichtgang im Photometer durch die Küvette zum Detektor und 

Aussehen der Küvette (von links nach rechts). 

Die Küvette wurde wie gewohnt in den Strahlengang des UV-VIS-Spektrometer 

gesetzt, 2 µl RNA-Lösung auf das Messfenster der Küvette pipettiert und der 

Spiegeldeckel aufgesetzt. 

Mit dem speziellen Strahlengang in der Küvette wurde künstlich eine 

Verdünnung von 1:50 erzeugt und die Konzentration laut Formel (1) berechnet: 

(1) cRNA [µg/ml] = E260 * xɛ * f    
xɛ= 40 (Faktor für RNA), f = Verdünnungsfaktor, hier 50. 

      

High-Tech auf kleinstem Raum
Das patentierte Funktionskonzept

Die TrayCell besteht aus einer Messzelle und einem  
Deckel mit integriertem Spiegel. Der Probentropfen wird 
auf das Messfenster pipettiert und anschließend der Deckel  
aufgesetzt. Der Abstand zwischen Fenster und dem Spiegel 
im Deckel sorgt für eine definierte optische Schichtdicke. 

Das Licht wird über die Prismen und faseroptische 
Lichtleiter durch die Probe geführt und am Spiegel  
reflektiert und über die Lichtleiter wieder aus der  
TrayCell heraus geführt zum Detektor.

Einfaches und effizientes Messen
Ein Tropfen genügt

Deckel

Spiegel

Schichtdicke

Fenster

Probenflüssigkeit
Fenster

Deckel

Spiegel

Lichtstrahl
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2. Probe auf 
Messfenster  
pipettieren.

1. TrayCell  
in den Küvetten-
halter des 
Spektralphoto-
meters stellen.

3. Deckel  
aufsetzen. 
Messung  
starten.

4. Deckel  
abnehmen und 
Probe evtl.  
rückgewinnen. 

5. Messfenster  
und Deckel rei-
nigen (TrayCell 
verbleibt im 
Spektralphoto-
meter).

6. Neue Probe  
pipettieren.
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Parallel zur Konzentrationsbestimmung wurde auch die Reinheit der RNA 

mithilfe des Verhältnisses der Absorption bei der Wellenlänge von 260 nm und 

280 nm bestimmt. Die Ratio sollte um 2,0 liegen. Deutlich niedrigere Werte 

deuten auf eine Verunreinigung durch Proteine, Phenolreste oder andere 

Komponenten hin.  

2.8.3 Elektrophoretische Untersuchung der extrahierten 
Ribonukleinsäure 

Mit einer horizontalen Gelelektrophorese in einem Formaldehyd-Agarosegel 

(1,5 – 2 %) konnte die RNA auf ihre Integrität und DNA-Kontamination geprüft 

werden. 

Für das Gel wurde Agarose in destilliertem, DEPC-behandeltem Wasser 

aufgekocht und nach kurzem Abkühlen mit Formaldehyd und 10x MOPS-Puffer 

versetzt. Das noch flüssige Agarosegel wurde zum Aushärten in eine Gelform 

für horizontale Gele gegossen und ein Probentaschenkamm eingesetzt. 

Die RNA-Probe wurde mit Probenpuffer bestehend aus Formaldehyd, 10x 

MOPS-Puffer, Formamid und dem Farbstoff Ethidiumbromid sowie mit einem 

RNA-Ladepuffer bestehend aus 80 % Formamid, 0,1 % Bromphenolblau, 0,1 % 

Xylencyanol und 1 mM EDTA versetzt. Das Ethidiumbromid interkaliert mit der 

RNA und ließ sich später mit UV-Anregung sichtbar machen. Die Proben 

wurden bei 65 °C im Wasserbad zur Denaturierung inkubiert und kurz im 

Eisbad vor dem Auftragen abgekühlt. 

Dem ausgehärteten Gel wurde der Probentaschenkamm vorsichtig entnommen 

und das Gel in die Elektrophoresewanne eingesetzt, welche mit 1x MOPS-

Puffer gefüllt wurde, bis das Gel 2 mm mit Pufferlösung überschichtet war. 

Die Proben wurden in die Probentaschen aufgetragen, die Apparatur an den 

Transformator angeschlossen und eine Spannung von 80 Volt angelegt. Das 

Gel lief 2 – 3 cm und wurde nach Abschalten der Spannung entnommen. In 

einer kleinen UV-Kammer mit CCD-Kamera (ChemiDoc, Biorad) konnten die 

RNA-Banden durch die angebundenen Ethidiumbromid-Moleküle sichtbar 

gemacht und zur weiteren Betrachtung fotografiert werden.  

Es wurde erwartet, dass die Banden der ribosomalen 18 S- und 28 S-RNA 

deutlich zu sehen sind. Erschienen diese nicht im Gel, konnte man von einer 
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Degradation der RNA ausgehen. Kontaminationen mit DNA ließen sich anhand 

von Signalen in der Probentasche detektieren. 

2.8.4 DNA-Mikroarray: Vorbereitung, Beladung und Auslesen 
Die Versuche um die Vorbereitung, Beladung und das Auslesen sowie die 

Datengenerierung mit Mikroarrays wurden in Zusammenarbeit mit der Abteilung 

für Funktionelle Genomforschung an der Universität Greifswald durchgeführt.  

Der schematische Ablauf der Mikroarray-Prozessierung von der Proben-

aufbereitung bis zur Beladung und zum Auslesen ist in Abb. 11 dargestellt. 

 
Abb. 11. Schematischer Ablauf der Vorbereitung, Beladung und Auslesen der Mikroarrays. 

2.8.4.1 Überprüfung der RNA-Integrität 
Zur Überprüfung der Eignung der RNA für die Mikroarray-Anwendung wurden 

alle RNA-Proben auf ihre Integrität in einer chipbasierten Kapillarelektrophorese 

getestet. Kapillarelektrophorese ist eine spezielle Form der Gelelektrophorese 

in einem dünnen Kapillarrohr. Die Kapillarelektrophorese wurde mit dem 

Bioanalyzer 2100 Expert und dem zugehörigen Computerprogramm auf einem 
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Agilent RNA 6000 Nano Assay von Agilent Technologies durchgeführt. 

Entsprechend dem Herstellerprotokoll wurde 1 µl jeder Probe (c = 100 ng/µl) 

eingesetzt.  

Die Analyse wurde mithilfe des gewonnenen Elektropherogramms durchgeführt 

und ergab die RNA-Konzentration sowie zwei Werte, die als Qualitätsparameter 

für die RNA dienen: das 28S/18S-rRNA-Verhältnis, gebildet aus den Flächen 

unter den Scheitelwerten von 28 S und 18 S im Elektropherogramm, und die 

RNA Integrity Number RIN, ein durch das Computerprogramm vergebener 

Zahlenwert, der die RNA-Integrität darstellen soll. Aus früheren Experimenten 

ist bekannt, dass das 28 S/18 S-Verhältnis größer als 1,8 und die RIN größer 

als 7,5 sein sollte um gute Ergebnisse im Mikroarray zu erhalten. 

2.8.4.2 Synthese von biotinylierter komplementärer RNA 

Die komplementäre RNA (complementary RNA, cRNA) für die Anbindung an 

die DNA-Mikroarrays wurde mit einem Kit der Firma Invitrogen nach den 

Herstellerprotokollen synthetisiert. Pro Array wurden je 5 µg RNA der RNA-

Pools eingesetzt. 

Die isolierte RNA wurde unter Verwendung von T7-Oligo-dT-Primern in drei 

unabhängigen Synthesen in einem zweiteiligen Verfahren in komplementäre 

DNA (complementary DNA, cDNA) umgeschrieben. Im ersten Teil konnten die 

T7-Oligo-dT-Primer an die mRNA anbinden, die dann im zweiten Teil mit DNA-

Polymerase (SuperScript II TM Reverse Transkriptase) und Desoxynukleotid-

triphosphaten (dNTPs) in cDNA transkribiert wurde. Die cDNA wurde nun 

eingesetzt, um mit dem Enzym T7-RNA-Polymerase cRNA zu generieren. Für 

die cRNA-Synthese wurden Biotin-16-Uridintriphosphat-Moleküle eingesetzt um 

die später auf dem Mikroarray gebundene cRNA über eine 

Streptavidinkonjugat-Anbindung an das Biotin sichtbar machen zu können. Die 

restlichen Nukleotide blieben unmarkiert. Die cRNA wurde mit dem RNeasy 

Mini Kit (Qiagen) aufgereinigt und die Integrität der cRNA per 

Kapillarelektrophorese geprüft. Die synthetisierte cRNA wurde abschließend 

entsprechend dem Hersteller-protokoll in einem Fragmentierungspuffer 

(fragmentation buffer) in etwa 100 Nukleotide lange Bruchstücke aufgetrennt, 

um die Hybridisierung an die 25-mer-Oligonukleotide auf den Mikroarray-Chips 

nicht durch eine zu große Länge der cRNA-Moleküle zu behindern.  
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2.8.4.3 Mikroarray-Hybridisierung 

Für die Hybridisierung wurden Mikroarrays mit der Bezeichnung GeneChip Rat 

Genome 230 2.0 Arrays (Affymetrix, USA) verwendet. Diese Mikroarrays sind 

speziell für den Organismus Ratte Rattus norvegicus bzw. deren exprimierte 

mRNA zugeschnitten. Auf den Arrays sind DNA-Sonden gruppiert als Probe 

Sets aufgebracht, die sich aus 11 bis 22 unterschiedlichen 25-mer-

Oligonukleotiden zusammensetzen, deren Sequenzen aus den Datenbanken 

GenBank®, dbEST, und RefSeq bezogen wurden. Für jede Sequenz in einem 

Probe Set sind elfmal zwei Sonden-Typen an die Arraymembran gekoppelt. Ein 

Typ ist vollständig komplementär zur Zielsequenz, der zweite ist an Stelle 13 

mutiert um das Ausmaß an unspezifischer Hybridisierung für jede untersuchte 

Sequenz zu bestimmen und in die Fehlerberechnungen einzubeziehen. Probe 

Sets für Genomabschnitte, deren Produkte unbekannt sind, können auch 

Oligonukleotide für mehrere Sequenzabschnitte enthalten. Insgesamt werden 

31.099 Probe Sets für die Analyse der Genexpression genutzt, von denen ca. 

28.000 als Transkripte oder gut charakterisierte Gene annotiert sind. 

Tabelle 14. Qualitätsparameter der Affymetrix-Arrays. 

Qualitätsparameter Name Ursprung 

Normalisierungskontrollen 100 Probe Sets für rat 

maintenance genes (Gene 

zur Aufrechterhaltung des 

Organismus Ratte) 

Rattus 

norvegicus 

Haushalts- und Kontroll-Gene GAPDH, beta- Actin, 

Hexokinase 1 

Rattus 

norvegicus 

Oligo-Bindungspunkte für 

Mikroarrayraster-Abgleich 

B2-Oligo synthetisch 

Hybridisierungskontrollen,  

z.B. biotinylierte Antisense-cRNA 

bioB, bioC, bioD E. coli 

cre Bakterio-

phage P1 

Poly-A-Kontrollen, z.B. sense-RNA mit 

Poly-A-Ende, die als Kontrolle für das 

Markieren mit Biotin und für die 

Hybridisierung zu der isolierten RNA 

gegeben wird; auch für Ermittlung der 

Assaysensitivität 

dap, lys, phe, thr B. subtilis 
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Die wie vorher beschrieben synthetisierte cRNA wurde für 16 Stunden bei 

45 °C an die Oligonukleotide auf den Mikroarrays hybridisiert. Die zur 

Markierung der cRNA eingebauten biotinylierten UTP-Moleküle konnten nun für 

die Anbindung des Streptavidin-Phycoerythrin-Systems zur Detektion mit 

Chemilumineszenz genutzt werden. Die Färbung erfolgte mit der Fluidics 

Station 450 (Affymetrix). Die Chemilumineszenzsignale wurden mit dem Gene 

Chip Scanner (Affymetrix) ausgelesen und die generierten Daten anhand der in 

Tabelle 14 aufgelisteten, auf dem Array integrierten Qualitätsparametern 

überprüft. 

2.8.4.4 Analyse der Daten 

Die ausgelesenen Signale der Mikroarrays wurden nach erfolgreicher Prüfung 

der Qualitätsparameter zur weiteren Datenanalyse genutzt. Diese erfolgte mit 

dem Computerprogramm Rosetta Resolver® system for gene expression data 

analysis (Rosetta Biosoftware, USA). Die Intensitätsprofile wurden unter 

Verwendung des Intensity Profile Builder (save reporters) erstellt, eine 

Normalisierung erfolgte gruppenabhängig mit dem Intensity Experiment Builder 

und die Errechnung der Verhältniswerte und der Rosetta Resolver Ratio Build 

signature (“p-value”, Ratio Builder basierend auf einem p-Wert ≤ 0,05) mit dem 

Ratio Builder des Rosetta Resolvers (no error-weighting). Die Signatur wurde 

festgelegt um der größeren Streuung der Verhältniswerte bei niedrigeren 

Intensitäten gerecht zu werden. Zusätzlich wurden nur Gene berücksichtigt, 

deren Verhältniswert größer als 1,5 bzw. kleiner als -1,5 war. Die Verhältnis-

werte oder Fold Changes beschreiben den Mengenunterschied einer 

bestimmten mRNA unter zwei verschiedenen Bedingungen im Gewebe, was 

einen Rückschluss auf die Stärke der Genexpression zulässt (Tab. 15). 

Um statistische Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Probengruppen 

zu bestimmen, wurde eine faktorenbasierte fehlergewichtende (p-Wert ≤ 0,05) 

einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) durchgeführt und anschließend eine 

false discovery rate multiple-testing correction nach Benjamini und Hochberg 

(1995) auf der Ebene der Intensitätenprofile darauf angewendet. 

Mit einer Hauptkomponentenanalyse (principal component analysis, PCA) 

wurde analysiert, wie groß der Anteil der untersuchten Faktoren Schlaganfall 

und PTZ-Behandlung an den Unterschieden zwischen den verglichenen 
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Genexpressionen war. Die PCA wird grafisch in einem dreidimensionalen 

Koordinatensystem dargestellt, in dem jede der drei Achsen je einen 

beeinflussenden Faktor beschreibt. Der Einfluss der drei wichtigsten Faktoren 

wird für jede Probe als Punkt aufgetragen. 

Tabelle 15. Bedeutungen der Verhältniswerte. 

Verhältniswert und seine Bedeutung 

= 0 Beide Spotintensitäten und damit die Genexpressionsstärken sind 

gleich. Durch die untersuchte Bedingung erfolgte keine messbare 
Änderung der Genregulation. 

≥ 1,5  Die Genexpression ist unter Experimentalbedingungen signifikant 

stärker als unter Kontrollbedingungen. Unter den untersuchten 

Bedingungen ist die Expression des Gens hochreguliert. 

≤ -1,5 Die Genexpression ist unter Experimentalbedingungen signifikant 

schwächer als unter Kontrollbedingungen. Unter den untersuchten 

Bedingungen ist die Expression des Gens herunterreguliert. 
 

Die grafische Darstellung erfolgte mit dem 2D-Clustermodul, als Distanzmetrik 

wurde die Euklidische Distanz gewählt (Rosetta Resolver Data Reduction, 2D 

Cluster wizards).  

Funktionelle Analyse der Ergebnisse 

IPA - Ingenuity Pathway Analysis (Ingenuity Systems, www.ingenuity.com, 

USA) Die Verwendung des Stoffwechsel- und Signaltransduktionswegs-

Analyse-Computerprogramms Ingenuity pathway analysis (IPA) ermöglicht eine 

Computer-gestützte Einordnung und Klassifizierung von Genen, für die eine 

signifikant veränderte Genexpression detektiert wurde. Damit wird auf der Basis 

der immensen Datenmenge eine Aussage darüber ermöglicht, wie 

wahrscheinlich welche Signaltransduktionswege bzw. Prozesse unter den 

Untersuchungsbedingungen verändert werden und vermutlich eine 

herausragende Rolle innerhalb der Reaktion auf die Veränderung endogener 

oder exogener Parameter spielen. 

Diese Software greift auf eine wöchentlich aktualisierte Datenbank zu, die 

publizierte Informationen aus biomedizinischer Literatur, Lehrbüchern, 

Übersichtsartikeln und weiteren Quellen enthält. Die Datenbank gruppiert in 
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einer Genlistensammlung alle bekannten Gene verschiedener Spezies 

(insbesondere Mensch, Maus, Ratte und über orthologische Kartierung weitere 

Spezies) in biomedizinische Kategorien ein. Die Gene können auch mehr als 

ein Mal, jedoch dann in verschiedenen Kategorien gelistet sein. Die 

thematische Klassifizierung der Gene erfolgte nach den Kriterien wie die 

Zugehörigkeit zu metabolischen oder biochemischen Prozessen und 

Signalwegen, zellulären und molekularen sowie krankhaft veränderten oder 

physiologischen Funktionen oder auch toxikologische Mechanismen. 

In die IPA-Software wurden nur die anhand der Filterkriterien identifizierten, 

differenziell veränderten Probe Sets importiert. Diese Daten wurden nach 

annotierten Genen gefiltert, die wiederum anerkannten Signalwegen und 

Funktionen anhand hinterlegter Genlisten zugeordnet wurden. Das IPA-

Programm berechnete anschließend, für welche Stoffwechsel- und Signal-

transduktionswege (canonical pathways) sowie biologische Funktionen und 

Erkrankung mehr Gene differenziell exprimiert waren als es durch reinen Zufall 

wahrscheinlich wäre und sortierte entsprechend ihrer Signifikanz. Signalwege 

mit einem Signifikanzwert von p ≤ 0,05 wurden als signifikant verändert 

betrachtet. 

2.8.5 Relative Quantifizierung mit Polymerasekettenreaktion und ∆∆Ct- 
Berechnung 

Mit der Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) kann unter 

Einsatz einer thermostabilen DNA-Polymerase und zweier Primer ein 

bestimmter DNA-Abschnitt amplifiziert werden. Eine Erweiterung dieser 

Methode ist die Real Time qPCR (qRT-PCR), bei der das Voranschreiten des 

Experimentes über DNA- Quantifizierung zeitnah (daher real time) verfolgt wird. 

Für die Quantifizierung enthielten die PCR-Ansätze SYBR-Green I, ein 

aromatisches Molekül, dessen sonst geringe Fluoreszenz bei 521 nm durch 

Bindung an doppelsträngige DNA (dsDNA) erheblich gesteigert wird. Diese 

Fluoreszenz wurde im Verlauf jeder Amplifikationsrunde gemessen. 

Durchgeführt wurden die Experimente mit dem StepOnePlus Cycler und der 

zugehörigen Software von Applied Biosystems. Das Standardprotokoll der Real 

time qPCR mit den in Tabelle 5 aufgezählten Primerpaaren wurde wie in 

Tabelle 16 durchgeführt.  
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Das Ergebnis der qRT-PCR ist ein Ct-Wert (threshold cycle) für jede Probe, der 

angibt, in welchem Amplifikationszyklus erstmalig ein spezifisches Fluoreszenz-

signal detektiert wurde und eine Aussage über die eingesetzte Menge an cDNA 

für das amplifizierte Transkript zulässt. Die Menge dieser cDNA wurde als 

Verhältnis zu der Menge einer Referenzprobe angegeben (relative 

Quantifizierung). Die Expression des Referenzgens muss dafür unter den 

verschiedenen experimentellen Bedingungen konstant bleiben. 

Als Normalisierungsprimer wurde Hprt1 ausgewählt, ein Gen, dass für die 
Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase 1 (Enzym aus dem Salvage-Signalweg 

für Purinnukleotide) codiert und dessen Expressionsstärke weitestgehend 

unbeeinflusst von sowohl exogenen als auch endogenen Einflüssen bleibt und 

in der Signalstärke ähnlich den zu untersuchenden Transkripten war (Stout und 

Caskey, 1985).  

Serping1 und C3 sind Gene, die für Faktoren des Komplementsystems 

codieren. Serping1 codiert für den Komplementfaktor 1-Inhibitor (Davis, 2004). 

C3 kodiert für den Komplementfaktor 3, der eine Schlüsselposition im 

Komplementsystem hat (Sahu und Lambris, 2001). 

Die eingesetzten Primer für Gene aus dem Signalweg der Antigenpräsentation 

waren: RT1-Aw2, codierend für Haupthistokompatibilitätskomplex Klasse 1-

Protein Cw (entspricht in der Nomenklatur der humanen MH-Klassen HLC-C); 

RT1-Db1, codierend für Haupthistokompatibilitätskomplex Klasse 2-Protein DP 

beta 1 (entspricht in der Nomenklatur der humanen MH-Klassen HLC-DRB1) 

(Robinson et al., 2013); CD74, codiert für die Haupthistokompatibilitätskomplex 

Klasse 2-invariante Kette (Rezeptor für das Cytokin MIF; Cresswell, 1994) und 

Psmb9, codierend für die Immunproteasom-Beta 9-Untereinheit, die für die 

Prozessierung der MHC-Klasse 1-Proteine unerlässlich ist (Kelly et al., 1991). 

Für jedes eingesetzte Primerpaar wurde mit einem Gemisch der 

experimentellen cDNA eine Standardkurve mit fünf Verdünnungen so erstellt, 

dass die Ct-Werte der Proben innerhalb der Ct-Wertspanne der Proben für die 

Standardkurve lagen. Für die Erstellung der Standardkurve wurden die Ct-

Werte der Standardproben über den dekadischen Logarithmus ihrer 

Verdünnung aufgetragen. In jedem PCR-Lauf wurde eine Negativkontrolle 

eingesetzt, die alle Komponenten einer qRT-PCR außer der cDNA beinhaltete 

um evtl. Kontaminationen nachzuweisen.  
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Tabelle 16. Standardprotokoll der Real time qPCR. 

Schritt 1: 5 min, 95 °C Aktivierung der Taq DNA-Polymerase 

Schritt 2: Amplifizierung (45 x)  

 30 sec, 95 °C Denaturierung: dsDNA  ssDNA (Einzelstrang-

DNA) 

 30 sec, 58 °C Annealing: Primeranbindung an komplementäre 

ssDNA 

 30 sec, 72 °C Elongation: DNA-Synthese 

                           Messung der Fluoreszenz und Datenanalyse 

Schritt 3: 1 min, 95 °C Denaturierung 

Schritt 4: 2 min, 65 °C  

Schritt 5: Schmelzkurve (30 x)  

 10 sec, 65°C  95 °C Erhöhung der Temperatur pro Schritt um 1,0 °C 

                           Messung der Fluoreszenz und Datenanalyse 
 

Aus den Standardkurven ergaben sich Korrelationskoeffizient und Effizienz des 

betreffenden PCR-Durchganges. Der Korrelationskoeffizient R2 ist ein Maß für 

die Abweichung zwischen der Standardkurve selbst und der Trendgeraden, die 

für diese bestimmt wird und deren Gleichung für die Bewertung der 

Standardkurve verwendet wird. Er war optimal mit einem Wert von 0,95 bis 

1,00. Die Effizienz E gibt an, wie viele Amplifikationsrunden (cycles) für eine 

Verdopplung des Templates benötigt wurden. Bei einer optimalen Effizienz von 

2,0 wird das Template mit jedem Amplifikationsschritt vollständig verdoppelt 

(Steigung der Standardgeraden m = 3,32). Der Zusammenhang zwischen 

Effizienz und Steigung der Geraden ist mit der Formel (2) gegeben. 

(2) E = 10 (-1/Steigung m)  

Die Effizienz sollte zwischen 1,7 und 1,9 bzw. 85 und 95 % liegen (Pfaffl, 

BioSpektrum 2004). Sollen qRT-PCR- Ergebnisse für zwei Primer verglichen 

werden, müssen die Effizienzen für beide ähnlich sein. Dies ist auch für die 

Normalisierung zu berücksichtigen. 

Die Schmelzkurve wurde automatisch im Anschluss an jedes qRT-PCR- 

Experiment für jeden PCR-Ansatz ermittelt. Dies ist eine Möglichkeit, dsDNA 

anhand der Schmelztemperatur Tm zu identifizieren. Sie ist sehr spezifisch für 

eine bestimmte DNA-Sequenz. 
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Die Analyse der Daten erfolgte über die relative Quantifizierung durch die ΔΔCt 

- Methode. Mit dem experimentellen Primerpaar und mit dem Primerpaar für 

Hprt1 zur Normalisierung wurden jeweils für alle untersuchten Bedingungen 

qRT-PCR-Experimente (Triplikate) durchgeführt. Für jede Probe i wurde das 

arithmetische Mittel Ct i-mean berechnet und mit Formel (3) für jede Bedingung 

ein ΔCt −Wert bestimmt. 

(3)   ΔCt Bedingung A = (Ct Bedingung A exp. Primer) - (Ct Bedingung A
Hprt1) 

  mit: Bedingung A = Pn MCAO-PTZ, Pn MCAO oder Cx-re 

(4)  ΔΔCt Bedingung A = (ΔCt Bedingung A ) - (ΔCt Bezugsbedingung) 

mit: Bezugsbedingung = Pn MCAO bzw. Cx-re 

(5) RA = 2−ΔΔCtA 

mit: RA = normalisierte Expressionsstärke, vergleichbar mit den fold 

changes der Mikroarrayergebnisse 

Die ΔCt − Werte aller Bedingungen wurden anschließend auf die 

Bezugsbedingung bezogen, indem nach Formel (4) ein ΔΔCt − Wert bestimmt 

wurde. Als Bezugsbedingung wurde entsprechend der Bezugsbedingungen im 

Mikroarray Pn MCAO oder Cx-re gewählt. Mit Formel (5) wurde für Bedingung 

A die normalisierte Expressionsstärke RA als Vielfaches von Pn MCAO oder Cx-

re berechnet. 
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3.  Ergebnisse 
	  
Die hier vorgestellten Ergebnisse gliedern sich in drei Hauptteile beginnend mit 

der Darstellung des Genexpressionsprofilings des Schlaganfallgebietes (Kap. 

3.1) über die Beschreibung veränderter physiologischer Funktionen als 

Ableitung der globalen Genexpressionsanalyse (Kap. 3.1.2) bis hin zur 

Darstellung der immun-histologischen Analysen von spezifischen 

Markerproteinen (Kap. 3.2). Abschließend werden die Ergebnisse der 

funktionellen Erholung nach Ischämie vorgestellt (Kap. 3.3). 

 

3.1  Globale Analyse der Genexpression in der Penumbra unter 
Pentylentetrazol-Behandlung  

Für das bessere Verständnis der physiologischen Veränderungen im 

Zusammenhang mit Schlaganfall und der Beeinflussung der Pathogenese 

durch eine Neurogenese-fördernden postoperativen Pentylentetrazol-

Behandlung wurden genomweite Expressionsanalysen von Gesamt-RNA 

mittels der DNA-Mikroarray-technik vom betroffenen Infarktgebiet in Sprague-

Dawley-Ratten durchgeführt1. Dazu wurde vom gesamten Hirngewebe des 

Infarktgebiets (Periinfarkt- und Kerngebiet, Pn und IK), sowie dem 

kontralateralem Temporalkortex-Gewebe (CL) der MCAO-PTZ- und MCAO-

Gruppe (MCAO-Gruppe n = 8; MCAO-PTZ-Gruppe n = 6) und Gewebe aus 

linkem und rechtem Temporalkortex naiver, unbehandelter Ratten (Cx-li und 

Cx-re, n = 9) ein Genexpressionsprofil mit daraus isolierter und von allen Ratten 

einer Gruppe vereinigter Gesamt-RNA erstellt.  

Die Analyse der erhaltenen Expressionsdaten der hier untersuchten sechs 

RNA-Pools wurde zunächst auf der Ebene der globalen Unterschiede der 

Gruppen hinsichtlich der technischen Qualität und erster auffälliger biologisch-

relevanter Änderungen durch Hauptkomponentenanalyse und hierarchischem 

Clustering abgebildet. Die zu interessierenden Gruppen wurden dann 

paarweise miteinander auf der Ebene der Einzelgene bzw. auf der Ebene der 

Transkript-anzeigenden Probe Sets verglichen und signifikant differentiell 

exprimierte Gene zur weiteren Analyse extrahiert. Die so gewonnenen 

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
1 Zusammenarbeit mit der Funktionellen Genomforschung, EMAU Greifswald, ZIK FunGene, 
NG Transcriptomics, Dr. Jörg Mostertz, Dr. Georg Homuth 
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differenziell exprimierten Gene wurden inspiziert und mit einer semi-

automatisierten funktionellen Analyse (Ingenuity Pathway Analysis, IPA) 

untersucht um wichtige funktionelle Unterschiede in den post-ischämisch mit 

PTZ behandelten Ratten zu erkennen. 

3.1.1 Quantitative Betrachtung der Genexpressionsanalyse 

Zur Identifizierung differenziell exprimierter Gene im post-ischämischen 

Rattenhirn unter Betrachtung der Behandlung mit Pentylentetrazol (PTZ) wurde 

ein Datensatz generiert und nach o.g. Ausschlusskriterien gefiltert, um die 

Genexpression nach Schlaganfall mit und ohne Behandlung charakterisieren zu 

können.  

3.1.1.1 Kontrolle der Array-Qualität 
Für eine Übersichtsbetrachtung der Genexpressionsmuster und eine Kontrolle 

der Qualität der gewonnenen Daten wurde eine Hauptkomponentenanalyse 

durchgeführt und ein Dendrogramm erstellt. 

Mit der Hauptkomponentenanalyse (principal component analysis, PCA) 

wurden Genexpressionslevel jeder untersuchten Gesamt-RNA nach ihren 

Ähnlichkeiten zu drei Hauptkomponenten (principal component) sortiert und in 

einem dreidimensionalen Diagramm als ein Datenpunkt dargestellt (Abb. 12). 

Es konnten bei der Untersuchung keine sog. technischen Ausreißer, d. h. nicht 

verwertbare Arrays, festgestellt werden.  

 
Abb. 12. Prinzipielle Komponentenanalyse. 
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Die größte Änderungskomponente und damit Hauptkomponente 1 war der 

Unterschied zwischen dem Expressionsmuster der naiven, unbehandelten 

Ratten und den Versuchsgruppen mit experimenteller, zerebraler Ischämie 

(MCAO- und MCAO-PTZ-Gruppe).  

Hauptkomponente 2 war zwischen Infarktgewebe und kontralateralem Gewebe 

der MCAO-Gruppe und der MCAO-PTZ-Gruppe. Hauptkomponente 3 zeigte 

einen nur geringen Unterschied zwischen den mRNA-Proben des 

Infarktgewebes der Ischämie- und PTZ-Behandlungsgruppe. 

Neben der zuvor dargestellten PCA wurden die gewonnenen Daten mit 

Hierarchischer Clusteranalyse als Dendrogramm basierend auf 31.100 

Transkript-spezifischen Oligonukleotiden dargestellt. 

 
Abb. 13. Dendrogramm-Analyse: Expressionsindex für jede Transkriptsequenz (Zeilen) in jeder 

Gewebeprobe (Spalten) durch Farbkodierung gekennzeichnet (siehe Z-Score oben links, 

Hochregulierung in rot, Herunterregulation in grün).  

Die Proben der naiven, unbehandelten Tiere ergaben wenig Unterschiede und 

erlaubten damit eine Gegenüberstellung der Genexpressionsanalyse von 

naiven Ratten zu den Genexpressionsprofilen der MCAO- und MCAO-PTZ-

Gruppe. Bemerkenswert war hier der deutliche Unterschied in den 

Genexpressionsmustern von naivem Gewebe zu kontralateralem Gewebe des 

ischämischen Rattenhirns, welches eine direkte Gegenüberstellung von 

ipsilateraler und kontralateraler Genexpressionsprofile für die vorliegende 

Fragestellung ausschließen könnte. Der Unterschied zwischen MCAO- und 

MCAO-PTZ-Gruppe war in der Clusteranalyse erkennbar (Abb. 13). 
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Insgesamt zeigten beide globalen Darstellungen, dass die Arrays technisch 

einwandfrei und verwendbar für eine Genexpressionsanalyse waren und 

konnten wichtige Hinweise auf die Art und Weise der nachfolgenden Extraktion 

differentiell exprimierter Gene liefern. 

3.1.1.2 Extraktion der differentiell veränderten Gene nach PTZ-
Behandlung 

Das Extrahieren der Gene, die in der MCAO-PTZ-Gruppe differentiell verändert 

waren, folgte auf die technische Prüfung der Arrays.  

Zuerst wurden so die Expression von Cx-li relativ zu Cx-re der naiven Ratten 

berechnet. Die dabei als signifikant differentiell exprimiert identifizierten Gene 

wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen, um falsch-positive 

Ergebnisse zu vermeiden (Tab. 17). Dies betraf insgesamt 18 Transkripte. 

Im nächsten Schritt wurden die Expressionen der kontralateralen und 

infarzierten Areale der MCAO-Gruppe sowie der MCAO-PTZ-Gruppe relativ zur 

Expression der unbehandelten, naiven Ratten berechnet (Abb. 14). Im 

Infarktgewebe der MCAO-Gruppe wurden relativ zu naiven Hirngewebe 

entsprechend der Filterkriterien 935 heraufregulierte Transkripte und 500 

herabregulierte Transkripte festgestellt (Abb. 14, Naiv vs. MCAO). Die MCAO-

PTZ-Gruppe zeigte im Infarktareal relativ zum naiven Gewebe 1145 

heraufregulierte Transkripte und 582 herunterregulierte Transkripte (Abb. 14, 

Naiv vs. MCAO-PTZ). Die Gegenüberstellung der infarzierten Gewebe von 

MCAO-PTZ-Gruppe relativ zur MCAO-Gruppe ergab 159 heraufregulierte und 

185 herunterregulierte Transkripte. 

Das kontralaterale Gewebe der MCAO-Gruppe zeigte relativ zum naiven 

Hirngewebe 493 heraufregulierte Transkripte und 748 herabregulierte 

Transkripte (Abb. 15, Naiv vs. MCAO). Für die MCAO-PTZ-Gruppe ergaben 

sich im kontralateralem Gewebe relativ zum naiven Gewebe 752 

heraufregulierte Transkripte und 1085 herunterregulierte Transkripte (Abb. 15, 

Naiv vs. MCAO-PTZ). Im Vergleich der kontralateralen Gewebe der MCAO-

PTZ-Gruppe relativ zur MCAO-Gruppe wurden 150 heraufregulierte und 228 

herunterregulierte Transkripte festgestellt. 
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Tabelle 17. Verhältniswerte der Genexpressionsanalyse von Cx-re relativ zu Cx-li. 

 

Sequenz-

Kode 

 

Sequenz-

Annotation 

 

Sequenz- 

beschreibung 

Verhältniswerte 

[Cx-re vs. Cx-li] 

Verhältnis-

werte  

p-

Wert 

1398628_at Gba3 zytosolische Beta-3-Glucosidase 5,2 0,00 

1388272_at Igh-1a IgG-2b Gen der letzten 4 Exons 3,1 0,01 

1377542_at RGD1561940 ähnlich dem KB07 Protein 2,5 0,01 

1387902_a_at LOC500183 ähnlich der NGF-bindenden Ig leichte 

Kette 

2,0 0,01 

1396833_at 1396833_at transkribierter DNA-Abschnitt 1,9 0,00 

1394118_at Ate1 Arginyltransferase 1 -1,6 0,01 

1369410_at Gosr1 Golgi SNAP Rezeptor Komplex Mitglied 

1 

-1,6 0,00 

1389876_at Camk2n1 Kalzium/Calmodulin-abhängiger 

Proteinkinase II-Inhibitor 1 

-1,6 0,00 

1387617_at Tpm3 Gamma -3-Tropomyosin -1,7 0,01 

1374320_at F5 Koagulationsfaktor V (Proaccelerin, 

labiler Faktor) 

-2,0 0,01 

1367598_at Ttr Transthyretin -2,1 0,00 

1382639_at LOC501406 ähnlich dem Regulator des 

geschlechts-bestimmenden Kandidat 1 

-2,1 0,00 

1389501_at LOC688297 ähnlich der Netzhautstäbchen- 

Rhodopsin-sensitiven cGMP 3,5-

cyclischen Phosphodiesterase gamma-

Untereinheit (GMP-PDE Gamma) 

-2,2 0,00 

1370289_x_at Klks3 Kallikrein aus der 

Unterkieferspeicheldrüse S3 

-3,4 0,01 

1369114_at Vcsa1 Variable kodierende Sequenz A1 -4,2 0,01 

1370580_a_at LOC293989 Zytochrom P450-ähnlich -4,2 0,01 

1376955_at Col4a4 Kollagen Alpha 1 (III) Kette -6,2 0,00 

1371306_at LOC680149 Guanin Nukleotid- bindendes Protein 

(G- Protein), Aktivitäts-übermittelndes 

Gamma-Polypeptid 1 

-6,4 0,00 
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Abb. 14. Regulierte Transkripte für das 

Infarktgebiet 48 Tage nach Schlaganfall. 

Rote Balken bezeichnen heraufregulierte 

Transkripte, grüne Balken 

herunterregulierte Transkripte. 

 Abb. 15. Regulierte Transkripte für das 

kontralaterale Hirngewebe 48 Tage nach 

Schlaganfall. Rote Balken bezeichnen 

heraufregulierte Transkripte, grüne Balken 

herunterregulierte Transkripte. 

Im Anschluss an die Feststellung der zahlenmäßigen Verhältnisse der 

Genexpressionsdaten wurden nun die Daten detaillierter auf Ebene der 

einzelnen Gene betrachtet. Dazu wurden im ersten Schritt die gewonnenen 

Daten in Streudiagrammen, den Ratioplots dargestellt (Abb. 16). 

Diese Streudiagramme zeigen die Verteilung der differenziell exprimierten 

Transkripten nach Regulierungstyp im Vergleich zwischen zwei 

Genexpressionsprofilen. Auf der Abszissenachse sind die normalisierten 

Intensitäten und auf der Ordinatenachse die zugehörigen Ratios abgetragen.  

Die von uns definierten Ausschlusskriterien bestimmen die farbliche Kodierung: 

alle Werte, die laut Ausschlusskriterien als nicht differenziell exprimiert 

betrachtet wurden, waren grau dargestellt. Die differenziell exprimierten 

Transkripte wurden bei Herunterregulation grün und bei Heraufregulation rot 

markiert. 

Der Ratioplot des Vergleichs Cx-li vs. Cx-re zeigte nur wenige differentiell 

regulierte Transkripte, die wie schon zuvor erwähnt aus der Analyse 

ausgeschlossen wurden (Abb. 16 A). Die Ratioplots der MCAO-Gruppe bzw. 

MCAO-PTZ-Gruppe relativ zu naiven Gewebe zeigten sehr viele Anzahl an 

signifikant regulierten Transkripten im mittleren Intensitätsbereich (Abb. 

16 B und C). Der Ratioplot des Vergleichs der Genexpressionsprofile der 

MCAO- und MCAO-PTZ-Gruppe ergab eine kleinere Anzahl differenziell 
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regulierter Transkripte im mittleren Intensitäts- und Verhältnisbereich 

(Abb. 16 D). 

 
Abb. 16 A – D. Ratioplots der Genexpressionsanalysen.  

Mit der Darstellungsweise des Quadraplots konnte anschließend für zwei 

gegenübergestellte Genexpressionsvergleiche die Mengen an Genen gezeigt 

werden, die entweder in beiden ausgewählten Vergleichen differenziell 

exprimiert oder in nur einem der zwei ausgewählten Vergleiche differenziell 

exprimiert waren.  
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Dazu wurden auf der x- und y-Achse für jedes Gen die Ratios der 

Expressionsveränderung ausgehend von den gewählten Vergleichen 

aufgetragen. Transkripte, die in beiden Vergleichen eine ähnliche Regulation 

zeigten, wurden im Diagramm als gelbe Datenpunkte abgebildet. Gegenläufige 

Regulation gleicher Transkripte in den gewählten Vergleichen wurde als blauer 

Datenpunkt gezeigt. Rot bzw. grün eingefärbte Datenpunkte stellten Transkripte 

dar, die nur in einem der gewählten Vergleiche differenziell reguliert waren und 

graue Datenpunkte nicht verändert exprimierte Transkripte (Abb. 17).  

Die Gegenüberstellung der Genexpressionsergebnisse der MCAO-Gruppe und 

der MCAO-PTZ-Gruppe relativ zu Cx-re im Quadraplot ergaben eine große 

Menge an Genen, die in beiden Vergleichen gleichartig reguliert waren. Eine 

kleinere Anzahl an Genen war jeweils in den zwei Gruppen unabhängig 

reguliert. Nur sehr wenige Gene erschienen gegensätzlich reguliert. 

 
Abb. 17. Quadraplot für die Gegenüberstellung der Genexpressionen der MCAO- und MCAO-

PTZ-Gruppe relativ zu Cx-re. 

In genauen Zahlen ergab der Vergleich folgende Aufteilung der regulierten 

Transkripte: die Genexpressionsanalyse des Schlaganfallgebietes (Pn und IK) 

der Gruppe MCAO-PTZ relativ zu Cx-re insgesamt 1727 differenziell regulierte 

Transkripte umfasste. Die Genexpressionsanalyse des Infarktgebietes der 

MCAO-Gruppe enthielt insgesamt 1435 differenziell regulierte Transkripte.  
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Im Vergleich der beiden Versuchsgruppen waren 568 Transkripte bei beiden 

Gruppen gemeinsam hochreguliert und 314 Transkripte herunterreguliert 

(Abb. 18, Venndiagramm, grau unterlegte Felder). Die MCAO-PTZ-Gruppe 

zeigte im Infarktgebiet zusätzlich 574 exklusiv hochregulierte Transkripte 

(Abb. 18, gelbes Feld), in der Kontrollgruppe waren es 365 Transkripte 

(Abb. 18, blaues Feld). Ausschließlich herunterreguliert waren in der MCAO-

PTZ-Gruppe 265 Transkripte (Abb. 18, pinkfarbenes Feld). In der MCAO-

Gruppe zeigten sich 183 Transkripte alleinig herunterreguliert (Abb. 18, grünes 

Feld). Drei Transkripte waren gegensätzlich reguliert: bei der MCAO-Gruppe 

heraufreguliert und gleichzeitig bei den Tieren der MCAO-PTZ-Gruppe 

herunterreguliert beziehungsweise umgekehrt für weitere drei Transkripte 

(Abb. 18, gelb-grünes bzw. violettes Feld). 

 
Abb. 18. Venn-Diagramm. 

 

3.1.2 Funktionelle Analyse mit Ingenuity Pathway Analysis 

3.1.2.1 Analyse der aktivierten Stoffwechsel- und Signaltrans-
duktionswege im Schlaganfallgebiet 

Nach Schlaganfall werden im direkt betroffenen Areal, aber auch im 

umliegenden Gewebe eine Vielzahl an Reaktionen ausgelöst. Ein Teil ist nur 

kurzzeitig als direkte Reaktion auf den Infarkt und das nekrotisierende Gewebe 

aktiv, ein weiterer Teil ist jedoch für eine größere Zeitspanne nach dem Insult 

aktiv. Dazu gehören Inflammation, Narbenbildung und Neubildung von 

Nervengewebe und Neurogenese (vgl. Kap. 1).  

In der Genexpressionsanalyse des Schlaganfallgebietes der MCAO-Gruppe 
relativ zu naivem Gewebe konnte man die Stoffwechsel- und 

Signaltransduktionswege ablesen, die sieben Wochen nach dem 
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experimentellen Infarkt noch aktiv waren. Insgesamt wurden 24 signifikant 

veränderte Stoffwechsel- und Signaltransduktionswege festgestellt (p ≤ 0,05). 

Die ersten zehn dieser am stärksten aktivierten Stoffwechsel- und 

Signaltransduktionswege sind in Tabelle 18 und Abbildung 19 dargestellt. 

Tabelle 18. Die zehn am stärksten aktivierten Stoffwechsel- und Signaltransduktionswege der 

MCAO- Gruppe relativ zu Cx-re. 

Stoffwechsel- oder 

Signaltransduktionsweg 

definiert durch IPA 

-log  

(p-Wert) 
Ratio 

Herab-

regulierte 

Gene 

Herauf-

regulierte 

Gene 

keine Über-

einstimmung 

mit der 

Genliste 

Komplementsystem 4,64E00 2,94E-01 0/34 (0%) 12/34 (35%) 22/34 (65%) 

Akute Phase Antwort 

Signalweg 

3,19E00 1,28E-01 0/172 (0%) 36/172 (21%) 136/172 (79%) 

Arylhydrocarbon-Rezeptor 

Signalweg 

3,08E00 1,31E-01 5/145 (3%) 24/145 (17%) 116/145 (80%) 

Hepatische Fibrose / 

Hepatische Sternzell-

Aktivierung 

3,08E00 1,33E-01 2/143 (1%) 26/143 (18%) 115/143 (80%) 

Oncostatin-M-Signalweg 2,48E00 2,06E-01 0/34 (0%) 8/34 (24%) 26/34 (76%) 

Signalweg der 

Antigenpräsentation 

2,37E00 1,4E-01 1/43 (2%) 11/43 (26%) 31/43 (72%) 

Intrinsischer Prothrombin-

Aktivierungssignalweg 

2,18E00 1,88E-01 1/32 (3%) 5/32 (16%) 26/32 (81%) 

T-Helferzellen- 

Differenzierung 

2,13E00 1,27E-01 0/71 (0%) 16/71 (23%) 55/71 (77%) 

Zellreifung von 

dendritischen Zellen 

2,04E00 8,29E-02 3/181 (2%) 30/181 (17%) 148/181 (82%) 

B-Zell-Entwicklung 1,86E00 1,08E-01 0/37 (0%) 8/37 (22%) 29/37 (78%) 
 

Die dargestellten Werte sind:  

1.  der errechnete Signifikanzwert als negativer dekadischer Logarithmus 

(-log (p-Wert)) 

2.  Verhältniswert der Regulation des betreffenden Stoffwechsel- oder Signal-

transduktionsweges der MCAO-Gruppe relativ zu naiven Gewebe 

3.  die regulierten Gene, sortiert nach Regulation (herab- oder heraufregulierte 

Gene) und deren prozentualer Anteil an der hinterlegten Genliste 
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Bei den ersten zehn signifikant veränderten Stoffwechsel- und Signal-

transduktionswegen waren zwischen 35 und 16 Prozent der zu dem Signalweg 

zugehörig beschriebene Gene heraufreguliert und zwischen 3 und 0 Prozent 

herunterreguliert. In allen signifikant aktivierten Stoffwechsel- oder Signal-

transduktionswegen überwog der Anteil der heraufregulierten Gene. 

 
Abb. 19. Die ersten zehn am stärksten veränderten Stoffwechsel- und Signaltransduktionswege 

der Genexpressionsanalyse der MCAO-Gruppe relativ zu Cx-re. 

Abbildung 19 zeigt von den ersten zehn, am stärksten veränderten 

Stoffwechsel- und Signaltransduktionswegen den errechneten Signifikanzwert 

als negativen dekadischen Logarithmus (als gelbe Linie mit Schnittpunkten), die 

differentiell regulierten Gene, die dem bezeichneten Signalweg zugeordnet sind 
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(rot bzw. grün, je nach Regulationsrichtung) und die Gesamtzahl der 

zugeordneten Gene (schwarze Zahl über dem Balkenrahmen). 

Unter den signifikant veränderten Stoffwechsel- und Signaltransduktionswegen 

fanden sich neben Komplementsystem und Antigen-Präsentation-Signalweg 

sowie Akute-Phase-Antwort-Signalweg auch der Signalweg Wnt/beta-Catenin 

und Pluripotenz humaner embryonaler Stammzellen, die den körpereignen 

Reparaturmechanismen wie Narbenbildung und Neurogenese zugeordnet 

werden. 

Der Vergleich der Genexpressionsprofile der Gewebeproben vom infarzierten 

Hirnareal der MCAO-PTZ-Gruppe relativ zur MCAO-Gruppe ergab eine 

signifikant veränderte Aktivität (p ≤ 0,05) für insgesamt 33 Stoffwechsel- und 

Signaltransduktionswege, wovon hier die ersten zehn genauer dargestellt 

werden (Tabelle 19 und Abbildung 20). Abbildung 20 zeigt die Werte aus 

Tabelle 19, wie schon in Abb. 19, erläutert von den ersten zehn, am stärksten 

veränderten Stoffwechsel- und Signaltransduktionswegen: den errechneten 

Signifikanzwert als negativen dekadischen Logarithmus, das Verhältnis 

zwischen differenziell verändert exprimierten Genen aus unserem Datensatz 

und der hinterlegten Genliste (Ratio) sowie die veränderten prozentualen 

Anteile der verändert exprimierten Gene an der zugeordneten Genliste pro 

Signalweg.  

Der prozentuale Anteil der signifikant veränderten Gene an den am stärksten 

veränderten Stoffwechsel- und Signaltransduktionswegen lag insgesamt 

zwischen 10 und 25 Prozent. In allen signifikant veränderten Stoffwechsel- und 

Signaltransduktionswegen überwog der Anteil der Gene, die eine verstärkte 

Expression zeigten. Der Anteil der hochregulierten Gene betrug 8 bis 23 

Prozent an der Gesamtanzahl der hinterlegten Genliste vom betreffenden 

Stoffwechsel- und Signaltransduktionsweg (in Abb. 20 als roter Balken). Der 

Anteil der herunterregulierten Gene lag zwischen 0 und 4 Prozent an der 

Gesamtanzahl der Genliste vom betreffenden Stoffwechsel- und 

Signaltransduktionsweg (in Abb. 20 als grüner Balken). 

Hier fanden sich unter den signifikant veränderten Stoffwechsel- und 

Signaltransduktionswegen z. B. B-Zell-Entwicklung und Antigen-Präsentation-

Signalweg. 
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Tabelle 19: Die zehn am stärksten aktivierten Stoffwechsel- und Signaltransduktionswege der 

MCAO-PTZ- Gruppe relativ zur MCAO- Gruppe. 

Stoffwechsel- oder 

Signaltransduktionsweg 

definiert durch IPA 

-log  

(p-Wert) 
Ratio 

Herab-

regulierte 

Gene 

Herauf-

regulierte 

Gene 

keine Über-

einstimmung 

mit der 

Genliste 

B-Zell-Entwicklung 7,25E00 1,62E-01 0/37 (0%) 8/37 (22%) 29/37 (78%) 

Signalweg der 

Antigenpräsentation 

7,18E00 1,63E-01 1/43 (2%) 10/43 (23%) 32/43 (74%) 

Veränderte T-Zell- und B-

Zell-Signaltransduktion in 

Rheumatoider Arthritis 

5,53E00 8,79E-02 1/91 (1%) 15/91 (16%) 75/91 (82%) 

Signaltransduktion bei 

systemischer Lupus 

Erythematosus 

4,91E00 4,91E-02 10/224 (4%) 18/224 (8%) 196/224 

(88%) 

Transplantat-Wirt-Reaktion 

(GvHR) 

4,04E00 1,04E-01 0/48 (0%) 9/48 (19%) 39/48 (81%) 

Zytotoxische T-

Lymphozyten-vermittelte 

Apoptose bei Targetzellen 

3,50E00 5,88E-02 0/85 (0%) 11/85 (13%) 74/85 (87%) 

Reifung von Dendritischen 

Zellen 

3,31E00 4,42E-02 3/181 (2%) 27/181 (15%) 151/181 

(83%) 

Rolle von NFAT in der 

Regulation der 

Immunantwort 

3,26E00 4,74E-02 6/190 (3%) 26/190 (14%) 158/190 

(83%) 

OX40/OX40L 

Signaltransduktionsweg 

3,23E00 5,38E-02 1/93 (1%) 13/93 (14%) 79/93 (85%) 

Signaltransduktion bei 

Primären Immundefekten 

3,06E00 6,35E-02 0/63 (0%) 6/63 (10%) 57/63 (90%) 
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Abb. 20. Die ersten zehn am stärksten veränderten Stoffwechsel- und Signaltransduktionswege 

der Genexpressionsanalyse von MCAO-PTZ-Tieren relativ zur MCAO-Gruppe. 

3.1.2.2 Analyse der funktionellen Zuordnungen 

Zusätzlich zu den Signaltransduktionswegen wurden die Genexpressionsprofile 

nach signifikant veränderten biologischen Funktionen und Erkrankungen 

untersucht, die im Zusammenhang mit der PTZ-Behandlung nach dem 

Schlaganfall stehen könnten. Wie bei den Stoffwechsel- und Signal-

transduktionswegen sind für insgesamt 85 Hauptkategorien Genlisten hinterlegt 

und basierend auf diesen Listen wurden die importierten Daten durchsucht und 

die Signifikanzwerte für jede Kategorie errechnet. 

 



Ergebnisse 

 71 

Ein Schlaganfall, auch in experimenteller Form, verursacht starke 

Veränderungen in den biologischen Funktionen und Erkrankungen. Die 

Genexpressionsanalyse der MCAO-Gruppe relativ zu naivem Gewebe ergab 

77 signifikant veränderte biologische Funktionen und Erkrankungen, wovon die 

ersten zehn in Tabelle 20 inklusive der p-Werte für jede biologische Funktion 

und Erkrankung aufgelistet sind. Abbildung 21 zeigt ebenfalls die ersten zehn 

am stärksten veränderten biologischen Funktionen und Erkrankungen, wobei 

der p-Wert des jeweiligen Prozesses als blauer Balken abgebildet und der 

Schwellenwert des p-Wertes als dünne Linie eingezogen wurde. Beide 

Zahlenwert für p sind als negativer dekadischer Logarithmus abgetragen. 

Die ersten neun biologischen Funktionen, die als signifikant verändert erkannt 

wurden, gehören zur Gruppe der Erkrankungen und Störungen. Die Kategorie 

Zelluläre Bewegung ist den Molekularen und zellulären Funktionen zugeordnet. 

Tabelle 20. Die zehn am stärksten aktivierten biologischen Funktionen und Erkrankungen der 

Genexpression der MCAO-Gruppe relativ zu Cx-re. 

Kategorie p-Wert 

Störungen im endokrinen System 3,49E-14-3,49E-14 

Gastrointestinale Erkrankung 3,49E-14-4,85E-03 

Stoffwechselerkrankung 3,49E-14-4,95E-03 

Krebs 6,92E-13-4,95E-03 

Neurologische Erkrankung 2,36E-12-4,95E-03 

Genetische Störungen 4,4E-12-4,95E-03 

Skeletale und muskuläre Störungen 4,4E-12-4,95E-03 

Erkrankungen des reproduktiven System 1,62E-11-4,95E-03 

Dermatologische Erkrankungen und Leiden 6,32E-09-4,95E-03 

Zelluläre Bewegung 7,15E-09-4,95E-03 
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Abb. 21. Die zehn am stärksten veränderten biologischen Funktionen und Erkrankungen der 

Genexpressionsanalyse der MCAO-Gruppe relativ zu Cx-re. 

Die Genexpressionsanalyse der MCAO-PTZ-Gruppe relativ zur MCAO-
Gruppe ergab eine signifikant verstärkte Aktivität für insgesamt 70 gelistete 

Kategorien, wovon hier die ersten zehn genauer dargestellt sind (Abb. 22 und 

Tab. 21). Die Abbildung 22 zeigt von den ersten zehn, am stärksten 

veränderten biologischen Prozessen den errechneten Signifikanzwert als 

negativen dekadischen Logarithmus (in Abb. 22 als blauer Balken gezeigt) und 

den für unsere Untersuchungen angenommenen Schwellenwert (entspricht 

dem Signifikanzwert von p = 0,05, dargestellt als negativer dekadischer 

Logarithmus, schwarze Linie in Abb. 22). Die dafür errechneten Daten sind in 

Tabelle 21 aufgelistet.  
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Tabelle 21. Die zehn am stärksten aktivierten biologischen Funktionen und Erkrankungen der 

Genexpression der MCAO-PTZ-Gruppe relativ zur MCAO-Gruppe. 

Kategorie p-Wert 

Inflammationsantwort 2,18E-13 - 1,68E-02 

Dermatologische Krankheiten und Leiden 9,52E-11 - 1,68E-02 

Immunologische Erkrankung 1,31E-08 - 1,68E-02 

Zelluläre Bewegung 3,09E-08 - 1,68E-02 

Immunzelltransport 3,09E-08 - 1,68E-02 

Hämatologisches System: Entwicklung und Funktion 4,64E-08 - 1,68E-02 

Inflammatorische Erkrankung 6,50E-08 - 1,68E-02 

Genetische Störungen 2,84E-07 - 1,68E-02 

Störungen im Endokrinen System 3,28E-07 - 5,46E-03 

Gastrointestinale Erkrankungen 3,28E-07 - 1,66E-02 
 

 
Abb. 22. Die zehn am stärksten aktivierten biologischen Funktionen und Erkrankungen der 

Gruppe MCAO-PTZ relativ zur MCAO-Gruppe. 
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Es fanden sich die Kategorien Inflammationsantwort, Immunologische 

Erkrankung und Immunzelltransport in den Top 10 der signifikant beeinflussten 

„Biologischen Funktionen und Erkrankungen“ wieder, die zur Gruppe der 

Erkrankungen und Störungen gehören. Unter den signifikant beeinflussten 

biologischen Funktionen und Erkrankungen fanden sich auch Funktionen, die 

zur Gruppe der Molekularen und zellulären Funktionen wie zum Beispiel 

Zelluläre Bewegung, Zelluläres Wachstum und Proliferation und Zelluläre 

Entwicklung gehören.  

3.1.2.3 Betrachtung der regulierten Gene der signifikant veränderten 
Stoffwechsel- und Signaltransduktionswege 

Die Genexpressionsanalyse liegt verändert regulierten Transkripten zugrunde, 

aus derer Gesamtheit sich erst die aktivierten Stoffwechsel- und 

Signaltransduktions-wegen bzw. veränderten biologischen Funktionen und 

Erkrankungen ergeben. IPA betrachtet aus den gefilterten Expressionsdaten für 

die Berechnungen der Stoffwechsel- und Signaltransduktionswege sowie für die 

biologischen Funktionen die annotierten Transkripte und ordnet diese zu. 

Tabelle 22 gibt für die bereits in 3.1.2.1 besprochenen Stoffwechsel- und 

Signaltransduktionswege der Genexpression der MCAO-Gruppe relativ zu 
naiven Gewebe den Verhältniswert, den p-Wert und die verändert regulierten 

Gene an. Häufig in den Zuordnungen auftauchende Gene und damit die 

Genexpressions-analyse bestimmende Gene sind C3 und SERPING1 aus dem 

Bereich Komplementsystem und HLA-C, HLA-DRB1 und TGFB1 aus dem 

Bereich Inflammation und Immunreaktion. Aufgrund dieser hochregulierten 

Gengruppen wurden in den Stoffwechsel- und Signaltransduktionswegen 

vermehrt die Signalwege als reguliert angezeigt, die diesen Bereichen 

zugeordnet werden. 

In Tabelle 23 sind für die bereits in 3.1.2.1 besprochenen Stoffwechsel- und 

Signaltransduktionswege der Genexpression der MCAO-PTZ-Gruppe relativ 
zur MCAO-Gruppe der Verhältniswert, der p-Wert und die verändert regulierten 

Gene zu finden. In den Listen der veränderten Gene waren häufig HLA-C und 

HLA-DRB1 zu finden. Diese Gene waren vermutlich die Genexpression 

bestimmend und verursachten zusammen mit anderen, moderat 
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heraufregulierten Genen die veränderte, verstärkte Regulation der 

Stoffwechsel- und Signaltransduktionswege. 

Tabelle 22. Die ersten zehn am stärksten regulierten Stoffwechsel- und Signaltransduktions-

wege inklusive der verändert regulierten Gene für die MCAO-Gruppe relativ zu Cx-re. 

Stoffwechsel- oder 
Signaltransduktionsweg 

definiert durch IPA 

-log 

(p-Wert) 
Ratio verändert regulierte Gene 

Komplementsystem 4,64E00 2,94E-01 C1R, SERPING1, C3, C1S, CFB, C4B 

(inkl. anderer), C7, C1QC, CFH, C2 

Akute-Phase-Antwort 

Signalweg 

3,19E00 1,28E-01 IL6ST, TCF4, SERPING1, TTR, PIK3CA, 

C3, FN1, C1S, IL6R, SERPINF1, CP, 

STAT3, NFKB1, C1R, HMOX1, SHC1, 

FOS, CRABP2, CFB, C4B (inkl. anderer), 

A2M, C2 

Arylhydrocarbon-Rezeptor 

Signaweg 

3,08E00 1,31E-01 GSTM1, MGST1, NFIX, MED1, BAX, 

NFKB1, SMARCA4, CYP1B1, NCOA3, 

RXRG, FOS, CTSD, SP1, TGFB1, RARB, 

ALDH1A2, NFIB, ALDH3A1, HSPB1 

Hepatische Fibrose / 

Hepatische Sternzell-

Aktivierung 

3,08E00 1,33E-01 TGFBR1, ICAM1, FN1, FGFR1, IL6R, 

BAX, NFKB1, COL1A2, COL1A1, IGF1, 

TIMP1, TGFB1, IGFBP3, PDGFRA, 

LAMA1, CD14, STAT1, A2M, COL3A1 

Oncostatin-M-Signalweg 2,48E00 2,06E-01 IL6ST, SHC1, TIMP3, MT2A, STAT3, 

CHI3L1, STAT1 

Signalweg der 

Antigenpräsentation 

2,37E00 1,4E-01 HLA-E, HLA-DQA1, HLA-DRB1 (inkl. 

EG:100332219), CD74, PSMB6, HLA-C 

Intrinsischer Prothrombin-

Aktivierungssignalweg 

2,18E00 1,88E-01 COL1A2, COL1A1, F12, PROS1, THBD, 

COL3A1 

T-Helferzellen-

Differenzierung 

2,13E00 1,27E-01 IL6ST, TGFBR1, TGFB1, IL6R, HLA-

DQA1,  

HLA-DRB1 (inkl. EG:100332219), STAT3, 

HLA-DQB1 (inkl. anderer), STAT1 

Zellreifung von 

dendritischen Zellen 

2,04E00 8,29E-02 PIK3CA, ICAM1, HLA-DQA1, HLA-DRB1 

(inkl. EG:100332219), HLA-DQB1 (inkl. 

anderer), FCGR2B, NFKB1, ATF2, 

COL1A2, COL1A1, STAT2, IRF8, STAT1, 

HLA-C, COL3A1 

B-Zell-Entwicklung 1,86E00 1,08E-01 PTPRC, HLA-DQA1, HLA-DRB1 (inkl. 

EG:100332219), HLA-DQB1 (inkl. anderer) 
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Tabelle 23. Die ersten zehn am stärksten regulierten Stoffwechsel- und Signaltransduktions-

wege inklusive der verändert regulierten Gene für die MCAO-PTZ-Gruppe relativ zur MCAO-

Gruppe. 

Stoffwechsel- oder 

Signaltransduktionsweg 

definiert durch IPA 

-log  

(p-Wert) 
Ratio verändert regulierte Gene 

B-Zell-Entwicklung 7,25E00 1,62E-01 PTPRC, SPN, CD79B, HLA-DQA1,  

HLA-DRB1 (inkl. EG:100332219), HLA-

DQB1 (inkl. anderer) 

Signalweg der 

Antigenpräsentation 

7,18E00 1,63E-01 PSMB9, HLA-DQA1, HLA-DRB1 (inkl. 

EG:100332219), PSMB8, CD74, TAPBP, 

HLA-C 

Veränderte T-Zell- und B-

Zell-Signaltransduktion in 

Rheumatoider Arthritis 

5,53E00 8,79E-02 CD79B, CXCL13, HLA-DQA1, HLA-DRB1 

(inkl. EG:100332219), LTB, IL1B, HLA-

DQB1 (inkl. anderer), TNFRSF17 

Signaltransduktion bei 

systemischem Lupus 

Erythematosus 

4,91E00 4,91E-02 PTPRC, LSM14B, CD79B, CD3E, 

SNRPG, PRPF4B, LYN, IL1B, FCGR2B, 

FCGR3A, HLA-C 

Transplantat-Wirt-Reaktion 

(GvHR) 

4,04E00 1,04E-01 HLA-DQA1, HLA-DRB1 

(inkl.EG:100332219), IL1B, HLA-DQB1 

(inkl. anderer), HLA-C 

Zytotoxische T-

Lymphozyten-vermittelte 

Apoptose bei Targetzellen 

3,5E00 5,88E-02 CD3E, HLA-DQA1, HLA-DRB1 (inkl. 

EG:100332219), HLA-DQB1 (inkl. 

anderer), HLA-C 

Zellreifung von 

dendritischen Zellen 

3,31E00 4,42E-02 HLA-DQA1, HLA-DRB1 (inkl. 

EG:100332219), LTB, IL1B, HLA-DQB1 

(inkl. anderer), FCGR2B, FCGR3A, HLA-C 

Rolle von NFAT in der 

Regulation der 

Immunantwort 

3,26E00 4,74E-02 AKAP5, CD79B, CD3E, HLA-DQA1, LYN,  

HLA-DRB1 (inkl. EG:100332219), HLA-

DQB1 (inkl. anderer), FCGR2B, FCGR3A 

OX40/OX40L 

Signaltransduktionsweg 

3,23E00 5,38E-02 CD3E, HLA-DQA1, HLA-DRB1 (inkl. 

EG:100332219), HLA-DQB1 (inkl. 

anderer), HLA-C 

Signaltransduktion bei 

Primären Immundefekten 

3,06E00 6,35E-02 Igh-2, PTPRC, IL2RG, CD3E 
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3.1.3 Verifizierung der DNA-Mikroarrayergebnisse per qRT-PCR 
Die Genexpressionsanalyse mit DNA-Mikroarrays liefert einen qualitativen 

Einblick in die Regulation der Transkripte und benötigt die quantitative 

Verifizierung per qRT-PCR oder auf Proteinebene. 

Es wurden deshalb für die Gene qRT-PCR durchgeführt, die bestimmend für 

die Regulation der Stoffwechsel- und Signaltransduktionswege der Vergleiche 

MCAO-Gruppe relativ zu naiv und MCAO-PTZ-Gruppe relativ zur MCAO-

Gruppe waren (Tabelle 22 und 23). Die Ergebnisse der qRT-PCR mit mRNA 

aus dem Schlaganfallareal (Fold change und Standardabweichung, SD) wurden 

in den Tabellen den Mikroarrayergebnissen (Fold change und p-Wert) 

gegenübergestellt um eine mögliche Bestätigung der Mikroarrayergebnisse 

abzulesen.  

Die Ergebnisse der qRT-PCR der MCAO-Gruppe relativ zu naiven Gewebe 

ergaben eine Bestätigung der Hochregulation für C3 für den 

Signaltransduktionsweg Komplementsystem. Die Regulation von Serping1 

konnte in der qRT-PCR nicht gezeigt werden. 

Die Hochregulation des Signalweges der Antigenpräsentation über RT1-Aw2, 

CD74 und RT1-Db1 konnte nicht bestätigt werden. 

Tabelle 24. Gegenüberstellung der Ergebnisse im Mikroarray und in der qRT-PCR der MCAO-

Gruppe relativ zu Cx-re für ausgewählte Gene. 

  
Mikroarray 

 
qPCR 

Gen Probe ID 
Fold 

change 
p-Wert 

 

Fold 

change 
SD 

Komplementsystem 

C3 1368000_at 2,71 0,00 

 

1,70 0,29 

Serping1 1372254_at 4,86 0,00 

 

1,23 0,16 

Signalweg der Antigenpräsentation 

CD74 1367679_at 2,97 0,00 

 

0,96 0,04 

RT1-Aw2 1388202_at 1,60 0,00 

 

1,11 0,36 

RT1-Db1 1370383_s_at 1,47 0,05   0,48 0,02 

 

Für MCAO-PTZ-Gruppe relativ zur MCAO-Gruppe bestätigten die Ergebnisse 

der qRT-PCR die Befunde aus den Mikroarrays für C3 und Serping1 des 

Signaltransduktionsweg Komplementsystem. 
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Tabelle 25. Gegenüberstellung der Ergebnisse im Mikroarray und in der qRT-PCR der MCAO-

PTZ-Gruppe relativ zur MCAO-Gruppe für ausgewählte Gene. 

 
Mikroarray 

 
qPCR 

Gen Probe ID 
Fold 

change 
p-Wert 

 

Fold 

change 
SD 

Komplementsystem 

C3 1368000_at 1,98 0,00  2,31 0,27 

Serping1 1372254_at 1,35 0,00  0,87 0,08 

Signalweg der Antigenpräsentation 

Cd74 1367679_at 1,99 0,00  1,62 0,05 

Psmb9 1370186_at 1,63 0,00  1,36 0,16 

RT1-Aw2 1370428_x_at 1,63 0,00  1,64 0,20 

RT1-Db1 1370383_s_at 2,23 0,00  1,14 0,27 
 

Die Hochregulation der Gene Cd74, Psmb9 und RT1-Aw2 des Signalweges der 

Antigenpräsentation konnten ebenfalls per qRT-PCR bestätigt werden. Die 

Regulation von RT1-Db1 konnte nicht verifiziert werden. 

3.1.4 Expression Neurogenese-spezifischer Gene im Schlaganfallgebiet 
Um die Veränderungen der Neurogenese im Schlaganfallareal noch detaillierter 

zu beleuchten wurde die Genexpression weiterer wichtiger Markerproteine aus 

Neurogenese-spezifischen Signalwegen betrachtet. Die Veränderungen der 

Genexpression der jeweiligen Gene sind in Tabelle 26 zusammengefasst.  

Tabelle 26. Genexpressionsveränderungen der MCAO-PTZ-Gruppe bei einzelnen, für 

Neurogenese wichtigen Genen relativ zur MCAO-Gruppe. 

 

MCAO vs. Naiv 

 

MCAO-PTZ vs. MCAO 

Gen Probe ID 
Fold 

change 
p-Wert 

 

Fold  

change 
p-Wert 

Dcx 1374966_at 0,75 0,30   1,04 0,89 

Ncam1 1383404_at 1,22 0,05   1,04 0,72 

Tubb3 1371618_s_at 0,91 0,20   1,01 0,87 
 

DCX codiert für Doublecortin, Ncam1 codiert für das neurale Zelladhäsions-

molekül 1 welches posttranskriptionell mit Polysialinsäure (polysialic acid, PSA) 

modifiziert werden kann. Tubb3 codiert für Beta-3-Tubulin. 
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Alle drei Marker waren in der MCAO-Gruppe relativ zum naiven Gewebe als 

auch bei der MCAO-PTZ-Gruppe relativ zur MCAO-Gruppe nicht verändert 

reguliert gewesen. Diese drei wichtigen Marker wurden in den 

immunhistochemischen Analysen über ihre codierten Proteine im 

Schlaganfallgebiet und ergänzend in der Subventrikularzone angefärbt und 

ausgewertet. 

 

3.2  Immunhistochemische Analyse von Schlaganfallgebiet und 
Subventrikularzone 

3.2.1 Bestimmung des Infarktvolumens 

Bereits bei der Hirnentnahme nach der Perfusion war das vom induzierten 

Schlaganfall geschädigte Gewebe oberflächlich makroskopisch im 

Frontoparietal-Bereich sichtbar. Lage und Ausmaß der Schädigung variierte 

interanimal und gruppenabhängig. Die geschädigten Areale lagen 

hauptsächlich im somatosensorischen Cortex. Die intakten Neuronen wurden 

mit einem Antikörper gegen das Markerprotein NeuN angefärbt. So konnte das 

Infarktgebiet morphologisch abgegrenzt werden (Abb. 23 A und B).  

 
Abb. 23 A und B. Infarktgebiet mit NeuN-Färbung in 10facher Vergrößerung der MCAO-

Gruppe (A) und MCAO-PTZ-Gruppe (B). 

Bei den Ratten der MCAO-PTZ-Gruppe wurde am Tag 48 ein stark signifikant 

größeres Infarktvolumen als bei der MCAO-Gruppe ermittelt. 
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Abb. 24. Infarktvolumina. Werte gezeigt als Mittelwert ± SEM, *p<0,05, **p<0,01.  

Das Infarktvolumen der Tiere der MCAO-PTZ-Gruppe betrug 30,54 ± 7,22 mm3, 

das Infarktvolumen der MCAO-Gruppe lag im Mittel bei 16,02 ± 4,34 mm3 

(Abb. 24). Das Infarktvolumen war fast doppelt so groß bei der MCAO-PTZ-

Gruppe. 

3.2.2 Zellproliferation in der Subventrikularzone und im Infarktgebiet 
Den grundsätzlichen Einfluss von PTZ auf die Zellproliferation wurde im 

Infarktgebiet und in der ipsilateralen Subventrikularzone (SVZ) untersucht. 

Proliferation darf allerdings nicht mit Neurogenese gleich gesetzt werden, da 

die proliferierenden Zellen verschiedene Zelltypen wie beispielsweise 

Gefäßzellen, Epithelzellen aber auch Neurone sein können. In beiden 

untersuchten Arealen zeigte sich, dass die PTZ-Behandlung nach dem 

Schlaganfall teilweise zu einer signifikanten Reduzierung der proliferierenden 

Zellen im Vergleich zur MCAO-Gruppe führte. 

 
Abb. 25. Ki67-positive Zellen im Infarktgebiet. Werte als Mittelwert ± SEM, *p<0,05, **p<0,01. 

Im Infarktgebiet der MCAO-Gruppe konnte im Mittel 50,56 ± 3,67 Ki67+ Zellen 

pro mm3 Infarktareal nachgewiesen werden. Bei der MCAO-PTZ-Gruppe wurde 
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im Infarktgebiet 18,69 ± 2,24 Ki67+ Zellen gezählt, was einer Halbierung der 

Ki67+ Zellzahl im Vergleich zur MCAO-Gruppe entspricht (Abb. 25 und 26 A-D). 

 
Abb. 26 A-D. Ki67-positive Zellen im Infarktgebiet der MCAO-PTZ-Gruppe (A, B) und der 

MCAO-Gruppe (C, D) in 10- bzw. 20facher Vergrößerung (v. l. n. r.). 

 

 
Abb. 27. Ki67-positive Zellen in der ipsilateralen SVZ. Werte als Mittelwert ± SEM. 

In der ipsilateralen SVZ der MCAO-Gruppe wurden 115,83 ± 10,8 Ki67+ Zellen 

detektiert, während im gleichen Areal der mit MCAO-PTZ-Gruppe 76,47 ± 11,64 

Ki67+ Zellen gezählt wurden. Ein signifikanter Unterschied konnte hier nicht 

festgestellt werden (Abb. 27 und 28 A & B). 
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Abb. 28 A und B. Ki67-positive Zellen in der ipsilateralen SVZ der MCAO-PTZ-Gruppe (A) und 

der MCAO-Gruppe (B). 

3.2.3 Detektion von neuronalen Vorläuferzellen in der Subventrikularzone 
und im Infarktgebiet 

Neuronale Vorläuferzellen konnten hauptsächlich in der Subventrikularzone, 

zum Teil ausgehend von der SVZ migrierend in Richtung Infarktgebiet 

nachgewiesen werden. In weiteren Arealen, wie z.B. Periinfarkt- und 

Infarktgebiet, Hippokampus oder Striatum wurden deutlich weniger oder nur 

vereinzelt neuronale Vorläuferzellen detektiert. Für die Detektion der 

neuronalen Vorläuferzellen wurden zwei Markerproteine genutzt, die in etwa 

den gleichen Entwicklungszeitraum der neuronalen Vorläuferzellen anzeigen 

bzw. in diesem Zeitraum von den betreffenden Zellen produziert werden 

(Bonfanti und Peretto, 2011). 

 
Abb. 29. DCX-positive Zellen der ipsilateralen SVZ. Werte als Mittelwert ± SEM, *p<0,05 

Das erste Markerprotein war DCX oder Doublecortin. In der ipsilateralen SVZ 

der MCAO-PTZ-Ratten wurden durchschnittlich 119,18 ± 46,55 DCX+ Zellen 

gezählt. Bei den Tieren der MCAO-Gruppe konnten 61,75 ± 6,16 DCX+ Zellen 
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nachgewiesen werden (Abb. 29). Die Tiere der MCAO-PTZ-Gruppe hatten also 

die doppelte Anzahl an DCX-positiven Zellen in der SVZ. Abbildung 30 A und B 

zeigt Beispiele für das Färbeergebnis für DCX in der SVZ. 

 
Abb. 30 A und B. DCX-positive Zellen in der ipsilateralen SVZ in 20facher Vergrößerung aus 

der MCAO-Gruppe (A) und der MCAO-PTZ-Gruppe (B).  

Ausschließlich in der MCAO-PTZ-Gruppe konnte beobachtet werden, dass 

ausgehend von der ipsilateralen SVZ DCX-positive Zellen unterhalb des Corpus 

callosum in Richtung des Infarktes migrierten. In Abbildung 31 A und B sind 

diese Areale von zwei unterschiedlichen Tieren aus der MCAO-PTZ-Gruppe 

gezeigt. Die schwarzen Pfeile weisen auf DCX-positive Zellen hin und 

verdeutlichen den Migrationsweg von der SVZ zum Infarkt. Mit wachsender 

Entfernung von der SVZ nahm die Dichte der DCX-positiven Zellen ab. 

 
Abb. 31 A und B. Migration DCX-positiver Zellen der MCAO-PTZ-Gruppe (10x). Die Pfeile 

markieren DCX-positive Zellen auf dem Migrationsweg. 

Das zweite Markerprotein war PSA-NCAM. Die Auswertung erfolgte nach einer 

semiquantitativen Rangvergabe, weil aufgrund der hohen Zelldichte der PSA-

NCAM-positiven Zellen in der SVZ eine Einzelunterscheidung der Zellen nicht 
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mehr gegeben war. In der ipsilateralen SVZ der MCAO-PTZ-Gruppe wurde 

durchschnittlich ein von 3 erreicht, während die PSA-NCAM-Dichte in der 

ipsilateralen SVZ der MCAO-Gruppe einen Rang von 2 im Mittel erreichte (Abb. 

32 und 33 A & B). Dieser Unterschied war statistisch signifikant. 

 

Abb. 32. PSA-NCAM-positive Zellen der ipsilateralen SVZ. Ränge mit Median ± SEM, *p<0,05. 

 

Abb. 33 A und B. PSA-NCAM-positive Zellen der ipsilateralen SVZ in 20facher Vergrößerung 

aus der MCAO-Gruppe (A) und der MCAO-PTZ-Gruppe (B). 
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Im Gegensatz zur SVZ konnten im Schlaganfallareal weder in der MCAO-

Gruppe noch in der MCAO-PTZ-Gruppe spezifisch angefärbte Zellen positiv für 

DCX oder PSA-NCAM detektiert werden (Abb. 34 A-D).  

 
Abb. 34 A - D. Infarktgebiet mit Färbung für PSA-NCAM (A, B) und DCX (C,D) in 20facher 

Vergrößerung aus der MCAO-Gruppe (A, C) und der MCAO-PTZ-Gruppe (B, D).  

3.2.4 Axonales Wachstum im Infarktgebiet 
Das Markerprotein Beta-3-Tubulin ist wie DCX ein Protein aus dem neuronalen 

Cytoskelett und wird während der Differenzierungsphase, aber auch beim 

Aussprossen neuer Axone vorübergehend exprimiert. 

 
Abb. 35. Immunreaktive Areale für Beta-3-Tubulin im Schlaganfallgebiet der MCAO-PTZ-

Gruppe und MCAO-Gruppe. Werte angegeben als Mittelwert ± SEM, *p<0,05, **p<0,01. 
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Da die Auszählung neu entstandener Axone zu unsicher ist, wurde hier Beta-3-

Tubulin-positives Gewebe über die immunreaktive Fläche bestimmt. Das Beta-

3-Tubulin-positive Signal konzentrierte sich auf den ischämischen Kern des 

Schlaganfall-geschädigten Gebietes. In der MCAO-Gruppe konnte im 

Infarktkerngebiet im Mittel 9.905 ± 1.380 µm2 Beta-3-Tubulin-positive immun-

reaktive Fläche gemessen werden, in der MCAO-PTZ-Gruppe waren es 

170.261 ± 70.618 µm2 Beta-3-Tubulin-positive immunreaktive Fläche. Die 

MCAO-PTZ-Gruppe hatte somit an Tag 48 nach Schlaganfall signifikant mehr 

Axone im Schlaganfallareal ausgebildet als es in der MCAO-Gruppe zu messen 

war (Abb. 35). 

Abbildung 36 A-D zeigt repräsentative Färbeergebnisse für Beta-3-Tubulin im 

Infarkt-gebiet der MCAO-Gruppe (A und B) und der MCAO-PTZ-Gruppe (C und 

D). Die schwarzen Pfeile weisen auf die Beta-3-Tubulin-positiven Strukturen 

hin. 

 
Abb. 36 A - D. Beta-3-Tubulin-immunreaktive Gebiete im Infarktareal in 10- bzw. 20facher 

Vergrößerung aus der MCAO-Gruppe (A, B) und der MCAO-PTZ-Gruppe (C,D). 
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3.2.5 Infiltration des Infarktgebietes mit Immunzellen 

Um zu überprüfen inwieweit die Immunantwort auf den ischämischen Insult 

noch aktiv war wurden auf Hirnschnitten, die infarziertes Gewebe enthielten, die 

Zellmarker CD3 und CD45 in einer Immunfluoreszenz-Doppelfärbung 

nachgewiesen. In Abb. 31 A-H sind die Färbeergebnisse der MCAO-Gruppe (A-

C, G) und der MCAO-PTZ-Gruppe (D-F, H) dargestellt.  

 
Abb. 37 A – H. CD3-CD45- Doppelfärbung im Infarktgebiet (10x) der MCAO-Gruppe (A-C) und 

der MCAO-PTZ-Gruppe (D-F), (G,H) Ausschnitte der Infarktgebiete in 20facher Vergrößerung, 

MCAO-Gruppe (G) und MCAO-PTZ-Gruppe (H). 
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Die Färbungen sind getrennt und überlappend gezeigt: A und D geben die 

CD45-Färbung mit Alexa 488 wieder, B und E die CD3-Färbung mit Cy3 und C 

und F die überlappenden Färberesultate. Abb. 31 G und H zeigen Ausschnitte 

in 20facher Vergrößerung als überlappende Färbung der Oberflächenmarker 

CD45 und CD3. Die Färbungen ergaben, dass sieben Wochen nach dem Insult 

das Infarktareal mit CD45-positiven Lymphozyten und teilweise mit CD3- und 

CD45-positive T-Zellen infiltriert ist. Die weißen Pfeile weisen auf CD45-

positive, CD3-negative Zellen im Infarktkerngebiet hin. 

 

3.3 Funktionelle Erholung bei Pentylentetrazol-Behandlung 
Die Analyse des Gewebes und der RNA kann immer nur einen Ausschnitt der 

Erholung nach einem ischämischen Insult und der damit verbundenen 

Reaktionen im Hirngewebe zeigen. Verhaltenstests sind über die funktionelle 

Wiederherstellung aufschlussreicher. Es wurden vier verschiedene 

Verhaltenstests durchgeführt und ausgewertet, die über den gesamten 

Überlebenszeitraum von sieben Wochen abgefragt wurden. Damit konnten 

motorische, somatosensorische und kognitive Defizite aufgespürt und deren 

Verbesserung über den Erholungszeitraum verfolgt werden.  

In der Trainingsphase gab es zwischen den Gruppen keine signifikanten 

Unterschiede. Alle Tiere benötigten etwa 14 Tage um das Trainingsziel zu 

erreichen. Nach der Operation zeigten alle Tiere Leistungsdefizite, unter 

anderem auch auf der nicht-geschädigten Körperseite. Dieses Phänomen 

wurde schon bei unseren früheren Studien aufgetreten und ist auf den 

chirurgischen Eingriff zurückzuführen (Buchhold et al., 2007). 

3.3.1 Klebstreifen-Test 
Der Klebstreifen-Test für somatosensorische Fähigkeiten (Registrieren eines 

Klebeetiketts an der Pfote und erfolgreiches Entfernen des Klebeetiketts) wies 

deutliche Unterschiede in der Erholungsleistung bei der MCAO-PTZ-Gruppe 

gegenüber der MCAO-Gruppe auf (Abb. 38).  

Bei allen Tieren wurde die Zeit als Verhältniswert zwischen präoperativem Wert 

und dem in der Testphase gemessenen Wert getrennt für die linke, durch die 

Ischämie beeinträchtigte Vorderpfote und die rechte, nicht geschädigte 
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Vorderpfote aufgetragen. Je größer das Zeitverhältnis zwischen linker und 

rechter Pfote war, desto größer war die Asymmetrie zwischen den Pfoten und 

damit das durch den Infarkt verursachte Defizit. 

 
Abb. 38. Klebstreifen-Test. Werte gezeigt als Mittelwert ± SEM; *p<0,05. 

Bei beiden Gruppen zeigte sich in der ersten Woche nach MCAO ein ähnlich 

starkes Defizit in der Testleistung der rechten Pfote. In der linken Pfote war kein 

Defizit detektierbar.  

Die Testleistung der MCAO-PTZ-Gruppe verbesserte sich bis Woche 5 bis 

annähernd auf das Niveau der nicht betroffenen Pfote und verblieb so bis zum 

Ende des Überlebenszeitraum. In Woche 5 nach MCAO war die Testleistung 

der MCAO-PTZ-Gruppe signifikant besser als die der MCAO-Gruppe.  

Die MCAO-Gruppe zeigte auch eine Verbesserung bei der Erholung der 

geschädigten Pfote, jedoch tendenziell schlechter als die MCAO-PTZ-Gruppe. 

Die Testleistungen schwankten bei der MCAO-Gruppe stark um den Wert des 

Defizits über den gesamten Zeitraum.  

3.3.2 Schräge-Test 
Mit dem Schräge-Test konnte die sensomotorische Erholung über den 

Überlebenszeitraum von sieben Wochen nachverfolgt werden. Die 

präoperativen Ergebnisse wurden individuell für jedes Tier als 100% 

angenommen und die postoperativen Leistungen an diesem Ausgangswert 

relativiert. So konnten sich präoperative Unterschiede nicht auf den 

Leistungsvergleich auswirken. 

Die MCAO-PTZ- und MCAO-Gruppe zeigten in der ersten post-ischämischen 

Woche einen Abfall in dem zu überwindenden Winkel von etwa 3 bis 5 Grad. 



Ergebnisse 

	   90 

Dies entsprach einer Verminderung der Testleistung von circa 10 Prozent zur 

ursprünglichen Leistung (Abb. 39). 

 
Abb. 39. Schräge-Test. Werte gezeigt als Mittelwert ± SEM; *p<0,05, **p<0,01. 

Der anschließende Verlauf der Erholungsleistung war bei beiden Gruppen 

ähnlich bis Woche 4. Ab Woche 5 war eine deutliche Verbesserung der MCAO-

PTZ-Gruppe gegenüber der MCAO-Gruppe zu erkennen. Ab Woche 6 war der 

Unterschied in der Testleistung der MCAO-PTZ-Grupp gegenüber der MCAO-

Gruppe signifikant: die MCAO-PTZ-Gruppe zeigte eine deutlich bessere 

Testleistung. 

3.3.3 Labyrinth-Test 
Der Labyrinth-Test stellt die kognitive Leistung für räumliche Orientierung und 

das Gedächtnis der Tiere dar, der über den Überlebenszeitraum von sieben 

Wochen inklusive der Ausgangsleistung vor der MCAO in Abbildung 40 gezeigt 

ist.  

 
Abb. 40. Labyrinth-Test. Werte gezeigt als Mittelwert ± SEM. 
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Die Testleistung wurde anhand der Fehlerrate beim Durchqueren des 

Labyrinths definiert.  

Beide Gruppen zeigten in der ersten postoperativen Woche einen deutlichen 

Abfall der Testleistung um 1,5 Fehlerpunkte. In den folgenden Testwochen war 

für beide Gruppen eine sich verbessernde Leistung zu registrieren, wobei die 

MCAO-PTZ-Gruppe bereits nach 4 Wochen ihre Ausgangsleistung erreichen 

konnte und dies bis zum Ende des Testzeitraumes auf dem Niveau blieb.  

Die MCAO-Gruppe hingegen konnte ihre ursprüngliche Leistung nicht mehr 

erreichen und lag am Ende des Überlebenszeitraumes durchschnittlich 

0,5 Fehlerpunkte unter den anfänglichen Werten. 

3.3.4 Acht-Arm-Labyrinth-Test 
Der Acht-Arm-Labyrinth-Test sollte die Gruppen in Bezug auf ihr Lernverhalten 

und die räumliche Orientierungsfähigkeit untersuchen. Dieser Test benötigte 

keine Trainingsphase. 

 
Abb. 41. Acht-Arm-Labyrinth-Test. Werte gezeigt als Mittelwert ± SEM; *p<0,05. 

Hier zeigten sich sehr deutliche Unterschiede in der Erholung nach Schlaganfall 

(Abb. 41). In der ersten Woche nach dem Schlaganfall hatten beide 

Untersuchungsgruppen einen ähnlichen Ausgangswert. Während die MCAO-

Gruppe eine gleichbleibende Leistung über den gesamten Überlebens-zeitraum 

zeigte, konnte bei der MCAO-PTZ-Gruppe ein Anstieg der Testleistung bis 

Woche 6 und Halten dessen bis Woche 7 verzeichnet werden. Die 

Testleistungen in Woche 6 und 7 waren signifikant besser als die in der MCAO-

Gruppe. Die mit PTZ behandelten Tiere erholten sich also schneller und 

signifikant besser als die MCAO-Gruppe. 
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4. Diskussion 
 
Die Wissenschaft fokussierte innerhalb der vergangenen zwei Dekaden auf die 

Erforschung der pathophysiologischen Mechanismen des Schlaganfalls und der 

Entwicklung neuroprotektiver Substanzen. Ein Durchbruch in der Schlaganfall-

therapie hinsichtlich einer Verbesserung der Lebensqualität konnte trotz 

intensiver Forschung noch nicht erreicht werden (Ginsberg et al., 2008; Endres 

et al., 2008).  

Der verstärkende Einfluss von Pentylentetrazol (PTZ) auf die endogene 

Neurogenese war aus einigen Studien der Epilepsieforschung bereits bekannt 

(Jiang et al., 2003; Schmoll et al., 2003; Park et al, 2006; Yin et al., 2007; Aniol 

et al., 2011; Buga et al., 2012; Mori et al., 2012). Der Wirkmechanismus, der zu 

der verstärkten Neurogenese führt, ist noch nicht hinreichend untersucht. Es 

konnte aber ausgeschlossen werden, dass minimale Neurodegeneration 

verursacht durch PTZ die Neurogenese verstärkt (Park et al., 2006; Aniol et al., 

2011). Bis heute wurde dieser Wirkstoff hinsichtlich seines Nutzens zur 

Verbesserung der funktionellen Erholung nach Schlaganfall nicht geprüft. 

In der vorliegenden Arbeit wurde also zum ersten Mal die Wirkung von post-

ischämischen PTZ-Gaben auf die endogene Neurogenese sowie die 

funktionelle Erholung im Tiermodell über einen Überlebenszeitraum von sieben 

Wochen untersucht. 

 

Bei der Transkriptomanalyse per Mikroarray wurden zwei Genexpressions-

vergleiche betrachtet. Für die Kontrolle der MCAO-Methodik wurde das 

Genexpressionsprofil des Schlaganfallareals der MCAO-Gruppe dem Gen-

expressionsprofil eines unbeschädigten Cortex (Cx-re) aus der Naiv-Gruppe 

gegenübergestellt. Darauf aufbauend wurde mit dem Vergleich der 

Genexpressionsprofile der MCAO-Gruppe und der MCAO-PTZ-Gruppe die 

Wirkung von PTZ nach Schlaganfall analysiert. 

Man erwartet sieben Wochen nach einem Schlaganfall, dass die akuten 

Reaktionen im Infarktgebiet, wie z.B. das nekrotische Absterben des 

Hirngewebes, exzitotoxische Reaktionen und Periinfarkt-Depolarisationen 

abgeschlossen sind. Aus Studien zu Langzeitfolgen von Schlaganfall ist 
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bekannt, dass in der chronischen Phase nach Schlaganfall (Tage bis Monate) 

Reparatur- und Regenerationsprozesse sowie Inflammation vorrangig aktiv 

sind.  

Die Genexpressionsanalyse der MCAO-Gruppe relativ zu naiven Tieren ergab 

sieben Wochen nach dem experimentellen Schlaganfall insgesamt 24 

signifikant veränderte Stoffwechsel- und Signaltransduktionswege.  

Am stärksten war der Signalweg Komplementsystem verändert reguliert. Von 

den 34 zugeordneten Genen des Signalweges des Komplementsystems waren 

zwölf Gene heraufreguliert.  

Das Komplementsystem hat bedeutenden Anteil am Reperfusionsschaden 

nach Schlaganfall (Riedemann und Ward, 2003; Yanamadala und Friedlander, 

2010). Aufgrund des Gefäßverschlusses und des daraus resultierenden 

Sauerstoffmangels im betroffenen Gewebe werden vermehrt reaktive 

Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) und Stickstoffmonoxid (NO) 

frei. Sie können in der Nähe von Gefäßen durch die Aktivierung von 

Matrixmetalloproteinasen (MMPs) die Bluthirn-Schranke durchlässiger machen 

und die Bildung proinflammatorischer Faktoren anregen (Rosenberg et al., 

2002). Dies regt die Infiltration des Infarktareals mit Neutrophilen und 

Lymphozyten an und führt zur Entzündung. Das Komplementsystem hat die 

Funktion den Phagozyten die Zielzelle anzuzeigen (Opsonierung). Dies 

geschieht entweder Antikörper-vermittelt im sog. klassischer Weg oder in 

Anwesenheit von Lipopolysacchariden (LPS) bzw. zu einem geringen Anteil 

spontan als alternativer Weg. In beiden Komplement-Aktivierungswegen hat 

Komplementfaktor C3 die Schlüsselfunktion und wurde daher zur Bestätigung 

per qRT-PCR relativ quantifiziert. Im Mikroarray wurde ein Fold change von 

2,71 (p = 4 * 10 -9) festgestellt, was gleichbedeutend mit einer zweifachen 

Hochregulation der mRNA von C3 in der MCAO-Gruppe verglichen mit Cx-re 

war. Das Ergebnis der qRT-PCR bestätigte mit einem Fold change von 

1,70 ± 0,29 (Mittelwert ± Standardabweichung) eine Hochregulation der mRNA 

des Komplementfaktor C3 im Infarktgewebe der MCAO-Gruppe. Bei 

Untersuchungen zu Myokard - Infarkten konnte sogar noch nach 8 Wochen 

aktives C3 immunhistochemisch nachgewiesen werden und es gibt Hinweise, 

dass C3 nicht nur gewebeschädigende Funktionen hat sondern auch hilfreich 

bei der Heilung nach Schlaganfall ist (Ducruet et al., 2012; Yang et al., 2013). 
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Unter den weiteren zehn am stärksten veränderten Stoffwechsel- und 

Signaltransduktionswegen waren vier Signalwege, die durch ähnliche Sets an 

regulierten Genen auffielen. Dazu gehörten der Signalweg der 

Antigenpräsentation, T-Helferzellen-Differenzierung, Zellreifung dendritischer 

Zellen und B-Zell-Entwicklung. Der Signalweg der Antigenpräsentation hat 

zentrale Bedeutung für die Aktivierung der adaptiven Immunantwort (Iadecola 

und Anrather, 2011). Dendritische Zellen und B-Zellen sind 

antigenpräsentierende Zellen und können über den Haupthistokompatibilitäts-

komplex 2 (MHC-II) den Signalweg der Differenzierung von T-Helferzellen aus 

T-Zellen aktivieren. Aus diesem großen Komplex wurden drei Zielgene 

ausgewählt, die mittels qRT-PCR verifiziert werden sollten. Dies waren: RT1-

Aw2 (MHC-II bzw. HLA-C), RT1-Db1 (MHC-I bzw. HLA-DRB1) und CD74 

(MHC-II invariante Kette). Die drei Gene zeigten im Mikroarray eine 

Hochregulation und deuten damit auf eine immer noch aktive 

Antigenpräsentation in der chronischen Phase nach Schlaganfall hin.  

Man könnte vermuten, dass sich hier eventuell das Phänomen des verspäteten 

Gewebeschadens durch autoreaktive CD4- und/oder CD8-positive T-Zellen 

zeigte. Diese Reaktion tritt erst in den Wochen und Monaten nach Schlaganfall 

auf und wurde als postischämische Demenz beschrieben (Leys et al., 2009; 

Pendlebury und Rothwell, 2009). Dazu müssten entsprechende Immun-

fluoreszenzfärbungen angefertigt werden. Eine erste Färbung zur Aufklärung 

der Infiltration des Infarktgewebes und möglicher Langzeitfolgen war die CD45-

CD3-Doppelfärbung, die später noch genauer besprochen wird.  

Die Ergebnisse der qRT-PCR der MCAO-Gruppe relativ zu Cx-re konnten die 

Befunde aus dem Mikroarray zu den Genen RT1-Aw2, RT1-Db1 und CD74 

nicht bestätigen: für das Gen RT1-Aw2 bpsw. war im Mikroarray eine 

Hochregulation angezeigt (Fold change 1,6; p = 2,5 * 10 -18), die qRT-PCR 

ergab einen Fold change von 1,1 ± 0,36 (Mittelwert ± Standardabweichung). 

Prinzipiell ist der Einsatz von qRT-PCR eine veritable Methode zur 

Quantifizierung von Mikroarrayergebnissen (Li und Li, 2009, Tabuchi et al., 

2006). Dies kann aber durch eine Vielzahl an technischen Problemen gestört 

werden. Die Korrelation zwischen Mikroarray- und qRT-PCR-Ergebnissen ist 

umso schwieriger zu belegen, wenn die Genregulation im Array wie auch im 
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vorliegenden Fall kleiner oder gleich 2 ist (Dallas et al., 2005; Morey et al., 

2006).  

Unter den signifikant veränderten Stoffwechsel- und Signaltransduktionswegen 

konnten der Wnt/beta-Catenin- Signalweg und der Signaltransduktionsweg der 

Pluripotenz humaner embryonaler Stammzellen identifiziert werden. Beide 

Signalwege sind über den Transkriptionsfaktor TCF4 miteinander verwoben 

(Korinek et al., 1997 und 1998). 

Der Wnt/beta-Catenin-Signalweg kontrolliert die Regulation der Proliferation der 

neuralen Vorläuferzellen und wird durch Astrozyten und neurale Vorläuferzellen 

selbst aktiviert (Adachi et al., 2007). Da die Astrozyten für die Integrität der 

Bluthirn-Schranke und die Versorgung der Neuronen zuständig sind, führt eine 

Verletzung im Hirngewebe zur Aktivierung der Astrozyten, die dann 

proliferieren, differenzieren und die gliale Narbe bilden (Eng und Ghirnikar, 

1994; Pekny und Nilsson, 2005).  

Der Signaltransduktionsweg der Pluripotenz humaner embryonaler Stamm-

zellen (hESC), umfasst den FGF-Signalweg (fibroblast growth factor), den TGF-

Beta/Activin-Signalweg (transforming growth factor beta) und BMP-Signalweg 

(bone morphogenic protein). Zusätzlich regulieren eine ganze Reihe 

intrinsischer Faktoren, wie z. B. Transkriptionsfaktoren die Pluripotenz von 

hESC (Biswas und Hutchins, 2007; Darr und Benvenisty, 2006).  

Um diesen Befund genauer zu untersuchen, könnte man versuchen Beta-

Catenin in Immunfluoreszenzfärbungen in Kombination mit Markern für 

Astrozyten (glial fibrillary acidic protein, GFAP) bzw. neurale Vorläuferzellen 

(Nestin) sichtbar zu machen.  

Zusammenfassend konnten im Vergleich der Genexpressionsprofile des 

Infarktgebietes der MCAO-Gruppe zu naiven Tieren (Cx-re) typische 

Mechanismen und Reaktionen des geschädigten Hirngewebes in der 

chronischen Phase nach Schlaganfall identifiziert werden. 

Die Analyse der Genexpressionsprofile der MCAO-PTZ-Gruppe relativ zur 

MCAO-Gruppe ergab 33 signifikant veränderter Stoffwechsel- und 

Signaltransduktionswege. Der überwiegende Teil war im Zusammenhang mit 

der Entzündungsreaktion bzw. der Infiltration des geschädigten Hirnareals mit 

Leukozyten zu sehen.  
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Am stärksten war der Signalweg der B-Zell-Entwicklung aktiviert bzw. 

hochreguliert. Zusammen mit dem Signalweg der Antigenpräsentation, 

Zellreifung dendritischer Zellen und Cytotoxische T-Lymphozyten-vermittelte 

Apoptose von Targetzellen war in den MCAO-PTZ-Tieren der bereits oben 

beschriebene Komplex der Aktivierung der adaptiven Immunantwort vermutlich 

noch hochaktiv (Iadecola und Anrather, 2011). Unter den signifikant aktivierten 

Stoffwechsel- und Signaltransduktionswegen waren Signalwege, die mit der 

Infiltration von Neutrophilen und autoreaktiven Erkrankungen zusammen-

hängen: Veränderte T-Zellen- und B-Zellen-Signaltransduktion bei Rheuma-

toider Arthritis, Signaltransduktion bei systemischen Lupus erythematosus und 

die Transplantat-Wirt-Reaktion.  

Alle diese Signalwege haben gemein, dass sie in der Genexpressionsanalyse 

ähnliche Sets an regulierten Genen anzeigten. Daher wurden aus diesem 

großen Komplex vier Gene ausgewählt, die mittels qRT-PCR verifiziert werden 

sollten. Dies waren: RT1-Aw2 (MHC-II bzw. HLA-C), RT1-Db1 (MHC-I bzw. 

HLA-DRB1), CD74 (MHC-II invariante Kette) und Psmb9 (Immunproteasom-

komplex-Untereinheit beta 9). Die vier Gene zeigten im Mikroarray eine 

Hochregulation und deuteten damit auf verstärkte Aktivität der 

Antigenpräsentation und Infiltration des Hirnareals in der chronischen Phase 

nach Schlaganfall hin. 

Für RT1-Aw2 konnte die Heraufregulation im Mikroarray durch die qRT-PCR 

bestätigt werden (Mikroarray Fold change 1,63; p = 3,0 * 10 -21; qRT-PCR Fold 

change 1,64 ± 0,2) wie auch für CD74 (Mikroarray Fold change 1,99; p = 

2,4 * 10 -6; qRT-PCR Fold change 1,62 ± 0,05) und Psmb9 (Mikroarray Fold 

change 1,63; p = 0,002; qRT-PCR Fold change 1,36 ± 0,16). Das Ergebnis für 

RT1-Db1 war nicht eindeutig (Mikroarray Fold change 2,23; p = 8,8 * 10 -8; qRT-

PCR Fold change 1,14 ± 0,27). 

Aus diesen Befunden ergibt sich die Frage, warum die Entzündungsreaktionen 

im Infarktareal der MCAO-PTZ-Gruppe annähernd doppelt so aktiv waren als es 

in der MCAO-Gruppe der Fall war.  

Es liegt nahe, dass PTZ nicht nur in Hinblick auf seine Wirkung auf post-

ischämische Neurogenese sondern auch auf die Mechanismen nach 

Schlaganfall zu beleuchten ist. Schon einzelne Injektionen von subkonvulsiven 

PTZ-Dosen sind ausreichend um in Neuronen die NO-Synthase zu aktivieren 
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(Jiang et al., 2004). Mit der zusätzlichen Bildung von NO durch die durch PTZ 

aktivierte NO-Synthase kommt es zu nitrosativem Stress im Infarktareal. So 

kann PTZ eine vermehrte Rekrutierung von Lymphozyten in das Infarktgebiet 

verursacht haben. Der Signalweg, der hierbei zum Tragen kommt ist das 

Komplementsystem.  

Tatsächlich befindet sich das Komplementsystem ebenfalls unter den 

signifikant veränderten Stoffwechsel- und Signaltransduktionswegen. Die durch 

den Mikroarray angezeigte Hochregulation des Gens für den bereits 

vorgestellten Komplementfaktor 3 (C3) konnte per qRT-PCR verifiziert werden 

(Mikroarray Fold change 1,99; p = 2,5 * 10 -9; qRT-PCR Fold change 

2,31 ± 0,27). 

Um diese Befunde aufzuklären, wurde eine Immunfluoreszenzfärbung für einen 

Leukozyten-Marker (CD45) in Kombination mit einem T-Lymphozyten-Marker 

(CD3) sowohl bei den Infarktarealen der MCAO- als auch der MCAO-PTZ-

Gruppe angefertigt. Die Vermutung, dass mRNA aus infiltrierenden Zellen zu 

den Mikroarray- und qPCR-Befunden beitrugen, konnte durch diese Färbung 

bestätigt werden. Es wurden sehr viele CD45-positiven Zellen im Infarktgebiet 

detektiert, jedoch keine doppeltpositiven Zellen für CD45 und CD3 gefunden. 

Das bedeutet, dass keine CD3-positiven T-Lymphozyten im Infarktgebiet aktiv 

waren. Es könnten also vermehrt B-Lymphozyten oder andere Leukozyten das 

Infarktgebiet immer noch infiltriert haben und zu den beobachteten 

Genexpressionsveränderungen geführt haben. 

Die Quantifizierung der CD45/CD3-Färbung könnte hierbei noch die Information 

liefern, ob die Unterschiede in den Genexpressionsanalysen auch durch 

Zellzahlen belegt werden kann. Weiterhin müssten weitere Färbungen 

angefertigt werden, die genau aufklären, welche Zellen im Infiltrat enthalten 

sind wie zum Beispiel eine Färbung von CD20 für die Identifizierung von B-

Lymphozyten. 

Die Infiltration des Gewebes und die hochregulierte Inflammation nach 

Schlaganfall wird mittlerweile sogar als wichtige Reaktionen zur Heilung des 

geschädigten Gewebes und des zerstörten neuronalen Netzes betrachtet. Es 

wurde bewiesen, dass Inflammation für das Überleben und die Integration der 

neugebildeten Neurone sogar zuträglich ist (Jakubs et al., 2008; Endres et al., 

2008; Ekdahl et al., 2009; Kokaia, 2012).  
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Für die weiteren immunhistochemischen Färbungen zur Aufklärung des 

Neurogenese-Geschehens und zum Ausmessen des Infarktgebietes wurden 

Marker für ausgereifte Neurone zur Abgrenzung des Infarktgebietes (NeuN), für 

die allgemeine Zellproliferation (Ki-67), neuronale Vorläuferzellen (DCX und 

PSA-NCAM) und axonales Wachstum (beta-3-Tubulin) genutzt.  

Die Abgrenzung des Infarktgebietes über die Anfärbung der reifen Neurone mit 

dem Markerprotein NeuN (Neuronal Nuclei) zeigte in der MCAO-PTZ-Gruppe 

im Vergleich zur MCAO-Gruppe ein signifikant größeres Infarktvolumen 

(p < 0,01) und war in seiner Ausbreitung auf Cortex beschränkt. 

Dieser Befund deckt sich mit den oben beschriebenen Reaktionen, die PTZ in 

Hirngewebe auslösen kann. Zu der bereits beschriebenen Aktivierung der NO-

Synthase kann PTZ durch Störungen im Calciumionen-Haushalt zu kurzzeitigen 

Glutamat- und Aspartatausschüttungen führen (Rocha et al., 1996). Alle diese 

Reaktionen werden schon durch den Infarkt selbst ausgelöst und resultieren in 

nekrotisches und apoptotisches Absterben des Infarktgebietes. Durch eine 

zusätzliche Stimulation dieser Signalwege kann eine Verschlimmerung und 

möglicherweise auch eine Verlängerung der schädigenden Abläufe verursacht 

werden.  

Für die Beschreibung der Neurogenese auf Basis immunhistochemischer 

Färbungen kann man sich die einzelnen biologischen Entwicklungsschritte der 

neu entstehenden Zelle zunutze machen und jeden Schritt mit entsprechenden 

Markern nachvollziehen (Bonfanti und Peretto, 2011). Im ersten Schritt müssen 

die Stammzellpopulationen Zellteilung durchlaufen, was z. B. mit Anfärbung des 

Zellproliferationsmarker Ki-67 detektiert werden kann. Wesentlich häufiger wird 

bei Untersuchungen zur Zellproliferation 5-Brom-2-desoxyuridin (BrdU), ein 

Thymidin-Analogon, eingesetzt, welches bei DNA-Replikation in den DNA-

Strang eingebaut wird (Kempermann et al., 1997a,b). Allerdings hat die BrdU-

Markierung einige Nachteile. Insbesondere bei gealterten Ratten zeigte BrdU 

neurotoxische Wirkung und führte zu Gewichtsverlust (Drapeau et al., 2003). 

Weiterhin verursacht BrdU Fehlbildungen bei Embryonen und stört 

möglicherweise das Verhalten der Stammzellpopulation. Zusätzlich vermutet 

man, dass der Einbau von BrdU in die DNA zu Störungen in der Funktionalität 

bei den betroffenen Zellen führt (Abrous et al., 2005). 
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Vergleichende Studien mit BrdU und Ki-67 ergaben, dass Ki-67 gleichwertige 

Ergebnisse liefert und ohne negative Nebeneffekte im Tiermodell für 

immunhistochemische Färbungen zu Zellproliferation eingesetzt werden kann 

(Kee et al., 2002; Kobayashi et al., 2006). 

Die Wirkung von PTZ auf die Zellproliferation wurde bisher nur im Rahmen von 

Studien über die Entwicklung von Epilepsie untersucht. Hierbei stellte man fest, 

dass bereits eine subkonvulsive Dosis PTZ zu einem massiven Abfall der 

Zellproliferation in den neurogenen Zonen des Gehirns führt (Aniol et al., 2011; 

Mori et al., 2012). Mit steigender Anzahl an PTZ-Injektionen näherte sich die 

Zellzahl proliferierender Zellen wieder an den Ausgangszustand an. Dieser 

Abfall wurde jedoch in dem Experimentaldesign nur für 24 Stunden nach der 

PTZ-Gabe beobachtet (Aniol et al., 2011).  

Die Anfärbung des Zellproliferationsmarker Ki67 zeigte im Infarktareal der 

MCAO-PTZ-Gruppe signifikant weniger Ki67-positive Zellen als bei der MCAO-

Gruppe (p < 0,01). Die Zellproliferation war also im Infarktareal der MCAO-PTZ-

Gruppe signifikant reduziert. Ergänzend dazu wurde in der ipsilateralen 

Subventrikular-zone (SVZ) der MCAO-PTZ-Gruppe im Vergleich zur MCAO-

Gruppe eine tendenzielle Reduktion der Zellproliferation beobachtet.  

Die Zellproliferation kann durch verschiedene Effekte reduziert werden, die von 

PTZ verursacht werden können. Glutamatausschüttung aktiviert Glutamat-

Rezeptoren, die den Verlauf des Zellzyklus inhibieren (Mori et al., 2012). Eine 

weitere Ursache kann die NO-Produktion durch Aktivierung der NO-Synthase 

sein. Es wurde beobachtet, dass NO inhibierende Wirkung auf die Proliferation 

adulter Vorläuferzellen der SVZ haben (Moreno-Lopez et al., 2004). 

Die nächsten biologischen Entwicklungsschritte in Richtung Neurogenese sind 

erstens das Überleben der Vorläuferzellen, was mit Plastizitätsmarkern 

detektiert werden kann. Zweitens kann die Spezifikation der überlebenden Zelle 

mit entsprechenden Zelllinienmarkern für die neuronale oder gliale Zelllinie 

immunhistochemisch gefärbt werden.  

Ein Plastizitätsmarker für das Überleben der Vorläuferzelle ist PSA-NCAM 

(polysialylated form of the neural cell adhesion molecule), der aber auch noch 

bei späteren Entwicklungsschritten exprimiert wird. PSA-NCAM ist ein 

Oberflächenmarker, der durch die negativ geladene Polysialinsäure auf 

Neuroblasten zu einer erleichterten Migration dieser beiträgt (Gascon et al., 
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2010). Ein Marker für die neuronale Zelllinie ist Doublecortin (DCX). Dieses 

Cytoskelettprotein wird nur vorübergehend in Neuroblasten exprimiert und ist 

sehr wichtig für die Migration der neuronalen Vorläuferzellen aus der SVZ in 

Richtung Bulbus olfactorius bzw. Infarktgebiet. 

Im Infarktareal beider Untersuchungsgruppen konnte immunhistochemisch kein 

spezifisches PSA-NCAM-Signal gefunden werden. Die Genexpressionsprofile 

der MCAO-Gruppe und der MCAO-PTZ-Gruppe zeigten für das Infarktareal 

ebenfalls keine Regulation des NCAM1-Gens, welches für PSA-NCAM kodiert 

(MCAO-Gruppe: Fold change 1,22; MCAO-PTZ-Gruppe: Fold change 1,04). 

Ein ganz ähnliches Bild zeigte sich bei den Färbungen für DCX. Im Infarktareal 

war kein spezifisches DCX-Signal zu finden. Die Genexpressionsprofile zeigten 

auch keine Regulation des DCX-Gens (MCAO-Gruppe: Fold change 0,75; 

MCAO-PTZ-Gruppe: Fold change 1,04).  

Es kann zwei Gründe haben, dass im Infarktgebiet der MCAO-Gruppe und der 

MCAO-PTZ-Gruppe keine DCX- oder PSA-NCAM-positiven Zellen gefunden 

wurden.  

Das Zeitfenster war hier größer als die bekannte Überlebenszeit der DCX- oder 

PSA-NCAM-positiven neuronalen Vorläuferzellen. Der Überlebenszeitraum für 

die vorliegende Studie war auf sieben Wochen bzw. 48 Tage begrenzt. Es ist 

aus einem anderen MCAO-Modell bekannt, dass ein Großteil der neu 

gebildeten Neuroblasten bereits nach 2 bis 6 Wochen absterben und ein 

kleinerer Anteil der Zellen zu Neuronen ausdifferenziert (Kuhn et al., 1996; 

Nadareishvili und Hallenbeck, 2003; Carmichael, 2006; Tsai et al., 2006).  

Bei einem permanenten, fokalem Infarkt im Cortex konnten noch bis zur fünften 

post-ischämischen Woche (Tag 35) Neuroblasten im Infarktgebiet 

nachgewiesen werden, die jedoch nicht DCX-positiv waren (Kreuzberg et al., 

2010). Es wäre also ebenso möglich, das hier die überlebenden Zellen in ihrer 

Differenzierung schon zu weit fortgeschritten waren als dass man sie hätte noch 

detektieren können. 

Hier wäre ein transgenes Tiermodell für genauere Untersuchungen von Vorteil. 

Zum Beispiel das transgene 5HT3A-EGFP-Mausmodell wurde schon 

erfolgreich für derartige Studien eingesetzt, weil hierbei alle DCX-positiven 
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Zellen aus der SVZ, also Neuroblasten, eine EGFP-Markierung tragen (Inta et 

al., 2008; Kreuzberg et al., 2010).  

In der ipsilateralen Subventrikularzone der MCAO-PTZ-Gruppe konnten im 

Vergleich zur MCAO-Gruppe signifikant mehr PSA-NCAM- und DCX-positiven 

Zellen detektiert werden (für beide Färbungen p < 0,05). Es ist bekannt, dass 

nach Schlaganfall die Neurogenese in der SVZ verstärkt und die neuronalen 

Vorläuferzellen in die Grenzzonen der geschädigten Hirngebiete einwandern 

(Jin et al., 2001; Arvidsson et al., 2002; Parent et al., 2002). Diese Reaktion ist 

bis zu sieben Wochen nach Schlaganfall aktiv (Darsalia et al., 2005). Dies kann 

durch die hier gezeigten Ergebnisse der DCX-Färbung bestätigt werden. Da in 

der ipsilateralen SVZ der MCAO-PTZ-Gruppe jedoch signifikant mehr PSA-

NCAM- und DCX-positiven Zellen detektiert werden konnten, kann man daraus 

schließen, dass die PTZ-Behandlung nach Schlaganfall zu einer verstärkten 

Produktion von Neuroblasten in einem größeren Zeitfenster nach MCAO 

geführt hat.  

Die Wirkung von PTZ auf die Neurogenese in der SVZ wurde bisher nur bei 

Untersuchungen in Tiermodellen für Epilepsie gezeigt. Verschiedene 

Forschergruppen konnten unabhängig voneinander und mit unterschiedlichen 

PTZ-Dosierungen beobachten, dass PTZ eine Neurogenese-fördernde Wirkung 

in der SVZ entfaltet (Jiang et al., 2003; Park et al., 2006; Aniol et al., 2011; 

Buga et al., 2012). Die Verstärkung der Neurogenese durch PTZ erstreckt sich 

laut der vorliegenden Ergebnisse auch auf die post-ischämische Neurogenese. 

 

DCX hat während der Neurogenese eine große Bedeutung für die Migration 

neuronaler Vorläuferzellen (Corbo et al., 2002; Bai et al., 2003; Brown et al., 

2003). DCX-positive Zellen konnten noch an Tag 48 nach Schlaganfall in der 

MCAO-PTZ-Gruppe ausgehend von der SVZ unterhalb des Corpus callosum 

migrierend in Richtung Infarkt detektiert werden. In den Tieren der MCAO-

Gruppe konnten keine migrierenden DCX-positiven Zellen gefunden werden. 

Auch in einem ähnlichen MCAO-Modell konnten keine migrierenden 

Neuroblasten detektiert werden (Kreuzberg et al., 2010). Die PTZ-Gabe hatte 

hier entscheidenden Einfluss. 
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Die vorliegenden Daten zeigten, dass die Dichte der DCX-positiven Zellen in 

der MCAO-PTZ-Gruppe mit wachsendem Abstand zur Subventrikularzone 

abnahm. Dies kann mit der Beobachtung erklärt werden, dass die neuronalen 

Vorläuferzellen während der Migrationsbewegung sich weiter ausdifferenzieren 

(Cooper-Kuhn und Kuhn, 2002; Brown et al., 2003; Rao und Shetty, 2004; 

Komitova et al., 2005; Ganat et al., 2006). Daher können diese Zellen nicht 

mehr mit einer DCX-Färbung detektiert werden. Es wurde auch beschrieben, 

dass der Großteil der in das Infarktareal eingewanderten Neuroblasten dem 

Zelltod zum Opfer fällt (Kuhn et al., 1996; Nadareishvili und Hallenbeck, 2003; 

Carmichael, 2006; Tsai et al., 2006). Deshalb sollten in der Zukunft noch 

Färbungen von Markern angefertigt werden, die weiter ausdifferenzierte 

neuronale Vorläuferzellen anzeigen. 

Die Migration der Neuroblasten wird unter anderem durch zwei 

Neurotransmitter reguliert, auf die PTZ direkten Einfluss hat: GABA und 

Glutamat. GABA wird von den migrierenden Neuroblasten selbst produziert, 

von den Astrozyten im umliegenden Gewebe aufgenommen und verursacht ein 

Abstoppen der Migration (Bolteus und Bordey, 2004). Die Ausschüttung von 

Glutamat durch die umliegenden Astrozyten wiederum aktiviert die N-Methyl-d-

Aspartat-Rezeptor der Neuroblasten und fördert damit ihr Überleben (Platel et 

al., 2010). 

PTZ selbst hemmt einerseits die Wirkung von GABA und fördert andererseits 

die Ausschüttung von Glutamat und hat damit eine stark unterstützende 

Wirkung auf die Migration der Neuroblasten. Deshalb konnte in den Tieren der 

MCAO-PTZ-Gruppe starke Migration von DCX-positiven Zellen aus der SVZ in 

Richtung Infarkt beobachtet werden. In den Tieren der MCAO-Gruppe konnte 

die starke Migration sieben Wochen nach Infarkt nicht mehr festgestellt werden, 

weil die förderliche Wirkung des PTZ fehlt und die neurogene Antwort auf den 

Infarkt vermutlich in dieser Hinsicht abgeschlossen war.  

Die ständige Migration von neuronalen Vorläuferzellen aus der SVZ in Richtung 

Infarkt bedeutet also nicht, dass im Infarkt die Anzahl der Neuroblasten steigt. 

Dennoch schütten die migrierenden Neuroblasten Wachstumsfaktoren aus, die 

der Erholung zuträglich sein können (Lu et al., 2002; Leker et al., 2009). 
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Für die letzten biologischen Schritte zur abgeschlossenen Neurogenese 

müssten an die hier vorgestellten Untersuchungen noch Färbungen für 

ausgereifte Neurone und spezifische Zelltypen angeschlossen werden. Die 

funktionelle Integration der neu gebildeten Neuronen kann entweder 

elektrophysiologisch oder per Elektronenmikroskop bewiesen werden (Bonfanti 

und Peretto, 2011).  

Eine sehr starke Immunreaktivität für Beta-3-Tubulin konnte im 

Infarktkerngebiet der MCAO-PTZ-Gruppe detektiert werden. Beta-3-Tubulin ist 

ein Marker aus dem Cytoskelett und kann eingesetzt werden um neugebildete 

Neuronen und axonales Aussprossen immunhistochemisch sichtbar zu 

machen. In adultem Gewebe ist die Expression von Beta-3-Tubulin fast 

ausschließlich Neuronen-spezifisch (Katsetos et al., 2003). Aufgrund der 

Ergebnisse der Genexpressionsanalyse war dieser Befund nicht zu erwarten 

(MCAO-Gruppe: Fold change 0,91; MCAO-PTZ-Gruppe: Fold change 1,01). Im 

Vergleich zur MCAO-Gruppe war die Immunreaktivität für Beta-3-Tubulin im 

Infarktgebiet der MCAO-PTZ-Gruppe signifikant erhöht (p < 0,01).  

Hier haben vermutlich überlebende Neurone am Rand des Infarktgebietes neue 

Axone ausgebildet, um das abgestorbene Hirngewebe überwinden zu können 

und die Konnektivität wiederherzustellen wie es bereits in andren Studien zu 

Schlaganfall beobachtet wurde (Napieralski et al., 1996; Leon et al, 2000; 

Carmichael und Chesselet, 2002). Um den Ursprung der Aussprossungen zu 

spezifizieren, müssten Immunfluoreszenzfärbungen angefertigt werden, die 

ausgereifte Neuronen z. B. über NeuN in Kombination mit Beta-3-Tubulin 

zeigen. Weiterhin wäre es noch interessant, ob diese Axone funktionell aktiv 

sind. Dies könnte man mit Färbungen für Calretinin nachprüfen. 

Genexpressionsanalyse, qRT-PCR und immunhistochemische Färbungen sind 

in der Summe Endpunktanalysen für Tag 48, die nur einen kleinen Ausschnitt 

der Reaktionen auf den Infarkt und die Wirkung von PTZ im Zusammenhang 

mit dem Infarkt und der anschließenden Neurogenese zeigen. Histologische 

Untersuchungen, wie zum Beispiel die Auszählung der DCX-positiven Zellen 

oder die Ausmessung der Infarktgrößen reichen nicht aus um minimale 

Änderungen zu detektieren, die aber neuronale Dysfunktionen verursachen 

können (Corbett und Nurse, 1998). Man sollte daher die histologischen 
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Befunde, die ja nach Ablauf des gesamten Untersuchungszeitraumes getroffen 

werden, unabhängig von den Verhaltenstests betrachten (Corbett und Nurse, 

1998). 

Ein Schlaganfall in einem gealterten Organismus ist mit einer besonders 

problematischen Erholung verbunden, weil mit fortgeschrittenem Alter schon 

ein Abfall der motorischen, kognitiven und sensorischen Leistungen einhergeht 

(Gallagher und Nicolle, 1993; Clayton et al., 2002; Mesches et al., 2004; 

Navarro et al., 2005). Zusätzlich wird die Erholung der neuronalen Strukturen 

und die Wiederherstellung der Funktionalität nach dem Infarkt durch reduzierte 

physiologische Anpassungsfähigkeit und eine veränderte zelluläre und 

molekulare Antwort auf den Insult gestört (Schauwecker et al., 1995; Woods et 

al., 1998; Adams et al., 2001; Buchhold et al., 2007). Die Bedeutung der 

Verhaltenstests zur Verfolgung der Langzeiterholung nach einem Schlaganfall 

wird in präklinischen Studien daher immer höher eingeschätzt (Kline und Dixon, 

2001; Corbett und Nurse, 1998; DeVries et al., 2001; Schallert et al., 2000) und 

ein Tiermodell mit Berücksichtigung der Altersproblematik durch die STAIR-

Kommission ausdrücklich empfohlen (Fisher: STAIR, 1999 und 2008). 

Der Untersuchungszeitraum der vorliegenden Studie beinhaltete eine 

engmaschige Prüfung der Erholung über sieben Wochen nach MCAO mit 

sensomotorischen, somatosensorischen und kognitiven Tests der MCAO- und 

PTZ nach MCAO-Gruppe. Der experimentell induzierte Schlaganfall lag im 

Bereich des Cortex, der funktionell für die Verarbeitung somatosensorischer 

Ereignisse zuständig ist. Es gibt einen großen Konsens bezüglich der 

Ähnlichkeit der physischen Symptomatik bei somatosensorischen Defiziten im 

Rattenmodell und fokalen Hirnschäden im Menschen (Cenci et al., 2002).  

Der sensomotorische Schräge-Test, der die Funktionalität und Muskelkraft der 

durch die MCAO beeinträchtigten Pfoten abbildet (Rivlin und Tator, 1977; 

Johansson und Ohlsson, 1996; Turner et al., 2012), zeigte nach fünf Wochen 

ähnlicher Erholungsverläufe ab der 6. Testwoche eine signifikante 

Verbesserung der PTZ nach MCAO-Gruppe im Vergleich zur MCAO-Gruppe 

und deutet auf eine verbesserte Funktionalität der durch die MCAO 

beeinträchtigten Vorder- und Hinterläufe hin.  



Diskussion 

106 

Die somatosensorische Erholung wurde mit dem Klebstreifen-Test erfasst. Der 

Test ergab eine tendenziell bessere Testleistung bei den PTZ nach MCAO-

Tieren im Vergleich zu der MCAO-Gruppe, die in Woche 5 nach MCAO 

signifikant war.  

Beachtenswert war auch die Gedächtniskonsolidierung, die mit dem kognitiven 

Test Acht-Arm-Labyrinth-Test detektiert wurde. Es zeigte sich hierbei, dass die 

PTZ nach MCAO-Gruppe bereits ab Woche 2 nach MCAO eine deutlich 

bessere Erholungskurve im Vergleich zur MCAO-Gruppe hatte, deren 

Unterschied ab der sechsten Woche nach MCAO signifikant war. Die PTZ nach 

MCAO- Gruppe konnte also ihr Lernverhalten und ihre räumliche Orientierung 

in diesem Test signifikant verbessern. 

Der Labyrinth-Test, der die Orientierungsfähigkeit, das räumliche Lernverhalten 

und die Fähigkeit zur Alternation überprüft, zeigte eine tendenziell bessere 

Testleistung bei den PTZ nach MCAO-Tieren im Vergleich zur MCAO-Gruppe.  

In drei von vier Verhaltenstests waren entsprechend der gestellten Hypothese 

eine Verbesserung der Funktionalität sowohl in Hinblick auf motorische, 

kognitive und somatosensorische Fähigkeiten über den Verlauf der sieben 

Testwochen bei der MCAO-PTZ-Gruppe zu beobachten. Dieser Befund ging 

einher mit einer verstärkten, endogenen Neurogenese und konnte schon in 

anderen Studien beobachtet werden (Lagace, 2011).  

Der Zusammenhang von einer besseren funktionellen Erholung und gezielt 

verstärkter endogener Neurogenese ist mechanistisch nicht vollkommen geklärt 

(Faigle und Song, 2012), es ist aber möglich, dass in der hier dargestellten 

Studie die inhibierende Wirkung von GABA auf die Migration von Neuroblasten 

(Mason et al., 2001; Nguyen et al., 2003; Bolteus und Bordey, 2004; Liu et al., 

2005) durch die Blockierung der GABAA-Rezeptoren mit PTZ gehemmt wird 

und so ein konstanter Fluss von Neuroblasten zum Infarkt auch über ein 

größeren Zeitraum ermöglicht wird. Die so vermehrt generierten neuronalen 

Vorläuferzellen können durch Ausschüttung von Wachstumsfaktoren (Lu et al., 

2002), immunmodulierende Effekte (Fainstein et al., 2008) sowie ihrem Einfluss 

auf die Einwanderung von weiteren Zellen in das Infarktgebiet (Kubota und Ito, 

2000) möglicherweise signifikant zu einer verbesserten funktionellen Erholung 

beitragen (Leker et al., 2009). 
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Erste Beobachtungen einer verbesserten kognitiven Leistung unter PTZ-

Behandlung konnten in den 1950er-Jahren gezeigt werden (Tennent, 1956).  

Eine verbesserte kognitive Leistung durch wiederholte, systemische und nicht-

konvulsive PTZ-Injektionen wurde erst vor kurzem eindrucksvoll in einem 

Mausmodell für Down-Syndrom gezeigt (Fernandez et al., 2007 und 2009; 

Rueda et al., 2008; Brault et al., 2011; Moehler, 2012). Die Korrektur des 

Lernverhaltens wurde auch in einem Tiermodell für ein gestörtes zirkadianes 

System beobachtet (Ruby et al., 2008). Beide Krankheitsbilder werden von 

einer Fehlfunktion im GABA-Signalweg bestimmt. Es wird vermutet, dass ein 

verstärkter MAPK-Signaltransduktionsweg hierbei ausschlaggebend sein 

könnte (Sharma, 2010). 

Die Ergebnisse konnten zeigen, dass subkonvulsive PTZ-Injektionen nach 

einem Schlaganfall im Tiermodell zu einer verbesserten funktionellen Erholung 

der MCAO-PTZ-Gruppe gegenüber der MCAO-Gruppe sowohl in 

sensomotorischer als auch in kognitiver Hinsicht führten. PTZ behielt nach 

Schlaganfall seine Neurogenese-fördernde Eigenschaft und führte zu einer 

signifikanten Verstärkung der endogenen Neurogenese bis zu sieben Wochen 

nach Schlaganfall in der MCAO-PTZ-Gruppe. Zusätzlich trugen die PTZ-

Injektionen zu einer vermehrten Migration von DCX-positiven Neuroblasten in 

Richtung des Infarktes und zu starkem Aussprossen neuer Axone im 

Infarktkerngebiet bei.  

Auf transkriptioneller Ebene konnten Signaltransduktionswege nachgewiesen 

werden, die vermutlich zusätzlichen Schaden im bereits durch den Schlaganfall 

geschädigten Hirngewebe verursachten. Es waren keine Neurogenese-

bezogenen Signaltransduktionswege oder neuronale Vorläuferzellen im 

Schlaganfallgebiet der MCAO-PTZ-Gruppe detektiert worden.  

In Hinblick auf zukünftige Untersuchungen ist es unerlässlich, die genaue 

Wirkungsweise von subkonvulsiven PTZ im gesunden Organismus aufzuklären, 

insbesondere in Hinblick auf die Beeinflussung von Signalbotenstoffen, die 

Einfluss auf die endogene Neurogenese haben. In weiteren Schritten kann 

auch die Rolle der aktivierten Signalwege in der kontralateralen Hemisphäre 

untersucht werden, die ebenfalls Anteil an der funktionellen Erholung nach 
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Schlaganfall haben (Shanina et al., 2006) und in ihrer Regulation vermutlich 

ebenfalls durch die PTZ-Behandlung verändert waren. 

 



	   109 

5. Literaturverzeichnis 
 

Abrous, D.N., Koehl, M. and Le Moal, M. (2005) Adult Neurogenesis: From 

Precursors to Network and Physiology. Physiol Rev. 85, 523–569 

 

Adachi, K. Mirzadeh, Z., Sakaguchi, M., Yamashita, T., Nikolcheva, T., Gotoh, 

Y., Peltz, G., Gong, L., Kawase, T., Alvarez-Buylla, A., Okano, H., 

Sawamoto, K. (2007) Beta-catenin signaling promotes proliferation of 

progenitor cells in the adult mouse subventricular zone. Stem Cells 25, 

2827–2836 

 

Adams, M.M., Gazzaley, A.H., Morrison, J.H. (2001) Attenuated lesion-induced 

N- methyl-D-aspartate receptor (NMDAR) plasticity in the dentate gyrus of 

aged rats following perforate path lesions. Exp Neurol. 17, 244-249 

 

Alexis, N.E., Back, T., Zhao, W., Dietrich, W.D., Watson, B.D. and Ginsberg, 

M.D. (1996) Neurobehavioral consequences of induced spreading 

depression following photothrombotic middle cerebral artery occlusion. 

Brain Res 706, 273-282 

 

Altman, J. (1963) Autoradiographic investigation of cell proliferation in the 

brains of rats and cats. Anat Rec. 145, 573–591 

 

Altman, J. and Das, G.D. (1965) Autoradiographic and histological evidence of 

postnatal hippocampal neurogenesis in rats. J Comp Neurol. 124, 319–

335 

 

Altman J and Das GD. (1966) Autoradiographic and histological studies of 

postnatal neurogenesis. I. A longitudinal investigation of the kinetics, 

migration and transformation of cells incorporating tritiated thymidine in 

neonate rats, with special reference to postnatal neurogenesis in some 

brain regions. J Comp Neurol. 126, 337–389 

 



Literaturverzeichnis 

	   110 

Alvarez-Buyalla, A. and Garcia-Verdugo, J.M. (2002) Neurogenesis in adult 

subventricular zone. J. Neurosci. 22, 629-634 

 

Aniol, V.A., Stepanichev, M.Yu., Lazareva, N.A. and Gulyaeva, N.V. (2011) An 

early decrease in cell proliferation after pentylenetetrazole-induced 

seizures. Epilepsy Behav. 22, 433–441  

 

Aronowski, J., Samways, E., Strong, R., Rhoades, H.M. and Grotta J.C. (1996) 

An Alternative Method for the Quantitation of Neuronal Damage After 

Experimental Middle Cerebral Artery Occlusion in Rats: Analysis of 

Behavioral Deficit. J Cereb Blood Flow Metab. 16, 705-713 

 

Arvidsson, A., Collin, T., Kirik, D., Kokaia, Z. and Lindvall, O. (2002) Neuronal 

replacement from endogenous precursors in the adult brain after stroke. 

Nat Med. 8, 963–970 

 

Bai, J., Ramos, R.L., Ackmann, J.B., Thomas, A.M., Lee, R.V. and LoTurco, J.J. 

(2003) RNAi reveals doublecortin is required for radial migration in rat 

neocortex. Nat Neurosci. 6, 1277-1283 

 

Bangen, H. (1992) Geschichte der medikamentösen Therapie der 

Schizophrenie. VWB Berlin. 

 

Barnett, H.J. (2002) Stroke prevention in the elderly. Clin Exp Hypertens. 24, 

563-571 

 

Becker, K.J. (1998). Inflammation and acute stroke. Curr Opin Neurol. 11, 845-

849 

 

Bengzon, J., Kokaia, Z., Elmèr, E., Nanobashvili, A., Kokaia, M. and Lindvall, O. 

(1997) Neurobiology. Apoptosis and proliferation of dentate gyrus neurons 

after single and intermittent limbic seizures. Proc Natl Acad Sci. 94, 

10432–10437 

 



Literaturverzeichnis 

	   111 

Benjamini, Y. and Hochberg, Y. (1995) Controlling the False Discovery Rate: A 

Practical and Powerful Approach to Multiple Testing Source. J Royal 

Statistical Society. Series B (Methodological), 57(1), 289-300 

 

Biswas, A., Hutchins, R. (2007) Embryonic stem cells. Stem Cells Dev. 16(2), 

213-22 

 

Bloms-Funke, P., Madeia, M., MuBhoffa, U., Speckmann, E.-J. (1996) Effects of 

pentylenetetrazol on GABA receptors expressed in oocytes of Xenopus 

laevis: extra- and intracellular sites of action. Neurosci Lett. 205 115-118 

 

Bolteus, A.J. and Bordey, A. (2004) GABA Release and Uptake Regulate 

Neuronal Precursor Migration in the Postnatal Subventricular Zone. J 

Neurosci. 24(35), 7623–7631 

 

Bonfanti, L. and Peretto, P. (2011) Adult neurogenesis in mammals – a theme 

with many variations. Eur J Neurosci. 34, 930–950 

 

Bouet, V., Boulouard, M., Toutain, J., Divoux, D., Bernaudin, M., Schumann-

Bard, P. and Freret, T. (2009) The adhesive removal test: a sensitive 

method to assess sensorimotor deficits in mice. Nat Protocols 4(10), 1560-

1564 

 

Braford, D., Flint, A.J., Tonks, N.K. (1994) Crystal structure of human protein 

tyrosine phosphatase 1B. Science 263(5152), 1397-1404 

 

Brault, V., Martin, B., Costet, N., Bizot, J.C. und Hérault, Y. (2011) 

Characterization of PTZ-Induced Seizure Susceptibility in a Down 

Syndrome Mouse Model That Overexpresses CSTB. PLoS ONE 6(11), 

e27845 

 

Braun, J. und Dormann, A. (1996) Klinikleitfaden Innere Medizin. Lübeck, 

Stuttgart, Jena, Ulm: Gustav Fischer Verlag 

 



Literaturverzeichnis 

	   112 

Braun, H., Schafer, K. and Hollt, V. (2002) Beta-III-tubulin-expressing neurons 

reveal enhanced neurogenesis in hippocampal and cortical structures after 

a contusion trauma in rats. J Neurotrauma. 19, 975-983 

 

Brown, A.W., Marlowe, K.J. and Bjelke, B. (2003). Age effect on motor recovery 

in a post-acute animal stroke model. Neurobiol Aging 24, 607-614 

 

Brown, D.C. and Gatter, G.C. (2002) Ki67 protein: the immaculate deception? 

Histopathology 40, 2-11 

 

Buchhold, B., Mogoanta, L., Suofu, Y., Hamm, A., Walker, L., Kessler Ch. and 

Popa-Wagner, A. (2007) Environmental enrichment improves functional 

and neuropathological indices following stroke in young and aged rats. 

Res Neurol Neurosci. 25, 467–484 

 

Buga, A.M., Vintilescu, R., Balseanu, A.T., Pop, O.T., Streba, C., Toescu, E. 

and Popa-Wagner, A. (2012) Repeated PTZ Treatment at 25-Day 

Intervals Leads to a Highly Efficient Accumulation of Doublecortin in the 

Dorsal Hippocampus of Rats. PLoS ONE 7(6): e39302. 

 

Carleton, A., Petreanu, L.T., Lansford, R., Alvarez-Buyalla, A. and Lledo, P.M. 

(2003) Becoming a new neuron in the olfactory bulb. Nat. Neurosci. 6, 

507-518 

 

Carmichael, S.T. (2006). Cellular and Molecular Mechanisms of Neural Repair 

after Stroke: Making Waves. Ann Neurol. 59, 735-742 

 

Carmichael, S.T. and Chesselet, M.F. (2002) Synchronous Neuronal Activity Is 

a Signal for Axonal Sprouting after Cortical Lesions in the Adult. J 

Neurosci. 22(14), 6062–6070 

 

Cenci, M.A., Whishaw, I.Q. and Schallert, T. (2002) Animal models of 

neurological deficits: how relevant is the rat? Nat Rev Neurosci. 3, 574-

579 



Literaturverzeichnis 

	   113 

Chien, K.R., Sen, A., Reynolds, R., Chang, A., Kim, Y., Gunn, M.D., Buja, L.M. 

and Willerson, J.T. (1985) Release of Arachidonate from Membrane 

Phospholipids in Cultured Neonatal Rat Myocardial Cells during 

Adenosine Triphosphate Depletion Correlation with the Progression of Cell 

Injury. J Clin Invest. 75, 1770-1780 

 

Clark, W.M., Albers, G.W., Madden, K.P. and Hamilton, S. (2000) The rtPA 

(alteplase) 0-to 6-hour acute stroke trial, part A (A0276g): result of a 

double-blind, placebo-controlled, multicenter study. Thrombolytic therapy 

in acute ischemic stroke study investigators. Stroke 31, 811-816 

 

Clayton, D.A., Mesches, M.H., Alvarez, E., Bickford, P.C., Browning, M.D. 

(2002). A Hippocampal NR2B Deficit Can Mimic Age-Related Changes in 

Long-Term Potentiation and Spatial Learning in the Fischer 344 Rat. J 

Neurosci. 22, 3628-3637 

 

Cooper-Kuhn, C.M., Vroemen, M., Brown, J., Ye, H., Thompson, M.A., Winkler, 

J. Kuhn, H.G. (2002) Impaired adult neurogenesis in mice lacking the 

transcription factor E2F1. Mol Cell Neurosci. 21, 312-323 

 

Corbett, D. and Nurse, S. (1998) The Problem of Assessing Effective 

Neuroprotection in Experimental Cerebral Ischemia. Prog in Neurobiol. 54, 

531-548 

 

Corbo, J.C., Deuel, T.A., Long, J.M., LaPorte, P., Tsai, E., Wynshaw-Boris, A. & 

Walsh, C.A. (2002) Doublecortin is required in mice for lamination of the 

hippocampus but not in the neocortex. J Neurosci. 22, 7548-7557 

 

Couillard-Despres, S., Winner, B., Schaubeck, S., Aigner, R., Vroemen, M., 

Weidner, N., Bogdahn, U., Winkler, J. Kuhn, H.G. and Aigner, L. (2005) 

Doublecortin expression levels in adult brain reflect neurogenesis. Eur J 

Neurosci. 21, 1–14 

 



Literaturverzeichnis 

	   114 

Cresswell, P. (1994) Assembly, transport, and function of MHC class II 

molecules. Annu. Rev. Immunol. 12, 259–93 

 

Dahlem, M.A., Hadjikhani, N. (2009) Migraine Aura: Retracting Particle-Like 

Waves in Weakly Susceptible Cortex. PLoS ONE 4(4), e5007 

 

Dallas, P.B., Gottardo, N.G., Firth, M.J., Beesley, A.H., Hoffmann, K., Terry, 

P.A., Freitas, J.R., Boag, J.M., Cummings, A.J., Kees, U.R. (2005) Gene 

expression levels assessed by oligonucleotide microarray analysis and 

quantitative real-time PCR - how well do they correlate? BMC Genomics 

6(1), 59 

 

Darsalia, V., Heldmann, U., Lindvall, O. and Kokaia, Z. (2005) Stroke-Induced 

Neurogenesis in Aged Brain. Stroke 36, 1790-1795 

 

Darr, H., Benvenisty, N. (2006) Human embryonic stem cells: the battle 

between self-renewal and differentiation. Regen Med. 1(3), 317-25 

 

Davis, A.E. (2004) Biological effects of C1 inhibitor. Drug News Perspect. 17(7), 

439–46 

 

Davis, S. (2006) Optimising Clinical Trial Design for Proof of Neuroprotection in 

Acute Ischaemic Stroke: The SAINT Clinical Trial Programme. 

Cerebrovasc Dis., 22 (suppl 1), 18–24 

 

Dempsey, R.J., Sailor, K.A., Bowen, K.K., Türeyen, K., Vemuganti, R. (2003) 

Stroke-induced progenitor cell proliferation in adult spontaneously 

hypertensive rat brain: effect of exogenous IGF-1 and GDNF. J 

Neurochem. 87(3), 586-97 

 

DeVries, A. C., Nelson, R. J., Traystman, R. J. and Hurn, P. D. (2001) Cognitive 

and behavioral assessment in experimental stroke research: will it prove 

useful? Neurosci Biobehav Rev. 25, 325–342 



Literaturverzeichnis 

	   115 

Diener, H.C., Busch, E. und Weimar, C. (2003) Schlaganfall: Diagnostische und 

therapeutische Fortschritte. Arzneimitteltherapie 22, 294-300 

 

Dirnagl, U., Iadecola, C. and Moskowitz, M.A. (1999) Pathobiology of ischaemic 

stroke: an integrated view. Trends Neurosci. 22, 391–397 

 

Doetsch, F., Caille, I., Lim, D.A., Garcia-Verdugo, J.M. and Alvarez-Buyalla, A. 

(1999) Subventricular zone astrocytes are neural stem cells in the adult 

mammalian brain. Cell 97, 703-716 

 

Doetsch, F., Garcia-Verdugo, J.M. and Alvarez-Buyalla, A. (1997) Cellular 

composition ant three-dimensional organization oft he subventricular 

germinal zone in the adult mammalian brain. J Neurosci. 17, 5046-5061 

 

Doyle, K.P., Simon, R.P. and Stenzel-Poore, M.P. (2008) Mechanisms of 

ischemic brain damage. Neuropharmacol. 55, 310-318 

 

Drapeau, E., Mayo, W., Aurousseau, C., Le Moal, M., Piazza, P.V., and Abrous, 

D.N. (2003) Spatial memory performances of aged rats in the water maze 

predict levels of hipppocampal neurogenesis. Proc Natl Acad Sci USA. 

100, 14385–14390 

 

Du, C., Hu, R., Csernansky, C.A., Hsu, C.Y., und Choi, D.W. (1996) Very 

delayed infarction after mild focal cerebral ischemia: a role for apoptosis? 

J Cereb Blood Flow Metab. 16, 195-201 

 

Ducruet, A.F., Zacharia, B.F., Sosunov, S.A., Gigante, P.R., Yeh, M.L., Gorski, 

J.W., Otten, M.L., Hwang, R.Y., DeRosa, P.A., Hickman, Z.L., Sergot, P., 

Connolly, Jr., E.S. (2012) Complement Inhibition Promotes Endogenous 

Neurogenesis and Sustained Anti-Inflammatory Neuroprotection following 

Reperfused Stroke. PLoS ONE 7(6), e38664. 

 

Duman, R.S., Malberg, J. and Thome, J. (1999) Neural Plasticity to Stress and 

Antidepressant Treatment. Biol Psychiatry 46, 1181–1191 



Literaturverzeichnis 

	   116 

Edvinsson, L., Krause, D.N. (2002). Cerebral Blood Flow and Metabolism. 

Lippincott Williams and Wilkins. 

 

Ekdahl, C.T., Kokaia, Z. and Lindvall, O. (2009) Brain inflammation and adult 

neurogenesis: The dual role of microglia. Neurosci 158, 1021–1029. 

 

Emsley, J.G., Sohur, U.S. and Macklis J.D. (2009) Neurogenesis and Neural 

Precursors, Progenitors, and Stem Cells in the Adult Brain. MGH–HMS 

Center for Nervous System Repair, and Harvard University, Boston, MA, 

USA. Elsevier Ltd. 

 

Endres, M. und Dirnagl, U. (2002). Äthiologie und Pathogenese – Ischämischer 

Hirninfarkt. In Schlaganfall: Klinik, Diagnostik, Therapie; interdisziplinäres 

Handbuch. Landsberg/Lech: ecomed Verlagsgesellschaft AG & Co. KG 

 

Endres, M. Engelhardt, B., Koistinahoh, J., Lindvall, O., Meairs, S., Mohrk, J.P., 

Planas, A., Rothwell, N., Schwaninger, M., Schwab, M.E., Vivienn, D., 

Wieloch, T. and Dirnagl, U. (2008) Improving Outcome after Stroke: 

Overcoming the Translational Roadblock. Cerebrovasc Dis. 25, 268–278 

 

Eng, L.F., Ghirnikar, R.S. (1994) GFAP and astrogliosis. Brain Pathol. 4, 229–

237 

 

Evans, S.M., Janson, A.M. and Nyengaard, J.R. (2004) Quantitative methods in 

neuroscience: a neuroanatomical approach, 10 Appendix 2, Oxford 

University Press 

 

Faigle, R. and Song, H. (2013) Signaling mechanisms regulating adult neural 

stem cells and neurogenesis. Biochim Biophys Acta. 1830(2), 2435-2448 

 

Fainstein, N., Vaknin, I., Einstein, O., Zisman, P., Ben Sasson, S.Z., Baniyash, 

M., Ben-Hur, T. (2008) Neural precursor cells inhibit multiple inflammatory 

signals. Mol Cell Neurosci. 39(3), 335-41 

 



Literaturverzeichnis 

	   117 

Fatahzadeh, M. and Glick, M. (2006) Stroke: epidemiology, classification, risk 

factors, complications, diagnosis, prevention, and medical and dental 

management. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod. 102, 

180-191 

 

Feigin, V.L., Lawes, C.M., Bennett, D.A., Barker-Collo, S.L., Parag, V. (2009) 

Worldwide stroke incidence and early case fatality reported in 56 

population-based studies: a systematic review. Lancet Neurol. 8(4), 355-

69 

 

Fernandez, F., Morishita, W., Zuniga, E., Nguyen, J., Blank, M., Malenka, R.C. 

and Garner, G.C. (2007) Pharmacotherapy for cognitive impairment in a 

mouse model of Down syndrome. Nat Neurosci. 10(4), 411-413 

 

Fernandez, F., Trinidad, J.C., Blank, M., Feng, D.D., Burlingame, A.L., Garner, 

C.C. (2009) Normal protein composition of synapses in Ts65Dn mice: a 

mouse model of Down syndrome. J Neurochem. 110(1), 157-69 

 

Fisher, M. (1999) Recommendations for standards regarding pre- clinical 

neuroprotective and restorative drug development. Stroke 30(12), 2752–

2758 

 

Fisher, M., Feuerstein, G., Howells, D.W., Hurn, P.D., Kent, T.A., Savitz, S.I., 

Lo, E.H.; STAIR Group. (2009) Update of the stroke therapy academic 

industry roundtable preclinical recommendations. Stroke 40(6), 2244–

2250 

 

Font, M.A., Arboix, A. and Krupinski, J. (2010) Angiogenesis, Neurogenesis and 

Neuroplasticity in Ischemic Stroke. Curr Cardiol Rev. 6, 238-244  

 

Forster, C., Clark, H.B., Ross, M.E. and Iadecola, C. (1999) Inducible nitric 

oxide synthase expression in human cerebral infarcts. Acta Neuropathol. 

97, 215-220 

 



Literaturverzeichnis 

	   118 

Gascon, E., Vutskits, L., Kiss, J.Z. (2010) The role of PSA-NCAM in adult 

neurogenesis. Adv Exp Med Biol. 663, 127–136 

 

Gage, F.H. (2000) Mammalian neural stem cells. Science 287, 1433–1438 

 

Gallagher, M. and Nicolle, M.M. (1993) Animal models of normal aging: 

relationship between cognitive decline and markers in hippocampal 

circuitry. Behav Brain Res Rev. 57, 155-162 

 

Ganat, Y.M., Silbereis, J., Cave, C., Ngu, H., Anderson, G.M., Ohkubo, Y., 

Ment, L.R. and Vaccarino, F.M. (2006) Early postnatal astroglial cells 

produce multilineage precursors and neural stem cells in vivo. J Neurosci. 

33, 8609-8611 

 

García-Verdugo JM, Ferrón S, Flames N, Collado L, Desfilis E, Font E. (2002) 

The proliferative ventricular zone in adult vertebrates: a comparative study 

using reptiles, birds, and mammals. Brain Res Bull. 57(6), 765-775 

 

Gill, R., Andine, P., Hillered, L., Persson, L., Hagberg, H. (1992) The effect of 

MK-801 on cortical spreading depression in the penumbral zone following 

focal ischemia in the rat. J Cereb Blood Flow Metab. 12, 371-379 

 

Ginsberg, M.D. (2008) Neuroprotection for ischemic stroke: Past, present and 

future. Neuropharmacol. 55, 363-389 

 

Ginsberg, M.D. (2003) Adventures in the Pathophysiology of Brain Ischemia: 

Penumbra, Gene Expression, Neuroprotection: The 2002 Thomas Willis 

Lecture. Stroke 34, 214-223 

 

Gleeson, J.G., Minnerath, S., Kuzniecky, R.I., Dobyns, W.B., Young, I.D., Ross, 

M.E. and Walsh, C.A. (2000) Somatic and germline mosaic mutations in 

the doublecortin gene are associated with variable phenotypes. Am J Hum 

Genet. 67, 574-581 

 



Literaturverzeichnis 

	   119 

Gonzalez, R., Hirsch, J.A., Lev, H.M., Schaefer, P.W., Schwamm, L.H. (2006) 

Acute Ischemic Stroke. Imaging and Intervention. Springer Fachmedien 

Wiesbaden. 

 

Gschwendtner, A. und Dichgans, M. (2013) Genetik des ischämischen 

Schlaganfalls. Nervenarzt 84, 166–172 

 

Hacke, W., Kaste, M., Bluhmki, E., Brozman, M., Dávalos, A., Guidetti, D., 

Larrue, V., Lees, K.R., Medeghri, Z., Machnig, T., Schneider, D., von 

Kummer, R., Wahlgren, N., Toni, D.; ECASS Investigators. (2008) 

Thrombolysis with alteplase 3 to 4.5 hours after acute ischemic stroke. N 

Engl J Med. 359(13), 1317-1329 

 

Hallbergson, A.F., Gnatenco, C. and Peterson, D.A. (2003) Neurogenesis and 

brain injury: managing a renewable resource for repair. J. Clin. Invest. 

112, 1128–1133 

 

Hallenbeck, J.M. (2002) The many faces of tumor necrosis factor in stroke. Nat 

Med. 8, 1363-1368 

 

Halliwell, B. (1994) Free radicals, antioxidants, and human disease: curiousity, 

cause, or consequence? Lancet 344, 721-724 

 

Hamann, G.F., Siebler, M., von Scheidt, W. (2002) Schlaganfall: Klinik, 

Diagnostik, Therapie; interdisziplinäres Handbuch. Landsberg/Lech: 

ecomed Verlagsgesellschaft AG & Co. KG 

 

Hesse, S. und Mauritz, K.H. (1996) Assessment, Outcome und Prognostische 

Kriterien von Rehabilitationsverläufen in Rehabilitation nach Schlaganfall. 

(15). Stuttgart, Berlin, Köln: W.Kohlhammer 

 

Honig, L.S., and Rosenberg, R.N. (2000) Apoptosis and neurologic disease. Am 

J Med. 108, 317-330 

 



Literaturverzeichnis 

	   120 

Hossmann, K.A. (1996) Periinfarct depolarizations. Cerebrovasc Brain Metab 

Rev. 8, 195-208 

 

Howard, C.V. and Reed, M.G. (1998) Unbiased Stereology - Three Dimensional 

Measurement in Microscopy. BIOS Scientific Publishers, Oxford. 

 

Huang, J., Upadhyay, U.M. and Tamargo, R.J. (2006) Inflammation in stroke 

and focal cerebral ischemia. Surg Neurol. 66, 232-245 

 

Huang, R.Q., Bell-Horner, C.L., Dibas, M.I. Covey, D.F., Drewe, J.A. and Dillon, 

G.H. (2001) Pentylenetetrazole-Induced Inhibition of Recombinant 

Gamma - Aminobutyric Acid Type A (GABA(A)) Receptors: Mechanism 

and Site of Action. J Pharmacol Exp Ther. 298(3), 986–995 

 

Iadecola, C. and Anrather, J. (2011) The immunology of stroke: from 

mechanisms to translation. Nat Med. 17(7), 796-808 

 

Iijima, T. (2006) Mitochondrial membrane potential and ischemic neuronal 

death. Neurosci Res. 55, 234-243 

 

Inta, D., Alfonso, J., von Engelhardt, J., Kreuzberg, M.M., Meyer, A.H., van 

Hooft, J.A., Monyer, H. (2008) Neurogenesis and widespread forebrain 

migration of distinct GABAergic neurons from the postnatal subventricular 

zone. Proc Natl Acad Sci USA. 105, 20994–20999 

 

Jakubs, K., Bonde, S., Iosif, R.E., Ekdahl, C.T., Kokaia, Z., Kokaia, M. and 

Lindvall, O. (2008) Inflammation Regulates Functional Integration of 

Neurons Born in Adult Brain. J Neurosci. 28(47), 12477–12488 

 

Jeffs, B., Clark, J.S., Anderson, N.H., Gratton, J., Brosnan, M.J., Gauguier, D., 

Reid, J.L., Macrae, I.M. and Dominiczak, A.F. (1997) Sensitivity to 

cerebral ischaemic insult in a rat model of stroke is determined by a single 

genetic locus. Nat genet. 16, 364-367 

 



Literaturverzeichnis 

	   121 

Jiang, W., Wan, Q., Zhang, Z.J., Wang, W.D., Huang, Y.G., Rao, Z.R. and 

Zhang, X. (2003) Dentate granule cell neurogenesis after seizures induced 

by pentylenetetrazol in rats. Brain Res. 977, 141–148 

 

Jiang, W., Xiao, L., Wang, J.C., Huang, Y.G. and Zhang, X. (2004) Effects of 

nitric oxide on dentate gyrus cell proliferation after seizures induced by 

pentylenetrazol in the adult rat brain. Neurosci Lett. 367, 344–348 

 

Jin, K., Wang, X., Xie, L., Mao, X.O., Zhu, W., Wang, Y., Shen, J., Mao, Y., 

Banwait, S. and Greenberg, D.A. (2006) Evidence for stroke-induced 

neurogenesis in the human brain. Proc Natl Acad Sci USA. 103(35), 

13198–13202 

 

Jin, R., Yang, G. and Li, G. (2010) Inflammatory mechanisms in ischemic 

stroke: role of inflammatory cells. J Leu Biol. 87, 779-789 

 

Johansson, B.B. and Ohlsson, A.L. (1996) Environment, Social Interaction, and 

Physical Activity as Determinants of Functional Outcome after Cerebral 

Infarction in the Rat. Exp Neurol. 139, 322–327 

 

Joshi, H.C. and Cleveland, D.W. (1989) Differential Utilization of/3-Tubulin 

Isotypes in Differentiating Neurites. J Cell Biol, 109, 663-673 

 

Kaneko K, Itoh K, Berliner LJ, Miyasaka K, Fujii H. (2002) Consequences of 

nitric oxide generation in epileptic-seizure rodent models as studied by in 

vivo EPR. Magn Reson Med. 48, 1051–1056 

 

Kaplan, M.S. and Hinds, J.W. (1977) Neurogenesis in the adult rat: electron 

microskopic analysis of light radioautographs. Science 4308, 1092-1094 

 

Kapral, M.K., Laupacis, A., Phillips, S.J., Silver, F.L., Hill, M.D., Fang, J., 

Richards, J. and Tu, J.V. (2004) Stroke care delivery in institutions 

participating in the Registry oft he Canadian Stroke Network. Stroke 35, 

1756-1762 



Literaturverzeichnis 

	   122 

Katsetos, C.D., Herman, M.M. and Mork, S.J. (2003) Class III beta-tubulin in 

human development and cancer. Cell Motil Cytoskeleton 2, 77-96 

 

Kee, N., Sivalingam, S., Boonstra, R., and Wojtowicz, J.M. (2002) The utility of 

Ki-67 and BrdU as proliferative markers of adult neurogenesis. J Neurosci 

Methods 115, 97–105 

 

Kelly, A., Powis, S.H., Glynne, R., Radley, E., Beck, S., Trowsdale, J. (1991) 

Second proteasome-related gene in the human MHC class II region. 

Nature 353 (6345), 667–8 

 

Kempermann, G., (2006) Adult neurogenesis: Stem cells and neuronal 

development in the adult brain. Oxford University Press Inc, New York. 

 

Kempermann, G., Kuhn, H.G., and Gage, F.H. (1997b) Genetic influence on 

neurogenesis in the dentate gyrus of adult mice. Proc Natl Acad Sci USA. 

94, 10409 –10414 

 

Kempermann, G., Kuhn, H.G., and Gage, F.H. (1997a) More hippocampal 

neurons in adult mice living in an enriched environment. Nature 386, 493– 

495 

 

Kempermann, G., van Praag, H., Gage, F.H. (2000) Activity-dependent 

regulation of neuronal plasticity and self repair. Prog Brain Res. 127, 35-

48 

 

Kerr, J. (1965) A histochemical study of hypertrophy and iscaemic injury of rat 

liver with special reference to changes in lysosomes. J Pathol Bact. 90, 

419-435. 

 

Kerr, J., Wyllie, A., Currie, A.R. (1972) Apoptosis: a basic biological pheno-

menon with wide-ranging implications in tissue kinetics. Br J Cancer 26 

(4), 239-257. 

 



Literaturverzeichnis 

	   123 

Kishimoto, N., Alfaro-Cervello, C., Shimizu, K., Asakawa, K., Urasaki, A., 

Nonaka, S., Kawakami, K., Garcia-Verdugo, J.M., Sawamoto, K. (2011) 

Migration of neuronal precursors from the telencephalic ventricular zone 

into the olfactory bulb in adult zebrafish. J Comp Neurol. 519, 3549–3565 

 

Kline, A. E. and Dixon, C. E. (2001) In Head Trauma: Basic, Preclinical and 

Clinical Directions (eds Miller, L. P., Hayes, R. L. & Newcomb, J. K.), John 

Wiley & Sons, New York 65–84 

 

Kobayashi, T., Ahlenius, H., Thored, P., Kobayashi, R., Kokaia, Z. and Lindvall, 

O. (2006) Intracerebral Infusion of Glial Cell Line-Derived Neurotrophic 

Factor Promotes Striatal Neurogenesis After Stroke in Adult Rats. Stroke 

37, 2361-2367 

 

Kokaia, Z., Thored, P., Arvidsson, A. and Lindvall, O. (2006) Regulation of 

Stroke-Induced Neurogenesis in Adult Brain. Cereb Cortex (suppl 1), i162-

i167 

 

Kokaia, Z., Martino, G., Schwartz, M. and Lindvall, O. (2012) Cross-talk 

between neural stem cells and immune cells: the key to better brain 

repair? Nat Neurosci. 15(8), 1078-1087 

 

Komitova, M., Mattsson, B., Johannsson, B.B. and Eriksson, P.S. (2005) 

Enriched environment increases neural stem/progenitor cell proliferation 

and neurogenesis in the subventricular zone of stroke-lesioned adult rats. 

Stroke 36, 1278-1282 

 

Korinek, V., Barker, N., Moerer, P., van Donselaar, E., Huls, G., Peters, P.J. 

and Clevers, H. (1998) Depletion of epithelial stem-cell compartments in 

the small intestine of mice lacking Tcf-4. Nat Genet. 19:379–383. 

 

 

 



Literaturverzeichnis 

	   124 

Korinek, V., Barker, N., Morin, P.J., van Wichen, D., de Weger, R., Kinzler, 

K.W., Vogelstein, B. and Clevers, H. (1997) Constitutive transcriptional 

activation by a beta-catenin-Tcf complex in APC-/- colon carcinoma. 

Science 275, 1784–1787 

 

Kreuzberg, M., Kanov, E., Timofeev, O., Schwaninger, M., Monyer, H. and 

Khodosevich, K. (2010) Increased subventricular zone-derived cortical 

neurogenesis after ischemic lesion. Exp Neurol. 226(1), 90-99 

 

Kubota, Y., Ito, K. (2000) Chemotactic migration of mesencephalic neural crest 

cells in the mouse. Dev Dyn. 217(2), 170-9 

 

Kuhn, H.G., Dickinson-Anson, H. and Gage, F.H. (1996) Neurogenesis in the 

dentate gyrus of the adult rat: age-related decrease of neuronal progenitor 

proliferation. J Neurosci. 16, 2027-2033 

 

Lagace, D.C. (2012) Does the endogenous neurogenic response alter 

behavioral recovery following stroke? Behav Brain Res. 227, 426–432 

 

Lee, V.M. and Pixley, S.K. (1994) Age and differentiation-related differences in 

neuron-specific tubulin immunostaining of olfactory sensory neurons. Brain 

Res Dev Brain Res. 83, 209-215 

 

Leker, R.R., Lasri, V. and Chernoguz, J. (2009) Growth factors improve 

neurogenesis and outcome after focal cerebral ischemia. J Neural 

Transm. 116, 1397–1402 

 

Leon, S., Yin, Y. and Ngyen, J. (2000) Lens injury stimulates axon regeneration 

in the mature rat optic nerve. J Neurosci. 20, 4615-4626 

 

Leong, A.S.Y., Cooper, K., Leong, F.J.W.M. (2003) Manual of Diagnostic 

Cytology (2. Aufl.). Greenwich Medical Media, Ltd. 63–64 

 

 



Literaturverzeichnis 

	   125 

Leys, D., Henon, H., Mackowiak-Cordoliani, M.A. and Pasquier, F. (2005) 

Poststroke dementia. Lancet Neurol. 4, 752–759  

 

Li, R.W., Li, C.J. (2006) Butyrate induces profound changes in gene expression 

related to multiple signal pathways in bovine kidney epithelial cells. BMC 

Genomics 7, 234 

 

Lie, D.C., Song, H., Colamarino, S.A., Ming, G.L. and Gage, F.H. (2004) 

Neurogenesis in the adult brain: new strategies for central nervous system 

diseases. Annu Rev Pharmacol Toxicol. 44, 399-421 

 

Lindvall, O. and Kokaia, Z. (2008) Neurogenesis following stroke affecting the 

adult brain. In: Gage F, Kempermann G, Song H, eds. Adult 

Neurogenesis. Cold Spring Harbor, NY: Laboratory Press 549–570 

 

Lindvall, O. and Kokaia, Z. (2011) Stem Cell Research in Stroke: How Far From 

the Clinic? Stroke 42, 2369-2375 

 

Linnik, M.D., Zobrist, R.H. and Hatfield, M.D. (1993) Evidence supporting a role 

for programmed cell death in focal cerebral ischemia in rats. Stroke 24, 

2002-2009 

 

Liu, X., Wang, Q., Haydar, T.F. and Bordey, A. (2005) Nonsynaptic GABA 

signaling in postnatal subventricular zone controls proliferation of GFAP-

expressing progenitors. Nat Neurosci. 8(9), 1179-1187 

 

Lois, C., Garcia-Verdugo, J.M. and Alvarez-Buyalla, A. (1996) Chain migration 

of neuronal precursors. Science 264, 1145-1148 

 

Lu, P., Jones, L.L. Snyder, E.Y. and Tuszynskia, M.H. (2003) Neural stem cells 

constitutively secrete neurotrophic factors and promote extensive host 

axonal growth after spinal cord injury. Exp Neurol. 181, 115–129 

 

 



Literaturverzeichnis 

	   126 

Lundström, E., Smits, A., Borg, J., Terént, A. (2010) Four-fold increase in direct 

costs of stroke survivors with spasticity compared with stroke survivors 

without spasticity: the first year after the event. Stroke 41(2), 319-324 

 

Macas, J., Nern, C., Plate, K.H. and Momma, S. (2006) Increased generation of 

neuronal progenitors after ischemic injury in the aged adult human 

forebrain. J Neurosci. 26, 13114-13119 

 

MacManus, J.P., Linnik, M.D. (1997). Gene expression induced by cerebral 

ischemia: an apoptotic perspective. J Cereb Blood Flow Metab. 17 (815-

832) 

 

Markgraf, C.G., Green, E.J., Hurwitz, B.E., Morikawa, E., Dietrich, W.D., 

McCabe, P.M., Ginsberg, M.D. and Schneidermann, N. (1992) 

Sensorimotor and cognitive consequences of middle cerebral artery 

occlusion in rats. Brain Res. 575, 238-246 

 

Martí-Fàbregas, J., Romaguera-Ros, M. and Gómez-Pinedo, U. (2010) 

Proliferation in the human ipsilateral subventricular zone after ischemic 

stroke. Neurology 74, 357 

 

Mason, H.A., Ito, S. and Corfas, G. (2001) Extracellular Signals That Regulate 

the Tangential Migration of Olfactory Bulb Neuronal Precursors: Inducers, 

Inhibitors, and Repellents. J Neurosci. 21(19), 7654–7663 

 

Meairs, S., Wahlgren, N., Dirnagl, U., Lindvall, O., Rothwell, P., Baron, J.C., 

Hossmann, K., Engelhardt, B., Ferro, J., McCulloch, J., Kaste, M., Endres, 

M., Koistinaho, J., Planas, A., Vivien, D., Dijkhuizen, R., Czlonkowska, A., 

Hagen, A., Evans, A., De Libero, G., Nagy, Z., Rastenyte, D., Reess, J., 

Davalos, A., Lenzi, G.L., Amarenco, P., Hennerici, M. (2006) Stroke 

research priorities for the next decade-A representative view of the 

European scientific community. Cerebrovasc Dis. 22, 75–82 

 



Literaturverzeichnis 

	   127 

Memezawa, H., Minamisawa, H., Smith, M.L. and Siesjö, B.K. (1999) Ischemic 

penumbra in a model of reversible middle cerebral artery occlusion in the 

rat. Exp Brain Res. 89, 67-78 

 

Mesches, M.H., Gemma, C., Veng, L.M., Allgeier, C., Young, D.A., Browning, 

M.D., Bickford, P.C. (2004) Sulindac improves memory and increases 

NMDA receptor subunits in aged Fischer 344 rats. Neurobiol Aging 25, 

315-324 

 

Ming, G.L. and Song, H. (2005) Adult Neurogenesis in the Mammalian Central 

Nervous System. Annu Rev Neurosci. 28, 223–50 

 

Ming, G.L. and Song, H. (2011) Adult Neurogenesis in the Mammalian Brain: 

Significant Answers and Significant Questions. Neuron 70, 687-702 

 

Minger, S.L., Ekonomou, A., Carta, E.M., Chinoy, A., Perry, R.H., Ballard, C.G. 

(2007) Endogenous neurogenesis in the human brain following cerebral 

infarction. Regen Med. 2, 69–74. 

Minnerup, J., Sevimli, S. and Schäbitz, W.R. (2009) Granulocyte-colony 

stimulating factor for stroke treatment: mechanisms of action and efficacy 

in preclinical studies. Exp Transl Stroke Med. 1, 2 

 

Mitsios, N., Gaffney, J., Kumar, P., Krupinski, J., Kumar, S. and Slevin, M. 

(2006) Pathophysiology of acute ischaemic stroke: an analysis of common 

signalling mechanisms and identification of new molecular targets. 

Pathobiology 73, 159-175 

 

Moehler, H. (2012) Cognitive enhancement by pharmacological and behavioral 

interventions: the murine Down syndrome model. Biochem Pharmacol. 84, 

994–999  

 

 

 



Literaturverzeichnis 

	   128 

Moreno-Lopez, B., Romero-Grimaldi, C., Noval, J.A., Murillo-Carretero, M., 

Matarredona, E.R. and Estrada, C. (2004) Nitric oxide is a physiological 

inhibitor of neurogenesis in the adult mouse subventricular zone and 

olfactory bulb. J Neurosci. 24, 85–95 

 

Morey, J.S., Ryan, J.C. and Van Dolah, F.M. (2006) Microarray validation: 

factors influencing correlation between oligonucleotide microarrays and 

real-time PCR. Biol Proced Online 8(1), 175-193 

 

Mori, T., Wakabayashi, T., Hirahara, Y., Takamori, Y., Koike, T., Kurokawa, K. 

and Yamada, H. (2012) Differential responses of endogenous adult mouse 

neural precursors to excess neuronal excitation. Eur J Neurosci. 36(9), 

3184-3193 

 

Moriya, Y., Mizuma, A., Uesugi, T., Ohnuki, Y., Nagata, E., Takahashi, W., 

Kobayashi, H., Kawada, H., Ando, K., Takagi, S., Takizawa, S. (2012) 

Phase I Study of Intravenous Low-dose Granulocyte Colony-stimulating 

Factor in Acute and Subacute Ischemic Stroke. J Stroke Cerebrovasc Dis. 

[Epub ahead of print] 

 

Mullen, R.J., Buck, C.R. & Smith, A.M. (1992) NeuN, a neuronal specific 

nuclear protein in vertebrates. Development 1, 201-211 

 

Murray, C.J.L. and Lopez, A.D. (1997) Global Burden of Disease Study. Lancet 

349, 1269–76, 1347–52, 1436–42, 1498–1504 

 

Nadareishvili, Z. and Hallenbeck, J. (2003) Neuronal regeneration after stroke. 

N Engl J Med. 348, 2355-2356 

 

Nakagawa, E., Aimi, Y., Yasuhara, O., Tooyama, I., Shimada, M., McGeer, P.L. 

(2000) Enhancement of progenitor cell division in the dentate gyrus 

triggered by initial limbic seizures in rat models of epilepsy. Epilepsia 41, 

10–8 



Literaturverzeichnis 

	   129 

Napieralski, J.A., Butler, A.K. and Chesselet, M.F. (1996) Anatomical and 

functional evidence for lesion-specific sprouting of corticostriatal input in 

the adult rat. J Comp Neurol. 373, 484-497 

 

National Institute of Neurological Disorders and Stroke, rt-PA Stroke Study 

Group (1995) Tissue plasminogen activator for acute ischemic stroke. N 

Engl J Med. 333, 1581-1587 

 

Navarro, A., Gómez, C., Sánchez-Pino, M.-J., González, H., Bández, M.J., 

Boveris, A.D., Boveris, A. (2005) Vitamin E at high doses improves 

survival, neurological performance, and brain mitochondrial function in 

aging male mice. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 289, 1392-

1399 

 

Nguyen, L., Malgrange, B., Breuskin, I., Bettendorff, L., Moonen, G., Belachew, 

S. and Rigo, J.M. (2003) Autocrine/Paracrine Activation of the GABAA 

Receptor Inhibits the Proliferation of Neurogenic Polysialylated Neural Cell 

Adhesion Molecule-Positive (PSA-NCAM) Precursor Cells from Postnatal 

Striatum. J Neurosci. 23(8), 3278 –3294 

 

Norrving, B. and Kissela, B. (2013) The global burden of stroke and need for a 

continuum of care. Neurology 80, 5 

 

Okada, M., Tamura, A., Urae, A., Nakagomi, T., Kirino, T., Mine, K., Fujiwara, 

M. (1995) Long-term spatial cognitive impairment following middle cerebral 

artery occlusion in rats. A behavioral study. J Cereb Blood Flow Metab. 

15(3), 505-12 

 

Olton, D.S., Papas, B.C. (1979) Spatial memory and hippocampal function. 

Neuropsychologia. 17(6), 669-682 

 

Padosch, S.A., Vogel,P. und Böttiger, B.W. (2001) Neuronale Apoptose nach 

zerebraler Ischämie: Grundlagen, Pathophysiologie und Interventions-

möglichkeiten. Der Anästhesist 12, 905-920 



Literaturverzeichnis 

	   130 

Parent, J.M., Janumpalli, S., McNamara, J.O., Lowenstein, D.H. (1998) 

Increased dentate granule cell neurogenesis following amygdala kindling 

in the adult rat. Neurosci Lett. 247, 9–12 

 

Parent, J.M., Valentin, V.V. and Lowenstein, D.H. (2002a) Prolonged seizures 

increase proliferating neuroblasts in the adult rat subventricular zone-

olfactory bulb pathway. J Neurosci. 22, 3174-3188 

 

Parent, J.M., Vexler, Z.S., Gong, C., Derugin, N. and Ferriero, D.M. (2002b) Rat 

forebrain neurogenesis and striatal neuron replacement after focal stroke. 

Ann Neurol. 52, 802-813 

 

Parent, J.M., von dem Bussche, N. and Lowenstein, D.H. (2006) Prolonged 

seizures recruit caudal subventricular zone glial progenitors into the 

injured hippocampus. Hippocampus 16, 321-328 

 

Park, J.-H., CHO, H., KIM, H. and KIM, K. (2006) Repeated Brief Epileptic 

Seizures by Pentylenetetrazole Cause Neurodegeneration and Promote 

Neurogenesis in Discrete Brain Regions of Freely Moving Adult Rats. 

Neurosci. 140, 673–684 

 

Paxinos, G. (1995) The Rat Nervous System. 2. Aufl. USA: Academic Press 

 

Pekny, M., Nilsson, M. (2005) Astrocyte activation and reactive gliosis. Glia 50, 

427–434 

 

Pendlebury ST, Rothwell PM. (2009) Prevalence, incidence, and factors 

associated with pre-stroke and post-stroke dementia: a systematic review 

and meta-analysis. Lancet Neurol. 8(11), 1006-18 

 

Pfaffl, M.W. (2004) Real-time RT-PCR: Neue Ansätze zur exakten mRNA 

Quantifizierung BIOspektrum 1(10) 

 

 



Literaturverzeichnis 

	   131 

Platel, J.C., Dave, K.A., Gordon, V., Lacar, B., Rubio, M.E., Bordey, A. (2010) 

NMDA receptors activated by subventricular zone astrocytic glutamate are 

critical for neuroblast survival prior to entering a synaptic network. Neuron 

65, 859–872 

 

Poeck, K. (2001) Heinz Ganshirt – forerunner of research on cerebrovascular 

diseases. Fortschr Neurol Psychiatr. 1, 45-47 

 

Ramanjaneyulu, R., Ticku, M.K. (1984) Interactions of Pentamethylenetetrazole 

and Tetrazole analogs with the Picrotoxinin site of the Benzodiazepine-

GABA Receptor-ionophore complex. Eur J Pharmacol. 98, 337–345 

 

Ramzan, I.M. (1988) High performance liquid chromatographic determination of 

chemical convulsant pentylenetetrazol in rat serum, cerebral fluid and 

brain. J Chromatogr. 432, 370–374 

 

Rao, M.S. and Shetty, A.K. (2004) Efficacy of doublecortin as a marker to 

analyse the absolute number and dendritic growth of newly generated 

neurons in the adult dentate gyrus. Eur J Neurosci. 19, 234-246 

 

Riedemann, N.C., Ward, P.A. (2003) Complement in ischemia reperfusion 

injury. Am J Pathol. 162(2), 363-367 

 

Riquelme, P.A., Drapeau, E. and Doetsch, F. (2008) Brain micro-ecologie: 

neural stem cell niches in the adult mammalian brain. Philos Trans R Soc 

Lond B Biol Sci. 363, 123-137 

 

Rivlin, A.S., Tator, C.H. (1977) Objective clinical assessment of motor function 

after experimental spinal cord injury in the rat. J Neurosurg. 47, 577-581 

 

Roberts, N., Puddephat, M.J., McNulty, V. (2000) The benefit of stereology for 

quantitative radiology. Br J Radiol. 73(871), 679-97 

 



Literaturverzeichnis 

	   132 

Robinson, J., Halliwell, J.A., McWilliam, H., Lopez, R., Parham, P. and Marsh, 

S.G.E. (2013) The IMGT/HLA database. Nucl Acids Res. 41 

 

Rocha, L., Briones, M,. Ackermann, R.F., Anton, B., Maidment, N.T., Evans, 

C.J., Engel, J.Jr. (1996) Pentylenetetrazol-induced kindling: early 

involvement of excitatory and inhibitory systems. Epilepsy Res. 26, 105–

13 

 

Rosenberg, G.A. (2002) Matrix Metalloproteinases in Neuroinflammation. Glia 

39, 279–291 

 

Ruby, N.F., Hwang, C.E., Wessells, C., Fernandez, F., Zhang, P., Sapolsky, R., 

Heller, H.C. (2008) Hippocampal-dependent learning requires a functional 

circadian system; Proc Natl Acad Sci U S A. 105(40),15593-15598 

 

Rueda, N., Flórez, J. and Martinez-Cue, C. (2008) Chronic pentylenetetrazole 

but not donepezil treatment rescues spatial cognition in Ts65Dn mice, a 

model for Down syndrome. Neurosci Lett. 433, 22–27 

 

Sahu, A., Lambris, J.D. (2001) Structure and biology of complement protein C3, 

a connecting link between innate and acquired immunity. Immunol Rev. 

180, 35–48 

 

Sakai, N., Yanai, K., Ryu, J.H., Nagasawa, H., Hasegawa, T., Sasaki, T., 

Kogure, K., Watanabe, T. (1996) Behavioral studies on rats with transient 

cerebral ischemia induced by occlusion of the middle cerebral artery. 

Behav Brain Res. 77(1-2), 181-188 

 

Sanai, N., Nguyen, T., Ihrie, R.A., Mirzadeh, Z., Tsai, H.H., Wong, M., Gupta, 

N., Berger, M.S., Huang, E., Garcia-Verdugo, J.M., Rowitch, D.H., 

Alvarez-Buylla, A. (2011) Corridors of migrating neurons in the human 

brain and their decline during infancy. Nature 478(7369), 382-386 

 



Literaturverzeichnis 

	   133 

Sato, K., Hayashi, T., Sasaki, C., Iwai, M., Manabe, Y., Seki, T. & Abe, K. 

(2001). Temporal and spatial differences of PSA-NCAM expression 

between young-adult and aged rats in normal and ischemic brains. Brain 

Res. 1, 135-139 

 

Saver, J.L., Albers, G.W., Dunn, B., Johnston, K.J. and Fisher, M. for the STAIR 

VI Consortium Stroke (2009) Stroke Therapy Academic Industry 

Roundtable (STAIR) Recommendations For Extended Window Acute 

Stroke Therapy Trials. 40(7), 2594–2600 

 

Sawamoto, K., Hirota, Y., Alfaro-Cervello, C., Soriano-Navarro, M., He, X., 

Hayakawa-Yano, Y., Yamada, M., Hikishima, K., Tabata, H., Iwanami, A., 

Nakajima, K., Toyama, Y., Itoh, T., Alvarez-Buylla, A., Garcia-Verdugo, 

J.M. & Okano, H. (2011) Cellular composition and organization of the 

subventricular zone and rostral migratory stream in the adult and neonatal 

common marmoset brain. J Comp Neurol. 519, 690–713 

 

Schallert, T., Fleming, S.M., Leasure, J.L., Tillerson, J.L., Bland, S.T. (2000) 

CNS plasticity and assessment of forelimb sensorimotor outcome in 

unilateral rat models of stroke, cortical ablation, parkinsonism and spinal 

cord injury. Neuropharmacol. 39, 777–787 

 

Schallert, T., Upchurch, M., Lobaugh, N., Farrar, S.B., Spirduso, W.W., Gilliam, 

P. Vaughn, D. and Wilcox, R.E. (1982) Tactile Extinction: Distinguishing 

Between Sensorimotor and Motor Asymmetries in Rats with Unilateral 

Nigrostriatal Damage. Pharmacol Biochem Behav. 16, 455-462 

 

Schauwecker, P.E., Cheng, H.W., Serquinia, R.M., Mori, N., Mc Neill, T.H. 

(1995) Lesion-induced sprouting of commissural/associational axons and 

induction of GAP-43 mRNA in hilar and CA3 pyramidal neurons in the 

hippocampus are diminished in aged rats. J Neurosci. 15, 2462-2470 

 

 

 



Literaturverzeichnis 

	   134 

Schmoll, H. Badan, I., Grecksch, G., Walker, L., Kessler, C. and Popa-Wagner, 

A. (2003) Kindling Status in Sprague-Dawley Rats Induced by 

Pentylenetetrazole. Am J Pathol. 162(3), 1027-34 

 

Scholzen, T., Gerdes, J. (2000) The Ki-67 protein: from the known and the 

unknown. J Cell Physiol. 182, 311–322 

 

Schwarting, R. K. and Borta, A. (2005) Analysis of behavioral asymmetries in 

the elevated plus-maze and in the T-maze. J Neurosci Meth. 141, 251-260 

 

Scott, B.W., Wang, S., Burnham, W.M., De Boni, U., Wojtowicz, J.M. (1998) 

Kindling-induced neurogenesis in the dentate gyrus of the rat. Neurosci 

Lett. 248, 73–6 

 

Scott, B.W., Chan, K.F., Wong, G., Ahmed, M., Chieverton, L., Liu, R.R., Wood, 

J., Burnham, W.M. (2010) Cytogenesis in the adult rat dentate gyrus is 

increased following kindled seizures but is unaltered in pharmacological 

models of absence seizures. Epilepsy Behav. 18, 179–85 

 

Seligman, A.M., Karnovsky, M.J., Wasserkrug, H.L., and Hanker, J.S. (1968) 

Nondroplet ultrastructural demonstration of cytochrome oxidase activity 

with a polymerizing osmiophilic reagent, Diaminobenzidine (DAB). J Cell 

Biol. 38, 1-14 

 

Shanina, E.V., Schallert, T., Witte, O.W. and Redecker, C. (2006) Behavioral 

Recovery from Unilateral Photothrombic Infarcts of the Forelimb 

Sensorimotor Cortex in Rats: Role of the Contralateral Cortex. Neurosci. 

139, 1495–1506 

 

Sharma, A. (2010) Transcriptome bioinformatic analysis identifies potential 

therapeutic mechanism of pentylenetetrazole in Down syndrome. BioData 

Mining 3, 7 

 



Literaturverzeichnis 

	   135 

Shyu, W.C., Lin, S.Z., Lee, C.C., Liu, D.D. and Li, H. (2006) Granulocyte 

colony-stimulating factor for acute ischemic stroke: a randomized 

controlled trial. C.m.a.j. 174, 927-933 

 

Simard, A.R. and Rivest, S. (2004) Role of inflammation in the neurobiology of 

stem cells. Neuroreport. 15, 2305-2310 

 

Sousa, R.M., Ferri, C.P., Acosta, D., Albanese, E., Guerra, M., Huang, Y., 

Jacob, K.S., Jotheeswaran, A.T., Rodriguez, J.J., Pichardo, G.R., 

Rodriguez, M.C., Salas, A., Sosa, A.L., Williams, J., Zuniga, T., Prince, M. 

(2009) Contribution of chronic diseases to disability in elderly people in 

countries with low and middle incomes: a 10/66 Dementia Research 

Group population-based survey. Lancet 374, 1821–1830 

 

Statistisches Bundesamt (2012). Statistisches Jahrbuch 2010 für die 

Bundesrepublik Deutschland. Metzler-Poeschel, Stuttgart 

 

Stout, J.T., Caskey, C.T. (1985) HPRT: gene structure, expression, and 

mutation. Annu Rev Genet. 19, 127-48 

 

Strong, A., Smith, S., Whittington, D.J., Meldrum, B.S., Parsons, A.A., 

Krupinski, J., Hunter, A.J., Patel, S., Robertson, C. (2000) Factors 

influencing the frequency of fluorescence transients as markers of peri-

infarct depolarizations in focal cerebral ischemia. Stroke 31, 214-222 

 

Sugawara, T., Chan, P. (2003) Reactive oxygen radicals and pathogenesis of 

neuronal death after cerebral ischemia. Antioxid Redox Signal. 5, 597-607. 

 

Sughrue, M.E., Mocco, J., Komotar, R.J., Mehra, A., D’Ambrosio, A.L., 

Grobelny, B.T., Penn, D.L., Sander Connolly Jr., E. (2006) An improved 

test of neurological dysfunction following transient focal cerebral ischemia 

in rats. J Neurosci Meth 151, 83–89 

 

 



Literaturverzeichnis 

	   136 

Suwanwela, N. and Koroshetz, W.J. (2007) Acute Ischemic Stroke: Overview of 

Recent Therapeutic Developments. Annu Rev Med. 58, 89–106 

 

Szabó, C. Ischiropoulos, H. and Radi, R. (2007) Peroxynitrite: biochemistry, 

pathophysiology and development of therapeutics. Nat Rev. 6, 662-680 

 

Tabuchi, Y., Takasaki, I., Doi, T., Ishii, Y., Sakai, H. et al (2006) Genetic 

networks responsive to sodium butyrate in colonic epithelial cells. FEBS 

Lett. 580, 3035–3041 

 

Tamura, A., Graham, D.I., McCulloch, J. and Teasdale, M. (1981) Focal 

Cerebral Ischaemia in the Rat: 1. Description of Technique and Early 

Neuropathological Consequences Following Middle Cerebral Artery 

Occlusion. J Cereb Blood Flow Metab. 1, 53-60  

 

Tennent, J.J. (1956) Experiences with Metrazol in Psychoses with Cerebral 

Arteriosclerosis. Psychiaty Q. 30(2), 249-259 

 

Thored, P., Wood, J., Arvidsson, A., Cammenga, J., Kokaia, Z. and Lindvall, O. 

(2007) Long-Term Neuroblast Migration Along Blood Vessels in an Area 

With Transient Angiogenesis and Increased Vascularization After Stroke. 

Stroke 38, 3032-3039 

 

Thored, P., Arvidsson, A., Cacci, E., Ahlenius, H., Kallur, T., Darsalia, V., 

Ekdahl, C.T., Kokaia, Z. and Lindvall, O. (2006) Persistent Production of 

Neurons from Adult Brain Stem Cells During Recovery after Stroke. Stem 

Cells 24, 739 –747 

 

Tominaga, T. and Ohnishi, S.T. (1989) Interrelationship of brain edema, motor 

deficits, and memory impairment in rats exposed to focal ischemia. Stroke 

20, 513-518 

 



Literaturverzeichnis 

	   137 

Tsai, P.T., Ohab, J.J., Kertesz, N. (2006) A critical role of erythropoietin 

receptor in neurogenesis and post-stroke recovery. J Neurosci. 26, 1269-

1274 

 

Turner, R.C., Seminerio, M.J., Naser, Z.J., Ford, J.N., Martin, S.J., Matsumoto, 

R.R., Rosen, C.L., Huber, J.D. (2012) Effects of aging on behavioral 

assessment performance: implications for clinically relevant models of 

neurological disease. J Neurosurg. 117, 629–637 

 

Volpe, B.T., Davis, H.P., Colombo, P.J. (1989) Preoperative training modifies 

radial maze performance in rats with ischemic hippocampal injury. Stroke 

20(12), 1700-1706 

 

World Health Organization (2008) The global burden of disease: 2004 update. 

WHO Library Cataloguing-in-Publication Data (NLM classification: W 74)  

 

Wolf, P.A. and D` Agostino, R.B. (1998) Epidemiology of Stroke. Stroke 1, 3-8 

 

Woods, A.G., Guthrie, K.M., Kurlawalla, M.A., Gal, C.M. (1998) Deafferentation- 

induced increases in hippocampal insulin-like growth factor-1 messenger 

RNA expression are severely attenuated in middle aged and aged rats. J 

Neurosci. 83, 663- 668 

 

Yanamadala, V. and Friedlander, R.M. (2010) Complement in neuroprotection 

and neurodegeneration. Trends Mol Med. 16, 69–76  

 

Yang, C., Iyer, R.R., Yu, A.C., Yong, R.L., Park, D.M., Weil, R.J., Ikejiri, B., 

Brady, R.O., Lonser, R.R., Zhuang, Z. (2012) β-Catenin signaling initiates 

the activation of astrocytes and its dysregulation contributes to the 

pathogenesis of astrocytomas. Proc Natl Acad Sci U S A. 109(18), 6963-

6968 

 

 

 



Literaturverzeichnis 

	   138 

Yonekawa, W.D., Kupferberg, H.J., Woodbury, D.M. (1980) Relationship 

between pentylenetetrazol-induced seizures and brain pentylenetetrazol 

levels in mice. J Pharmacol Exp Ther. 214(3), 589-93 

 

Zhang, P.B., Liu, Y., Li, J., Kang, Q.Y., Tian, Y.F., Chen, X.L., Zhao, J.J., Shi, 

Q.D., Song, T.S. and Qian, Y.H. (2005) Ependymal/subventricular zone 

cells migrate to the peri-infarct region and differentiate into neurons and 

astrocytes after focal cerebral ischemia in adult rats. Brain Res. 10, 1201-

1206 

 

Zhou, L. and Miller, C.A. (2006) Mitogen-activated protein kinase signaling, 

oxygen sensors and hypoxic induction of neurogenesis. Neurodegener 

Dis. 3, 50-55 

 

Zhu, L.L., Zhao, T., Li, H.S., Zhao, H., Wu, L.Y., Ding, A.S., Fan, W.H. and Fan, 

M. (2005) Neurogenesis in the adult rat brain after intermittent hypoxia. 

Brain Res. 1055, 1-6 

 



	   139 

6.1 Zusammenfassung 
 

Neurogenese in adulten Ratten ist vor allem in der Subventrikularzone und im 

Gyrus dentatus des Hippocampus aktiv und kann durch gezielte Aktivierung 

nach einem Schlaganfall zu einer verbesserten Funktionalität führen. In der 

vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob auch in gealterten Ratten eine 

Stimulation der endogenen Neurogenese nach Schlaganfall die Erholung 

verbessert. Dazu wurde das Neurogenese-verstärkende Pentylentetrazol zum 

ersten Mal auf seine Wirkung nach Schlaganfall in einem gealterten Tiermodell 

untersucht. 

Dazu wurde in 12-Monate alten Sprague-Dawley-Ratten eine transiente fokale 

Ischämie per Okklusion der mittleren Hirnschlagader (MCAO) ausgelöst und die 

endogene Neurogenese mit subkonvulsivem Pentylentetrazol verstärkt. Die 

funktionelle Erholung wurde mit mehreren Verhaltenstests über einen Zeitraum 

von sieben Wochen überwacht. Nach dem Ablauf des Überlebenszeitraums 

wurde von den gewonnenen Hirngeweben eine globale Genexpressionsanalyse 

vom Infarktareal sowie immunhistochemische Färbungen für Zellproliferation 

und neuronale Vorläuferzellen im Infarktgebiet und der ipsilateralen 

Subventrikularzone durchgeführt.  

Die Verhaltenstests Acht-Arm-Labyrinth und Schräge zeigten eine signifikant 

verbesserte Erholung bei Tieren mit postischämischer Pentylentetrazol-

behandlung. Die immunhistochemische Färbung für den Neurogenese-Marker 

Doublecortin ergab eine signifikante Steigerung der Neuroblastenanzahl in der 

Subventrikularzone. Im Infarktkerngebiet konnte signifikant mehr beta-3-

Tubulin-positives axonales Aussprossen detektiert werden. Die globale 

Genexpressionsanalyse wies auf signifikante Veränderungen von Genen der 

Inflammationsreaktion und der Neurogenese hin. Insgesamt zeigen die 

vorliegenden Ergebnisse, dass eine postischämische Stimulation der 

Neurogenese mit Pentylentetrazol auf die funktionelle Erholung einen positiven 

Einfluss hat. 
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6.2 Summary 
 

In adult rats the endogenous neurogenesis is maintained in the subventricular 

zone and the dentate gyrus of the hippocampus and directed mobilization of 

neurogenesis can improve the functional outcome after stroke. Here we 

explored the hypothesis that stimulations of endogenous neurogenesis after 

stroke in aged rats may improve rehabilitation after stroke. For that purpose, 

post-ischemic neurogenesis-enhancing pentylenetetrazole was used for the first 

time in an aged animal model with middle cerebral artery occlusion (MCAO). 

Transient focal cerebral ischemia was induced by MCAO in 12 month-old 

Sprague-Dawley rats and neurogenesis was stimulated with pentylenetetrazole. 

After MCAO, rats were neurobehavioral tested for 7 weeks. After 7 weeks, a 

global gene expression analysis of the infarcted region and immuno-

histochemical stainings for cellular proliferation and neuroblasts in infarct area 

and subventricular zone were done.  
Behavioral testing by radial maze and inclined plane tests showed significantly 

improved rehabilitation in rats with a stimulated neurogenesis after stroke. 

Immunohistochemical staining for doublecortin, a marker of neurogenesis, 

showed increased expression in rats stimulated after stroke. In the infarct core a 

massive increase in beta-3-tubulin-positive new-formed axons was detected. 

Global gene expression analysis revealed a significant change of genes 

involved inflammation and neurogenesis in aged rats. The results indicate that 

stimulation with PTZ of post-stroke neurogenesis is beneficial for behavioral 

recovery of aged rats. 
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