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Zusammenfassung 
 
In der Pathophysiologie des ischämischen Schlaganfalls spielt die Inflammation eine 
wesentliche Rolle. Der Prozess der Inflammation setzt relativ zeitnah nach dem 
akuten Ereignis ein und dauert über mehrere Tage an, wobei sie sowohl an der 
Entstehung des Schadens als auch an der Regeneration beteiligt ist. Somit bietet die 
Inflammation einen guten Rahmen für multiple Therapieansätze.  
Im Verlauf dieser Arbeit wurden drei unterschiedliche, sich auf die Inflammation 
auswirkende Proteine im Hinblick auf das funktionelle Endresultat nach zerebraler 
Ischämie untersucht: 1. CD59, das einzige endogene Inhibitorprotein des terminalen 
Kompliment-Aktivierungsweges, 2. CD93, ein membrangebundenes Protein, welches 
in Genexpressionsanalysen gefunden worden war und dessen genaue Funktion 
noch nicht bekannt ist, und 3., die „Myeloid related Proteine“ 8 (Mrp8) und Mrp14, 
welche als endogene Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) Agonisten beschrieben werden.  
„Knockout“ (KO) Mäuse, bei denen diese Proteine (CD59, CD93-, und Mrp8/14-KO) 
nicht exprimiert werden, wurden in einem experimentellen Modell der fokalen 
zerebralen Ischämie untersucht. Das entstandene Läsionsvolumen der jeweiligen 
KO-Mäuse wurde mit dem Läsionsvolumen der Wildtyp-Mäuse verglichen. Zusätzlich 
wurde die Anzahl der CD11b-positiven Zellen (infiltrierende 
Monozyten/Makrophagen, aktivierte Mikrogliazellen) in der ischämischen 
Hemisphäre der verschiedenen Genotypen verglichen, da dies ein Maß für die 
Neuroinflammation darstellt. Um die Lokalisation des in seiner genauen Funktion 
noch unbekannten inflammationsassoziierten CD93-Proteins zu ermitteln, wurden 
immunhistochemische Färbungen mit spezifischen Zellmarkern durchgeführt. Mittels 
einer Genexpressionsanalyse sollten CD93-abhängige Signalwege ermittelt werden. 
In der ersten Studie, der Untersuchung von CD59a-KO Mäusen, konnte gezeigt 
werden, dass das Komplement-Inhibitorprotein neuroprotektiv nach zerebraler 
Ischämie wirkt. Die CD59a-KO Mäuse weisen sowohl ein größeres Läsionsvolumen 
als auch ein größeres neurologisches Defizit nach 30min Okklusion auf. Auch in den 
CD93-KO Tieren konnte ein größeres Läsionsvolumen im Vergleich zu den WT 
Tieren festgestellt werden. Das lässt vermuten, dass auch das Protein CD93, 
welches mit Endothelzellen kolokalisiert ist, neuroprotektive Eigenschaften nach 
zerebraler Ischämie besitzt. Die Genexpressionsanalyse ergab, dass das Chemokin 
CCL21, ein bekannter Trigger der Neuroinflammation, in den CD93-defizienten 
Mäusen erhöht exprimiert wird. Diese erhöhte Expression könnte der Grund für den 
größeren Schaden in den CD93-KO Tieren sein und zeigt damit einen neuen CD93-
abhängigen Signalweg auf. Anhand der dritten Studie konnte gezeigt werden, dass 
das Fehlen der endogenen TLR4-Aktivatoren Mrp8 und-14 zu einem verkleinerten 
Läsionsvolumen und zu einer Verminderung der CD11b-positiven Zellen führt. Somit 
wird postuliert, dass Mrp8/14 die Aktivierung der Neuroinflammation verstärkt und 
dadurch zu einem schlechteren funktionellen Endresultat führt. 
Die von uns erhobenen Befunde könnten nach weiteren Studien, z.B. zum 
Zusammenspiel dieser Proteine, eine Grundlage für die Entwicklung neuer 
Therapieansätze im Bereich der Neuroinflammation nach zerebraler Ischämie 
darstellen.
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1. Einleitung 

Zerebrale Ischämie ist weltweit die zweithäufigste Todesursache nach 
kadiovaskulären Erkrankungen [1]. Ein häufiger Auslöser eines Schlaganfalls ist ein 
thrombotischer oder thromboembolischer Verschluss eines hirnversorgenden 
Gefäßes. Die sich daraus ergebende Reduktion des zerebralen Blutflusses führt zu 
einer Hypoxie und dem Verlust der ATP-Reserven in dem durch das Gefäß 
versorgten Hirnareal. Diese Ereignisse aktivieren sekundäre Schadenskaskaden und 
resultieren in Gewebsschaden [2]. Der zerebralen Ischämie folgt innerhalb von 
Minuten bis zu mehreren Tagen eine Kaskade zellulärer und molekularer 
Mechanismen (siehe Abb.1), welche letztendlich die Entwicklung ischämischer 
Gewebsschädigung fördern [3]. Eine bedeutende Rolle spielen inflammatorische 
Prozesse, die bereits wenige Stunden nach dem akuten Ereignis eintreten und bis zu 
mehreren Tagen andauern. Die Inflammation bietet für die Patientenversorgung 
einen guten zeitlichen Rahmen, um therapeutisch auf den Gewebsschaden nach der 
zerebralen Ischämie einwirken zu können.  

 

Abbildung 1: Intrazerebrale Reaktionskaskaden nach Verringerung des Blutflusses. (modifiziert nach Dirnagl et al. 1999) 

Das Komplementsystem ist Teil des angeborenen Immunsystems und ein Aktivator 
der Inflammation. Im ersten Teil dieser Arbeit soll das Komplement-Regulatorprotein 
CD59, auch Protektin genannt, untersucht werden. CD59 ist das einzige Protein, das 
den terminalen Komplementweg hemmt [4]. Es verhindert die Bindung des 
Komplementfaktors C9 an den Komplementkomplex C5b-8, sodass C5b-9, der 
„Membran Attack Complex“ (MAC), nicht gebildet werden kann und die Lyse der 
Zellen verhindert wird [5]. Alle 3 Komplement-Aktivierungswege (klassischer, 
alternativer und MBL-Signalweg) können bis zu diesem Schritt ungehemmt ablaufen 
[4]. CD59 ist mittels Glycosylphosphatidylinositol (GPI) in der Zellmembran verankert 
und wird ausschließlich auf Zellen exprimiert, die in Kontakt mit dem 
Komplementsystem stehen. Hierzu gehören auch Zellen des zentralen 
Nervensystems [6]. Wir wurden in unserem Ansatz bestärkt, dieses Protein als 
ersten Teil dieser Arbeit zu untersuchen, da CD59 bereits in anderen 
tierexperimentellen Modellen neuroprotektive Eigenschaften aufgewiesen hat [5].  
Im Rahmen einer Kolloboration wurde an ischämischen Gehirngewebe der Maus zu 
verschieden Zeitpunkten nach Okklusion eine „Whole Genome 
Genexpressionsanalyse“ durchgeführt. Wir beobachteten eine starke Induktion des 
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noch weitestgehend unbekannten Gens CD93. Erste Publikationen zeigten, dass 
CD93 ein Rezeptor des klassischen Komplementsignalweges ist [7; 8; 9]. Die 
genaue Funktion dieses schweren O-glykosylierten Typ I transmembranen Proteins 
ist bisher noch unklar. Die Struktur dieses Proteins ähnelt dem des 
antikoagulatorischem Thrombomodulins [10], welches die Endothelzell-Funktion in 
der Inflammation reguliert [11]. Beide Proteine, CD93 und Thrombomodulin, weisen 
denselben Ursprung auf [12]. CD93 wird auf einer Reihe von verschiedenen Zellen 
exprimiert, wie Thrombozyten, Monozyten, Mikroglia und Endothelzellen [7; 13; 14]. 
Erst kürzlich hergestellte CD93-KO Mäuse ermöglichen die funktionelle 
Untersuchung dieses Proteins, die den zweiten Teil dieser Arbeit umfasst. 
Weitere, nach dem Schlaganfall induzierte Gene, die bei dem „Whole Genome“-
Projekt ermittelt wurden, sind Mrp8 und Mrp14. Das „Myeloid related Protein“ 8 
(Mrp8) und Mrp14 wurden als endogene Toll-like Rezeptor-4 (TLR4) Agonisten 
charakterisiert [15]. Die TLR-Kaskade ist eine weitere zentrale Aktivierungskaskade 
des angeborenen Immunsystems und somit auch maßgeblich an der Aktivierung und 
Ausschüttung proinflammatorischer Mediatoren, wie z.B. Zytokinen, beteiligt. Erst 
kürzlich konnte gezeigt werden, dass TLR2 und TLR4 durch Aktivierung 
apoptotischer Signalwege und Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine [16-19] 
zur Vergrößerung des Gewebsschadens nach zerebraler Ischämie beitragen. Die 
Untersuchung der Bedeutung der endogenen TLR4-Agonisten bei der zerebralen 
Ischämie stellt den dritten Teil dieser Arbeit dar. 



3 

 

 

2. Zielstellung 

In dieser Arbeit sollte die Auswirkungen verschiedener, inflammatorisch wirksamer 
Mediatoren auf den zerebralen Schaden nach Ischämie untersucht werden. 
 
1. Ziel: Durch Verwendung einer genetisch modifizierten CD59-Knockout (KO) 

Maus sollte untersucht werden, ob das Fehlen des Komplementinhibitors einen 
Einfluss auf den zerebralen Schaden und das neuronale Defizit nach zerebraler 
Ischämie hat. 
Daraus ergibt sich folgende Hypothese: Das Fehlen des Komplementinhibitors führt 
zu ungehinderter Zelllyse nach Komplementaktivierung und somit zu einer 
Vergrößerung des zerebralen Gewebsschadens. Dies wirkt sich negativ auf das 
neuronale Defizit nach zerebraler Ischämie aus. 
 
2. Ziel: Analyse des noch weitestgehend unbekannten Proteins CD93 auf dessen 
Funktion und Auswirkung nach der zerebralen Ischämie.  

1. Analyse der Expression von CD93 im zerebral ischämischen Gewebe 
2. Untersuchung der CD93-defizienten Maus nach zerebraler Ischämie in 

Hinblick auf die Läsionsgröße und die Auswirkungen auf die inflammatorische 
Antwort. 

3. Untersuchung von CD93-abhängigen Signalwegen mittels 
Genexpressionsanalysen von CD93-defizienten Mäusen im Vergleich zu 
Wildtyp-Mäusen. 

Erste Studien beschrieben CD93 als Rezeptor des klassischen Komplementweges. 
Daraus ergibt sich die Hypothese, dass das Fehlen von CD93 zu einer verminderten 
Aktivierung des klassischen Komplementweges führt und dies wiederum zu einer 
Verringerung des ischämischen Schadens . 
 

3. Ziel: Untersuchung der im Schlaganfall-Modell noch nicht analysierten TLR4 
Agonisten- Mrp8/Mrp14 auf deren Funktion im zerebralen Gewebe und deren 
Auswirkungen auf den Gewebsschaden. Hierzu wurden Mrp8/Mrp14 Knockout-

Mäuse verwendet. 
Daraus ergibt sich folgende Hypothese: Eine verringerte Aktivierung des TLR4-
Signalweges führt zu einer Verminderung des zerebralen Schadens nach Ischämie. 
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3. Methoden 

 
Tierstämme 

Für die Versuche wurden folgende Mäusestämme verwendet:  

Bezeichnung      Bezugsquelle 

Wildtyp (WT) (C57Bl6)    Charles River 

CD93-knockout     Marina Botto; London [7] 

CD59a-knockout     Paul B. Morgan; [20] 

Mrp8 und 14 –knockout    Wolfgang Nacken; Münster [21]. 

Mrp8 und 14 -WT     Wolfgang Nacken; Münster [21]. 

Alle verwendeten Mäuse waren zwischen 8 und 12 Wochen alt und hatten ein 

Gewicht zwischen 23-28g. 

 

Okklusion der Mittleren Zerebralen Arterie (MCAO) 

Die Okklusion der mittleren zerebralen Arterie (MCA) (Middle cerebral artery 
occlusion (MCAO)) wurde durch Einführen eines 12mm langen mit 
silikonummantelten Filaments in die Arteria carotis interna induziert, welches zu 
einem Verschluss der MCA führt [22]. Die Mäuse wurden mit 1,5% Isofluran, 70% 
N2O und 30% O2 über eine Gesichtsmaske anästhesiert. Die Dauer der Anästhesie 
betrug nicht länger als 10min. Die Reperfusion wurde zu zwei verschiedenen 
Zeitpunkten nach Okklusion in einer kurzen Narkose durchgeführt. Das Filament 
wurde nach 30min Okklusion wieder entfernt, was zu einem selektiven neuronalen 
Zellschaden führte. In einem zweiten Modell wurde das Filament nach 60minütigen 
Verschluss der MCA entfernt, dies führte zur Pannekrose und somit zur 
Infarktbildung. Während aller Narkosen wurde die Körpertemperatur der Mäuse über 
eine Wärmeplatte mit Feedback-Temperaturregler konstant bei 37°C gehalten (siehe 
Publikationen 1-3). 
 
 
Neurologischer Score 

Der Grad der neurologische Dysfunktion der Mäuse wird anhand eines von Bederson 
et al. 1991 [23] entwickelten und von Hara et al. 1996 [22] modifizierten Scores 
direkt, 24h-, 48h und 72h nach Reperfusion, ermittelt. 
Score 0 1 2 3 4 

Verhalten Keine 
Defizite 

Streckdefizit 
der 
vorderen 
Extremitäten 

Zirkeln zu der 
kontralaterale 
Seite 

Verlust der 
posturalen 
Reflexe 

Tod 

 
(siehe Publikation 1) 
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Analyse des Infarktvolumens 

Die Mäuse wurden 48h bzw. 72h nach Induktion des Schlaganfalls in tiefer Narkose 
dekapitiert und die entnommenen Gehirne in eiskaltem Methylbutan schockgefroren. 
Von jedem Gehirn wurden coronale Schnitte an den interauralen Positionen 6.6, 5.3, 
3.9, 1.9 und 0 mm angefertigt (Kryoschnitte). Diese Schnitte wurden mit Hämatoxilin 
gefärbt, um die Schlaganfallgröße zu ermitteln. Das direkte Schlaganfallvolumen 
berechnet sich aus der Addition der Flächen des ischämischen Gewebes. Das 
indirekte Infarktvolumen berechnet sich aus der Fläche der kontralateralen 
Hemisphäre minus der Flächen des nicht geschädigten Gewebes der ipsilateralen 
Seite. Die Größe des Gehirnödems ergibt sich aus der Subtraktion des indirekten 
Schlaganfallvolumens von dem direkten Schlaganfallvolumens. 
 
Genchip Analysen 

Unbehandelten und ischämischen WT und CD93-KO Tieren wurde zu verschiedenen 
Zeitpunkten nach Induktion der zerebralen Ischämie das Gehirn entnommen; die 
RNA in Trizol isoliert und in cDNA transkribiert. Die Expression aller bekannten 
Transkripte nach zerebraler Ischämie wurde mittels „Whole Genome Expresion 
Beadchips“ von Illumina oder mittels Affymetrix GeneChip Mouse Expression Set 
(Affymetrix, Santa Clara, CA) untersucht (siehe Publikation 2). 
 
PCR 

Zur Überprüfung der Genexpressionsanalyse-Daten wurden folgende Gene CD93 
und CCL21 (Sequenzen und Gen-ID siehe Publikation 2), mit „LightCycler ® 
FastStart DNA Master SYBR-Green I-real time PCR“ gemäß Hersteller Handbuch 
untersucht. 
 
Immunhistochemie 

Zur Überprüfung der Proteinexpression (CD93; CCL21; Mrp14,) sowie zur Analyse 
einer Kolokalisation mit Zellmarkern (IBA1; GFAP; CD31; NeuN; CD11b) wurden 
immunhiostochemische Färbungen angefertigt. Hierzu wurden Kryoschnitte (siehe 
Analyse des Infarktvolumens) oder Paraffinschnitte verwendet und laut Protokoll 
(siehe Publikationen 2 und 3) fixiert, blockiert und mit dem 1. und 2. Antikörper 
inkubiert. Die Auswertung erfolgte am Leica DMRA-Mikroskop. Das Auszählen der 
CD11b-positiven Zellen erfolgte mit Hilfe des Leica Stereo Investigator 7 
(MicroBrightField Bioscience, Williston, USA) 
 
Konfokale Mikroskopie 

Die konfokale Mikroskopie der Doppelfärbungen (siehe Publikation 2) wurde mit 
einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (Leica DM LFSA) durchgeführt. 
 
Western Blot 

Zur Überprüfung der CD93-Expression im ischämischen Gewebe im Vergleich zu 
nicht-ischämischem und unbehandeltem Gewebe wurde eine Western Blot-Analyse 
durchgeführt. Die ischämischen sowie die nicht-ischämischen und unbehandelten 
Hemisphären wurden in Lysepuffer homogenisiert. Mittels BCA Assays wurde die 



6 

 

Proteinkonzentration bestimmt und anschließend wurde eine definierte Proteinmenge 
der Größe nach mittels einer SDS-Elektrophorese getrennt. Im Anschluss wurden die 
Proteine auf eine Nitrozellulose Membran geblottet und mit primären und einem 
Meerrettich-Peroxidase-konjugierten sekundären Antikörper inkubiert. Zur 
Auswertung wurden die Proteine mittels Luminolreagenz sichtbar gemacht (siehe 
Publikation 2).  
 
TUNEL Assay (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick-End-
Labeling) 
Der Nachweis geschädigter Zellen (Apoptose und Nekrose) in den CD59a-KO 
Mäusen im Vergleich zu WT Mäusen wurde mit einem des TUNEL Assay (In situ cell 
death detection kit, Fluorescein, Roche AG) bestimmt. Mittels eines mit Fluorescein 
markierten Nukleotides werden Doppelstrangbrüche der DNA detektiert und somit 
Apoptose sowie Nekrose der Zellen sichtbar gemacht. Alle Zellen wurden mit 
Hoechst 33258 gegengefärbt (Invitrogen). Ausgezählt wurden die markierten Zellen 
mit Hilfe des Leica Stereo Investigator 7 (MicroBrightField Bioscience, Williston, 
USA). 
 
Statistik 

Zur Analyse der Signifikanzen des Schlaganfallvolumens und der neurologischen 
Defizite wurde der Mann-Whitney-U-Test durchgeführt. Als signifikant wurden die 
Werte dann betrachtet, wenn sie den kritischen U-Wert unterschritten. Zur Ermittlung 
der Signifikanzen beim Auszählen der CD11b und TUNEL-positiven Zellen wurde der 
Student t-Test durchgeführt. Als signifikant wurden die Werte bei einem p-Wert 
kleiner als 0,05 bewertet. 
 

4. Ergebnisse 

Untersuchung des Proteins CD59 nach zerebraler Ischämie 

 

Um den Effekt des Komplement-Inhibitorproteins CD59 auf das Schlaganfallvolumen 
und auf die neurologischen Defizite zu untersuchen, wurden CD59a Knockoutmäuse 
(CD59a-KO) verwendet. Im Modell der fokalen zerebralen Ischämie wurden beide 
Geschlechter untersucht. Nach 1h Ischämie und 48h Reperfusion war kein 
signifikanter Unterschied der Infarktgrößen zwischen CD59a-KO und WT-Mäusen 
erkennbar (nWT = 16; nCD59a = 22) (Publikation 1, Abb.1). Auch die von uns bestimmte 
Größe der Schwellung des Gehirns wies keine signifikanten Unterschiede auf. Im 
30min Modell konnten allerdings 72h nach Reperfusion signifikant größere 
Läsionsvolumina in den CD59a-KO Mäusen (n=22)  im Vergleich zu den WT Mäusen 
(n=18) gezeigt werden (Mediane: CD59a= 74mm3; WT=57mm3). Auch der Grad der 
Schwellung des Gehirns war in den WT kleiner als in den CD59a-KO Mäusen. Ein 
signifikanter Größenunterschied existierte jedoch nur in männlichen Mäusen 
(Publikation 1, Abb.2). Des Weiteren wurde der Grad des neurologischen Defizits der 
Mäuse mittels eines neurologischen Scores (siehe Methoden) zu verschiedenen 
Zeitpunkten nach Okklusion bewertet. Auch hier ließ sich ein signifikanter 
Unterschied zwischen CD59a-KO und WT im 30min Okklusionsmodell erkennen 
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(Publikation 1, Abb.4 und 5). Publikation 1; Abb.5 zeigt, dass beide Geschlechter 
zusammen (nWT = 27; nCD59a = 27) zu allen Zeitpunkten nach Okklusion signifikante 
Unterschiede aufweisen. Die CD59a-KO Mäuse weisen im Vergleich zu den WT 
Mäusen ein statistisch signifikant größeres neurologisches Defizit auf (Publikation 1, 
Abb.5 A-C). In der Gruppe der männlichen Mäuse ist ein signifikanter Unterschied 
nach 48h und 72h zu sehen (Publikation 1, Abb.5 D-E).  
Es wird angenommen, dass durch eine Inhibition des terminalen Lysekomplexes eine 
verminderte Zelllyse stattfindet. Deshalb wurde eine TUNEL-Färbung durchgeführt. 
48h nach Okklusion konnten signifikant mehr TUNEL-positve Zellen in den CD59a-
KO Tieren (n=3) im Vergleich zu den WT (n=3) gezählt werden (Publikation 1, Abb. 
3). Signifikanzen wurden mittels Student-t-Test bestimmt. Weder 48h noch 72h nach 
Reperfusion wurden Unterschiede in der Anzahl der CD11b-positiven Zellen 
festgestellt (Daten nicht gezeigt). 
 

Untersuchung des Proteins CD93 nach zerebraler Ischämie 

 

Durch vorausgegangene Genexpressionsanalysen war eine Hochregulation des 
Gens CD93 zu verschiedenen Zeitpunkten nach Ischämie beschrieben worden. 
Diese Ergebnisse konnten mittels TaqMan-PCR bestätigt werden (Publikation 2, 
Tabelle 1A). Western Blot Analysen (Publikation 2, Tabelle 1B) und 
immunhistochemische Färbungen konnten eine erhöhte Translation des Proteins 
CD93 in der ipsilateralen Hemisphäre zeigen (Publikation 2, Abb.2). Es wurde 
festgestellt, dass dieses Proteins mit Endothelzellen und Mikrogliazellen kolokalisiert 
ist (Publikation 2, Abb.2A und B). Mittels konfokaler Mikroskopie konnten wir 
widerlegen, dass CD93 auch auf Astrozyten exprimiert wird, was aufgrund initialer 

immunhistologischer Färbungen vermutet 
wurde.  
Wir zeigten erstmals, dass CD93-KO 
Mäuse im dreißigminütigen 
Ischämiemodell ein signifikant kleineres 
Läsionsvolumen und eine signifikant 
kleinere Schwellung des Gehirns 
aufwiesen (nWT = 16; nCD93 = 21). Die 
CD93-KO Tiere (gemischte Geschlechter) 
hatten ein durchschnittliches direktes 
Läsionsvolumen von 60,8 ± 52,2 mm3 
und die WT Mäuse von 23,9 ± 16,6mm3 
(p=0,022) (Abb.2 und Publikation 2, 
Abb.4). Ebenfalls konnte ein signifikant 

größeres Läsionsvolumen in den männlichen CD93-KO Mäusen im Vergleich zu den 
männlichen WT Mäusen gezeigt werden (p=0,02). Der Vergleich der weiblichen 
Tiergruppen ließ nur eine Tendenz, jedoch keinen signifikanten Unterschied 
erkennen. Die statistischen Signifikanzen wurden mittels Mann-Whitney-U-Test 
ermittelt (siehe Abb.2; Publikation 2; Abb.4). Im Modell mit einer Okklusionszeit von 
60min und einer Reperfusionszeit von 48h konnten keine signifikanten Unterschiede 
zwischen CD93-KO und WT detektiert werden (nWT = 18; nCD93 = 15). Weder in den 

Abbildung 2: direktes Läsionsvolumen im Vergleich WT zu 

CD93-KO im 30 minütigen Ischämiemodell 72h nach 

Okklusion, analysiert wurden beide Geschlechter. 
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weiblichen noch in den männlichen Mausgruppen zeigte sich ein Unterschied im 
direkten und indirekten Infarktvolumen oder in der Größe der Schwellung des 
Gehirns (Publikation 2, Abb.3).  
Eine mögliche Funktion von CD93 ist die Regulation der Leukozytenextravasation 
[11; 24]. Dies führte zu der Fragestellung, ob CD93 einen Einfluss auf die Zahl der 
CD11b-positiven Zellen im ischämischen Gewebe hat. In Publikation 2, Abb. 5A, 
konnten wir einen signifikanten Anstieg an CD11b-positiven Zellen in den CD93-KO 
Mäusen im Vergleich zu den WT darstellen. Der signifikante Anstieg 48h nach 
Reperfusion war unabhängig von der Größe des Infarktvolumens (Publikation 2, 
Abb.5C). In Publikation 2; Abb.5B (72h Reperfusion) sind ebenfalls signifikant mehr 
CD11b-positive Zellen in den CD93-KO Mäusen vorhanden, jedoch existiert zu 
diesem Reperfusionszeitpunkt eine Korrelation mit der Größe des Läsionsvolumens 
(Publikation 2, Abb.5D). Ein größeres Volumen in den CD93-KO Mäusen führt zu 
mehr CD11b-positiven Zellen im Vergleich zu der WT Gruppe (n=4).  
Daraufhin sollte das 1997 erstmals klonierte [9], aber noch wenig auf seine Funktion 
hin charakterisierte CD93-Protein mittels einer Genexpressionsanalyse näher 
untersucht werden. Hierfür wurden ischämische und nicht-ischämische Gehirne von 
CD93-KO und WT Tieren verwendet. Wir verglichen die Expressionsmuster der 
ischämischen Hemisphären (CD93-KO und WT; jeweils n=3) miteinander und 
analysierten die differentielle Expression von 46.000 Genen. Es konnte gezeigt 
werden, dass es in den CD93-KO Tieren zu einer mehr als zweifach erhöhten 
Induktion von 18 Genen nach 48h und 58 Genen nach 72h kommt. Auch beim 
Vergleich der unbehandelten Tiere wurden Gene gefunden, die in den CD93-KO 
Mäusen erhöht exprimiert sind (Publikation 2, Tabelle 1). Das zu allen Zeitpunkten 
am stärksten in den CD93-KO Tieren induzierte und mittels drei unterschiedlicher 
Gensequenzen detektierte Gen kodiert für das Chemokin CCL21. Im Vergleich 
zwischen unbehandelten Tieren ist es 9,7-fach, nach 48h Reperfusion 14,3 fach und 
nach 72h Reperfusion 12,3 fach hochreguliert. Bestätigend wurde eine CYBRgreen 
realtime PCR durchgeführt (Daten nicht gezeigt). In Publikation 2, Abb.7 konnten wir 
mittels immunhistologischer Färbungen zeigen, dass auch das Protein CCL21 in den 
CD93-KO Tieren vermehrt gebildet wird. Dies war nicht nur im Gehirn und speziell in 
der ipsilateralen Hemisphäre, sondern auch im bekannten Syntheseort dieses 
Proteins - in der Milz - zu erkennen.  
 
Untersuchung von Mrp8/14 KO-Mäusen nach zerebraler Ischämie 

 

Weitere induzierte Gene, die durch eine vorausgehende Genexpressionsanalyse von 
Ischämiegewebe aus dem Maushirn identifiziert worden waren, sind die S100A-
Gene. 12h nach Okklusion konnte ein Expressionsmaximum (4,3-fache) des Gens 
S100A8 (Mrp8) in der ipsilateralen Hemisphäre gezeigt werden (Publikation 3, 
Tab.1). Auch 24h nach Ischämie ist noch eine 3,8-fache Induktion erkennbar. Das 
Gen S1009 (Mrp14) zeigte ebenfalls eine erhöhte Expression nach 12h-24h. Das 
Protein Mrp14 weist ebenfalls 48h nach Reperfusion eine erhöhte Expression in der 
ischämischen Hemisphäre auf (Publikation 3, Abb.1). In immunhistochemischen 
Doppelfärbungen mit verschiedenen Zellmarkern konnte, wie in Publikation 3, Abb.2 
zu sehen, eine Kolokalisation von Mrp14 mit Mikroglia oder infiltrierten Myeloid 
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Zellen/ Makrophagen-Markern festgestellt werden. Es wurden keine Kolokalisationen 
mit Neuronen oder Endothelzellen gefunden. In dem MCAO-Modell mit 1h Okklusion 
und 48h Reperfusion zeigten Mrp8/14 KO-Mäuse (n=11), wie in Publikation 3; Abb.3 
zu sehen, ein signifikant kleineres Infarktvolumen und eine signifikant kleinere 
Schwellung des Gehirns im Vergleich zu ihren WT-Geschwistertieren (n=11). 
Auch in dieser Studie wurde die Anzahl der CD11b-positiven Zellen in den 
Knockoutmäusen (n=3) und ihren WT-Geschwistertieren (n=3) bestimmt. Es wurden 
aus beiden Genotypgruppen Tiere mit ähnlich großen Infarktvolumen untersucht. 
Mrp8/14+/+ Mäuse weisen trotz gleichen Schlaganfallvolumens signifikant mehr 
CD11b-positive Zellen als Mrp8/14-/- Mäuse auf (Publikation 3, Abb.4). 
 

5. Diskussion 

Die Erkenntnisse dieser Arbeit bieten möglicherweise die Grundlage für ein neues 
anti-inflammatorisches Therapiekonzept, mit dem Ziel der Minderung des 
sekundären Gewebsschadens nach zerebraler Ischämie. 
 
Studie 1: 

 

In der durchgeführten Studie wurde das Fehlen des Komplementinhibitors CD59a auf 
die Auswirkungen nach MCAO im Mausmodell untersucht. Mehrere Studien zeigten, 
dass die Aktivierung des Komplementsystems die Inflammation und die Schädigung 
des Gewebes nach zerebraler Ischämie beeinflussen [25-27].  
In dieser Studie konnten wir zeigen, dass CD59a-defiziente Mäuse im 30min MCAO-
Modell ein größeres Läsionsvolumen und eine vergrößerte Schwellung des Gehirns 
im Vergleich zu den WT Mäusen aufweisen. Des Weiteren konnten wir anhand eines 
Testes zur Bestimmung des neurologischen Defizites feststellen, dass das Fehlen 
von CD59a zu stärkeren neurologischen Defiziten führt. Diese Ergebnisse sind 
analog zu den Ergebnissen aus einem experimentellen Traumamodell [5] und 
ähnlichen MCAO-Modellen an C9-KO Mäusen [28]. Unsere Daten zeigen, dass die 
signifikanten Unterschiede geschlechtsspezifisch und nur in männlichen Mäusen 
festzustellen sind. Dies könnte durch zu geringe Tierzahlen bei den weiblichen 
Mäusen erklärt werden. Jedoch zeigen viel weitere tierexperimentelle Studien, dass 
Unterschiede in funktionellen Ergebnissen zwischen den Geschlechtern auftreten. 
Dies ist vor allem durch hormonelle Unterschiede erklärbar [29-31]. In dem MCAO-
Modell mit der längeren, 60 minütigen Okklusionsdauer fanden wir weder einen 
Unterschied in der Größe des Infarktvolumens noch in dem Ausmaß des 
neurologischen Defizits, im Vergleich zwischen CD59a-KO und WT-Tieren. Wir 
konnten jedoch in diesem Modell einen signifikanten Anstieg an TUNEL-positiven 
Zellen in den CD59a-KO Tieren im Vergleich zu den WT feststellen. Damit 
bestätigten wir die Ergebnisse von Turnberg et al. [32], welche ebenfalls eine 
Steigerung an TUNEL-positiven Zellen im renalen Ischämiemodell bei CD59a-KO 
Mäusen zeigten. 
In der Literatur ist beschrieben, dass die komplementaktivierte Zelllyse zu einer 
Ausschüttung von Adhäsionsmolekülen und Chemokinen führt [33; 24]. Dies leitet 
uns zu der Hypothese, dass eine ungehinderte Zelllyse eine verstärkte 
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Ausschüttung, und dieses wiederum ein vermehrtes Leukozytenhoming zur Folge 
hat. Demnach müsste die Anzahl der CD11b-positiven Zellen in den CD59a-KO 
Mäusen erhöht sein. Wir konnten jedoch keinen Unterschied in der Anzahl an 
CD11b-positiven Zellen im ischämischen Gewebe der CD59a-KO im Vergleich zu 
den WT feststellen. Diese Ergebnisse könnten durch eine zu geringe Anzahl an 
ausgezählten Gehirnschnitten zustande kommen. Durch eine Erhöhung der n-Zahl 
wäre eventuell ein signifikanter Unterschied erkennbar. Wahrscheinlicher ist 
allerdings, dass die vermehrte Lyse der Zellen durch die Aktivierung der 
Komplementkaskade  anscheinend keinen bzw. nur einen geringen Einfluss auf das 
Leukozytenhoming hat. Die Bildung der Anaphylatoxine C3a und C5a in der 
Signalkaskade oberhalb vom MAC scheinen in der Komplementaktivierungskaskade 
die bedeutenderen Faktoren in Bezug auf die Inflammation darzustellen. Dies sollte 
in weiterführenden Studien näher untersucht werden. 
Ein weiteres Protein, welches als Komplementrezeptor deklariert wurde, wird in der 
zweiten Studie näher analysiert. 
 
Studie 2: 

 

Im StrokeGen-EU Projekt wurde mittels Affymetrix-Genchipanalysen entdeckt, dass 
das Gen CD93 nach zerebraler Ischämie in der ipsilateralen Hemisphäre eine 
signifikant höhere Expression aufweist. Auch das Protein CD93 ist erhöht im 
ischämischen Gewebe exprimiert. Die exakte Funktion dieses Proteins ist jedoch 
noch unklar. Wir untersuchten erstmals den Einfluss dieses Proteins im 
Krankheitsmodell des Schlaganfalls. Hierzu wurden CD93-KO Mäuse und WT-
Mäuse nach zerebraler Ischämie verglichen. Im 30min MCAO-Modell, mit selektivem 
neuronalen Zelltod in Kombination mit schwerer neuroinflammatorischer Antwort [35], 
konnten wir eine signifikante Vergrößerung des Läsionsvolumens und der 
Schwellung des Gehirns feststellen. Um potentielle CD93-abhängige Mechanismen 
zu entschlüsseln, führten wir Genexpressionsanalysen von CD93-KO im Vergleich zu 
WT durch. Hierbei konnte ermittelt werden, dass das Chemokin CCL21 zu 
verschiedenen Zeitpunkten nach Ischämie in den CD93-KO Tieren im Vergleich zu 
den WT erhöht exprimiert wird. Anhand dieser Ergebnisse ergibt sich ein neuer 
Aspekt, der uns zu der Hypothese führt, dass das Chemokin CCL21 eine zentrale 
Rolle in der CD93-abhängigen Neuroprotektion spielt. Jedoch sind all diese 
Ergebnisse unter dem Aspekt zu betrachten, dass wir keine Wildtyp Wurfgeschwister 
sondern extern erworbene WT-Mäuse zum Vergleich nutzten. Ausgeschlossen 
werden kann, dass es durch die Deletion von CD93 und dem damit verbundenen 
Einfügen von neuen Gensequenzen zu einer erhöhten Transkription von CCL21 
kommt. Dies begründet sich dadurch, dass beide Proteine auf unterschiedlichen 
Chromosomen lokalisiert sind (CD93 auf Chromosom 2; CCL21 auf Chromosom 4). 
Die genaue molekulare Funktion von CD93 wurde noch nicht ermittelt. Die ersten in 

vitro Ergebnisse, die vermuten ließen, dass CD93 ein Rezeptor des klassischen 
Komplementweges ist [8], wurden in neueren in vivo Studien widerlegt [36]. Weitere 
Publikationen zeigen, dass CD93 in vivo eine wichtige Rolle in der Phagozytose von 
sterbenden Zellen spielt [7]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass CD93 von 
den Zelloberflächen nach zellulärer Aktivierung ausgeschüttet wird, ähnlich wie die 
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Adhäsionsmoleküle L-Selektin und CD44 oder der Tumor Nekrose Faktor-α (TNF-α) 
und andere Zytokine [37]. All diese Ergebnisse könnten Erklärungen für unsere 
Ergebnisse der neuroprotektiven Wirkung von CD93 nach zerebraler Ischämie 
liefern. McGreal et al. [36] publizierten Ergebnisse über eine spezifische Bindung des 
löslichen, rekombinanten CD93-Fc chimären Proteins an vaskuläre Endothelzellen in 
inflammatorischen Tonsillen, was auf ein Vorhandensein eines CD93-Liganden an 
dieser Stelle hinweist. Bezogen auf diese Daten können wir nicht ausschließen, dass 
das CD93-positive Endothelzell-Signal, welches wir zeigten, nicht von löslichem 
CD93 (sCD93) stammt. Falls es tatsächlich zu einer Abspaltung von CD93 nach 
zerebraler Ischämie kommt und sCD93 als anti-Adhäsionsmolekül eine anti-
inflammatorische Wirkung hat, sollte das lösliche CD93 näher auf mögliche 
Therapiekonzepte hin untersucht werden.  
Die erhöhte Induktion von CCL21 in CD93-defizienten Mäusen kann zum einen eine 
Protektion mittels CD93 nach zerebraler Ischämie erklären und zum anderen 
Aufschluss auf CD93-abhängige Signalwege geben. Da CD93-KO einen 
dramatischen Anstieg an CCL21-Expression im Gehirn zeigten (siehe Publikation 2; 
Abb.7 und Tabelle1), postulieren wir, dass die verstärkte Regulation dieses 
Chemokins zu einem verstärkten Leukozytenhoming ins Gehirn führt. Es ist bekannt, 
dass CCL21 die Leukozyteninfiltration vom Blut ins Gewebe kontrolliert [39]. Weiter 
gehend wurde gezeigt, dass CCL21 in der Signalkaskade zwischen geschädigten 
Neuronen und Mikrogliazellen eine wichtige Rolle spielt [40; 41]. Geschädigte 
Neuronen induzieren sofort die Ausschüttung von CCL21 und aktivieren dadurch, 
mittels des Rezeptors CXCR3, Mikrogliazellen. Dies konnte sowohl in in vivo- wie 
auch in in vitro Versuchen gezeigt werden [40-42]. Die erhöhte Mikrogliaaktivierung 
führt somit zu einer verstärkten postischämischen Inflammation. Die von uns 
beobachtete erhöhte Expression von CCL21 könnte auch durch Artefakte des 
Genchips enstanden sein. Davon gehen wir allerdings nicht aus. Die erhöhte Anzahl 
an CD11b-positiven Zellen in den CD93-KO, die wir in Publikation 2; Abb.5 zeigen, 
stützt die Hypothese der erhöhten Mikrogliaaktivierung und der damit erhöhten 
postischämischen Inflammation. Die CD93-KO Mäuse wiesen trotz gleichem 
Läsionsvolumens mehr CD11b-positive Zellen im Vergleich zu den WT-Tieren auf. 
Des Weiteren konnten die Genexpressionsdaten mittels realtime PCR bestätigt 
werden und es konnte ebenfalls eine Hochregulation des Proteins CCL21 gezeigt 
werden. Da weitere Chemokine nicht oder nur marginal im ischämischen Gewebe 
der CD93-KO Mäuse exprimiert waren (Publikation 2, siehe Tabelle 2), postulieren 
wir, dass CCL21 der Hauptmediator von Leukozyten-Extravasation und 
Mikrogliaaktivierung in den CD93-KO Mäusen ist. Es konnte gezeigt werden, dass 
CD93-defiziente Mäuse eine normale Antwort nach Immunisierung mit Serum IgG 
zeigen, allerdings zu späteren Zeitpunkten einen Abfall des IgG Gehaltes aufwiesen 
[38]. Es kann spekuliert werden, dass diese Beobachtungen ebenfalls auf die 
erhöhte Expression von CCL21 in CD93-KO-Mäusen zurückzuführen ist. In weiteren 
Experimenten, z.B. durch Injektion von sCD93 oder durch die Gabe von CCL21-
Inhibitoren, könnte die Zusammenhänge dieser beiden Proteine näher analysiert 
werden.  
Es darf jedoch nicht vergessen werden, dass es noch weitere inflammatorische 
Signalwege oder Faktoren gibt, die nach zerebraler Ischämie aktiviert werden, wie 
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z.B. TLR-abhängige Wege oder andere Zytokine (z.B. IL-1β) [43; 44]. Endogene 
Faktoren der TLR-Wege wurden ebenfalls als erhöht exprimiert gefunden und in der 
3.Studie dieser Arbeit näher analysiert.  
 
Studie 3: 

 

In der 3. Studie zeigten wir, dass sich das Fehlen der Proteine Mrp8/14 
neuroprotektiv nach zerebraler Ischämie auswirkt. Mrp8/14-Ko Mäuse wiesen ein 
kleineres Läsionsvolumen, eine geringere Schwellung des Gehirns und weniger 
CD11b-positive Zellen im ischämischen Gewebe auf. 
Studien belegen, dass Mrp8 und-14 die Integrität von Endothelzellen beeinflussen. 
Es wurde gezeigt, dass sie den Schaden der Endothelzellen begünstigen und dass 
Mrp8 einer der wichtigsten chemotaktischen Faktoren ist [45-47]. In Studien der 
inflammatorischen Gicht konnte gezeigt werden, dass die Freisetzung von Mrp8/14 
zu einer verstärkten Infiltration von Neutrophilen führt [48]. Demzufolge könnte das 
von uns beobachtete geringere Infarktvolumen und die reduzierte Schwellung des 
Gehirns nach zerebraler Ischämie auf eine geringere Inflammation zurückzuführen 
sein. Bestätigt wurde dies durch unsere weiteren Ergebnisse: Mrp8/14-KO Mäuse 
weisen signifikant weniger CD11b-positve Zellen als ihre Mrp8/14+/+-
Wurfgeschwister auf. Die Resultate unserer Doppelfärbungen bestätigen ebenfalls 
Daten aus der Literatur, die zeigen, dass Mrp8 und Mrp14 auf aktivierten 
Makrophagen und Mikrogliazellen exprimiert werden [49; 50]. 
Viele Publikationen belegen, dass TLR-Aktivierungswege eine relevante Rolle beim 
Outcome nach der zerebralen Ischämie spielen [17; 51]. Mrp8/14 sind laut Vogl et al. 
endogene Faktoren des TLR4-Signalweges, welche einen letalen endogenen Schock 
begünstigen [15]. Der sich aus unseren Studien ergebene Einfluss von Mrp8/14 auf 
den neurologischen Schaden nach zerebraler Ischämie steht im Einklang mit Daten, 
die den Beitrag von TLR4 zur Neuroinflammation belegen [51; 52]. Somit kann 
vermutet werden, dass Mrp8/14 beim postischämischen Hirnschaden über TLR4 
proinflammatorisch wirkt. Mrp8/14 aktiviert nicht nur TLR4 sondern auch andere 
Wege [45]. Es kann also nicht ausgeschlossen werden, dass auch andere 
Aktivierungswege an dem Mrp8/14 abhängigen Schaden nach zerebraler Ischämie 
beteiligt sind. Hier wären weitere Experimente mit Mrp8/14-TLR4 Doppelknockout-
Mäusen denkbar. 
 
Diese Arbeit belegt den Nutzen der Verwendung von Genexpressionsanalysen in der 
Schlaganfallforschung. Wie hier erkennbar ist, können neue Gene wie CD93 und 
Mrp8/14 ermittelt und deren Funktion nach zerebraler Ischämie analysiert werden. In 
dieser Arbeit konnten mittels einer zweiten Genchipanalyse CD93-abhänige 
Signalwege im zerebralen Gewebe ermittelt und somit die Abhängigkeit von CD93 an 
der Inflammation festgestellt werden. Diese Ergebnisse können Grundlagen für neue 
Therapieansätze in der Schlaganfall-Therapie liefern. Zum Beispiel kann auch die 
Kombination dieser drei Proteine in weiteren Studien untersucht werden. Im Fokus 
sollte aber immer der Therapieeinsatz beim Menschen stehen. 
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