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1. Abkürzungsverzeichnis

3'UTR 3' untranslatierter Bereich (3' untranslated regulatory

region)

AMPA Aminomethylphosphonsäure

BrdU 5-Bromo-2-deoxyuridin

CBF zerebrale Durchblutung (cerebral blood flow)

CNPase 2'-3'-zyklische Nukleotid-Phosphodiesterase (2’-3’-cyclic

                                nucleotide phospodiesterase)

DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol

Dcx Doublecortin

dH2O destilliertes Wasser

Dks Eselserum (Donkey serum)

EGFP enhanced green fluorescent protein

EtOH Ethanol 

GFAP saures Gliafaserprotein (glial fibrillary acidic protein)

HCl Salzsäure 

HDAC Histondeacetylasen

IB4 Isolectin B4

ICD-10 Internationale statistische Klassifikation der Krankheiten 

und verwandter Gesundheitsprobleme, 10. Revision; (10th 

revision of the International Statistical Classification of 

Diseases and Related Health)

IgG Immunglobulin G

i.p. intraperitoneal

KCl Kaliumchlorid

KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat

MCAO Verschluss der Arteria cerebri media (middle cerebral artery

occlusion)

miRNA microRNA

Na+/K+-ATPase Natrium-Kalium-Pumpe
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N2O Distickstoffmonoxid

Na2HPO4 Dinatriumhydrogenphosphat

NaCl Natriumchlorid

NaOH Natriumhydroxid

ncRNA nicht-kodierende RNA (non-coding RNA)

NeuN neuronal nuclei

NGS Ziegenserum (normal goat serum)

NMDA    N-Methyl-D-Aspartat

nNOS Stickstoffmonoxid-Synthetase (neuronal nitric oxide

synthase)

NO Stickstoffmonoxid (nitric oxide)

NPC neurale Vorläuferzelle (neural progenitor cell)

OGD oxygen-glucose-deprivation, Hypoxie-Hypoglykämie-Test

PBS Phosphatgepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline)

PFA Paraformaldehyd

pre-miRNA precursor miRNA

pri-miRNA primary miRNA

REST Repressor element-1 silencing transcription factor

RMS rostraler Migrationsstrom (rostral migratory stream)

ROS reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)

rtPA Gewebeplasminogenaktivator (recombinant tissue

plasminogen activator)

s.c. subcutan

STAIR Stroke Therapy Academic Industry Roundtable

SVZ subventrikuläre Zone

TTC 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid

VEGF Endothel-Wachstumsfaktoren (vascular endothelial growth

factor)

ZNS zentrales Nervensystem
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2. Einleitung

2.1 Definition und Epidemiologie des Schlaganfalls

Die Inzidenz des ischämischen Schlaganfalls beträgt in Deutschland zwischen

160-240 pro 100.000 Einwohner. Die Hälfte der Betroffenen ist älter als 70 Jahre

(Heuschmann et al. 2010, Amiri et al. 2011). Aufgrund sinkender Mortalität

steigt die Prävalenz des Schlaganfalls an, während die Inzidenz noch stabil

scheint (Amiri et al. 2011). Dennoch ist im Rahmen der zunehmenden Alterung

der Bevölkerung in Zukunft mit einem weiteren Anstieg der absoluten Zahl der

Schlaganfallpatienten zu rechnen (Heuschmann et al. 2010). 

Insgesamt finden sich zerebrovaskuläre Erkrankungen in der Bevölkerung

westlicher Länder etwa ebenso häufig wie kardiovaskuläre Erkrankungen

(Rothwell et al. 2005). Auf der Liste der zehn häufigsten Todesursachen in

Deutschland nach ICD-10 (Internationale statistische Klassifikation der

Krankheiten und verwandter Gesundheitsprobleme) findet sich der Schlaganfall

gemeinsam mit kardiovaskulären und tumorösen Erkrankungen (Statistisches

Bundesamt 2014), die Einjahresmortalität nach Schlaganfall liegt bei 25% (Amiri

et al. 2011). Er gilt als häufigste Ursache für erworbene Behinderung im

Erwachsenenalter und zweithäufigste Ursache für Demenz (Heuschmann et al.

2010). Die intensive Akutbehandlung, hohe Hospitalisierungsraten, lange

Rehabilitation, Produktivitätsausfall sowie meist lebenslange Pflegebedürftigkeit

machen den Schlaganfall zu einer der teuersten Erkrankungen der

Industrieländer (Amiri et al. 2011). 

Der Schlaganfall bezeichnet im Allgemeinen ein akut auftretendes, fokal-

neurologisches Defizit vaskulärer Genese. Es lässt sich vereinfacht ein

hämorrhagischer von einem ischämischen Schlaganfall, der mit 85% der

häufigste und Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist, unterscheiden (Amiri et

al. 2011). Eine genauere Einteilung des ischämischen Schlaganfalls nach der

Ätiologie erfolgt anhand der TOAST-Klassifikation (siehe Tabelle 1).
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Tab. 1: TOAST- (Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment) Klassifikation (Adams et al.

1993)

Ursachen des ischämischen Schlaganfalls

  Makroangiopathie

  Kardial embolisch          

  Mikroangiopathie

  Andere Ätiologie (z. B. Vaskulitis, Dissektion, 
  Gerinnungsstörung)

  Unklare Ätiologie (keine Ursache oder mehrere
  gefunden)

Ursächlich für das neurologische Defizit ist eine Reduktion bzw. komplette

Unterbrechung der Blutversorgung mit nachfolgend verminderter Sauerstoff-

versorgung des Hirngewebes, welches folglich einen temporären oder auch

dauerhaften Funktionsverlust erfährt (Amiri et al. 2011). Die Kernzone

umschreibt das Infarktgebiet, in welchem der absolute Energiemangel zum

definitiven Untergang des Gewebes führt. Das die Kernzone umgebende

Gewebe, mit noch suffizienter Durchblutung für die Aufrechterhaltung der

Zellfunktion, wird als Penumbra bezeichnet (Heiss 2000). PET (Positronen-

Emissions-Tomographie)- gestützte Untersuchungen definierten die Penumbra

als Bereich mit einer zerebralen Durchblutung (cerebral blood flow = CBF)

zwischen 10 und 22 ml/100 g Gewebe/min, ausgehend von einem normalen

CBF von etwa 50 bis 60 ml/100 g Gewebe/min (Baron 1999).
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2.2 Therapiemöglichkeiten des akuten Schlaganfalls

Noch vor der Therapie einer Erkrankung besteht eine große Herausforderung

des ärztlichen Handelns in der Prävention dieser Erkrankung. Einige der

wichtigsten beeinflussbaren Risikofaktoren des Schlaganfalls sind dabei sowohl

die arterielle Hypertonie, Nikotinabusus, Übergewicht und Hyperlipidämie sowie

auch Herzrhythmusstörungen mit Thrombembolierisiko (Meschia et al. 2014).

Die einzige kausale Therapiemöglichkeit des akuten ischämischen

Schlaganfalls ist nach wie vor die Thrombolyse mit Gewebeplasminogen-

aktivator (rtPA = recombinant tissue plasminogen activator), welcher systemisch

gegeben in den USA und Europa innerhalb eines Zeitfensters von 4,5 Stunden

nach Beginn der Symptomatik zugelassen ist (Nolte und Endres 2012). Ein

früher Therapiebeginn ist jedoch mit einer besseren Prognose für den Patienten

verbunden (Nolte und Endres 2012, Amiri et al. 2011). Mit fortschreitender Zeit

sinkt der therapeutische Nutzen für den Patienten, während gleichzeitig die

Risiken für Komplikationen wie Hämorrhagien steigen. 

Aktuelle Studien zeigen darüber hinaus den therapeutischen Nutzen durch

endovaskuläre Verfahren im Sinne einer lokalen Thrombolyse bzw.

mechanischen Rekanalisation auf (Goyal et al. 2015, Campbell et al. 2015). In

Abhängigkeit vom Infarktterritorium und bei weiterhin engem Zeitfenster konnte

in diesen Studien durch endovaskuläre Rekanalisation eine hohe

Reperfusionsrate und bessere funktionelle Erholung erzielt werden, bei

gleichbleibendem Risiko für Komplikationen wie u. a. hämorrhagische

Infarzierung.

Vor dem Hintergrund des engen therapeutischen Zeitfensters und definierter

Ausschlusskriterien (De Keyser et al. 2007) sowie der für endovaskuläre

Verfahren notwendigen Infrastruktur erhält bisher nur eine Minorität der

Patienten eine solche Therapiemodalität. Die Anwendung beschränkte sich bis

2010 weiterhin auf unter 10% der Patienten mit einem ischämischen Hirninfarkt

(Nimptsch und Mansky 2012). Folgerichtig sind weitere Therapieverfahren mit

geringerem Nebenwirkungsprofil und größerem Zeitfenster vonnöten, welche

adjuvant zu den obigen Verfahren zum klinischen Einsatz kommen können. 
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2.3 Pathophysiologie der zerebralen Ischämie

Das Gehirn hat einen hohen Energiebedarf, welcher hauptsächlich durch

oxidative Verstoffwechselung von Glukose gedeckt wird. Im Rahmen einer

zerebralen Ischämie kommt es durch die Hypoperfusion zu einer

Unterversorgung des Gewebes und über ein komplexes System von

Mechanismen, welche sich gegenseitig aktivieren und verstärken, zu einer

zunehmenden Schädigung bis hin zum irreversiblen Zelluntergang durch

Nekrose oder Apoptose in der Kernzone des Infarktes und mit zunehmender

Ischämiezeit auch in der Penumbra. Zu diesen Mechanismen gehören die

durch die Hypoperfusion ausgelöste Exzitotoxizität, welche sich in Periinfarkt-

Depolarisationen fortsetzt, sowie die im Verlauf auftretende Inflammation und

(apoptotischer) Zelluntergang, unter anderem verstärkt durch oxidativen Stress

im Rahmen der Freisetzung großer Mengen Radikale (Dirnagl et al. 1999). 

2.3.1 Exzitotoxizität

Das Membranpotential der Neuronen und Gliazellen kann bei Energiemangel

unter anderem durch die dann beeinträchtigte Funktion der Na+/K+-ATPase

(Natrium-Kalium-Pumpe) nicht weiter aufrechterhalten werden. Mit Zusammen-

bruch des Membranpotentials kommt es zur Depolarisation der Zellen (Dirnagl

et al. 1999). Spannungsabhängige Natrium- und Calcium-Kanäle werden

aktiviert und ermöglichen einen Einstrom von Ionen mit nachfolgender

Transmitterausschüttung (v. a. Glutamat) in den synaptischen Spalt (Budd

1998). 

Die Wiederaufnahme der Transmitter ins Zellinnere ist infolge des

Energiemangels ebenfalls eingeschränkt. Durch Glutamat aktivierte NMDA

(N-Methyl-D-Aspartat)- und AMPA (Aminomethylphosphonsäure)-Rezeptoren

öffnen sich und begünstigen eine weitere Zunahme des Calcium-Einstroms,

aber auch des Einstroms anderer Ionen wie Natrium und Chlorid, sowie einen

Kalium-Auswärtsstrom. Entlang des osmotischen Drucks strömt Wasser nach

intrazellulär, infolgedessen bildet sich ein zytotoxisches Ödem. Der Druck auf
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das umliegende Gewebe steigt und verschlechtert die Perfusion dort zusätzlich

bis hin zur Steigerung des gesamten intrazerebralen Drucks.

Darüber hinaus kommt es durch den Anstieg der Calcium-Konzentration zur

Aktivierung proteolytischer Enzyme, Lipasen und Endonucleasen, welche unter

anderem Bestandteile des Zytoskeletts abbauen und Schäden an Membranen,

Mitochondrien und auch der DNA verursachen. Mitverantwortlich für die

Zellschäden ist auch oxidativer Stress durch freie Radikale (s. u.). Zugrunde

gehende Mitochondrien verstärken den Energiemangel zusätzlich und setzen

neben weiteren Radikalen auch Cytochrom c frei, welches den Signalweg zur

Apoptose einleitet.

Exzitotoxizität führt somit sowohl zu akutem Zelltod wie auch zum verzögerten,

programmierten Zelltod, der Apoptose. Zusätzlich werden intrazelluläre

Signalwege mit der Vermittlung von Entzündungsreaktionen angeregt. Unter

anhaltender Exzitotoxizität kommt es zu einer Ausbreitung des Infarktkerns auf

Kosten der Penumbra, wo ebenfalls zunehmend irreversibler Zelluntergang

eintritt (Dirnagl et al. 1999, Mehta et al. 2007).

2.3.2 Periinfarkt-Depolarisation

Sowohl in der Kernzone wie auch in der Penumbra des Infarkts depolarisieren

die Zellen infolge des Anstiegs der extrazellulären Kaliumkonzentration sowie

der Transmitterausschüttung. Aufgrund des Mangels an energiereichen

Phosphaten sind die Zellen jedoch nur eingeschränkt zu einer Repolarisation in

der Lage. In der Penumbra folgen wiederholte Depolarisationen aufeinander,

welche in einem höheren Energiebedarf der Zellen resultieren. Die

eingeschränkte Perfusion kann den gesteigerten Energiebedarf nicht

ausgleichen. Im Verlauf entwickelt sich somit auch in der Penumbra eine

zunehmende Hypoxie mit terminaler Depolarisation (Hossmann 1996).

Messungen in Tiermodellen zeigen, dass mit der Anzahl der Depolarisationen

auch die Größe des Infarktes zunimmt (Mies et al. 1993). 
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2.3.3 Oxidativer Stress

Das Gehirn als lipidreiches Gewebe ist besonders empfindlich für oxidativen

Stress durch freie Radikale. Radikale entstehen jederzeit physiologischerweise

in den Mitochondrien, können aber in der Regel durch das antioxidative System

abgefangen werden. Infolge des Einstroms von Calcium in durch Hypoxie

geschädigte Zellen wird jedoch die neuronale Stickstoffmonoxid-Synthetase

(nNOS) aktiviert, welche zusätzlich zur Bildung von Stickstoffmonoxid (NO)

beiträgt. Vermehrte NO-Freisetzung führt dann zur Bildung weiterer Radikale

der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Zu den ROS gehören unter anderem

das Superoxid-Anion (O2
−), Wasserstoffperoxid (H2O2) und das Hydroxyl-

Radikal (OH+). Die entstandenen Radikale schädigen neben Lipiden in

Membranen auch Proteine und DNA der Zellen und führen so zur Entstehung

toxischer Abbauprodukte und Bildung weiterer Radikale. Die Kapazität der

zelleigenen antioxidativen Mechanismen ist dann nicht mehr ausreichend.

Zunehmende Schäden führen letztendlich zum Zelluntergang durch Nekrose

(Mehta et al. 2007).

Neben direkt toxischen Wirkungen können ROS auch proinflammatorische

Gene aktivieren und damit zum Beispiel die Expression von Adhäsions-

molekülen triggern, welche die Adhäsion von Leukozyten und damit deren

Einwanderung in die Infarktzone ermöglichen (Lakhan et al. 2009).

2.3.4 Entzündungsreaktion

Infolge der erhöhten Calciumkonzentration werden über second-messenger-

Systeme Transkriptionsfaktoren synthetisiert, welche die Expression

pro-inflammatorischer Gene induzieren und somit die Bildung von

Entzündungsmediatoren wie Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), Interleukin-1β

(IL-1β) und Plättchenaktivierender Faktor (PAF) fördern. Diese bewirken an

Endothelzellen die Produktion von Adhäsionsmolekülen, welche die

Extravasation der Leukozyten (neutrophile Granulozyten gefolgt von Monozyten

und Makrophagen) ins Gewebe ermöglichen. Im Gewebe werden die

Leukozyten durch Chemotaxis weiter ans Ziel geführt (Dirnagl et al. 1999).



2. Einleitung 9

Zusätzlich werden vor Ort mikrogliale Zellen und auch Astrozyten aktiviert,

welche dann, neben neutrophilen Molekülen und Wachstumsfaktoren, ihrerseits

proinflammatorische Zytokine wie TNF-α, IL-1β, Interleukin-6 (IL-6) und auch

zytotoxische Moleküle wie Stickstoffmonoxid, reaktive Sauerstoffspezies und

Prostanoide ausschütten (Lucas et al. 2006). Erhöhte IL-1β-Spiegel korrelieren

mit größerem Infarktvolumen und stärkerer Ödembildung (Yamasaki et al.

1995).

2.3.5 Programmierter Zelltod

Der akute Energiemangel in der Kernzone des Infarkts führt, wie oben bereits

aufgeführt, zum Verlust der (osmotischen) Homöostase mit nachfolgender

Zellschwellung bis hin zur Lyse der Zelle und damit auch Ausschüttung

toxischer Abbauprodukte in den Extrazellularraum. Im Gegensatz dazu verläuft

die Apoptose als verzögerter, programmierter und organisierter Zelltod ohne

begleitende Entzündungsreaktion. Die Apoptose ist jedoch energieabhängig

und damit deutlich häufiger in der Penumbra als in der Kernzone anzutreffen

(Charriaut-Marlangue et al. 1996). Apoptose wird über verschiedene Signale in

einer Zelle induziert, dazu gehören unter anderem die Bildung großer Mengen

freier Radikale, TNF-α und Freisetzung von Cytochrom c aus (durch freie

Radikale) geschädigten Mitochondrien. Vor allem durch Cytochrom c erfolgt die

Aktivierung von Caspasen, proteolytischen Enzymen welche den organisierten

Abbau der Zellstrukturen in Gang setzen (Kowaltowski et al. 2001, Mehta et al.

2007). Es scheint jedoch auch Caspase-unabhängige Wege in die Apoptose zu

geben, wobei ein als Apoptose-induzierender Faktor (AIF = apoptosis-inducing

factor) bezeichnetes Protein, ebenfalls aus Mitochondrien stammend,

federführend ist und zur DNA-Fragmentation führt (Hong et al. 2004).
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2.4 Neuroprotektion

Anhand des Verständnisses der pathophysiologischen Mechanismen des

ischämischen Zelluntergangs gab es bereits zahlreiche Versuche, mittels

Neuroprotektion therapeutische Ansätze zu entwickeln. In Tiermodellen

überzeugende neuroprotektive Substanzen scheiterten jedoch wiederholt an

der Umsetzung in klinische Modelle (O'Collins et al. 2006, Mehta et al. 2007,

Macleod et al. 2009). Die Ursache dieser insuffizienten Translation vom

Tierversuch hin zur Klinik ist multifaktoriell, schuldet aber u. a. auch inadäquater

Versuchsdesigns. Auch die Einführung von Qualitätsstandards auf dem Gebiet

der experimentellen Schlaganfallforschung (STAIR, Stroke Therapy Academic

Industry Roundtable, 1999) hat die Situation im Anschluss nicht grundlegend

geändert (Macleod et al. 2009). So erwies sich zum Beispiel NXY-059, ein

Fänger freier Radikale, zunächst als neuroprotektive Substanz erfolgreich, blieb

dennoch in der Phase-III-Studie (SAINT II, Stroke-Acute Ischemic NXY

Treatment II) wirkungslos (Shuaib et al. 2007). Nach mehr als 1000

experimentell und davon über 100 klinisch getesteten Substanzen bleibt

weiterhin einzig die Thrombolyse als erfolgreiches therapeutisches Mittel der

Wahl (O'Collins et al. 2006, Ginsberg 2008). Neuere Forschungskonzepte

wenden sich daher zunehmend von Neuroprotektion ab und widmen sich

vermehrt dem Studium post-ischämischer, neuroregenerativer Ansätze.

2.5 Endogene Neurogenese im adulten Gehirn

Entgegen der viele Jahrzehnte vorherrschenden These Ramon y Cajals,

untergegangenes Gewebe des zentralen Nervensystems (ZNS) sei

unwiederbringlich verloren, lässt sich auch im adulten ZNS Neurogenese

beobachten. Das Phänomen adulter Neurogenese wurde zunächst 1965 von

Altman und Das beschrieben (Altman und Das 1965). Nachdem diese zuvor in

Nagetieren und Affen gezeigt worden war, gelang Eriksson und Mitarbeitern
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1998 der Nachweis der Neurogenese auch im menschlichen Gehirn (Eriksson

et al. 1998). 

Bis heute konnte die endogene Neurogenese vor allem in zwei umschriebenen

Regionen des adulten Gehirns gezeigt werden, der Subgranulärzone des Gyrus

dentatus in der Hippokampusformation und der subventrikulären Zone (SVZ)

der Seitenventrikel. 

Im Hippokampus teilen sich neurale Vorläuferzellen, welche am Rande der

Körnerschicht im Bereich des Hilus liegen. Anschließend wandern diese neu

entstandenen Zellen in die Körnerschicht ein und beginnen dort sich zu

differenzieren (Cameron et al. 1993, Gage et al. 1995, Kuhn et al. 1996).

Bei der SVZ handelt es sich um eine Stammzellnische, die nicht nur Astrozyten

(Typ-B-Zellen) und Oligodendrozyten sondern auch Neuroblasten (Typ-A-

Zellen) beherbergt, welche über den rostralen Migrationsstrom (RMS) in den

Bulbus olfactorius einwandern und sich dort zu Interneuronen differenzieren

(Gage et al. 1995, García-Verdugo et al. 1998). 

Die Anwesenheit der Typ-B-Zellen, welche sich wie ein Gerüst um die

migrierenden Typ-A-Zellen legen, scheint dabei für Proliferation und Migration

der Typ-A-Zellen notwendig. Zusätzlich findet sich noch ein weiterer Zelltyp,

welcher die stärkste Proliferationsrate aufweist, die sogenannten Typ-C-Zellen.

Es wird vermutet, dass es sich um Vorläufer der Typ-A-Zellen handelt (García-

Verdugo et al. 1998, Lim und Alvarez-Buylla 1999). 

Insgesamt ist bisher nur relativ wenig zu den Regelmechanismen und

beeinflussenden Faktoren der Neurogenese bekannt. Zu den endogenen

physiologischen Faktoren, welche die Neurogenese fördern, gehören unter

anderem der direkte Zellkontakt zwischen Typ-A- und Typ-B-Zellen (s. o.), von

Astrozyten produzierte Zytokine (Barkho et al. 2006) und Wachstumsfaktoren,

wie beispielsweise Endothelwachstumsfaktoren (VEGF) (Gage et al. 1995).

Letztere werden im Rahmen einer Hypoxie/Ischämie induziert und stimulieren

die Neurogenese (Schanzer et al. 2004). Interessanterweise, und für die

vorliegende Arbeit von unmittelbarer Bedeutung, gibt es Hinweise, dass auch

miRNAs an der Regulation der Neurogenese beteiligt sind (Cheng et al. 2009).

Auch äußere Einflüsse wie Lernen und Gedächtnis, Stress und das Altern

scheinen Auswirkungen auf die Neurogenese zu haben (Gould et al. 1999).
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2.6 Endogene Neurogenese nach zerebraler Ischämie

Nach Induktion einer zerebralen Ischämie kommt es ebenfalls zur Induktion der

endogenen Neurogenese. Nach transientem Verschluss der Arteria cerebri

media (MCAO) in der Ratte mit nachfolgend ischämischer Läsion des Striatums

und Teilen des Cortex konnte gezeigt werden, dass endogene neurale

Progenitorzellen (NPCs) in der SVZ proliferieren und in das striatale Infarktareal

migrieren. Dort prägen sie den Phänotyp der untergegangenen Neurone aus

(Arvidsson et al. 2002). Die Quantität der proliferierenden Zellen scheint mit

dem Ausmaß der ischämischen Läsion zu korrelieren. Ein größerer

Gewebsschaden führt zu einer größeren Anzahl von proliferierenden Zellen

(Thored et al. 2006).

Unterschiedliche Studien belegen, dass ein großer Teil der neu entstandenen

Neurone schon in den ersten Wochen nach Ischämie wieder zu Grunde geht.

Eine vermehrte Proliferation von NPCs aus der SVZ ist jedoch auch 4 Monate

nach Ischämie noch nachweisbar (Arvidsson et al. 2002, Thored et al. 2006).

Offen bleibt jedoch das Ausmaß der Integration dieser Zellen am Ort der

ischämischen Läsion und ihre funktionelle Relevanz. 

2.7 Der Transkriptionsfaktor REST

Die Differenzierung zu einem neuronalen Phänotyp wird entscheidend durch die

Aktivität von Transkriptionsfaktoren beeinflusst. Eine besondere Stellung nimmt

dabei der Transkriptionsfaktor R E S T (repressor element-1 silencing

transcription factor) ein. REST induziert durch epigenetische Modifikation eine

Inhibition der Transkription von Genen. Das REST-Protein besteht aus einer

DNA-Bindungsdomäne, welche acht Zinkfingermotive enthält, sowie zwei

Repressordomänen, jeweils am Amino- sowie Carboxyterminus des Proteins

(siehe Abbildung 1) (Thiel et al. 1998). Die Bindung erfolgt an ein Silencer-

Element, RE1 bzw. NRSE (repressor element 1/neuron restrictive silencer
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element), innerhalb der DNA (Chong et al. 1995). An die Repressordomänen

des REST-Proteins können weitere Korepressoren binden (SinA3 und

CoREST), welche wiederum die Bindung von Histondeacetylasen (HDAC)

ermöglichen (Ballas et al. 2001, Huang et al. 1999). Im Allgemeinen führt die

durch HDACs vermittelte Deacetylierung von Histonen zu einer kompakteren

Nucleosomenstruktur, wodurch wiederum die Anlagerung von Aktivatoren der

Transkription erschwert wird (Mai et al. 2005). Letztendlich vermittelt REST die

Inhibition von Genen, indem es Histondeacetylasen in die entsprechenden

DNA-Abschnitte einschleust.

Darüber hinaus fördert CoREST die Bindung von MeCP2 (Methyl-CpG-

Bindeprotein) an methylierte DNA, wo es ebenfalls eine repressive Funktion

ausübt (Lunyak et al. 2002, Hwang et al. 2012).

Als Zielgene mit REST-Bindungsstellen (RE1/NRSE) zeigen sich vor allem

Gene, deren Expression zur Ausprägung des neuronalen Phänotyps notwendig

ist (Schoenherr et al. 1996). Diese Gene kodieren unter anderem Proteine für

synaptische Vesikel, Ionenkanäle und Rezeptoren für Neurotransmitter (Lunyak

et al. 2002, Hwang et al. 2012). Dazu gehört zum Beispiel auch eine

Untereinheit des AMPA-Rezeptors, GluR2 (Myers et al. 1998), welche eine

Abb. 1: Strukturmodell von REST. Über die DNA-Bindungsdomäne mit acht Zinkfinger-

motiven bindet REST an die DNA. Ein weiteres Zinkfingermotiv befindet sich in der

Repressordomäne am C-Terminus. Die Korepressoren binden an die Repressordomänen am

N- und C-Terminus (nach Thiel et al. 1998, Ballas et al. 2001).

HDAC
HDAC

Repressordomäne
  Amino-Terminus

Repressordomäne
Carboxy-Terminus

Zinkfinger
Zinkfinger

DNA-Bindungsdomäne

CoREST
Sin3
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mögliche Calciumpermeabilität des AMPA-Rezeptors verhindert (Kwak und

Weiss 2006).

REST inhibiert somit vor allem die Transkription neuronaler Proteine. Analog

dazu konnte eine Expression von REST hauptsächlich sowohl in nicht-

neuronalen Zellen wie auch in unreifen neuronalen Vorläuferzellen nach-

gewiesen werden (Chong et al. 1995). Eine Überexpression von REST

wiederum verhindert die terminale Differenzierung von Neuronen (Ballas et al.

2001). Die Regulation und zeitgerechte Reduktion der REST-Konzentration

während der neuronalen Differenzierung ist somit von entscheidender

Bedeutung. 

Eine Reduktion der REST-Konzentration erfolgt während der Neurogenese und

in maturen Neuronen durch proteasomalen Abbau nach Ubiquitinylierung von

REST (Ballas et al. 2005, Westbrook et al. 2008, Kaneko et al. 2014) sowie

zusätzlich in maturen Neuronen durch direkte Inhibition des REST-Genes, um

den neuronalen Phänotyp aufrechtzuerhalten (Ballas et al. 2001). Darüber

hinaus ist auch eine Inhibition durch miRNAs denkbar (Wu und Xie 2006, s.u.).

In ausdifferenzierten Neuronen ist REST nur in sehr geringen Mengen

vorhanden (Chong et al. 1995) und RE1 bleibt unbesetzt, die Inhibition der

Transkription neuronaler Proteine ist also aufgehoben. Es erfolgt jedoch nach

wie vor eine Feinregulierung der Expression neuronaler Gene durch CoREST

und MeCP2 (Ballas et al. 2005).

2.7.1 Expressionsmuster von REST nach zerebraler Ischämie

Die Exposition von Rattenhirnen gegenüber einer transienten zerebralen

Ischämie ist mit einer erhöhten Expression von REST im ischämischen

Hippokampus, insbesondere in den vulnerablen Pyramidalneuronen der CA1-

Region, vergesellschaftet (Calderone et al. 2003, Formisano et al. 2007). Diese

Neurone weisen post-ischämisch eine um zwei bis drei Tage verzögert

einsetzende hohe Mortalität auf (Hwang et al. 2012). Gleichzeitig mit dem

REST-Anstieg kommt es zu einer verminderten Expression von GluR2 und

einer Zunahme Calcium-permeabler AMPA-Kanäle (Calderone et al. 2003,

Kwak und Weiss 2006). Die damit einhergehende Verstärkung des
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Calciumeinstroms über AMPA-Kanäle schädigt zusätzlich die Zellen (Kwak und

Weiss 2006). Durch Ausschalten des REST-Genes konnte in einem Ischämie-

Modell in vitro eine unverminderte GluR2-Expression und zugleich ein besseres

Überleben ebendieser CA1-Neurone erreicht werden (Calderone et al. 2003).

Auch in vivo konnte bereits in der Ratte post-ischämisch eine Protektion

hippokampaler CA1-Neurone erreicht werden, indem über Aktivierung der

Casein-Kinase 1 (CK1) eine vermehrte Phosphorylierung von REST unterstützt

wird, wodurch dieses der Ubiquitinylierung und dem proteasomalen Abbau

zugeführt wird und somit eine Reduktion des REST-Levels resultiert (Kaneko et

al. 2014).

2.8 Expression, biologische Eigenschaften und Funktion von 

microRNAs

Durch die Transkription der DNA im Zellkern entstehen zum größten Anteil

(etwa 98%) nicht-kodierende RNAs (ncRNA = non-coding RNA). MicroRNAs

(miRNA) sind die am besten erforschten RNAs unter diesen ncRNAs. Sie sind

mit einer Länge zwischen 18 und 24 Nukleotiden kleine, zwischen

unterschiedlichen Spezies hochkonservierte Einzelstrang-RNAs (Vemuganti

2010). Auffällig ist für viele miRNAs eine gewebsspezifische Expression. So

findet sich u. a. in Mausorganen die miR-1 hauptsächlich im Herzen, miR-122 in

der Leber, miR-143 in der Milz, sowie miR-124 im ZNS. Die meisten dieser

miRNAs finden sich auch im menschlichen Genom (Lagos-Quintana 2002).

Nach Transkription eines miRNA-Genes entsteht zunächst eine pri-miRNA

(primary miRNA), welche noch im Zellkern durch einen Mikroprozessorkomplex

zu einer pre-miRNA (precursor miRNA) gespalten wird. Diese gelangt ins

Zytoplasma, wo sie erneut durch eine RNAse (Dicer) prozessiert wird (Wu et al.

2012). 

Die Funktion der miRNAs liegt in der Feinregulation der Proteinbiosynthese. So

führt die Anlagerung einer miRNA, umgeben von einem Multiproteinkomplex

miRISC (miRNA-induced silencing complex), an den 3' untranslatierten Bereich
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(3'UTR = untranslated regulatory region) einer Messenger-RNA (mRNA) bei

partieller Komplementarität der beiden RNA-Stränge zur Hemmung der

Translation. Nahezu vollständige Komplementarität der miRNA und mRNA führt

zum Abbau der letzteren (Wienholds und Plasterk 2005, Christensen und

Schratt 2009, Wu et al. 2012). Die Blockade der Translation ist reversibel, die

Regulation durch miRNAs somit flexibel und dynamisch (Christensen und

Schratt 2009). Durch die nur partiell notwendige Komplementarität zu der 3'UTR

einer mRNA kann davon ausgegangen werden, dass eine einzige miRNA als

Regulator zahlreicher mRNAs fungiert.

Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass miRNAs auch in der Lage sind,

eine Aktivierung der Translation zu erreichen. Dabei scheint die miRNA-

vermittelte Aktivierung der Translation eher in Ruhephasen des Zellzyklus

stattzufinden, die Inhibition der Translation dagegen vor allem in

proliferierenden Zellen (Vasudevan et al. 2007).

Überdies ist eine direkte Induktion oder Repression der Transkription durch

miRNAs möglich, wenn eine Komplementarität zwischen einer miRNA und der

Promotorregion eines Gens vorliegt (Place et al. 2008, Hwang et al. 2012).

Computergestützte Analysen ermittelten mehr als ein Drittel der menschlichen

Gene als potentielle Ziele von miRNAs, die einer entsprechenden Regulation

unterliegen könnten (Lewis et al. 2005).

Zu miRNA-regulierten Genen gehören unter anderem auch solche Gene,

welche sowohl an den pathologischen Prozessen der Entstehung neuro-

degenerativer Erkrankungen wie auch von Tumorerkrankungen beteiligt sind.

Dies zeigt sich zum Beispiel am Alzheimer-Precursor-Protein (APP), dessen

Gen durch miRNAs reguliert wird und welches im Rahmen der Alzheimer-

Erkrankung aber auch bei Hirntumoren überexprimiert wird (Du und

Pertsemlidis 2011).

In den Neuronen des zentralen Nervensystems (ZNS) findet sich eine

reichhaltige Expression von miRNAs während aller Entwicklungsstadien. Zwei

während der Neurogenese zunehmend exprimierte miRNAs sind miR-9 und

miR-124 (Christensen und Schratt 2009). MiRNAs tragen zur Differenzierung

neuronaler Zelltypen bei, spielen aber auch in reifen Neuronen eine wichtige

Rolle, zum Beispiel bei der Beeinflussung synaptischer Form und Plastizität



2. Einleitung 17

(Bicker und Schratt 2008, Fiore et al. 2008, Schratt 2009a). Die Möglichkeit der

unterschiedlichen räumlichen Verteilung der miRNAs innerhalb einer Zelle

gestattet eine lokal spezialisierte Translation und auch Reaktion auf

extrazelluläre Reize, zum Beispiel an Dendriten und Synapsen (Schratt 2009b).

So wurde unter anderem gezeigt, dass die dendritisch vorkommende miR-134

in Neuronen der Hippokampusformation die Translation der Proteinkinase

Limk1 hemmt, welche an der Entwicklung dendritischer Ausläufer beteiligt ist

(Schratt et al. 2006). 

Synaptische Form und Funktion ist ein grundlegender Bestandteil kognitiver

Fähigkeiten wie Lernen und Gedächtnis. Synaptische Fehlfunktion ebenso wie

ein verändertes miRNA-Profil findet sich häufig im Rahmen neurodegenerativer

Erkrankungen (Christensen und Schratt 2009, Schratt 2009b). 

Angesichts des ubiquitären Vorkommens und der vielfachen regulatorischen

Funktionen der miRNAs erscheint ein besseres Verständnis ihrer Regulations-

kreisläufe als eine große Chance, pathologische Prozesse unterschiedlichster

Erkrankungen nachvollziehen und therapeutische Strategien entwickeln zu

können.

2.9 Die miR-124 und ihre biologischen Funktionen

Die miR-124 ist eine fast ausschließlich im ZNS vorkommende miRNA (Weng

et al. 2011). Im Vergleich zu anderen Organen der Maus ist die Konzentration

der miR-124 im ZNS hundertfach größer (Mishima et al. 2007). Das Ausmaß

der Expression der miR-124 ist altersunabhängig (Selvamani et al. 2012). Dabei

ist das Vorkommen von miR-124 nicht in allen Zellen gleichmäßig verteilt. Mit

Hilfe von In-situ-Hybridisierung zeigten Cheng et al. eine geringfügige

Expression der miR-124 in der subventrikulären Zone (SVZ) und dem rostralen

Migrationsstrom (RMS), jedoch ein deutlich stärkeres Expressionsmuster in

maturen Neuronen des Bulbus olfactorius. In Oligodendrozyten und Astrozyten

konnte hingegen keine Expression der miR-124 nachgewiesen werden (Cheng

et al. 2009).
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Während miR-124 in neuralen Vorläuferzellen noch kaum nachweisbar ist,

nimmt die Expression im Verlauf der Neurogenese deutlich zu. In-vitro-Studien

an embryonalen Stammzellen der Maus zeigten die gleichzeitig auftretende

vermehrte Expression der miR-124 und miR-9 bzw. miR-9* während der Phase

der Differenzierung. Eine Blockade der Expression bzw. Überexpression dieser

miRNAs führte zu einer Veränderung des Verhältnisses zwischen glialen und

neuronalen Zellen, weist also auf die entscheidende Rolle dieser miRNAs

während der Differenzierung des Phänotyps hin (Krichevsky et al. 2006). 

Diese Bedeutung bestätigte sich auch während der adulten Neurogenese in der

SVZ von Mäusen. Unter dem Einfluss der miR-124 wird die neuronale

Differenzierung proliferierender Vorläuferzellen (Typ-C-Zellen) hin zu

Neuroblasten und der Austritt aus dem Zellzyklus vorangetrieben. Dies wird

unter anderem durch Repression von Sox9 durch die miR-124 vermittelt,

gleichzeitig erfolgt eine Inhibition von Genen, welche die gliale Differenzierung

und die Stammzellerneuerung unterstützen (Cheng et al. 2009).

Weitere nicht-neuronale Faktoren, die durch die miR-124 repressiv reguliert

werden, sind unter anderem SCP1 (small C-terminal domain phosphatase 1),

ein Bestandteil des REST-Repressorkomplexes, dessen Repression die

Neurogenese induziert (Visvanathan et al. 2007), und auch PTBP1, ein

Repressor neuro-spezifischen Splicings (Makeyev et al. 2007). 

Durch die anhaltende Repression nicht-neuronaler Gene dient die miR-124

auch nach Abschluss der Neurogenese dem Erhalt des neuronalen Phänotyps

(Christensen und Schratt 2009). Sie ist in ihrer Wirkung gerade gegensätzlich

zu der des Transkriptionsfaktors REST, welcher in nicht-neuronalen Zellen die

Expression neuronaler Gene verhindert. Die Frage, inwieweit miR-124 und

REST sich gegenseitig beeinflussen, liegt also nahe.

Eine Bindungsstelle (RE1) für REST findet sich direkt neben miRNA-Genen,

aus denen sowohl miR-124 wie auch miR-9 und miR-9* hervorgehen. Conaco

und Kollegen konnten bereits zeigen, dass durch REST eine Repression dieser

drei miRNAs stattfindet (Conaco et al. 2006). Somit ist für die Ausprägung des

neuronalen Phänotyps die Abnahme der REST-Konzentration, bzw. -aktivität

notwendig, um eine Zunahme der miR-124 zu ermöglichen. 

In computergestützten Analysen erwiesen sich Bestandteile des REST-
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Repressorkomplexes wie CoREST und MeCP2 als mögliche Ziele der miR-124,

miR-9 und miR-9* (Wu und Xie 2006). Weitergehende Untersuchungen durch

Packer et al. (2008) zeigten tatsächlich eine funktionelle Repression von REST

durch miR-9, sowie CoREST durch miR-9*. Neben der indirekten Auswirkung

auf REST über Inhibition des REST-Repressorkomplexes (s. o.) ist eine direkte

Inhibition von REST durch die miR-124 bisher jedoch nicht nachgewiesen

(Stappert et al. 2015).

2.10 MiRNA-Expression nach Ischämie  

Als Folge einer zerebralen Ischämie zeigt sich eine deutliche Veränderung des

Expressionsprofils von miRNAs. Hingegen bleibt die Expression der zur

miRNA-Synthese notwendigen RNasen (Ribonukleasen) und Transporter-

proteine unverändert (Dharap et al. 2009, Hwang et al. 2012). 

Einige miRNAs werden verstärkt, beispielsweise die miR-124 in der Penumbra,

andere vermindert exprimiert, wodurch nachfolgend ebenso sowohl

neuroprotektive als auch pathologische Mechanismen verstärkt werden können

(Wu et al. 2012, Sun et al. 2013). MessengerRNAs, welche als Ziele der

verändert exprimierten microRNAs in Frage kommen, stehen unter anderem in

Zusammenhang mit Entzündungsfaktoren, Transkriptionsfaktoren, Ionen-

kanälen und auch Rezeptoren für Transmitter (Dharap et al. 2009). So wird zum

Beispiel die miR-497 nach zerebraler Ischämie im Gehirn der Maus induziert.

MiR-497 scheint die Translation von Bcl-2, einem antiapoptotischen Protein, zu

hemmen. Unter Gabe von miR-497-Antagomir zeigten sich niedrigere miR-497-

Level und gleichzeitig höhere Bcl-2-Konzentrationen mit korrespondierend

niedrigerer Infarktgröße (Yin et al. 2010). Ein ebenfalls erhöhtes Proteinlevel

konnte für die miR-21 nach zerebraler Ischämie in der Ratte nachgewiesen

werden. In In-vitro-Versuchen erwies sich die miR-21 als neuroprotektiv über

einen antiapoptotischen Signalweg (Buller et al. 2010).

Als besondere Eigenschaft der miR-124 wurde bereits eine signifikant erhöhte

Konzentration im Blutplasma sechs Stunden nach Ischämie beschrieben.
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Aufgrund der Gewebsspezifität und auch Stabilität im Plasma über mehrere

Stunden wurde miR-124 bereits als Plasma-Biomarker für zerebrale

Schädigungen vorgeschlagen (Weng et al. 2011).

Weitere Arbeiten zeigten zudem veränderte Expressionsprofile von miR-124

nach spinalen Traumen, welche möglicherweise mit dem Ausmaß der

Verletzung korrelieren (Zhao et al. 2015). Zum gegenwärtigen Zeitpunkt ist die

Rolle von miR-124 in Zusammenhang mit pathologischen Prozessen,

insbesondere ischämischen, noch nicht abschließend geklärt.
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3. Zielsetzung

Sowohl der Transkriptionsfaktor REST wie auch die miR-124 spielen in der

neuronalen Differenzierung eine entscheidende und reziproke Rolle. Während

die Expressionslevel von REST mit fortschreitender Neurogenese abnehmen,

nimmt die Expression von miR-124 zu. Gleichzeitig geht die Induktion einer

zerebralen Ischämie mit einer verstärkten Expression von REST in ischämisch

geschädigten Neuronen einher. 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Frage nachgegangen, ob eine ektope

Applikation von miR-124 Einfluss auf das Ausmaß der post-ischämischen

Zellschädigung hat. Dazu wurden zum einen kultivierte Neurone einer Hypoxie

in vitro ausgesetzt bzw. in männlichen C57BL6-Mäusen eine transiente

zerebrale Ischämie induziert. Nachfolgend wurde das Ausmaß des post-

hypoxischen bzw. post-ischämischen Zellschadens und die funktionelle

Erholung der Versuchstiere in einem Zeitraum von bis zu acht Wochen nach

Ischämie analysiert. Des Weiteren wurde der Frage nachgegangen, inwiefern

diese ektope Applikation von miR-124 mit einer Stimulation der post-

ischämischen Angioneurogenese assoziiert ist. Abschließende Untersuchungen

beschäftigen sich mit der Frage, welche zugrundeliegenden Mechanismen die

oben skizzierten Parameter beeinflussen, wobei ein besonderer Schwerpunkt

der Interaktion von miR-124 und dem Transkriptionsfaktor REST gewidmet ist.
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4. Material und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Chemikalien

2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland

5-Bromo-2-deoxyuridin (BrdU) Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland

Amersham ECL Reagenz GE Healthcare, Amersham Place, 
Buckinghamshire, England

Amersham Hyperfilm ECL GE Healthcare, Amersham Place, 
Buckinghamshire, England

Ammoniumpersulfat (APS) Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 
USA

B-27 Supplement Gibco/Life Technologies, Carlsbad, 
CA, USA

Bromphenolblau Roth, Karlsruhe, Deutschland

Chloralhydrat Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland

Citronensäure-Monohydrat Merck, Darmstadt, Deutschland

DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol) AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck, Darmstadt, Deutschland

Distickstoffmonoxid (N2O) Air Liquide, Düsseldorf, Deutschland

EDTA-Lösung Biochrom KG, Berlin, Deutschland

Eindeckmittel Immu-Mount (antifading 
medium)

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, 
Deutschland

Eselserum (Donkey serum - Dks) Chemicon, Temecula, CA, USA

Essigsäure Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethanol (EtOH, reinst) Merck, Darmstadt, Deutschland

Glucose (40%) B. Braun, Melsungen, Deutschland

Glycerin Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Immersionsöl Immersol TM 518F Carl Zeiss, Oberkochen, 
Deutschland

Isofluran (Forene®) Abbott, Ludwigshafen, Deutschland

Kaliumchlorid (KCl) Merck, Darmstadt, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland

Ketamin Inresa, Freiburg, Deutschland

Kresylechtviolett Merck, Darmstadt, Deutschland

Laminin Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland

L-Glutamin Biochrom AG seromed, Berlin, 
Deutschland

LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity Kit
Component B – Ethidium Homodimer-1

Cambrex Bio Science, Wakersville, 
MD, USA

Magermilchpulver Saliter, Obergünzburg, Deutschland

Mannitol B. Braun, Melsungen, Deutschland

Natriumacetat Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid 0,9%, flüssig B. Braun, Melsungen, Deutschland

Natriumhydroxid (NaOH) Merck, Darmstadt, Deutschland

Neurobasal Gibco/Life Technologies, Carlsbad, 
CA, USA

Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland

Polyarcrylamidgel 
(Acrylamid, Methylenbisacrylamid)

National Diagnostics, Hessle Hull, 
England

Poly-L-Ornithin Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland

Protease Inhibitor-Mix Roche, Mannheim, Deutschland

PSN 
(Penicillin-Streptomycin-Neomycin)

Gibco/Life Technologies, Carlsbad, 
CA, USA

PVDF-Membran Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 
USA

Salzsäure (HCl) Merck, Darmstadt, Deutschland

SDS Serva, Heidelberg, Deutschland

Sterofundin® B. Braun, Melsungen, Deutschland

TEMED Serva, Heidelberg, Deutschland
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Triton X-100 Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland

Transferrin Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland

Tris USB, Cleveland, OH, USA

Tween 20 Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Whatman Filterpapier 3MM Whatman, Maidstone, 
Großbritannien

Xylazin, 2% Riemser, Greifswald, Deutschland

Xylol, 98% vergällt Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ziegenserum 
(Normal goat serum - NGS)

PAA, Etobicoke, Ontario, Kanada

Zweikomponentenkleber Cyanolit Panacol-Elosol, Steinbach bei 
Frankfurt, Deutschland

4.1.2 Verbrauchsmaterialien

12-Well Platten NUNC, Wiesbaden, Deutschland

Chirurgisches Nahtmaterial
    Ethilon 60
    Polypropylen 4.0

Johnson&Johnson, New Brunswick,
NJ, USA

Deckgläser Menzel-Glas, Braunschweig, 
Deutschland

Glaspasteurpipetten WU, Mainz, Deutschland

Kanülen: Sterican B. Braun, Melsungen, Deutschland

Objektträger Menzel-Glas, Braunschweig, 
Deutschland

Petrischalen, 35 x 10 mm BD Falcon, Heidelberg, 
Deutschland

Pipetten Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland

Reagenzgefäße (0,5 ml, 1,5 ml und 2 ml) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland

Spritzen (1 ml) Becton Dickinson, Heidelberg, 
Deutschland

Reagenzröhrchen (15 und 50 ml) Becton Dickinson, Heidelberg, 
Deutschland
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4.1.3 Antikörper für immunhistochemische Färbungen

Antikörper

Monoklonale 

Primärantikörper

Spezies Hersteller

Anti-BrdU Maus Roche, Mannheim, Deutschland

Anti-CNPase Maus Millipore, Temecula, CA, USA

Anti-NeuN Maus Millipore, Temecula, CA, USA

Anti-GFAP Kaninchen Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Anti-BrdU Ratte Abcam, Cambridge, Großbritannien

Anti-CD31 Ratte BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,

USA

Polyklonale
Primärantikörper

Anti-Dcx Ziege Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA

Anti-REST Kaninchen Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Lectin

Isolectin B4 (IB4) Biozol Diagnostica, Eching, 

Deutschland

Sekundärantikörper

Anti-Ratte IgG,

Cy5-konjugiert

Ziege Dianova, Hamburg, Deutschland
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Anti-Maus IgG,

Cy3-konjugiert

Ziege Dianova, Hamburg, Deutschland

Anti-Kaninchen IgG,

Cy3-konjugiert

Ziege Dianova, Hamburg, Deutschland

Anti-Ziege IgG,

Alexa 488-Konjugat

Esel Invitrogen/Life Technologies, 

Carlsbad, CA, USA

Streptavidin, 

Cy3-konjugiert

(Streptomyces 

avidinii)

Invitrogen/Life Technologies, 

Carlsbad, CA, USA

4.2 Methoden

4.2.1 Versuchstiere und Haltung

Für die Experimente wurden 11 bis 13 Wochen alte männliche C57BL6/N-

Mäuse der Firma Charles River (Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Alle

Versuche wurden entsprechend den Vorgaben der örtlichen Behörden

(Niedersächsisches  Landesamt für Verbraucherschutz und Lebensmittel-

sicherheit (LAVES), Versuchsnummer G105/08) und den Richtlinien der

Tierexperimentellen Einrichtung der Universitätsmedizin Göttingen durch-

geführt. Die Haltung der Tiere erfolgte unter Einhaltung einer zirkadianen

Rhythmik bei einer Raumtemperatur von 17 bis 21°C mit Zugang zu Wasser

und Futter ad libitum. 

Postoperativ befanden sich die Käfige für 24 Stunden auf Heizplatten mit einer

konstanten Temperatur von 37°C. Zusätzlich erhielten die Tiere täglich 4 ml

Sterofundin mit 0,1% Glucose subcutan (s.c.). 
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4.2.2 Generierung der microRNA-Vektoren

Bestandteil der durchgeführten In-vitro- und In-vivo-Experimente ist eine

Anhebung des intrazellulären Vorkommens von miR-124. Dies wurde unter

Anwendung eines ektopen viralen Konstruktes erreicht, basierend auf dem

Adeno-assoziierten Virus-Serotyp 2 (AAV-2), einem nicht-pathogenen Virus,

welches bevorzugt Neurone infiziert. Das Virusgenom von AAV liegt als

Einzelstrang-DNA vor und ist in der Lage, sich in das Genom der Wirtszelle zu

integrieren (Büning et al. 2008). In der vorliegenden Arbeit handelt es sich um

AAV-miR-124-exprimierende Vektoren, welche zusätzlich EGFP (enhanced

green fluorescent protein) exprimieren. Als Kontrolle wurden ausschließlich

EGFP-exprimierende Viruskonstrukte verwendet. Sämtliche für diese Arbeit

genutzten viralen miRNA-Vektoren wurden durch Prof. Uwe Michel (ebenfalls

Neurologie, Göttingen) generiert und großzügig zur Verfügung gestellt (Michel

et al. 2005). 

4.2.3 Experimentelle In-vivo-Gruppen 

Erstes Ziel der vorliegenden Arbeit war ein definiertes Screening von drei

miRNA-Varianten (miR-124, -132 und -134), welche nach vorausgegangenem

Literatur- und Datenbankstudium mutmaßliche Kandidaten für einen

neuroprotektiven Effekt nach zerebraler Ischämie der Maus waren. C57BL6-

Mäusen wurde 21 Tage vor Induktion des Schlaganfalls das entsprechende

Viruskonstrukt in die linke (später ischämische) Hemisphäre injiziert (s. u.).

Kontrolltiere erhielten das virale „Leerkonstrukt“, welches nur EGFP exprimierte.

Die Induktion der transienten, fokalen zerebralen Ischämie erfolgte, wie unten

aufgeführt, an Tag Null. Die Auswertung erfolgte an Tag vier nach zerebraler

Ischämie mittels Infarktvolumetrie. Dabei zeigte sich lediglich nach Applikation

von miR-124 eine signifikant reduzierte Infarktgröße im Vergleich zur Kontrolle

(siehe auch Kapitel 5.2.2). Folglich wurden alle weiteren Arbeiten der hier

vorliegenden Dissertation mit miR-124 durchgeführt.

Die nachfolgenden Experimente (siehe Tabelle 5) beziehen sich auf drei

Überlebenszeitpunkte. Es sind dies 4, 28 und 56 Tage nach Induktion der
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zerebralen Ischämie. In Gruppe I, mit einem Überleben von vier Tagen, kamen

sowohl oben geschildertes Leerkonstrukt wie auch PBS (phosphate buffered

saline) als Kontrollen zum Einsatz. Da jedoch zwischen den mit PBS und den

mit Leerkonstrukt behandelten Tieren keine signifikanten Unterschiede

festzustellen waren, wurde für die Langzeitüberleber auf die Generierung von

PBS-Gruppen verzichtet und nurmehr das EGFP-exprimierende Virus als

Kontrolle eingesetzt (Gruppe II und III). Zur Analyse der post-ischämischen

Zellproliferation wurde BrdU einmal täglich als intraperitoneale Injektion von 50

mg pro kg Körpergewicht verabreicht.

Tab. 5: Einteilung der Versuchsgruppen nach Überlebenszeit (in Tagen) mit der Anzahl der

jeweils operierten Tiere.

Überleben

(in Tagen)

BrdU-Gabe

(Tag)

Injektionssubstrat Anzahl Tiere

Gruppe I 4 1 bis 3 PBS 8

Viruskonstrukt miR-124 8

Kontrollvirus 8

Gruppe II 28 8 bis 18 Viruskonstrukt miR-124 12

Kontrollvirus 12

Gruppe III 56 8 bis 56 Viruskonstrukt miR-124 14

Kontrollvirus 14

4.2.4 Hypoxisch-Hypoglykämische Zellschädigung kortikaler Neurone

Der Hypoxie-Hypoglykämie-Test (oxygen-glucose deprivation = OGD)

ermöglicht es, eine zerebrale Ischämie unter In-vitro-Bedingungen zu

simulieren. Grundlage für die Zellkultur bildeten kortikale Neurone, die

dankenswerterweise von Ulrike Schöll (Neurologie, Göttingen) präpariert und

bereitgestellt wurden. 

Diese Zellen wurden aus dem Kortex von 18 Tage alten Embryonen trächtiger
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Wistar-Ratten gewonnen und mit einer Dichte von 100.000/cm2 auf mit Poly-L-

Ornithin- und Laminin-beschichteten Deckgläschen ausgesät. Auf 12-Well-

Platten wurden die Zellen pro Well mit 750 µl Cortex-Medium (100 ml

Neurobasal mit 0,5 ml Transferrin 0,1%, 1 ml PSN, 0,25 ml L-Glutamin 0,5 mM

und 2 ml B-27 Supplement) bedeckt. 

Die Inkubationszeit mit den Viruskonstrukten (welche EGFP und miR-124

exprimieren) betrug fünf Tage vor Induktion des OGD. Dabei wurden pro Well

108 Viruskonstrukte in 20 µl PBS ausgesät.

Der OGD wurde unter Hinzunahme eines Mediums, bestehend aus 1 mM

Mannitol in Sterofundin (OGD-Medium), mit einer Inkubationsdauer von 120 min

in einem Inkubator bei 37°C und einem hypoxischen Luftgemisch (1% O2, 5%

CO2, 94% N2O) durchgeführt. Anschließend wurden die Zellen für 24 Stunden in

gebräuchlichem Cortex Medium unter Standardzellkulturbedingungen

rekultiviert, bevor eine Färbung und Fixierung mit Hilfe des LIVE/DEAD

Viability/Cytotoxicity Kit und DAPI erfolgte. Um Überlagerungen der grünen

Fluoreszenz aus dem Viruskonstrukt (EGFP) und dem ebenfalls grün

fluoreszierenden Farbstoff des LIVE/DEAD Kits zu vermeiden, wurde nur der rot

fluoreszierende Farbstoff (Component B) des Kits verwendet, welcher nicht

vitale Zellen anfärbt. Mit Hilfe der DAPI-Kernfärbung konnte zusätzlich die

Gesamtzahl der Zellen ermittelt und somit der Anteil der vitalen Zellen

berechnet werden.

4.2.5 Western Blot mit Nachweis von REST

Zur Quantifizierung der REST-Expression sowohl in vivo wie auch in vitro wurde

ein Western Blot durchgeführt. Die Gehirne von Versuchstieren vier Tage nach

Ischämie wurden entnommen und schockgefroren. Die ischämischen

linksseitigen Hemisphären (von +1,4 mm bis -1,2 mm ab Bregma) wurden in

Lysepuffer (50 mmol/l Tris, pH 8,0, 150 mmol/l NaCl, 1% Triton X-100 und

Proteaseinhibitoren) homogenisiert und anschließend zentrifugiert. Ähnlich

wurden kortikale Neurone aus der Zellkultur 24 Stunden nach OGD mehrfach

mit 10000 g über 5 min zentrifugiert, gewaschen und in Lysepuffer gegeben.

Beide Lysate wurden zentrifugiert. Die Überstände wurden mittels SDS-PAGE
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aufgetrennt (Laemmli 1970), indem jeweils 40 µg des Proteins mit Probenpuffer

zusammengegeben, bei 95°C denaturiert und auf ein Polyacrylamidgel (12%)

aufgetragen wurden. Nach Übertragen der Proteine auf eine Membran aus

Polyvinylidenfluorid (PVDF) in einer Semidry-Blotkammer mit Hilfe eines

transversal zur Geloberfläche angelegten elektrischen Feldes, wurde diese für

eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) in Milchpulverlösung (5% Milchpulver in

TBS-T (0,1% Tween 20 + TBS)) zur Blockade unspezifischer Bindungsstellen

gegeben. Anschließend erfolgte zunächst die Inkubation mit einem polyklonalen

Kaninchen-Antikörper gegen Aminosäuren (1-290) des REST-Moleküls (1:500,

Santa Cruz Biotechnology, Deutschland). Nachfolgend wurde ein mit

Peroxidase gekoppelter, sekundärer Ziege-anti-Kaninchen-Antikörper (1:2000,

Santa Cruz Biotechnology) aufgetragen und nach mehreren Waschschritten in

ECL (enhanced chemiluminescence)- Lösung getaucht. Die durch die

Peroxidase entstandene Chemilumineszenz wurde mit einem Auto-

radiographiefilm (Amersham-ECL-Hyperfilm) detektiert. 

4.2.6 Stereotaktische intrastriatale Injektion

21 Tage vor Induktion der zerebralen Ischämie wurden die Viruskonstrukte oder

PBS durch stereotaktische Injektion in das Striatum der linken Hemisphäre der

Tiere verbracht. Nach vorangegangener Narkose der Tiere auf Basis von

Ketamin (5%) und Xylazin (5%) (i.p.) wurde die Injektion 0,4 mm rostral und 1,8

mm lateral von Bregma in einer Tiefe (d. h. ventral von Bregma) von 3,7 mm

durchgeführt. Zum Aufsuchen der Injektionsstelle wurde ein Injektionsrahmen

von KOPF Instruments (USA) genutzt. Nach Freilegen von Bregma durch

Hautinzision erfolgte die Trepanation der Schädelkalotte und Applikation von

109 Viruskonstrukten in 5 µl PBS (Injektionsrate von 0,75 µl/min) mit Hilfe einer

Hamilton Spritze (10 µl, Hamilton, Schweiz). Die Spritze wurde nach Abschluss

der Injektion zunächst 5 min unverändert in situ belassen und danach langsam

entfernt. Die Hautinzision wurde regelrecht durch Naht verschlossen.
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4.2.7 Induktion der zerebralen Ischämie (Fadenokklusionsmodell)

Die Tiere wurden mit einem Gasgemisch aus Distickstoffmonoxid mit 30%

Sauerstoff und 0,8 bis 1,5% Isofluran anästhesiert. Eine Heizmatte als

Unterlage diente dem Erhalt einer konstanten Körpertemperatur. Eine

fiberoptische Messsonde (Perimed, Schweden) ermöglichte die Laser-Doppler-

Messung des zerebralen Blutflusses im Versorgungsgebiet der linken Arteria

cerebri media (ACM). Anhand eines ventralen, links paramedian verlaufenden

Hautschnitts am Hals und stumpfer Präparation wurde die linke Arteria carotis

communis (ACC) bis zur Carotisgabel freigelegt. Die ACC wurde zunächst

proximal ligiert. Dies gilt auch für die Arteria carotis externa (ACE) direkt

oberhalb der Carotisgabel. Nach transientem Verschluss der Arteria carotis

interna (ACI) durch Aufsetzen eines neurochirugischen Clips (Aesculap,

Deutschland) direkt distal der Carotisbifurkation, wurde die ACC im nun

blutleeren Raum durch einen kleinen Schnitt eröffnet. Daraufhin wurde ein mit

Silikon beschichteter Nylonfaden (Doccol, USA, 180-200 µm Durchmesser an

der Fadenspitze) eingeführt, der Clip entfernt und der Faden über die ACI bis in

den proximalen Abgang der linken ACM vorgeschoben und somit der Blutfluss

vorübergehend unterbunden. Mit Hilfe der Messsonde wurde kontrolliert, ob

eine Reduktion des Blutflusses unter 30% des Ausgangswertes erreicht wurde.

Nach einer Ischämiezeit von 45 min wurde der Nylonfaden wieder entfernt. Als

Einschlusskriterium galt eine Mindestreperfusion von 80% des präoperativen

Ausgangswertes. Schließlich wurde die Messsonde entfernt und die Wunden an

Hals und Kopf durch Hautnähte verschlossen.

4.2.8 Analyse der post-ischämischen Gewebeschädigung

Die Analyse der post-ischämischen Schädigung erfolgte an Tag vier nach

Induktion der Ischämie. Zur Bestimmung des Infarktvolumens und der Größe

des Hirnödems wurden die Tiere nach Einleitung einer tiefen Anästhesie mit

Isofluran getötet und dekapitiert. Die Hirne wurden entnommen, in 2 mm dicke

koronare Schnitte zerteilt und mittels TTC (2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid,

2%) angefärbt. 

Die Wirkungsweise der TTC-Färbung basiert auf einer Redox-Reaktion in
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vitalen Zellen, wodurch TTC zu einem roten Farbstoff reduziert wird. In nicht

vitalem Gewebe findet diese Reaktion nicht statt und das Gewebe bleibt

blass/weiß. 

Nach Anfärbung der Schnitte und 24-stündiger Nachfixierung in PFA (4%),

konnten die Infarktvolumina an digitalisierten Abbildern mit Hilfe des

Programms ImageJ ausgemessen werden. Dabei wurde jeweils die Größe des

ungeschädigten Hirnareales der ischämischen Hemisphäre von der Größe der

gesamten kontralateralen Hemisphäre subtrahiert. Die Ausprägung des

Gehirnödems ließ sich durch einen Vergleich der Gesamtgröße der

geschädigten, ipsilateralen Hemisphäre und der kontralateralen Hemisphäre

messen.

Neben der Analyse des Infarktvolumens an nativem Gewebe mit Hilfe der

oben skizzierten TTC-Färbung erfolgte die erweiterte Analyse der

Gewebeschädigung im Hinblick auf post-ischämische mikrogliale Aktivierung

und neuronale Dichte an Paraffinschnitten. Den Tieren wurde zu Versuchsende

eine Überdosis von 30%igem Chloralhydrat (420 mg pro kg Körpergewicht)

intraperitoneal verabreicht. Nach Eröffnung von Thorax und Abdomen, erfolgte

eine transkardiale Perfusion mit 50 ml PBS und 50 ml PFA (4%). Die Hirne

wurden entnommen, 24 Stunden in PFA (4%) nachfixiert und anschließend in

2 mm dicke koronare Schnitte geteilt, entwässert und zuletzt mit flüssigem

Paraffin imprägniert. Nach dem Anfertigen von Paraffinblöcken an einer

Ausgießstation (Thermo Scientific, USA), wurden diese am Mikrotom 2 µm

dünn aufgeschnitten. Die gewonnenen Schnitte wurden zunächst in ein

Wasserbecken (RT) gegeben, in 50°C warmem Wasser geglättet und

anschließend auf beschichtete Objektträger aufgezogen. Das Paraffin wurde

durch zweistündiges Trocknen der Schnitte im Inkubator bei 60°C reduziert.

Zur Darstellung der Mikroglia wurden die Schnitte entparaffiniert und eine

Färbung mit einem biotinylierten IB4-Antikörper (1:25) und einem Cy3-

konjugierten Streptavidin-Reagenz (1:50) in einem 2-Tages-Protokoll (siehe

auch Kapitel 4.2.9) durchgeführt. Die Analyse der post-ischämischen

neuronalen Dichte erfolgte zu chronischen Zeitpunkten der Erkrankung anhand

einer Kresylviolettfärbung. Hierzu wurden die entparaffinierten Schnitte für 15

min in Färbelösung (5 g Kresylviolett gelöst in 100 ml Ethanol (100%) und 500
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ml dH2O) angefärbt. Anschließend, nach Durchlaufen der aufsteigenden

Alkoholreihe, wurden die Schnitte mit einem wasserfreien Eindeckmedium

eingedeckt.

4.2.9 Immunhistochemische Analysen

Die umfangreichen immunhistochemischen Färbungen zielten nicht nur auf die

Analyse des post-ischämischen Gewebeschadens ab (s. o.), sondern

beinhalteten zudem sowohl die Analyse der endogenen Angioneurogenese wie

auch die Expression von REST. Es wurden Doppelfärbungen gegen BrdU und

verschiedene neurale bzw. endotheliale Differenzierungsmarker durchgeführt.

Eingesetzt wurden dabei Färbungen mit NeuN zur Darstellung von maturen

Neuronen, CNPase für Oligodendrozyten, GFAP für Astrozyten, Dcx als Marker

für immature Neurone und CD31 zur Darstellung von Endothelzellen.

Ergänzend wurde jeweils eine DAPI-Färbung durchgeführt.

Gefärbt wurden Paraffinschnitte (siehe Kapitel 4.2.8). Diese wurden zuerst in

Xylol entparaffiniert (2x10 min) und anschließend über die absteigende

Alkoholreihe wieder hydriert. Kochen für 15 min in Citratpuffer (0,2%) diente der

Antigendemaskierung. Danach wurde der Serumblock (PBS mit 0,3% Triton X-

100 und 10% NGS bzw. Dks) für eine Stunde bei RT aufgetragen. Die

Inkubation mit den Primärantikörpern wurde darauffolgend über 18 Stunden bei

4°C durchgeführt. Nach Waschen in PBS (3x5 min) wurde mit dem

Sekundärantikörper inkubiert (eine Stunde bei Raumtemperatur), anschließend

wurde wieder mit PBS gewaschen (3x5 min). Zuletzt erfolgte eine Färbung über

5 min in einer DAPI-Lösung (2 µg/ml) und wiederholtes Waschen in PBS (4x5

min). Die Schnitte wurden mit Immu-Mount (Thermo Fisher Scientific, Schwerte,

Deutschland) eingedeckt und bei 4°C lichtgeschützt aufbewahrt. 

Die Inkubation der Schnitte mit den entsprechenden Primärantikörpern (siehe

Tabelle 6) erfolgte jeweils über Nacht (4°C), gefolgt von wiederholten

Waschvorgängen. Die Sekundärantikörper wurden für eine Stunde bei RT

appliziert. Die zu färbenden Schnitte befanden sich stets in einer feuchten

Kammer. Die Verdünnungen der einzelnen Antikörper sind in Tabelle 6

nochmals ausführlich dargestellt.
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Tab: 6: Antikörper und Verdünnungen

Primärantikörper Sekundärantikörper

Dcx+BrdU Maus-anti-BrdU, 1:400

Ziege-anti-Dcx, 1:50

Esel-anti-Maus Cy3, 1:200

Esel-anti-Ziege Alexa 488,

1:50

Verdünnung in: PBS mit 2% Dks und 

0,3% Triton X-100 

PBS mit 10% Dks

CNPase+BrdU Ratte-anti-BrdU, 1:50

Maus-anti-CNPase, 1:400

Ziege-anti-Ratte Cy5, 1:100

Ziege-anti-Maus Cy3, 1:200

GFAP+BrdU Ratte-anti-BrdU, 1:50

Kaninchen-anti-GFAP, 1:1000

Ziege-anti-Ratte Cy5, 1:100

Ziege-anti-Kaninchen Cy3,

1:400

IB4 Ratte-anti-BrdU, 1:50

IB4 biotinyliert, 1:25

Ziege-anti-Ratte Cy5, 1:100

Streptavidin Cy3, 1:50

 

NeuN+BrdU Tag 1: Maus-anti-NeuN, 1:200

Tag 2: Ratte-anti-BrdU, 1:50

Tag 2: Ziege-anti-Maus Cy3,

1:200 

Tag 3: Ziege-anti-Ratte Cy5,

1:100

REST Kaninchen-anti-REST, 1:75 Ziege-anti-Kaninchen Cy3,

1:400

CD31 Ratte-anti-CD31, 1:200 Ziege-anti-Ratte Cy5, 1:100

Verdünnung in: PBS mit 2% NGS und 

0,3% Triton X-100 

PBS mit 10% NGS
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4.2.10 Analyse post-ischämischer Funktionsdefizite

Post-ischämische neurologische Defizite im Hinblick auf Motorkoordination und

kognitive Störungen wurden anhand einer Serie von etablierten Verhaltenstests

dezidiert untersucht (Doeppner et al. 2014).

Diese Tests implizierten den Rota Rod-Test, den Tight Rope-Test sowie einen

modifizierten Water Maze-Test. Die Tests wurden ausschließlich an Tieren der

Gruppe III (Überleben 56 Tage) durchgeführt. Für die Durchführung des Rota

Rod-Tests und auch des Tight Rope-Tests wurden die Tiere zunächst vor

Induktion der zerebralen Ischämie trainiert. An den Tagen 4, 7, 14, 28 und 56

nach Ischämie fanden die eigentlichen Messungen jeweils doppelt statt. Der

Water Maze-Test wurde an den Tagen 26 bis 28 und 54 bis 56 nach zerebraler

Ischämie durchgeführt.

Rota Rod-Test

Im Rota Rod-Test werden die Tiere auf einen rotierenden Zylinder (TSE

Systems, Deutschland) mit 3 cm Durchmesser gesetzt (siehe Abbildung 2).

Dieser beschleunigt von 4 auf 40 Umdrehungen pro Minute über einen Zeitraum

von 260 s. Die maximale Testzeit beträgt 300 s, und es wird die Zeit bis zum

Herunterfallen des Tieres gemessen (als Mittelwert von zwei Durchgängen pro

Zeitpunkt).  
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Abb. 2: Versuchstiere auf dem Rota Rod. Mit Hilfe eines Schalters wird

die Zeitmessung bei Herabfallen einer Maus sofort gestoppt.

Tight Rope-Test

Der Aufbau für den Tight Rope-Test besteht aus einem 60 cm langen, straff

horizontal gespannten Seil, an dessen Enden sich zwei Plattformen befinden.

Die Höhe des Seils ist so gewählt, dass die Tiere es vermeiden herabzufallen.

Kommt es dennoch zum Herabstürzen, schützt ein weicher Untergrund vor

Verletzungen. Zu Beginn des Tests werden die Tiere mit den Vorderpfoten auf

die Mitte des Seils gesetzt. Zunächst müssen die Tiere die herabhängenden

Hinterpfoten aus eigener Kraft ans Seil bringen. Gesunde Mäuse schaffen es

bei unbeeinträchtigter Koordination unter Einsatz aller vier Pfoten und des

Schwanzes, zügig ans Ende des Seils zu klettern, um die Plattform zu

erreichen. Nach zerebraler Ischämie ist dies den Tieren meist nur

eingeschränkt möglich (siehe Abbildung 3). Gemessen wird die Zeit bis zum

Erreichen der Plattform, bei Nichterreichen wird der Versuch nach 60 s

gestoppt. Die Bewertung erfolgt anhand eines Punktwertes, wobei die Zeit auf

dem Seil und das Erreichen, bzw. Nichterreichen der Plattform berücksichtigt

wird. Dabei gibt es für Erreichen der Plattform je nach benötigter Zeit zwischen

11 und 20 Punkten, bei Nichterreichen ohne Herabzufallen 10 Punkte, und bei

Herunterfallen je nach Verweildauer auf dem Seil 0 bis 9 Punkte (siehe Tabelle

7). 
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Tab. 7: Auswertung des Tight Rope-Tests

Zeit auf dem

Seil (s)

Punkte, 

Ziel erreicht

Punkte, 

Ziel nicht

erreicht

1 – 6 20 1

  7 – 12 19 2

13 – 18 18 3

19 – 24 17 4

25 – 30 16 5

31 – 36 15 6

37 – 42 14 7

43 – 48 13 8

49 – 54 12 9

55 – 60 11 10

Abb. 3: Die Maus im Tight Rope-Test. Unter Einsatz aller vier Pfoten und des Schwanzes

gelingt eine zügige Fortbewegung am Seil zur Plattform (A), Tieren nach zerebraler Ischämie

fehlt es oft an Kraft und Koordination (B).

Water Maze-Test nach Morris

Der modifizierte Water Maze-Test nach Morris (1984) wurde an den Tagen 26

bis 28 und 54 bis 56 nach Ischämie durchgeführt. In einem mit Wasser gefüllten

runden Becken mit einem Durchmesser von 1 m und 30 cm Wassertiefe

befindet sich einen Zentimeter unterhalb der Wasseroberfläche eine für die

A B
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Tiere nicht sichtbare Plattform. Die Tiere werden an immer derselben Stelle ins

Wasser gesetzt. Wird die Plattform innerhalb der maximalen Testzeit pro

Durchlauf (90 s) nicht aufgefunden, werden die Tiere dahin geleitet und 30 s

dort belassen (siehe Abbildung 4). Der Test wird an jedem Versuchstag achtmal

durchgeführt, wobei zwischen den ersten vier Durchgängen und den letzten vier

eine Pause von mindestens vier Stunden eingehalten wird. An Tag 28 und 56

wird durch Umsetzen der Plattform während der ersten vier Durchgänge die

Aufgabe erschwert (so genannter task switch). Für die nachfolgenden

Durchgänge wird die Plattform an die ursprüngliche Position zurückversetzt.

Grundsätzlich wird die Dauer bis zum Erreichen der Plattform gemessen. Tiere,

die die Plattform nicht erreicht haben, werden mit „90 s“ bewertet.

A b b . 4: Versuchsanordnung des Water Maze-Tests. X-Markierung am Rand des

Wasserbeckens an der Stelle, wo die Mäuse ins Wasser gesetzt werden und eine einzelne

schwarze, für die Tiere sichtbare Markierung zur Orientierung (A). Nach Erreichen der Plattform

wird die Maus für 30 s dort sitzen gelassen (B, C).

A B

C
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4.2.11 Statistik

Alle aufgeführten Daten sind als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben.

Der Student t-Test wurde zum Vergleich zweier Gruppen eingesetzt, mehrere

Gruppen wurden durch die Durchführung der ANOVA-Varianzanalyse und dem

Tukey's-Test verglichen. Als statistisch signifikant wurden p-Werte <0,05

gewertet.
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5. Ergebnisse

5.1 Neuroprotektion durch miR-124 in vitro 

Zunächst erfolgte eine Inkubation kortikaler Neurone in Zellkultur mit dem oben

dargestellten Viruskonstrukt. Anhand der EGFP-Expression ließ sich

überprüfen, ob eine erfolgreiche Transfektion durch das Viruskonstrukt

stattgefunden hatte. Dabei zeigte sich bereits nach einer fünftägigen Inkubation

mit miR-124 ebenso wie mit dem Kontrollvirus (nur EGFP-Expression) eine

submaximale Transfektionsrate unter Standardzellkulturbedingungen (siehe

Abbildung 5). Die nachfolgenden Versuche wurden deshalb immer fünf Tage

nach Aussaat des Viruskonstruktes durchgeführt.

Abb. 5: Transfektion in kortikalen Zellen in der Zellkultur. In der Darstellung abgebildet ist

die viruseigene EGFP-Expression in kortikalen Neuronen nach fünftägiger Inkubation mit dem

Viruskonstrukt (108 pfu), EGFP (A), DAPI (B), EGFP und DAPI (C), Maßstab 50 µm.

Als In-vitro-Äquivalenz zur zerebralen Ischämie erfolgte die Durchführung eines

45-minütigen Hypoxie-Hypoglykämie-Tests (OGD) mit anschließender

Rekultivierung der Zellen über 24 Stunden unter Standardzellkulturbedingungen

und Analyse der Zelltodraten. Der neuroprotektive Effekt von miR-124 zeigte

sich anhand einer signifikant reduzierten Zelltodrate nach OGD gegenüber

Behandlung mit PBS und dem EGFP-exprimierenden Kontrollvirus (siehe

Abbildung 6). 

A B C
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Abb. 6: Neuroprotektion kultivierter Neurone durch miR-124 gegenüber einer Hypoxie-

Hypoglykämie-Testung (OGD). Fünf Tage nach Transfektion kortikaler Neurone in Zellkultur

mit dem Viruskonstrukt wurde nach Durchführung des OGD und 24-stündiger Rekultivierung in

Standardmedium der Versuch beendet und die Zellen gefärbt. Dargestellt sind Zelltodraten bei

mit miR-124 behandelten Zellen sowie Kontrollen (PBS und Kontrollvirus) und die Zelltodrate

ohne OGD. *Signifikant unterschiedlich zu Kontrollen, p<0,05.

5.2 MiR-124-induzierte Neuroprotektion in vivo

5.2.1 Transfektion in vivo

Auf dem Boden der erzielten In-vitro-Daten wurde zunächst die Transfektions-

rate des viralen Vektors in vivo untersucht. Dazu wurde den Versuchstieren das

Viruskonstrukt bzw. das Kontrollvirus oder PBS durch stereotaktische Injektion

verabreicht. 21 Tage nach Injektion angefertigte Paraffinschnitte zeigten

anhand der grünen Fluoreszenz im Striatum der linken Hemisphäre die

erfolgreiche Transfektion an (siehe Abbildung 7). 
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Abb. 7: Transfektionsrate im Striatum. Die Tiere wurden 21 Tage nach intrastriataler Injektion

des Viruskonstruktes (109 pfu/Tier) getötet, Paraffinschnitte angefertigt und mit DAPI gefärbt.

Anhand der viruseigenen EGFP-Expression konnte die umfassende Transfektion der striatalen

Zellen nachgewiesen werden  (EGFP (A), DAPI (B), EGFP und DAPI (C)), Maßstab 50 µm. 

5.2.2 Screening unterschiedlicher Viruskonstrukte

Vor dem Hintergrund der erzielten signifikanten Neuroprotektion durch miR-124

in vitro wurden zudem in vivo weitere mutmaßlich neuroprotektive miRNAs auf

ihren Einfluss im Schlaganfallmodell der Maus untersucht. Wie im Abschnitt

„Material und Methoden“ bereits dargelegt wurden die zu untersuchenden

viralen miRNA-Konstrukte (miR-124, miR-132 und miR-134 und Leervektor als

Kontrolle) 21 Tage vor Induktion der zerebralen Ischämie in das zukünftige

ischämische, linke Striatum injiziert. Als Messparameter diente die Bestimmung

der Infarktgröße am Tag vier nach dem Schlaganfall.

In der Auswertung zeigte sich eine signifikant geringere Infarktgröße bei den mit

miR-124 behandelten Tieren (siehe Abbildung 8). Die anderen miRNA-

Konstrukte konnten keinen signifikanten neuroprotektiven Effekt erzielen.

Diesen Ergebnissen entsprechend wurde nachfolgend ausschließlich miR-124

eingesetzt.

A B C
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Abb. 8: MiRNA-Screening nach zerebraler Ischämie. A TTC-gefärbte Hirnschnitte vier

Tage nach Ischämie. Dargestellt sind beispielhaft einzelne Tiere der jeweiligen

Versuchsgruppe. Die nicht angefärbten Areale entsprechen dem Infarktareal in der linken

Hemisphäre. B Die Auswertung der Infarktgröße erfolgte mit Hilfe des Programms Image J

an den gefärbten Hirnschnitten. Dargestellt sind die Infarktvolumina der jeweiligen

Versuchsgruppe und Kontrollgruppe. *Signifikant unterschiedlich zu Kontrollen, p<0,05.
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5.2.3 Nachweis der Neuroprotektion anhand der Ödembildung 

Um die im Screening allein an der Infarktgröße gemessene Neuroprotektion

noch anhand weiterer Parameter bezüglich der Gewebsschädigung zu

verifizieren, erfolgte ergänzend eine Analyse der Ödembildung in Versuchs-

tieren vier Tage nach Induktion der Ischämie. Die zugrundeliegenden Daten

wurden ebenfalls an TTC-gefärbten Hirnschnitten mit Hilfe von Image J

ermittelt. Dabei ließ sich auch hier die Neuroprotektion im Sinne einer

signifikant reduzierten Ödembildung (siehe Abbildung 9) durch d ie

vorangegangene Behandlung mit miR-124 gegenüber PBS nachweisen.

Abb. 9: Geringere Ödemausbildung in Tieren nach Behandlung

mit miR-124. Dargestellt ist die Ödembildung der betroffenen

Hemisphäre, ermittelt durch Größenvergleich der ipsilateralen und

kontralateralen Hemisphäre an TTC-gefärbten Hirnschnitten 4 Tage

nach Ischämie. *Signifikant unterschiedlich zu Kontrollen, p<0,05.
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5.2.4 Mikrogliale Aktivierung

Die mikrogliale Aktivierung als Korrelat für das Ausmaß der Entzündungs-

reaktion konnte durch immunhistochemische Färbung an Tag vier anhand der

Verwendung eines IB4-Antikörper analysiert werden. Dabei zeigte sich die

Anzahl der mikroglialen Zellen in den mit miR-124 behandelten Tieren deutlich

verringert (siehe Abbildung 10). 

Abb. 10: Reduktion der mikroglialen Aktivierung in Tieren nach Behandlung

mit miR-124. Die immunhistochemische Anfärbung mit IB4-Antikörper in

Paraffinschnitten von Tieren vier Tage nach Ischämie zeigt die unterschiedliche

Ausprägung der mikroglialen Aktivierung in Tieren nach Behandlung mit miR-124

und mit Kontrollen. *Signifikant unterschiedlich zu Kontrollen, p<0,05.
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5.2.5 Langzeiteffekt der Neuroprotektion

Die oben dargestellte akute Neuroprotektion durch miR-124 ließ sich auch im

Langzeitverlauf fortgesetzt nachweisen. So zeigte die immunhistochemische

quantitative Analyse an den Tagen 28 und 56 eine signifikant erhöhte neuronale

Dichte in der miR-124-Gruppe im Vergleich zu Kontrolltieren (siehe Abbildung

11).

Abb. 11: Langzeitprotektion nach zerebraler Ischämie durch miR-124. 28 bzw. 56 Tage

nach transienter Ischämie erfolgte die Messung der Neuronendichte nach Färbung mit

Kresylviolett. Dargestellt ist die Neuronendichte in Zellen pro mm². *Signifikant unterschiedlich

zu Kontrollen, p<0,05.

5.3 Analyse post-ischämischer Motorkoordination und 

kognitiver Defizite

5.3.1 Rota Rod- und Tight Rope-Test

Die bereits nachgewiesene histochemische Neuroprotektion ist nicht

grundsätzlich mit einer nachfolgenden funktionellen Erholung der Versuchstiere

gleichzusetzen, wobei letztere im Hinblick auf zukünftige, translationale Ansätze



5. Ergebnisse 47

von entscheidender Bedeutung ist. Die quantitative Analyse der post-

ischämischen Motorkoordination wurde anhand des Rota Rod- und Tight Rope-

Tests vorgenommen. Der bereits morphologisch nachgewiesene neuro-

protektive Effekt der miR-124 zeigte hier analog eine entsprechende

Auswirkung auf funktioneller Ebene. Mit miR-124 behandelte Tiere wiesen zu

allen Zeitpunkten ein signifikant reduziertes Defizit im Vergleich zur

Kontrollgruppe auf (siehe Abbildungen 12 und 13).

Abb. 12: Zeit auf dem Rota Rod. Zur Beurteilung der post-ischämischen Motorkoordination

erfolgte der Rota Rod-Test. An oben aufgeführten Zeitpunkten nach Ischämie wurden die

Mäuse auf den rotierenden Rota Rod gesetzt und die Zeit bis zum Herunterfallen gemessen. 21

Tage vor Induktion der Ischämie erhielten die Tiere mittels intrastriataler Injektion entweder das

miR-124-Viruskonstrukt oder das Leervirus mit alleiniger EGFP-Expression als Kontrolle.

*Signifikant unterschiedlich zu Kontrollen, p<0,05.



5. Ergebnisse 48

5.3.2 Water Maze-Test

Neben der reduzierten Beeinträchtigung der post-ischämischen Motor-

koordination durch miR-124 wurde anhand des modifizierten Water Maze-Tests

das Ausmaß der post-ischämischen kognitiven Dysfunktion beurteilt.

In den insgesamt 48 Testdurchläufen konnte zwar bei allen Tieren ein

erhaltenes Lernvermögen beobachtet werden, jedoch ging die Behandlung mit

miR-124 auch hier stets mit einem besserem funktionellen Ergebnis der Tiere

einher. Dies galt nicht nur für das Erinnern der Plattformposition, sondern auch

für das Wiederfinden der Plattform beim task switch in den Testdurchläufen

XVII bis XX an Tag 28 und 56 (siehe Abbildung 14).

Abb. 13: Auswertung des Tight Rope-Tests. Wie bereits im oben genannten Rota Rod-Test

zeigte sich auch im Tight Rope-Test an den oben aufgeführten Zeitpunkten nach Ischämie eine

bessere motorische Fähigkeit der mit miR-124 behandelten Tiere, welche an allen Zeitpunkten

einen höheren Testscore erreichen konnten als die Kontrollgruppe. *Signifikant unterschiedlich

zu Kontrollen, p<0,05.
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Abb. 14: Lernen und Gedächtnis im Water Maze-Test. An Tag 28 und 56 nach Ischämie

wurden die Tiere dem Water Maze-Test unterzogen und anhand der Geschwindigkeit bis zum

Erreichen der nicht sichtbaren Plattform im Wasserbecken bewertet. In den Versuchsrunden

XVII-XX am jeweils 3. Versuchstag erfolgte der task switch durch Versetzen der Plattform. In

den Runden XXI bis XXIV wurden die ursprünglichen Bedingungen wiederhergestellt.

*Signifikant unterschiedlich zu Kontrollen, p<0,05.

5.4 Analyse der REST-Expression in vivo und in vitro

Eine Inhibition der Transkription von miR-124 durch REST ist bereits bekannt

(Conaco et al. 2006). Darüber hinaus gibt es Daten bezüglich einer Inhibition

des SCP1, einem Bestandteil des REST-Repressorkomplexes, durch miR-124

und somit eines negativen Einflusses von miR-124 auf die Aktivität von REST

(Visvanathan et al. 2007). Im Gegensatz dazu ist eine direkte Regulierung der

REST-Expression durch miR-124 bisher nicht beschrieben worden. 

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die REST-Expression vier Tage nach

zerebraler Ischämie sowohl immunhistochemisch wie auch mittels Western-

Blot-Verfahren bestimmt. Nach Behandlung mit PBS und Kontrollvirus zeigte

sich in Übereinstimmung mit vorangegangenen Untersuchungen eine deutliche

Verstärkung der REST-Expression im ischämisch geschädigten Striatum im
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Gegensatz zur kontralateralen, nicht betroffenen Hemisphäre, wo REST kaum

nachweisbar blieb (Calderone et al. 2003, Formisano et al. 2007). 

Bei mit miR-124 behandelten Tieren war sowohl im geschädigten wie auch im

kontralateralen, gesunden Striatum ein Nachweis von REST durch

Immunhistochemie kaum möglich, entsprechend auch den Ergebnissen in

nicht-ischämischen Hemisphären von mit PBS behandelten Mäusen (siehe

Abbildungen 15 und 16).
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Abb . 15: Reduktion der REST-Expression durch miR-124 im ischämischen Kortex.

Immunhistochemische Färbung an Paraffinschnitten von Tieren mit viertägigem Überleben nach

Ischämie. Nach Behandlung mit PBS und Kontrollvirus ist im Gegensatz zu der Behandlung mit

miR-124 durch immunhistochemische Färbung ein Nachweis von REST kaum möglich. LV –

Linker Ventrikel, Maßstab 500 µm.
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LV
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A b b . 16: REST-Expression in der ischämischen linken und nicht

ischämischen rechten Hemisphäre. In den hier gezeigten Hemisphären des

selben Tieres der Kontrollgruppe (intrastriatale Injektion von PBS) wird die

Zunahme der REST-Expression in der ischämischen Hemisphäre im Gegensatz

zur nicht betroffenen Seite sichtbar. RV – rechter Ventrikel, LV – linker Ventrikel,

Maßstab 500 µm.
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LV

Striatum Striatum

Rechte Hemisphäre Linke Hemisphäre

Kontrolle
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Analog dazu ergab eine quantitative Analyse der REST-Expression durch

Western Blot ebenfalls ein deutlich geringeres Vorkommen von REST in den

miR-124 Versuchsgruppen sowohl in vitro wie auch in vivo (siehe Abbildungen

17 und 18). Der Western Blot wurde mit kortikalen Neuronen aus der Zellkultur

24 Stunden nach OGD sowie mit Gewebe des betroffenen Striatums in Mäusen

vier Tage nach transienter Ischämie durchgeführt. 

A b b . 17: Reduktion der post-ischämischen REST-

Expression durch miR-124 in vitro. Quantifizierung der REST-

Expression mittels Western Blot in kortikalen Zellen nach

Inkubation mit dem Viruskonstrukt bzw. einer Kontrolle über fünf

Tage und anschließend 45-minütigem OGD mit Rekultivierung

für 24 Stunden unter Standardzellkulturbedingungen.

*Signifikant unterschiedlich zu Kontrollen, p<0,05.
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A b b . 18: Reduktion der post-ischämischen REST-

Expression durch miR-124 in vivo. Darstellung der REST-

Expression im ischämischen Kortex von mit miR-124 oder

Kontrollen vorbehandelten Mäusen vier Tage nach Ischämie

mittels Western Blot. *Signifikant unterschiedlich zu Kontrollen,

p<0,05.

5.5 Induktion post-ischämischer Neurogenese durch miR-124

Die Förderung der neuronalen Differenzierung durch miR-124 im Rahmen der

physiologischen Neurogenese in der SVZ wurde bereits gezeigt (Cheng et al.

2009). Mit Hilfe von miR-124 und zweier Transkriptionsfaktoren (MYT1L und

BRN2) ist es darüber hinaus in der Zellkultur gelungen, eine Umdifferenzierung

dermaler Fibroblasten in Neurone zu erreichen (Ambasudhan et al. 2011).

Weiterhin konnte, ebenfalls in der Zellkultur, gezeigt werden, dass eine

Blockade von miR-124 einen glialen Phänotyp der Zellen induziert und

umgekehrt (Krichevsky et al. 2006). In vitro fördert miR-124 post-ischämisch die

REST

Aktin

                                                                        Keine
       PBS         Kontrolle         miR-124        Ischämie

4 Tage nach Ischämie



5. Ergebnisse 55

neuronale Differenzierung neuraler Vorläuferzellen über Repression von

Jagged-1 (JAG1), eines Notch-Liganden (Liu et al. 2011).

In der hier vorliegenden Arbeit ging es folgerichtig darum zu analysieren, ob

und in welchem Ausmaß miR-124 einen Effekt auf die post-ischämische

Neurogenese hat. Die immunhistochemische Analyse BrdU-positiver Zellen als

Ausdruck der proliferativen Aktivität an den Tagen 28 und 56 zeigte eine

signifikant erhöhte Anzahl von BrdU-positiven innerhalb des ischämischen

Striatum in den mit miR-124 behandelten Tieren (siehe Abbildung 19). 

Abb. 19: Post-ischämisch vermehrt proliferierende Zellen nach Behandlung mit miR-124

in vivo. Zur Markierung proliferierender Zellen erfolgte die intraperitoneale Injektion von BrdU

an Tag 8 bis 18 bzw. 8 bis 56 nach Ischämie und nachfolgend immunhistochemische

Anfärbung. Gezeigt ist die Anzahl der BrdU-positiven Zellen an Tag 28 und 56 nach Ischämie

im ischämischen Kortex von Mäusen nach Behandlung mit miR-124 oder Kontrollvirus.

*Signifikant unterschiedlich zu Kontrollen, p<0,05.

Weitere Analysen zielten darauf ab, den Phänotyp dieser (neu entstandenen)

BrdU-positiven Zellen im Hinblick auf neuronale oder gliale Differenzierung

weiter zu determinieren.

Dabei wurden Färbungen mit NeuN zur Darstellung von maturen Neuronen,

CNPase für Oligodendrozyten, GFAP für Astrozyten, CD31 zur Darstellung von

Endothelzellen und Dcx als Marker für immature Neurone eingesetzt (siehe

Kapitel 4.2.9, Abbildungen 20 und 21).
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A b b . 20: Immunhistochemische Färbung mit Dcx (grün). Darstellung

neuronaler Vorläuferzellen mit aktiven Zellteilungsprozessen in der

subventrikulären Zone (A). Typische Anordnung Dcx-positiver Zellen in der

ischämischen Zone (B). Rot gefärbt sind BrdU-positive Zellen. Maßstab: 20 µm.

Abb. 21: Kolokalisationen BrdU-positiver Zellen (grün). Färbung mit GFAP-

Antikörper (A), CNPase-Antikörper (B), NeuN-Antikörper (C), Maßstab: 50 µm.

A B

A B

C
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Zu den oben genannten Zeitpunkten ließ sich eine vermehrte Co-Expression

von Dcx bzw. NeuN mit BrdU in der miR-124-Gruppe darstellen. Dies weist auf

eine erhöhte post-ischämische Neurogenese durch die Applikation von miR-124

hin (siehe Abbildung 22). In diesem Zusammenhang zeigte die gleichzeitige

Analyse der Expression von BrdU und des endothelialen Markers CD31 eine

signifikant erhöhte Co-Expression dieser in den durch miR-124 behandelten

Tieren (siehe Abbildung 23). Die Applikation von miR-124 geht also mit einer

erhöhten post-ischämischen Neurogenese und Angiogenese im Tiermodell

einher.

Abb. 22: Differenzierungsanalyse der proliferierenden Zellen. In Kombination mit BrdU

erfolgte die Färbung mit NeuN zur Darstellung von maturen Neuronen, mit Dcx als Marker

immaturer Neurone, mit GFAP als Marker für Astrozyten und mit CNPase für die Darstellung

von Oligodendrozyten an Tag 28 und 56 nach zerebraler Ischämie. Dargestellt ist der jeweilige

Anteil der Kolokalisationen an der Gesamtzahl der BrdU-positiven Zellen. *Signifikant

unterschiedlich zu Kontrollen, p<0,05.
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Abb. 23: Anzahl CD31-positiver Zellen an Tag 28 und 56. Anzahl der proliferierenden, BrdU-

positiven Zellen, die eine Co-Expression mit dem endothelialen Marker CD31 als Hinweis auf

eine Angiogenese an den Tagen 28 und 56 nach zerebraler Ischämie aufweisen. An Tag 56

zeigt sich eine signifikant höhere Co-Expression in Mäusen nach Behandlung mit miR-124.

*Signifikant unterschiedlich zu Kontrollen, p<0,05.
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6. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Frage nachgegangen, ob die ektope

Applikation eines miR-124-exprimierenden viralen Vektors zu einer

Neuroprotektion und -regeneration nach ischämischem Schlaganfall führt und

falls ja, welcher Mechanismus mutmaßlich hierfür heranzuziehen ist. Die

Untersuchungen fanden in diesem Zusammenhang sowohl in vitro anhand

eines OGD-Testes wie auch in vivo am Schlaganfallmodell der Maus statt. Es

zeigte sich, dass die Applikation von miR-124 mit einer stabilen Neuroprotektion

mit verbesserter neurologischer Erholung und einer Induktion neuro-

regenerativer Mechanismen vergesellschaftet ist. Ursächlich hierfür zeigte sich

– zumindest teilweise – eine Inhibition des ischämieinduzierten REST-Anstiegs

durch miR124. 

Ausgangspunkt für die vorliegenden Untersuchungen waren bisherige

Erkenntnisse über miRNAs und ihre Fähigkeit, die Proteinbiosynthese zu

beeinflussen, sowie die vermutete, maßgebliche Beteiligung der miRNAs an

intrazellulären Regulationsmechanismen (Wienholds und Plasterk 2005,

Christensen und Schratt 2009, Wu et al. 2012). 

Nach zerebraler Ischämie verändert sich das Expressionsprofil der miRNAs

neuronaler Zellen, unter anderem auch der miR-124 (Wu et al. 2012, Sun et al.

2013). Der Transkriptionsfaktor REST, dessen Ausprägung im Verlauf der

neuronalen Differenzierung nachlässt, wird nach zerebraler Ischämie wieder

vermehrt nachweisbar (Calderone et al. 2003, Formisano et al. 2007). Unter

anderem durch eine verminderte Expression von GluR2 führt REST zu einer

Verstärkung der ischämischen Zellschädigung (Calderone et al. 2003, Kwak

und Weiss 2006).

Um allogene DNA (z. B. in Form von Plasmiden) in Zellen einzuschleusen, ist

die Elektroporation, welche 1982 zuerst beschrieben wurde, ein bewährtes

Verfahren (Neumann et al. 1982). Allerdings ist damit eine Transfektion von

Zellen nur ex vivo möglich. Ein großer Fortschritt ist die Nutzung von
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Viruskonstrukten. In der hier vorliegenden Arbeit waren dies AAV-2-

Viruskonstrukte. Eine erfolgreiche Transfektion mit Hilfe dieser Viruskonstrukte

konnte bereits in vitro an Hippokampusneuronen der Ratte und in neuronalen

Ganglienzellen in der Retina der Ratte gezeigt werden (Michel et al. 2005).

Anhand der EGFP-Expression konnte hier die erfolgreiche Transfektion auch in

kortikalen Neuronen in der Zellkultur sowie in vivo nach intrastriataler Injektion

nachgewiesen werden.

Die hier gezeigte Neuroprotektion durch ektope Zufuhr von miR-124 äußerte

s i c h in vitro in einer größeren Widerstandsfähigkeit kortikaler Neurone

gegenüber OGD. Weiterhin zeigte sich in vivo in der ischämischen Hemisphäre

der mit miR-124 behandelten Mäuse ein deutlich geringfügigerer Gewebe-

schaden mit kleinerer Infarktzone, geringerer Ödembildung und höherer

Neuronendichte im Gegensatz zu der Kontrollgruppe. 

Dies steht im Einklang mit einer Studie von Sun et al. (2013), welche ebenfalls

durch Überexpression von miR-124 nach transienter Ischämie in Mäusen eine

geringere Größe der Infarktzone nachweisen konnten. Auch in vitro (OGD)

zeigte sich in genannter Studie ein neuroprotektiver Effekt mit reduzierter

Apoptose und Zelltod durch Behandlung mit miR-124. 

Sun et al. (2013) konnten weiterhin reduzierte Level von Apoptose-Proteinen (u.

a. Bcl-2 und Bcl-xL) nach miR-124-Zugabe nachweisen und gehen davon aus,

dass miR-124 einen neuroprotektiven Effekt über eine Inhibition der Apoptose

erwirkt. 

Welcher Mechanismus der Neuroprotektion durch miR-124 zugrunde liegt, ist

nicht eindeutig bekannt. Die Multifunktionalität von miRNAs ist bereits belegt

(siehe Kapitel 2.8). Somit ist denkbar, dass die miR-124 ebenfalls in der Lage

ist, unterschiedliche Signalwege zu beeinflussen, also einerseits an der

Reduktion von REST beteiligt ist (s. u.) und gleichzeitig auch Apoptose-Proteine

beeinflusst. Es ist aber auch nicht auszuschließen, dass die reduzierten Level

von Apoptose-Proteinen in Zusammenhang mit der Reduktion von REST

stehen. 



6. Diskussion 61

Dass die hier gezeigte Neuroprotektion tatsächlich auch funktionelle Relevanz

hat, wird durch eine bessere neurologische Erholung der mit miR-124

behandelten Tiere in den Verhaltenstests deutlich.

Der in der vorliegenden Arbeit beobachtete post-ischämische Anstieg der

REST-Expression im ischämischen Striatum wurde in ähnlicher Weise bereits in

vorangegangenen Studien für Pyramidalneurone im Hippokampus von

Rattenhirnen gezeigt (Calderone et al. 2003, Formisano et al. 2007).

Nachweisbar war darüber hinaus hier jedoch auch eine deutliche Reduktion des

post-ischämischen REST-Anstiegs nach Behandlung mit miR-124 sowohl in

vivo wie auch in vitro.

Über welchen Mechanismus die miR-124 hier Einfluss auf REST ausübt, bleibt

im Rahmen dieser Arbeit zunächst ungeklärt. Theoretisch kann eine Reduktion

des REST-Levels einerseits durch verminderte Expression oder andererseits

vermehrten Abbau desselben erreicht werden.

Während eine repressive Regulation der miR-124 durch REST bereits gezeigt

wurde (Conaco et al. 2006), ist eine direkte Regulation des REST-Genes durch

die miR-124 jedoch unwahrscheinlich, da keine passende Bindungsstelle für die

miR-124 an der 3'UTR der REST-mRNA existiert (Wu und Xie 2006). Bekannt

ist lediglich, dass miR-124 eine Repression auf SCP1 ausübt, einen Bestandteil

des REST-Repressorkomplexes (Visvanathan et al. 2007). Möglicherweise liegt

der Einfluss der miR-124 eher im Rahmen des REST-Abbaus. Dass während

der Neurogenese ein Abbau von REST nach Ubiquitinylierung über

Proteasomen erfolgt, konnte bereits nachgewiesen werden (Westbrook et al.

2008, Ballas et al. 2005). Eine Regulation des REST-Levels durch miR-124

über die Ubiquitinylierung und Förderung eines verstärkten Abbaus von REST

ist folglich denkbar. Weiterführende Untersuchungen, die nicht Bestandteil der

vorliegenden Arbeit, aber Teil der projektbezogenen Publikation waren,

beschreiben eine verminderte Deubiquitinylierungs-Aktivität nach Behandlung

mit ektoper miR-124. Dabei gibt es Hinweise, dass der zugrundeliegende

Mechanismus im Zusammenhang mit einer Repression deubiquitinylierender
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Enzyme (DUB) durch miR-124 steht. Zwei DUBs, Usp14 und Usp24, welche

den proteasomalen Abbau hemmen, weisen Bindungsstellen für die miR-124

auf (Doeppner et al. 2013). 

Wie bereits beschrieben, ist das Verhältnis zwischen REST und miR-124 von

großer Wichtigkeit während der neuronalen Differenzierung. REST als

Repressor neuronaler Gene (Schoenherr et al. 1996, Lunyak et al. 2002,

Hwang et al. 2012) muss herunterreguliert werden, während miR-124 als

Repressor nicht-neuronaler Gene (Visvanathan et al. 2007, Makeyev et al.

2007) vermehrt exprimiert werden muss. Wie eingangs erwähnt, geht die

Induktion einer zerebralen Ischämie mit einer Stimulation der endogenen

Neurogenese einher, wobei mature Neurone entstehen. Die biologische

Wertigkeit scheint jedoch von untergeordneter Rolle zu sein, da ein Großteil der

neu entstandenen Neurone wenige Wochen nach zerebraler Ischämie bereits

wieder untergegangen ist (Arvidsson et al. 2002). In diesem Zusammenhang

kann sich eine Modulation der post-ischämischen REST-Expression durch die

ektope Gabe von miR-124 als vorteilhaft erweisen.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte eine Analyse der Zellproliferation und

-differenzierung an zwei Zeitpunkten, d. h. 4 Wochen und 8 Wochen nach

Induktion der Ischämie. Dabei zeigte sich, dass die Behandlung mit miR-124 zu

einer erhöhten post-ischämischen Zellproliferation im Infarktareal führt. Zu

beiden Zeitpunkten war die Zahl der BrdU-positiven Zellen gegenüber der

Kontrollgruppe erhöht, wenngleich auch die Gesamtzahl der BrdU-positiven

Zellen über den Beobachtungszeitraum hinweg abnahm. Dies steht im Einklang

mit den Ergebnissen von Arvidsson et al. (2002) und Doeppner et al. (2012).

Mittels Differenzierungsmarkern konnten proliferierende gliale Zellen

(Astrozyten und Oligodendrozyten) von neuronalen Zellen unterschieden

werden. Es zeigte sich eine erhöhte Co-Expression von proliferierenden BrdU-

positiven Zellen mit den neuronalen Markern Dcx und NeuN in den mit miR-124

behandelten Tieren. 
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Diese Ergebnisse suggerieren eine Stimulation der post-ischämischen

Neurogenese durch miR-124. Dies steht in Übereinstimmung mit bisherigen

Erkenntnissen von Krichevsky et al. (2006) und Makeyev et al. (2007) aus In-

vitro-Untersuchungen an P19-Karzinomzellen und embryonalen Stammzellen,

das ein höheres Vorkommen von miR-124 während der Differenzierung die

Ausprägung des neuronalen Phänotyps fördert. Ebenfalls konform dazu sind

Ergebnisse von Cheng et al. (2009), wonach eine Überexpression der miR-124

zu einer Abnahme von Astrozyten und Zunahme postmitotischer Neurone in

SVZ-Zellen sowohl in vitro als auch in vivo führt. Eine Neuroregeneration nach

Ischämie wurde jedoch in diesen Studien nicht untersucht.

Cheng et al. sehen die Bedeutung der miR-124 anhand ihrer Ergebnisse jedoch

vor allem in der Rolle des zeitlichen Regulators der Neurogenese. Ein

Knockdown endogener miR-124 führte nicht zu einer alleinigen Gliogenese,

sondern zu verspäteter Neurogenese (Cheng et al. 2009). Es bleibt offen,

inwieweit sich intrazelluläre Prozesse während adulter Neurogenese und

Neurogenese im Rahmen einer Regeneration nach Ischämie hier unter-

scheiden. Die extrazelluläre Matrix, intaktes Gewebe versus geschädigtem,

kann nicht ohne Einfluss auf die Zelldifferenzierung bleiben. Allein die Migration

der reifenden Neurone in das ischämische Areal, Gebiete in denen unter

physiologischen Bedingungen keine Neurogenese stattfindet (Arvidsson et al.

2002), zeugt von einer Reaktion auf Signale oder Botenstoffe.

Nach Behandlung mit miR-124 zeigt sich in dieser Arbeit im Vergleich zur

Kontrollgruppe eine verstärkte Angiogenese. Angiogenese nach ischämischem

Schlaganfall verbessert die Perfusion des ischämischen Areals und damit das

Sauerstoff- und Nährstoffangebot, was die dortige Regeneration unterstützt.

Eine Beteiligung zahlreicher miRNAs an der Regulierung der Angiogenese ist

bekannt (Yin et al. 2015), eine Studie an humanen Gliomzellen beschreibt miR-

124 als Inhibitor von Tumorwachstum und tumorassoziierter Angiogenese über

Repression von Ras-Onkogenen (Shi et al. 2014). Mögliche Beziehungen

zwischen miR-124 und Angiogenese im Rahmen der zerebralen Ischämie sind

nicht geklärt. Der in dieser Arbeit zugrundeliegende Mechanismus bleibt offen.
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Denkbar ist, dass die Umfeldbedingungen mit geringerer Narbenbildung,

geringerer mikroglialer Aktivierung und stärkerer Neurogenese nach

Behandlung mit miR-124 über diverse Faktoren oder Signale Einfluss auf die

Angiogenese ausüben.

Als Grundlage der In-vivo-Versuche wurde in dieser Arbeit das Faden-

okklusionsmodell an der Maus angewandt. Da in Tiermodellen erfolgreiche

neuroprotektive Substanzen bereits wiederholt an der klinischen Umsetzung

gescheitert sind (O'Collins et al. 2006, Mehta et al. 2007, Macleod et al. 2009),

wurde im Rahmen der Fehlersuche unter anderem die Methode der

Fadenokklusion bereits mehrfach kritisiert (Hata et al. 2000, Hossmann 2012).

Ansatzpunkt der Kritik ist die Erzeugung einer transienten Ischämie, welche

sich in ihrer Art vom klinischen Schlaganfall unterscheidet. Während eine

permanente Ischämie entsprechend dem klinischen Schlaganfall zur

Entstehung der Kernzone führt, welche sich innerhalb von 3 bis 6 Stunden zu

ihrer maximalen Größe in die Penumbra ausdehnt, ermöglicht eine transiente

Ischämie mit der Reperfusion zunächst eine partielle Erholung des Gewebes

auch in der Kernzone, nachfolgend kommt es jedoch zu einer verzögerten

sekundären Schädigung mit Ausbreitung der Kernzone noch nach 6 bis 12

Stunden (Hossmann 2012). Somit ist im experimentellen Modell das

therapeutische Zeitfenster deutlich länger als in der klinischen Realität und das

häufige Scheitern der experimentell zunächst erfolgreichen Strategien

nachvollziehbar. Dieses Zeitfenster bezieht sich jedoch vor allem auf

therapeutische Ansätze, welche auf einer Abmilderung des ischämischen

Gewebeschadens beruhen. Ist das Ziel eine Verbesserung der post-

ischämischen Neuroregeneration, ist dieses Zeitfenster von untergeordneter

Bedeutung.

In der vorliegenden Arbeit wurde die zu untersuchende Substanz bereits vor

Einsetzen der Ischämie verabreicht. Dies widerspricht einem therapeutischen

Ansatz, der nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit war. Vielmehr war es das

Ziel der Dissertation, mögliche Mechanismen und Effekte einer ektopen

Applikation von miR-124 im Schlaganfallmodell der Maus näher zu
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untersuchen. Es kann jedoch nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden, dass

die pathophysiologischen Mechanismen sich in mehr als dem zeitlichen Ablauf

unterscheiden. 

Das experimentelle Modell mit jungen, gleichaltrigen, gesunden, ausschließlich

männlichen Tieren ist notwendig zur Schaffung standardisierter und

reproduzierbarer Versuchsbedingungen. Im Gegensatz dazu besteht die

klinische Realität aus multimorbiden Patienten mit zerebralen Infarkten

unterschiedlicher Genese und an verschiedensten Lokalisationen. Dennoch ist

das Versuchsmodell für die hier verfolgten Ziele, ein umfassenderes

Verständnis der pathophysiologischen Mechanismen zu erhalten, geeignet. 

Mit dem in dieser Arbeit durchgeführten Versuchsansatz, wurde vor allem ein

besseres Verständnis der Funktionen der miR-124 und ihrer Beziehung zu

REST angestrebt. Deutlich geworden ist die Neuroprotektion durch miR-124 bei

gleichzeitig reduziertem Vorkommen von REST. In weiterführenden

Untersuchungen, welche nicht Gegenstand dieser Dissertation waren, zeigten

sich deutliche Hinweise, dass ein Einfluss der miR-124 auf REST über die

Verstärkung des proteasomalen Abbaus von REST möglich ist (Doeppner et al.

2013). 

Für einen therapeutischen Ansatz ist vorliegender Versuchsaufbau nicht nur

aufgrund der Applikation des Viruskonstruktes vor der eigentlichen Ischämie

ungeeignet. Auch der Applikationsweg mittels intrastriataler Injektion ist

realitätsfern. Dennoch besteht die Hoffnung, mit einem umfassenderen Wissen

über die Vorgänge in den Zellen der geschädigten Penumbra letztendlich einem

therapeutischen Ansatz näher zu kommen, mit welchem Patienten nach einem

Schlaganfall geholfen werden kann, vor allem wenn für diese eine Lysetherapie

aufgrund der zahlreichen Kontraindikationen nicht in Frage kommt. Der

Nachweis veränderter miRNA-Expressionsprofile auch in anderen zerebralen

Erkrankungen (Kim et al. 2007, Vemuganti 2010, Zhao et al. 2015) macht

deutlich, dass das Verständnis der Funktion der miRNAs und ihr potenzieller

therapeutischer Nutzen noch weitaus umfassendere Bedeutung haben könnte.
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7. Zusammenfassung

Im Rahmen einer zerebralen Ischämie kommt es im geschädigten Gewebe zu

einem vermehrten Vorkommen des Transkriptionsfaktors REST, welcher

normalerweise in ausdifferenzierten neuronalen Zellen in nur geringfügigem

Maße zu finden ist. REST wird mit einer Verstärkung der ischämischen

Zellschädigung in Verbindung gebracht.

REST wirkt als Repressor der miR-124, einer in neuronalen Zellen stark

verbreiteten miRNA, welche im Rahmen der Neurogenese zunehmend

exprimiert wird und Einfluss auf die Entwicklung und auch den Erhalt des

neuronalen Phänotyps hat, u. a. durch Repression nicht-neuronaler Gene.

Zentrale Frage dieser Arbeit war, ob ektop mittels Viruskonstrukt applizierte

miR-124 einen positiven Einfluss auf Neuroregeneration, Neurogenese und

auch funktionelle Erholung nach zerebraler Ischämie hat und wenn ja, welcher

Mechanismus möglicherweise ursächlich ist. Zusätzlich wurde auch das

Vorkommen von REST beobachtet und die Frage nach einem Zusammenhang

zwischen miR-124 und REST gestellt. 

Es erfolgten Untersuchungen sowohl in vivo an männlichen C57BL6-Mäusen, in

welchen eine transiente zerebrale Ischämie induziert wurde, als auch in vitro,

indem kultivierte Neurone einer transienten Hypoxie und Hypoglykämie (OGD)

ausgesetzt wurden. Analysen des nachfolgenden Zellschadens und der

funktionellen Erholung der Versuchstiere erfolgten bis zu acht Wochen nach

Ischämie.

Es konnte gezeigt werden, dass durch Zugabe von miR-124 eine stabile

Neuroprotektion nach zerebraler Ischämie erreicht wird. Dies wird in vivo an

einer reduzierten Infarktgröße, Ödembildung und erhöhten Neuronendichte und

in vitro an reduzierten Zelltodraten nach OGD deutlich. In Verhaltenstests zeigte

sich darüber hinaus auch eine funktionelle Relevanz dieser Neuroprotektion.
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Ein weiterer Effekt von miR-124 in vivo ist eine verstärkte Zellproliferation nach

Ischämie, verbunden mit einer Zunahme der Neurogenese und Angiogenese. 

Mittels Western Blot und Immunhistochemie konnte nachgewiesen werden,

dass eine Inhibition des ischämieinduzierten REST-Anstiegs durch miR-124

erfolgt. Der Mechanismus blieb im Rahmen dieser Arbeit zunächst unklar,

weiterführende projektbezogene Untersuchungen zeigten jedoch Hinweise auf

eine Repression deubiquitinylierender Enzyme durch miR-124, was einen

verstärkten proteasomalen Abbau von REST verursachen könnte.

Der Versuchsaufbau der vorliegenden Arbeit ist nicht dafür gedacht, einen

therapeutischen Ansatz zu entwickeln. Jedoch kann das bessere Verständnis

der Interaktion zwischen miR-124 und REST möglicherweise in zukünftigen

Studien therapeutische Angriffspunkte aufzeigen.

Auch in anderen zerebralen Erkrankungen zeigen sich veränderte miRNA-

Expressionsprofile. Dies macht deutlich, dass das Verständnis der Funktion von

miRNAs eine potenzielle therapeutische Nutzung mit umfassender Bedeutung

ermöglichen könnte.
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