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7. Zusammenfassung 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung, Bestätigung und weitere 

Charakterisierung noch unbekannter ischämierelevanter differentiell exprimierter Gene auf 

der Grundlage der Daten eines SAGE-Projektes an einem in vivo-Modell der transienten 

fokalen cerebralen Ischämie im Maushirn. 

 

Da die korrekte Sequenzdatenbank-basierte SAGE-tag-Gen-Zuordnung problematisch ist, 

wurde eine verbesserte PCR-basierte Methode zur Identifizierung der korrespondierenden 

SAGE-tag spezifischen Transkripte etabliert. In Anlehnung an das RACE (rapid 

amplification of cDNA ends)-PCR Prinzip wurde die Methode  SARA-PCR (SAgeRAce) 

genannt. Sie beruht auf einer Isolation der 3`terminalen cDNA Restriktionsfragmente unter 

Verwendung paramagnetischer Kügelchen und der Ligation von Linkern an die cDNA vor 

dem nachfolgenden Amplifikationsschritt. Im Gegensatz zu früher beschriebenen 

Amplifikationsmethoden profitiert das Protokoll von der Länge der tag-spezifischen 

Plusprimer und erlaubt stringente PCR-Bedingungen. Insgesamt wurden 33 SAGE-

Kandidaten-tags untersucht, dabei konnte auch eine zuverlässige tag-Gen-Zuordnung für tags 

mit unklarer Datenbankzuordnung getroffen werden. Weiterhin wurde demonstriert, dass die 

SARA-PCR - durchgeführt als Real Time PCR mit der Light Cycler-Technik - quantitative 

Informationen liefert und zur Bestätigung der differentiellen Expression spezifischer SAGE-

tags verwendet werden kann. Die erhobenen quantitativen Daten korrelierten besonders bei 

tags mit hoch signifikanten tag-Ratios gut mit den Daten alternativer Bestätigungsmethoden 

wie dem Northern Blot. Die SARA-PCR ist zeitsparend, wenig arbeitsintensiv und zur 

Genidentifizierung in großem Umfang geeignet. 

 

Von 33 untersuchten SAGE-Kandidaten-Genen konnten drei als differentiell exprimiert 

bestätigt werden. Zwei Gene (EST01 und EST10) wurden molekularbiologisch weiter 

charakterisiert. 

Mit einer 5`-RACE-PCR gelang es, das vollständige Transkript des tags EST10 zu isolieren, 

und nach der Sequenzierung als Maus-Homologes des humanen PTTG-Binding Factor (PBF), 

einem Membranprotein, zu identifizieren. Die Sequenzanalyse ergab das Vorhandensein 

verschiedener Domänen, deren Kenntnis die Basis für die weitere funktionelle 

Charakterisierung dieses bisher wenig untersuchten Proteins darstellen könnte. Die 

biologische Relevanz der differentiellen EST10-Expression nach transienter fokaler cerebraler 

Ischämie gilt es in Zukunft näher zu untersuchen. 
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Zusammenfassung 

Das zweite hochregulierte Kandidaten-tag EST01 konnte den long terminal repeat (LTR)-

Sequenzen der VL30-Elemente der Maus zugeordnet werden, die strukturell retroviralen 

Sequenzen ähnlich sind. Die funktionelle Relevanz der im Northern Blot sowie in der RT-

PCR gezeigten massiven Induktion nach transienter fokaler cerebraler Ischämie ist ebenfalls 

noch unklar, obwohl in der Literatur ähnliche Ergebnisse in Zellkulturmodellen unter Anoxie 

beschrieben sind. 
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