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fiir meine Eltern

"The greatest obstacle to discovery is not ignorance

- it is the illusion of knowledge."
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Il Zusammenfassung

Hintergrund Die zellulare Stressreaktion der Leber ist bei Sepsis unvollstandig
erforscht und entzieht sich daher weitgehend zielgerichteten therapeutischen
Ansatzen, die auf biomolekularen Wirkmechanismen basieren; daher waren klinische
Studien bisher weitgehend erfolglos. Insgesamt ist das Leberversagen Prognose-
limitierend. Bei genauerer Betrachtung konnte festgestellt werden, dass eine
gesteigerte Autophagie in Hepatozyten sowohl von septischen Patienten als auch in
Tiermodellen zu verzeichnen ist. Des Weiteren wurde die Autophagie als ein
protektiver Faktor identifiziert, der die Apoptoserate und irreversible Organ-
dysfunktionen limitiert. Zur Zeit sind der Einfluss und das Ausmaf der Autophagie in

der Sepsis noch unzureichend erforscht.

Zielstellung Wir untersuchten die Hypothese, ob die Autophagie bei Sepsis als
adaptive Stressreaktion in der Leber differenzielle Expressionsmuster der Transkripte
und Proteinmodifikationen in den stratifizierten Untersuchungsgruppen aufweist.
Zudem wurde untersucht, ob insbesondere die fruhe Autophagosombildung in den

ersten 6 h der Sepsis prognoseentscheidend ist.

Methodik Um eine polymikrobiell-induzierte systemische Inflammation zu simu-
lieren, wurden die Ratten der Untersuchungsgruppe nach dem PCI-Modell einer
intraperitonealen (i. p) Faecesinjektion (PCIl-Modell der Sepsis) unterzogen. 6 h post
injectionem wurden die Versuchstiere anhand der kardialen Ejektionsfraktion (EF)
hinsichtlich Uberlebenswahrscheinlichkeit in prognostizierte septic survivors und
septic non-survivors stratifiziert. Zu den Zeitpunkten 6 h, 24 h und 72 h wurden die
Lebern entnommen und kryokonserviert. Zusatzlich wurden in regelmaligen Zeit-
abstanden post PCl-Induktion reprasentative Marker (Zytokinspiegel, SV, HF, pCO,,
Kreatinin) bestimmt. Zur Beurteilung der Autophagie wurde das Genexpressions-
muster von entscheidenden Schlisselparametern mit Hilfe der gPCR in den Leber-
homogenaten ermittelt. Weiterhin wurde der autophagische Prozess auf Protein-

ebene mittels Western Blot untersucht.

Ergebnisse und Diskussion Die Erfassung der Autophagie wurde in den experi-
mentellen Studien bislang lediglich Endpunkt-bezogen erforscht und die Untersu-
chungsgruppe als weitgehend homogen angesehen. In der vorliegenden Arbeit
wurden die Ratten jedoch zu einem frilhen Zeitpunkt (6 h) nach dem individuellen
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Ausmall der Wirtsreaktion gegenuber dem septischen Insult stratifiziert, indem
anhand klinischer Parameter (EF) der zukunftige Verlauf der Erkrankung prazise
abgeschatzt (Phanotypisierung) wurde. Die Daten wiesen bereits nach 6 h
signifikante und differenzielle Expressionsniveaus zwischen den septic survivors und
septic non-survivors auf. Dadurch konnte die Autophagie einen neuen Ansatz der
personalisierten Medizin darstellen, um Patienten anhand des Ausmalies der
Stressreaktion einzuteilen, das outcome zu bestimmen und gegebenenfalls gezielte
therapeutische Strategien zu initiieren.

Die Daten dieser Arbeit zeigten zudem deutlich, dass die septic non-survivor-Gruppe
Uberwiegend eine zweifach gesteigerte Genexpression zum Zeitpunkt 6 h im
Vergleich zu den septic survivors aufwies. Eine UbermafRige Aktivierung des
autophagischen Prozesses reflektiert die adaptive Reaktion der Zelle gegenlber
Stress und kann zur Selbstzerstérung der Hepatozyten und zur Apoptose beitragen.
Trotz ahnlicher, wenn nicht sogar identischer Einflussgrolen wie genetischer
Hintergrund, Geschlecht, Alter, Gewicht, Umgebung und septischen Insult, wiesen
die Untersuchungsgruppen differenzielle Genexpressionsniveaus auf. Mdgliche
Mechanismen, die diese Expressionsmuster erklaren konnten, sind Transkriptions-
faktoren (TFEB, HIF-1 alpha) und posttranslationale Proteinmodifikationen.

Bei der validierenden Untersuchung ausgewahlter Proteine der Autophagie zeigte
sich in der septic non-survivor-Gruppe eine Reduktion des relativen Proteingehalts
von P-Beclin-1 und eine Steigerung bei den septic survivors zum Zeitpunkt 24 h.
Zudem waren die relativen Proteinmengen von LC3B-Il in den septic non-survivors
Uber den Zeitraum von 24 h auf dem Niveau der Kontrollgruppe, wahrend bei den

septic survivors ein Anstieg von LC3B-Il nach 6 h und 72 h zu verzeichnen war.

Schlussfolgerung Die Ergebnisse dieser Arbeit gewahrleisten erste Einblicke in den
autophagischen Prozess der septischen Leber in einer nach Uberleben stratifizierten
Untersuchungsgruppe. Durch die vorliegenden Daten kdnnten Impulse fur weitere
Untersuchungen gesetzt werden, um die Wechselbeziehung zwischen der
Autophagie und der Apoptose naher zu betrachten und dadurch neue therapeutische
Ansatze fir die Detektion und Behandlung von septischen Patienten zu ermitteln.
Zudem konnte eine retrospektive klinische Studie durchgefiihrt werden, welche die
Uberlebensrate der septischen Patienten beurteilt, die Autophagie-induzierende

Pharmaka, wie Carbamazepin, wahrend ihres Krankheitsverlaufes erhalten haben.

Xl



1 Einleitung
1.1 Grundlagen, Definition und Pathophysiologie der Sepsis

Die Sepsis ist heutzutage immer noch eine Herausforderung des Gesundheits-
wesens und eine der fuhrenden Todesursachen auf Intensivstation. Derzeit wird die
Sepsis definiert als ,die Gesamtheit der lebensbedrohlichen klinischen Krankheits-
erscheinungen und pathophysiologischen Veranderungen als Reaktion auf die Aktion
pathogener Keime und ihrer Produkte, die aus einem Infektionsherd in den Blutstrom
eindringen, die groRRe biologische Kaskadensysteme und spezielle Zellsysteme
aktivieren und die Bildung und Freisetzung humoraler und zellularer Mediatoren

auslosen” definiert (Schuster und Muller-Werdan 2005).

Ende des 19. Jahrhunderts wurde mit der Bestatigung der Keimtheorie, u. a. durch
Semmelweis und Pasteur, Sepsis als systemische Infektion oder auch als ,Blutver-
giftung” beschrieben, die das Resultat einer Wirtsinvasion von pathogenen Organis-
men in den Blutstrom war (Angus und van der Poll 2013). Mit der Einfiihrung von An-
tibiotika zeigte sich jedoch, dass die Keimtheorie die Pathogenese der Sepsis nicht
vollstandig erklarte, da Patienten trotz erfolgreicher Eliminierung der pathogenen
Organismen einen letalen Ausgang erlitten. Demzufolge stellten Wissenschaftler die
Hypothese auf, dass nicht das Pathogen allein sondern die Uberschieflende

Wirtsreaktion flr die Pathogenese der Sepsis verantwortlich ist (Cerra 1985).

Sepsis ist heutzutage immer noch ein dringendes Problem auf Intensivstation mit
einer inakzeptablen hohen Morbiditat und Mortalitat. Durchschnittlich sterben in
Deutschland taglich 162 Menschen an Sepsis (Brunkhorst 2015). Demzufolge ist
Sepsis die dritthaufigste Todesursache in Deutschland und fordert ebenso viele

Todesopfer wie der Herzinfarkt.

Lange Zeit wurde die Bakteriamie als Grundlage der Sepsisdiagnose betrachtet.
Nach heutiger Auffassung ist das Ausmal} der inflammatorischen Reaktion des Wirts-
organismus auf ein Pathogen ausschlaggebend fur die Diagnose der Sepsis. Dabei
wird das systemische inflammatorische Response-Syndrom (SIRS) von der Sepsis
abgegrenzt. SIRS wird als klinisches Erscheinungsbild zur systemischen Entzin-
dungsreaktion des Wirtsorganismus definiert, ohne dass eine Infektion nachweisbar
ist (Kaukonen et al. 2015). Mit Hilfe von Vitalparametern, Laborwerten,

hamodynamischen Daten und Organfunktionen wird die Schwere der Sepsis
1



beurteilt, was auch eine epidemiologische Beurteilung der Inzidenz erlaubt (Engel et
al. 2007).

Sepsis kann durch monomikrobielle oder polymikrobielle Infektionen verursacht sein
(Ehrentraut et al. 2012) und durch verschiedene Krankheitserreger verursacht
werden, wie z. B. Bakterien, Viren, Pilze oder Parasiten (Cohen 2002). Diese Patho-
gene treten mit pattern-recognition receptors (PRRs, z. B. Toll-like Rezeptoren) in In-
teraktion, aktivieren dadurch Immunzellen und I6sen die angeborene Immunabwehr
aus (Wirtsreaktion). Diese Rezeptoren erkennen Strukturen, die evolutionar hoch
konserviert und spezifisch fur bestimmte Erregergruppen sind (z. B. LPS/Endotoxin
von gramnegativen Bakterien), die sog. pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs). Demzufolge werden sowohl proinflammatorische Zytokine (TNF-a, INF-y,
IL-18, IL-6 u.v.a.) als auch antiinflammatorische Zytokine (IL-4, IL-10, TGF-$1
u. v. a.) freigesetzt. Im Wesentlichen sind die proinflammatorischen Zytokine gegen
die eindringenden Pathogene gerichtet, jedoch werden sie auch fur die Schadigung
des umliegenden gesunden Gewebes verantwortlich gemacht (Dinarello 2000, de
Jong et al. 2010). Demgegenuber sind die antiinflammatorischen Zytokine, die erst in
einem spateren Stadium gebildet werden, fir die Begrenzung des Ilokalen
Gewebeschadens wichtig und bewirken aber dadurch eine hdhere Anfalligkeit
gegenuber Sekundarinfektionen (Angus und van der Poll 2013). Zusatzlich werden
immunkompetente  Zellen, wie Granulozyten, Monozyten, Makrophagen,
Lymphozyten und Thrombozyten, mittels zytokinvermittelter Diapedese durch das
aktivierte Gefallendothel an den Herd der Entziindung rekrutiert und aktiviert (Muller
2013).

Durch die Stimulierung der Inflammationsmediatoren (TNF-a, IL-1) exprimieren die
Endothelzellen Adhasionsfaktoren, wodurch Leukozyten adharieren und aktiviert
werden. In Folge dessen sezernieren die Leukozyten zytotoxische Substanzen und
schadigen dadurch nicht nur die pathogenen Organismen, sondern auch die
Gefalendothelzellen (Cohen 2002). Neutrophile Granulozyten (polymorphonuclear
leukocytes, PMN) und Makrophagen reagieren ebenfalls auf die Mediatoren und
setzen Enzyme und reaktive Sauerstoffspezies (ROS) frei, welche zwar entschei-
dend sind, um Pathogene zu eliminieren, aber auch das umliegende Gewebe und
das GefalRendothel schadigen. Folglich kommt es zu einer Steigerung der Permea-

bilitat des Gefallendothels und zu Mikrozirkulationsstorungen, was eine vermehrte

2



Extravasation von FlUssigkeit in das umliegende Gewebe verursacht. Zudem stimu-
lieren die Inflammationsmediatoren die endotheliale NO-Synthetase mit darauf-

folgender Gefaldilatation und Hypotension (Landry und Oliver 2001).

Ein weiterer Aspekt des inflammatorischen Prozesses sind wesentliche Veran-
derungen des Koagulationssystems. Septische Patienten manifestieren haufig eine
disseminierte intravasale Gerinnung (DIC) mit einem gesteigerten Verbrauch an
Thrombozyten und einer verlangerten Blutgerinnungszeit. Zusatzlich tragen die oben
beschriebenen Veranderungen des Gefaliendothels dazu bei, das Gerinnungs-
system zu aktivieren (Remick 2007). Das komplexe Zusammenwirken dieser Mecha-
nismen flhrt schlieBlich zu einer mikrozirkulatorischen Stérung, die auch die Organ-
perfusion betrifft und ein Multiorgandysfunktionssyndrom begulnstigt (Claus et al.
2009, Bockmeyer et al. 2008).

Wahrend der akuten Sepsis ist das Immunsystem hyperaktiv und involviert nicht nur
die zellularen Abwehrmechanismen, sondern aktiviert durch die Produktion von
Akute-Phase-Proteinen, wie C-reaktives Protein (CRP), ebenfalls die humoralen
Abwehrmechanismen, indem das Komplementsystem aktiviert wird. Dadurch wird die
Komplementkomponente Cb5a produziert, welches die Zytokin- und Chemokin-
produktion weiterhin steigert. Infolge der exzessiven Produktion von proinflamma-
torischen Mediatoren als auch der gesteigerten Gefallpermeabilitat und Gewebe-
schaden und darauffolgendem Organversagen werden die angeborenen Immun-

funktionen der Wirtsreaktion dysreguliert.

Im spateren Stadium der Sepsis werden vermehrt antiinflammatorische Mediatoren
produziert. Folglich resultiert eine Abnahme der Produktion von proinflammatorischen
Mediatoren. In dieser Phase sind diverse angeborene Immunabwehrreaktionen sup-
primiert, insbesondere die Funktion der neutrophilen Granulozyten ist eingeschrankt

und fuhrt somit zu einer Immunsystemparalyse (Hotchkiss und Nicholson 2006).

Abb. 1 zeigt die schematische Darstellung der Immunantwort der Wirtsreaktion

wahrend des septischen Geschehens.
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Abb. 1: Darstellung der Intensitidt der Imnmunantwort in der Sepsis in Abhangigkeit von
der Zeit (Riedemann et al. 2003).

Bei septischen Patienten wurde beobachtet, dass in einzelnen Geweben im spateren
Stadium vermehrte Apoptose und Nekrose von spezifischen Zellen zu verzeichnen
ist. Insbesondere die Apoptose hat eine grolde klinische Relevanz im Krankheitsbild
der Sepsis (Hotchkiss und Karl 2003). In erster Linie sind Lymphozyten von der
beschleunigten Apoptose betroffen und tragen zur Immunparalyse bei. In immun-
histochemischen Farbungen von Milzproben septischer Patienten wurde eine
verringerte Anzahl an B-Lymphozyten und T-Helfer-Zellen nachgewiesen. Des-
gleichen wurde ein niedrigerer Anteil an T-Helfer-Zellen im peripheren Blut von
septischen Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollgruppen gefunden. Zudem
konnte in tierexperimentellen Studien gezeigt werden, dass das Ausmald der
Apoptose mit dem Schweregrad der Symptome und dem Langzeitergebnis der
Patienten stark korreliert (Le Tulzo et al. 2002, Hotchkiss et al. 2005). Des Weiteren
zeigte sich eine Abnahme der Apoptose der T-Lymphozyten, sobald sich die Sepsis
zurlckbildete (Hotchkiss et al. 2005). Auch andere Zellen des Korpers, wie
dendritische Zellen, Makrophagen und Epithelzellen der Darmmukosa sind wahrend
der Sepsis und dem septischen Schock in ihrer Funktion gestdrt und unterliegen

einer erhdhten Apoptoserate (Wesche et al. 2005).



Aufgrund einer verlangerten Aktivierung des nuclear factor kB (NF-kB) und einer
erniedrigten Caspase 3-Konzentration (Remick 2007) ist im Falle der neutrophilen
Granulozyten eine verzogerte Apoptose zu verzeichnen (Taneja et al. 2004). Die
Apoptose der Neutrophilen ist genauso schadlich fir den Wirtsorganismus wie die
Ubermalige Apoptose der Lymphozyten. Neutrophile Granulozyten haben antimikro-
bielle Eigenschaften und gehoren zu den ersten Immunzellen, die zum Herd der
Entzindung rekrutiert werden. Unter physiologischen Bedingungen ist der program-
mierte Zelltod der Neutrophilen strikt kontrolliert und erlaubt damit eine engmaschige
Kontrolle der vermittelten Entziindungsreaktion. Wenn die neutrophilen Granulozyten
wahrend der Sepsis stetig aktiviert sind und dauerhaft zytotoxische Substanzen
freisetzen, konnen sie potenziell eine erhebliche Schadigung des umliegenden
Gewebes bis hin zum Organversagen und einer erhdhten Sterblichkeitsrate des

Patienten verursachen (Stearns-Kurosawa et al. 2011).

Des Weiteren kommt es wahrend der Sepsis durch eine gesteigerte Hamolyse zur
Akkumulation von Abbauprodukten des Hamoglobins, z. B. dem freien Ham (Kempe
et al. 2007). Es konnte gezeigt werden, dass gesteigerte Plasmawerte des freien
Hams mit einer schlechteren Prognose assoziiert werden (Janz et al. 2013). Bedingt
durch proinflammatorische Stimuli und dem freien Ham wird die induzierbare
Hamoxygenase-1 (HO-1) hochreguliert (Takahashi et al. 2007) und katalysiert den
ersten und limitierenden Schritt in dem oxidativen Abbau von freiem Ham zu
zweiwertigem Eisen (Fe?"), Biliverdin und Kohlenstoffmonoxid (CO) (Ryter und Choi
2015). Durch den Abbau vom prooxidativen Ham und die antiinflammatorischen
Einflisse von CO auf die Immunantwort, die antioxidative Wirkung von Biliverdin und
Bilirubin und die Speicherung von Fe?* als Ferritin (Pae und Chung 2009) beeinflusst
die HO-1 inflammatorische Prozesse (Bauer et al. 2008, Kubulus et al. 2004). Es
konnte nachgewiesen werden, dass HO-1 nicht nur eine protektive Wirkung in einem
LPS-induzierten Sepsis-Modell hat (Tamion et al. 2007), sondern grundsatzlich in der
Wirtsreaktion der Leber eine betrachtliche Rolle einnimmt. In Folge eines ischa-
mischen Reperfusions-Schadens und portaler Hypertension, z. B. nach einer Leber-
transplantation (Glanemann et al. 2005, Kobayashi et al. 2005), aber auch wahrend
eines septischen Schocks, konnte demonstriert werden, dass die antioxidative
Wirkung von HO-1 die Regeneration der Leber positiv beeinflusst. HO-1-defiziente
Mause prasentierten nach LPS Applizierung vermehrte Organdysfunktionen und eine
erhdhte Sterblichkeitsrate (Wiesel et al. 2000).



1.2 Wirtsreaktion der Leber

1.2.1 Definition, Diagnostik und klinische Prasentation

Bei einer schweren Sepsis wird die Leber als das zentrale Organ angesehen. Sie hat
wichtige Funktionen in der Wirtsreaktion und beteiligt sich an der Eliminierung von
Pathogenen (Lee et al. 2013). Dementsprechend wird die adaptive Antwort der Leber
auf das septische Geschehen als eine Komponente dargestellt, die zum Schwere-
grad des Krankheitsbildes beitragt (Lin et al. 2015). Das akute Leberversagen wird
anhand einer typischen Befundkonstellation aus schwerer Leberinsuffizienz mit
Ikterus und Gerinnungsstérungen, abweichenden biochemischen Laborparametern
und Bewusstseinsstorungen bei hepatischer Enzephalopathie definiert (Bernal und
Wendon 2013). Bei einem vorbestehenden chronischen Leberschaden mit akuter
Rekrudeszenz wird von einem akut-auf-chronischen Leberversagen gesprochen.
Basierend auf dem Abstand zwischen dem Beginn der Lebererkrankung und
Auftreten einer hepatischen Enzephalopathie wird zwischen einem hyperakuten
(<7 Tage), akuten (7-28 Tage) und subakuten Leberversagen (> 28 Tage)

unterschieden (Bernal et al. 2010).

Zur Einschatzung der Organdysfunktion werden verschiedene Scoring-Systeme
herangezogen, z. B. Sepsis-related Organ Failure Assessment (SOFA), Multiple
Organ Dysfunction Score (MODS) oder Logistic Organ Dysfunction System (LODS).
Jedes dieser Systeme versucht den Leberschaden im Verlauf der Krankheit mit Hilfe
der Bilirubinkonzentration (Peres Bota et al. 2002) und im Falle des LODS zudem mit
der Prothrombinzeit zu bestimmen. Bilirubin wird haufig als klinischer Parameter zur
Einschatzung der Leberfunktionsstorung gewahlt, da es biochemisch einfach nach-
weisbar ist, eine umfangreiche Reflexion der physiologischen Leberfunktion darstellt
und zwischen heterogenen Gruppen von schwer erkrankten Patienten einen signifi-
kanten Unterschied aufzeigt. Im Gegensatz dazu wird argumentiert, dass Bilirubin ein
spater Marker fur die exkretorischen Dysfunktion ist (Kortgen et al. 2010), eine zu
geringe Spezifitat aufweist und ungeeignet ist, um das gesamte Spektrum eines
Leberschadens nachzuweisen (Marshall et al. 1995).

Eine weitere Moglichkeit den Leberschaden zu beurteilen, kann mittels dynamischer
Verfahren, z.B. Indocyaningriin-Plasmaverschwinderate (PDRcg) erfolgen.

Indocyaningrun (ICG) ist ein im Infrarotbereich absorbierender und fluoreszierender
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Farbstoff, der nahezu ausschliel3lich durch die Leber eliminiert wird und nicht in den
enterohepatischen Kreislauf eintritt (Oellerich et al. 1991). Die Elimination von ICG
aus dem Blut ist von der zellularen parenchymalen Funktion der Leber, dem Leber-
blutfluss und der biliaren Sekretion abhangig (Sakka 2007). Somit stellt die
ICG-Plasmaverschwinderate ein Mal® fiur die Leberfunktion dar. In tierexperi-
mentellen Studien konnte gezeigt werden, dass die Schwere der Leberdysfunktion
durch die PDRcg fruher als durch Bilirubin angezeigt wird, sowie fur die Prognose
von Patienten mit schwerer Sepsis und Multiorganversagen von relevanter
Bedeutung ist (Sakka et al. 2002, Merle et al. 2009). Dennoch bleibt die Beurteilung
der Leberfunktion von schwer kranken Patienten eine Herausforderung, da weder
statische noch dynamische Verfahren als Goldstandard angesehen werden kdnnen
(Kortgen et al. 2009).

Das septische Leberversagen zeigt sich einerseits anhand der allgemeinen Symp-
tome der Sepsis und andererseits treten organspezifische Symptome auf. Aufgrund
der eingeschrankten Leberfunktion kommt es zu einer Hyperbilirubinamie im Blut mit
anschlieBender Einlagerung im Gewebe und Gelbfarbung von Haut, Schleimhauten
und Skleren zu einem lkterus. Die Hyperbilirubinamie kann vielfaltige Ursachen
haben, z. B. eine Cholestase mit Stérung der Gallenbildung resp. -sekretion oder des
Gallenabflusses. Des Weiteren kann es zu einer hepatischen Enzephalopathie auf
Grund der Akkumulation von Ammoniak fuhren, wodurch es zu einer zentralnervosen
Funktionsstorung bis hin zur Bewusstseinsstorung und Koma kommen kann. Hierbei
werden 4 Stadien unterschieden. Das Stadium | ist von einer leichten Konzentrati-
onsschwache, Schlafrigkeit und Dysarthrie gekennzeichnet. Im Stadium Il sind eine
vermehrte Bewusstseinsminderung und Feinmotorikstérungen mit sog. ,flapping
tremor’ zu verzeichnen. Das dritte Stadium zeichnet sich durch Sopor, stark vermin-
derte Reaktion auf Schmerzreize und deutlichen Motorikstérungen mit Spastiken und
Hypo- oder Hyperreflexie aus. Das letzte Stadium wird auch als Coma hepaticum
bezeichnet (Toris et al. 2011). Durch die reduzierte Syntheseleistung der Leber
kommt es zu einer Hypalbuminamie und infolgedessen zu einer Verminderung des
onkotischen Druckes innerhalb der Gefalde, welches zusammen mit der GefalRendo-
thelschadigung zu generalisierten Odemen und Aszites fiihrt. Die verringerte Syn-
these von Gerinnungsfaktoren hat Spontanblutungen, insbesondere im Bereich des

Gastrointestinaltraktes mit anschlieBender mikrozytarer Anamie durch chronischen



Blutverlust zur Folge. Zudem koénnen die im Rahmen der Sepsis freigesetzten
Zytokine durch die Leberdysfunktion nicht mehr vollstandig abgebaut werden.
Dadurch kommt es zu einer vermehrten Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) mit
anschlielender systemischen Vasodilatation und Hypotension. Bei einem fort-
geschrittenen Leberversagen kann es durch einen verringerten effektiven arteriellen
Blutdruck zu einem hepatorenalen Syndrom mit Vasokonstriktion der Nierengefalle
und resultierendem Nierenversagen kommen (Dundar und Yilmazlar 2015). Zudem
fuhrt die hepatozellulare Funktionseinschrankung zu einer reduzierten Glykogen-
synthese sowie einer ausgepragten Insulinresistenz, die auch als hepatogener

Diabetes mellitus bezeichnet wird (Fahy et al. 2009).

Es gibt zunehmend Hinweise darauf, dass insbesondere die exkretorische Funktion
der Leber von dem septischen Geschehen beeinflusst ist (Gonnert et al. 2013) und
zu einer Cholestase fuhrt (Chand und Sanyal 2007). Die exkretorische Funktion
beschreibt die Eliminierung von Endo- und Xenobiotika und wird durch verschiedene
Faktoren beeinflusst, wie z. B. die hepatozellularen Energielevel, die Aufnahme von
Molekulen Uber die basolaterale Membran und die kanalikulare Ausscheidung in die
Gallenflussigkeit (Oude Elferink und Jansen 1994). Wahrend eines pathologischen
Zustands werden die Endo- und Xenobiotika mit Hilfe von Transportproteinen aus
dem Blut Uber die basolaterale Membran in die Hepatozyten beférdert und kénnen
anschlielfend nicht mehr durch die kanalikularen Transportproteine in die Gallen-
flissigkeit ausgeschieden werden, da diese durch inflammatorische Mediatoren
beeintrachtigt sind (Szabo et al. 2002). Infolgedessen akkumulieren die Endo- und
Xenobiotika innerhalb der Hepatozyten und kdnnen potenziell hepatotoxisch wirken
(Bolder et al. 1997). Die daraus folgende Cholestase hat v. a. Auswirkungen auf
schwer kranke Patienten, die eine groRe Menge an Medikamenten erhalten. Die
exkretorische Dysfunktion korreliert stark mit der Sterblichkeitsrate von Patienten,
daher ist die akkurate Beurteilung der Leberfunktion von mafigeblicher Bedeutung
(Brun-Buisson et al. 2004).

Neue tierexperimentelle Forschungen zeigen zudem, dass die Wirtsreaktion der
Leber eine gesteigerte Biosynthese von Cholesterin beinhaltet und dadurch eine
immunmodulierende Wirkung ausubt. In einer Studie von Weber et al. wurde die Aus-
wirkung von Streptococcus pneumoniae auf die Signal- und Stoffwechselwege in
verschiedenen Geweben von Mausen untersucht. S. pneumoniae ist das haufigste
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Pathogen der ambulant erworbenen Pneumonie und kann sich als lobulére Pneu-
monie bis hin zum septischen Schock mit Leberversagen manifestieren. Die
transkriptomischen und metabolischen Analysen zeigten eine bedeutende Hoch-
regulation der Cholesterinbiosynthese in der Leber mit hohen Werten von Cholesterin
und der Vorlaufermolekile Lanosterol und Demosterol im Blutplasma. Cholesterin ist
in der Lage die zytolytische Aktivitat von Pneumolysin zu neutralisieren und somit die
Ausbreitung des Pathogens zu extrapulmonalen Organsystemen zu limitieren. Es
konnte gezeigt werden, dass die immunmodulierende Wirkung der adaptiven Wirts-
reaktion der Leber die Prognose verbessert, indem es die Mortalitat und Morbiditat
senkt (Weber et al. 2012).

Durch das septische Geschehen sind die physiologischen Funktionen der Leber, zu
denen die Eliminierung von Pathogenen und Antigenen aus dem Blut, die Protein-
synthese und Stoffwechselprozesse gehoéren, (Dhainaut et al. 2001) eingeschrankt
und konnen im vollstandigen Funktionsverlust enden. Bei septischen Patienten
wurde beobachtet, dass in der Leber eine vermehrte Apoptose zu verzeichnen ist
(Lee et al. 2013, Leist et al. 1995). Folglich kdnnte eine adaptive Stressreaktion, die
die intrazellularen Pathogene eliminiert, denaturierte Proteine und defekte Orga-
nellen abbaut und somit die Energielevel der Hepatozyten erhalt, einen neuen
Ansatz bieten, um die mdglicherweise gewebespezifische adaptive Reaktion der
Leber besser zu verstehen und mit diesem Verstandnis neue, auf mechanistischen

Prinzipien beruhende therapeutische Optionen abzuleiten.

1.3 Autophagie

1.3.1 Definition, Einteilung und Funktion

Eine neue Moglichkeit, die komplexe Dynamik der Hyperaktivierung des Entzin-
dungssystems und der zellularen Stressreaktion und damit der Begrenzung der
systemischen inflammatorischen Reaktion besser zu verstehen, koénnte die
Autophagie sein. Der Begriff stammt aus dem Griechischen und bedeutet ,selbst
fressen”. Es beschreibt einen katabolen Prozess, bei dem intrazellular defekte und
alternde Organellen, denaturierte Proteine und Bakterien mit Hilfe der lysosomalen
Maschinerie abgebaut und die entstandenen makromolekularen Bestandteile wieder

verwendet werden (Klionsky 2013). Die Autophagie (Makroautophagie) beginnt mit
9



der Bildung einer einzelnen Doppelmembran (Nukleation), die sog. isolation
membrane, die weiter heranreift, um eine phagophore zu bilden (Abb. 2). Diese
Membran stammt vom endoplasmatischen Retikulum (ER), von Mitochondrien oder
der Plasmamembran ab (Takabatake et al. 2014). Durch die Elongation der isolation
membrane an beiden Enden bildet sich schlielflich ein dreidimensionales
Autophagosom aus, welches eine Doppelmembran besitzt (Mizushima und Komatsu
2011). Wahrend dieser Maturation der phagophore werden gezielt 16sliche zyto-
plasmatische Materialien und Organellen, die abgebaut werden sollen, umschlungen.
Das Autophagosom ist frei beweglich und wandert vom Ort der Nukleation zu einem
Lysosom, um miteinander zu verschmelzen und ein Autolysosom zu bilden. Anschlie-
Rend werden sowohl die Makromolekule durch die lysosomalen Hydrolasen in ihre
wesentlichen Bestandteile degradiert, als auch die innere Membran des
Autolysosoms (Mizushima et al. 2011). Die makromolekularen Bestandteile werden
somit in das Zytoplasma freigesetzt und konnen fur anabole Stoffwechselwege und
fur die Energieproduktion wiederverwendet werden (Mannack und Lane 2015). Somit
Ubt die Autophagie einerseits eine essentielle Rolle fir die Energiegewinnung und
der Homoostase der Zelle aus, kann demgegenuber aber auch durch eine

unangemessene Aktivierung zum Zelltod fuhren (Takagi et al. 2007).

Nucleation Phagophore Autophagosome Lysosome Autolysésome

Abb. 2: Stadien des autophagischen Prozesses (Mannack und Lane 2015).

Nukleation und Bildung der isolation membrane (A). Die phagophore entwickelt sich weiter
(B), umhdllt die zytoplasmatischen Bestandteile und verschlief3t sich zum Autophagosom
(C). AnschlieRend fusioniert das Autophagosom mit dem Lysosom (D), um ein Autolysosom
zu bilden (E). Die Makromolekule werden durch die Hydrolasen in ihre Bestandteile abge-
baut und in das Zytoplasma freigesetzt.
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Bislang sind drei Formen der Autophagie bekannt: Makroautophagie (wie oben
beschrieben), Mikroautophagie und Chaperon-vermittelte Autophagie. Bei der Mikro-
autophagie werden zytoplasmatische Materialien direkt von einem Lysosom oder
einer endosomalen Membran umschlossen und abgebaut (Li et al. 2012). Bei der
Chaperon-vermittelten Autophagie werden Proteine mit einer Lys-Phe-Glu-
Arg-GIn-ahnlichen Pentapeptidsequenz selektiv vom zytosolischen Protein hsc70
(heat shock cognate protein) und Ko-Chaperonen erkannt und anschlieRend zum
Lysosom transportiert. Dort bindet der Komplex aus Substratprotein und Chaperonen
an den lysosomalen Rezeptor LAMP-2A (lysososme-associated membrane protein
type-2A). AnschlieBend wird das Protein entfaltet und im Lysosom abgebaut
(Kaushik und Cuervo 2012). Von diesen drei Formen der Autophagie ist die
Makroautophagie am Bedeutendsten und wird nachstehend lediglich als Autophagie
bezeichnet (Takabatake et al. 2014). Obwohl die Autophagie als ein Prozess der
Massendegradation beschrieben wird, wurden noch zusatzlich spezielle Arten der
Autophagie definiert. Die selektive Autophagie ist gegen spezielle Organellen, wie
z. B. Mitochondrien (Mitophagie), Peroxisomen (Pexophagie) oder intrazellulare
Bakterien (Xenophagie) gerichtet (Knodler und Celli 2011). Die Zelle muss zwischen
normalem und anormalem Zellinhalt unterscheiden. Der genaue Mechanismus dieser
Substraterkennung ist noch nicht vollstdndig bekannt. Es gibt jedoch Hinweise
darauf, dass Ubiquitin und ubiquitin-binding receptors wie beispielsweise
p62/SQSTM1 (sequestosome-1) eine Rolle spielen (Ichimura und Komatsu 2010).
Die Substrate werden selektiv mit Ubiquitin markiert, durch die Ubiquitin-Rezeptoren
erkannt und zum nachsten Autophagosom transportiert, welches auf der Oberflache
das microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3 (MAP1LC3, Saugetierortholog
des Hefeautophagie-Genes Afg8; im Folgenden als LC3 beschrieben) tragt (Kraft et
al. 2010). Insbesondere spielt die Xenophagie eine wichtige Rolle fur das ange-
borene und adaptive Immunsystem, indem sie eindringende Mikroorganismen gezielt

markiert und anschlieRend durch die autophagische Maschinerie eliminiert.

Unter physiologischen Bedingungen ist die Autophagie der grundlegende katabole
Mechanismus fir den Abbau und die Wiederverwertung von denaturierten Proteinen
und alternden Organellen. Es wird als zellulare Reaktion auf einerseits extrazellulare
Stresssituationen, z. B. Nahrstoffmangel, Hypoxie, hohe Temperaturen und anderer

seits auf intrazellulare Stresssituationen, z. B. Akkumulation von defekten und
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Uberflissigen Organellen oder zytoplasmatischen Bestandteilen, ausgeldst. In
neuesten tierexperimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass die Homdostase
des ER wahrend inflammatorischer Bedingungen gestort und an der Pathogenese
der Sepsis beteiligt ist (Ferlito et al. 2014, Ma et al. 2008). In Folge dessen sind die
Faltung und der Transport von Proteinen sowie weitere physiologische Aktivitaten
eingeschrankt (Sano und Reed 2013), wodurch es zu einer Akkumulation von
fehlgefalteten Proteinen kommt und als ER-Stress bezeichnet wird (Ron und Walter
2007). Daraufhin wird die unfolded protein response (UPR) aktiviert, um die
ER-Funktion wieder herzustellen (Pluquet et al. 2015). Wenn allerdings der Stress
die Kompensationsfahigkeit der UPR Uberschritten hat, wird die Apoptose eingeleitet
und kann im Zelltod resultieren (Hetz et al. 2013). Es konnte gezeigt werden, dass
die UPR Autophagie auslosen kann und es zur Wechselbeziehung zwischen den
Signalwegen der Autophagie und der UPR wahrend pathologischer Bedingungen
kommt (Senft und Ronai 2015). Durch die Eliminierung von z. B. fehlgefalteten
Proteinen kann die Autophagie die Energielevel erhalten und zur Homdostase der

Zelle beitragen.

Insbesondere die Leber ist ein klassisches Beispiel, in der die Autophagie wahrend
nahrstoffarmer Konditionen aktiviert wird, um z. B. Aminosauren fir die Glukoneo-
genese bereitzustellen und dadurch den Energiebedarf des Gehirns und der Erythro-
zyten zu decken (Codogno und Meijer 2005). Zudem ist die Autophagie an weiteren
physiologischen Prozessen beteiligt wie der fruhen Embryonalentwicklung
(Ravikumar et al. 2010), der Aufrechterhaltung und Wachstumskontrolle der Zelle,
der Zelldifferenzierung, Anti-aging Mechanismen und dem Neugeborenen-Hunger
(Kuma et al. 2004). Des Weiteren wurde nachgewiesen, dass die Deregulierung des
autophagischen Prozesses eine Rolle in Tumorerkrankungen, Kardiomyopathien,
Muskelerkrankungen und neurodegenerativen Erkrankungen spielt (Levine und
Klionsky 2004). Neueste Studien zeigten, dass die autophagische Aktivitat auch in
Hepatozyten von septischen Patienten gesteigert ist (Watanabe et al. 2009). Zur Zeit
ist der Einfluss und das Ausmal} des autophagischen Prozesses (autophagic flux) in

der Sepsis nicht vollumfanglich erforscht (Takahashi et al. 2013).
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1.3.2 Die zentrale Maschinerie und Regulation der Autophagie

Induktion der Autophagie

Es existieren mehr als 30 Gene, die an dem autophagic flux beteiligt sind. Die ver-
schiedenen Stadien der Biogenese des Autophagosoms unterliegen komplexen und
koordinierten molekularen Signalwegen mit einer strengen Regulierung. Die meisten
dieser SchlUsselregulatoren wurden zuerst in Saccharomyces cerevisiae identifiziert

und werden insg. als ATG (AuTophaGy-related) Gene bezeichnet (Klionsky 2012).

Das basale Niveau der Autophagie ist unter physiologischen Bedingungen in den
Zellen niedrig, wodurch effektive Mechanismen gebraucht werden, um die
Autophagie unter Stressreaktion zu induzieren. Ein zentraler Inhibitor der Autophagie
ist die serine/threonine protein kinase mTOR (mechanistic target of rapamycin). Der
mTOR-Komplex besteht aus mLST8 (mammalian lethal with SEC13 protein 8) und
Raptor (regulatory associated protein of mTOR) (Jacinto 2008). Bei der Untereinheit
Raptor wird vermutet, dass es den mTOR-Komplex zu den gezielten Lokalisationen
der Signalaufnahme befordert. Unter nahrstoffreichen Bedingungen ist mTOR aktiv
und koordiniert das Zellwachstum und die Proliferation und blockiert die Autophagie,
indem es ULK1 (uncoordinated 51-like kinase 1; Saugetierortholog des Hefe-
autophagie-Genes Atg7) durch Phosphorylierung negativ reguliert (Wong et al.
2013). Bei nahrstoffarmen Konditionen, wie z. B. bei Aminosaure- oder Energie-
mangel, wird mTOR durch die AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK) inhibiert. Bei
einer Veranderung des ATP:AMP-Verhaltnisses durch den Anstieg von AMP
(Adenosinmonophosphat) wird die AMPK aktiviert und inhibiert anabole Stoffwechsel
und unterstitzt die katabolen Prozesse. Durch die Inhibierung von mTOR und die
anschlieBende Aktivierung von ULK1 steigt die Bindungsaffinitat zwischen UKL1 und
Atg13, FIP200 (focal adhesion kinase family-interacting protein of 200 kD;
Saugetierortholog des Hefeautophagie-Genes Afg717) und Atg101 (Behrends et al.
2010). Der Komplex aus Atg1-Atg13-Atg17-Atg101 rekrutiert weitere Atg-Proteine
zum Ort der Autophagosombildung (Kawamata et al. 2008). Es konnte zudem
gezeigt werden, dass ULK1 gezielt zu bestehenden Membranstrukturen geleitet wird,
die das Membran Uberspannende vacuole membrane protein 1 (VMP1) des ER
beinhalten und flir die spatere Bildung der Autophagosommembran bendétigt wird

(Carlsson und Simonsen 2015). In Saccharomyces cerevisiae wurde
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herausgefunden, dass eine phagophore assembly site (PAS) existiert, wohingegen
es bei Saugetieren multiple Lokalisationen fur die Formation des Autophagosoms
und der Rekrutierung der Atg-Proteine gibt (He und Klionsky 2009). Des Weiteren
inhibiert UKL1 den mTOR-Komplex und erzeugt dadurch eine positive Ruck-
kopplungsschleife im autophagic flux (Jung et al. 2011). Die Aktivierung von ULK1
und die weitere Komplexbildung ist essenziell fur die Induktion der Autophagie
(Russell et al. 2013).

Ferner konnte gezeigt werden, dass die HO-1, die unter inflammatorischen Bedin-
gungen hochreguliert wird, neben ihren antiinflammatorischen Wirkungen auch die
Autophagie positiv beeinflusst. Insbesondere in Hepatozyten interagiert die HO-1
z. B. direkt mit dem class Ill phosphoinositol-3 kinase (PI(3)K)-Komplex, um die
Autophagie zu induzieren. Dadurch schutzt die HO-1 vor dem Zelltod der Hepato-
zyten und wirkt protektiv gegen Organfunktionsstérungen. Es zeigte sich, dass ein
knockdown der HO-1 die Induktion der Autophagie verhinderte und dadurch eine ver-
mehrte hepatozellulare Schadigung, Apoptose und eine gesteigerte Sterblich-

keitsrate bewirkte (Carchman et al. 2011).

Formation des Autophagosoms

Der vollstandige ULK1-Komplex fuhrt zur Rekrutierung des class /ll PI(3)K-
Komplexes, auch vacuolar protein sorting 34 (VPS34)-Komplex genannt, der fur den
nachfolgenden Signalweg der Nukleation der Vesikelmembran und den Aufbau des
Autophagosoms benétigt wird. Es existieren drei verschiedene VPS34-Komplexe: |, Il
und Ill. Der Komplex | ist ein Bestandteil des Plasmamembran-assoziierten Insulin-
signalweges und kontrolliert die Aktivitat von mTOR und somit indirekt die
Regulierung des autophagischen Prozesses. Der zweite Komplex beeinflusst die
Autophagie nicht, sondern hat seine Funktion im endosomalen Netzwerk. Der
Komplex Il hat einen positiven Einfluss auf die Induktion der Autophagie und ist zu-
sammengesetzt aus der katalytischen Untereinheit VPS34, Beclin-1 (Saugetier-
ortholog des Hefeautophagie-Genes Atg6), p150 (serine/threonine kinase Vps15)
und Atg14L. Beclin-1 wird als primar regulierende Untereinheit des class /ll VPS34-
Komplexes betrachtet und wird durch die aktivierte ULK1 phosphoryliert, dieses fuhrt
zu einer Aktivitatserhbhung des class /Il VPS34-Komplexes. Atg14L soll Uber die
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Fahigkeit der Erkennung, Stabilisierung und Generierung von Membrankurvaturen
verfugen und bindet speziell Membrane, die mit PI3P (Phosphatidylinositol 3-
phosphat) angereichert sind (Fan et al. 2011). Es existiert ein zweiter
class 11l VPS34-Komplex, der die Autophagie auch positiv reguliert und anstelle von
Atg14L UVRAG (UV-irradiation-resistance-associated gene protein) beinhaltet (Liang
et al. 2006). Weitere Proteine wie z. B. AMBRA1 (activating molecule in Beclin1-
regulated autophagy) und Bif-1 (Bax-interacting factor 1) haben ebenso wie UVRAG
und Atg14L einen positiven Einfluss auf die Autophagie (Takabatake et al. 2014).
Bif-1 bindet indirekt Gber UVRAG an Beclin-1 und kann ebenfalls, wie Atg14L,
Membrankurvaturen erkennen sowie induzieren (McKnight und Zhenyu 2013).
Darlber hinaus gibt es einen inhibitorischen class /Il VPS34-Komplex, der sich aus
VPS34, p150, Beclin-1, UVRAG und Rubicon (RUN domain protein as Beclin1
interacting and cysteine-rich containing) zusammensetzt. Dieser Komplex verhindert
nicht nur die Induktion der Autophagie, sondern auch die Reifung des
Autophagosoms (Kang et al. 2011). Eine weitere Aufgabe des VPS34-Komplexes ist
es, Effektor-Proteine zu rekrutieren, um das lokale VPS34-Signal zur nachgeschal-
teten Membrangestaltung und Autophagosombildung weiterzuleiten. Der VPS34-
Komplex rekrutiert die zwei zusammenhangenden ubiquitindhnlichen Konjugations-
systeme Atg12-Atg5-Atg16L und Atg8-Phosphatidylethanolamin (Atg8-PE) zur
phagophore, welche eine entscheidende Rolle in der frihen Entwicklung des
Autophagosoms und somit in der Elongation der isolation membrane und der Vervoll-
standigung des Autophagosoms spielen (Suzuki et al. 2007). Des Weiteren wird die
WIPI (WD-repeat protein interacting with phosphoinositides, Saugetierortholog des
Hefeautophagie-Genes Atg718) Familie rekrutiert, die in Sdugetieren aus WIPI1 und
WIPI2 besteht (Polson et al. 2010). Es wurde erst kirzlich nachgewiesen, dass
WIPI2 fur die Rekrutierung von Atg16L verantwortlich ist, welches wiederum den
Atg12-Atg5-Komplex mobilisiert (Mannack und Lane 2015).

Die erste ubiquitinahnliche Konjugationsreaktion umfasst die kovalente Bindung von
Atg5, ein friher Marker der Autophagosombildung (Hailey et al. 2010), an Atg12.
Zunachst wird Atg12 durch Atg7 (E71-like enzyme) aktiviert, auf Atg10 (E2-like
enzyme) Ubertragen und anschliefend an den internen Lysin-Rest vom Substrat
Atg5 kovalent gebunden. Der Atg12-Atg5-Komplex interagiert anschlie®end nicht-
kovalent mit Atg16L. Dieses wird bendtigt, um den grolReren Atg12-Atg5-Atg16L-
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Komplex an die phagophore zu binden, indem es direkt mit FIP200 interagiert
(Nishimura et al. 2013). Der Atg12-Atg5-Atg16L-Komplex fungiert nun als eine
E3-Ligase (Noda und Inagaki 2015). In der zweiten Konjugationsreaktion wird LC3
mit PE gebunden, der als Anker an der Vesikelmembran agiert. In Saugetieren
werden drei Mitglieder der Atg8-Familie anhand ihrer Aminosaurefrequenz unter-
schieden: MAP1LC3, GABARAP (y-aminobutyric acid receptor-associated protein)
und GATE-16 (Golgi-associated ATPase enhancer of 16 kDa). Im Menschen existiert
ein GATE-16-Gen, zwei GABARAP-Gene und vier Map1/c3 (Lc3)-Gene (Lc3A, Lc3B,
Lc3B2 und Lc3C). LC3 wurde zuerst identifiziert und spielt nachweislich eine wichtige
Rolle in der Autophagie und wird u.a. fur die Expansion des Autophagosoms
bendtigt. Hingegen sind GATE-16 und GABARAP fur den Verschluss des
Autophagosoms essentiell (Weidberg et al. 2010). GATE-16 interagiert mit dem Golgi
v-SNARE (vesicle-associated N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein
receptors) GOS-28 als auch mit dem NSF (N-ethylmaleimide-sensitive factor) und
fuhrt dadurch zur Aktivierung der ATPase (Adenosintriphosphatase). Bei Betrachtung
von GABARAP wurde zusatzlich gezeigt, dass es ein zytosolischer Faktor der Regu-
lation des intrazellularen Transports von der y2-Untereinheit vom GABAa-Rezeptors
ist (Slobodkin und Elazar 2013). Tierexperimentelle Studien der Atg8-Familien-
mitglieder zeigten, dass sie eine strukturelle Gemeinsamkeit mit Ubiquitin besitzen
(Shpilka et al. 2011). Insbesondere wird LC3B als wesentlicher Marker flr die
Formation des Autophagosoms angesehen (Kimura et al. 2007) und ist zudem das

einzige Autophagie-Protein, dass am ausgereiften Autophagosom gebunden bleibt.

LC3 ist im Zytosol lokalisiert und wird unmittelbar nach der Synthese durch die
Cysteinprotease Atg4 gespalten, um einen konservierten C-terminalen Glycinrest zu
enthullen und wird als LC3-I bezeichnet. Anschlieend aktiviert Atg7 LC3-I und Uber-
tragt es auf Atg3. Der Atg12-Atg5-Atg16L-Komplex (E3-Ligase) konjugiert danach PE
an den freigelegten Glycinrest von LC3-l und es entsteht LC3-ll, das an beiden
Seiten der phagophore lokalisiert ist (Kabeya et al. 2000). Atg8 kontrolliert und unter-
stutzt das Wachstum des Autophagosoms, was auf die Fahigkeit der Erkennung von
Membrankurvaturen zurlckgefuhrt wird (Xie et al. 2008). Ein wesentlicher
Unterschied zwischen den beiden Konjugationssystemen ist, dass der Atg12-Atg5-
Komplex konstitutiv konjugiert wird, wohingegen die kovalente Bindung zwischen

Atg8 und PE eine Folge der Hochregulierung der Autophagie ist (Tanida et al. 2004).
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Die Signalwege der Induktion und Entstehung des Autophagosoms sind in Abb. 3
graphisch dargestellt.
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Abb. 3: Darstellung der Maschinerie der Autophagosombildung wahrend
nahrstoffarmer Konditionen (Mannack und Lane 2015).

Der mTOR-Komplex wird z. B. wahrend Aminosaure- oder Energiemangel durch die AMPK
inhibiert (A) und dadurch wird der ULK1-Komplex aktiviert (B).Der VPS34-Komplex wird
rekrutiert und hat eine aktivierende oder inhibierende Wirkung auf die Autophagosombildung
(C). Der Atg12-Atg5-Atg16L-Komplex wird fur die Formation des Autophagosoms konjugiert
(D). Fur die Konjugationsreaktion von LC3 und PE werden Atg4, Atg7 und Atg3 bendétigt (E).
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Membranbiogenese und Vesikel trafficking

Es wird angenommen, dass die Membranen fur die Formation des Autophagosoms
von der Plasmamembran, dem ER, der Mitochondrien oder vom Golgi-Apparat ab-
stammen. Dieser Prozess der Vesikelnukleation ist einer der ungeklarten Aspekte
der Autophagie. Der Mechanismus, mit dem die zusatzlichen Membranen zum Ort
der Autophagosombildung gelangen und mit der wachsenden phagophore fusionie-
ren, ist noch unklar (Tooze 2013). Zur Biogenese des Autophagosoms werden
SNARE-Proteine (soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein attachment
rezeptors), die den Kopplungsprozess zwischen der Fusion von Transportvesikeln
und gezielten Organellen herstellen, bendtigt. SNARE-Proteine konstruieren spezifi-
sche Bindungspartner - einen fur jedes Kompartiment, das an der spateren Fusion
beteiligt ist - wodurch die Vesikel nur mit dem dazugehdorigen Kompartiment fusionie-

ren kénnen, die die spezifisch verwandten SNARE-Proteine tragen.

Da sich verschiedene Membrane mit der Autophagosombildung in Verbindung
bringen lassen, ist es auch moglich, dass der Ursprung der Membrane flir das
Autophagosom unterschiedlich ist (Hailey et al. 2010). In tierexperimentellen Studien
wurde festgestellt, dass Atg9 eine Rolle in dem Vesikel ftrafficking der Plasma-
membran spielt und FIP200 im Signalweg des Aufbaus des Autophagosoms nachge-
schaltet ist (He et al. 2008). Atg9 ist an der Plasmamembran lokalisiert und wird
mittels Clathrin-vermittelter Endozytose internalisiert und zuerst zu den frihen
Endosomen und anschlielend zu den recycling-endosomes (REs) transportiert. Zu-
satzlich zum Atg9 ftrafficking wurde nachgewiesen, dass auch Atg16L an der
Plasmamembran von vesikularen Tragern (Clathrin-umhdllte Strukturen) durch Endo-
zytose internalisiert und anschlieRend zu REs transportiert wird (Mijaljica et al. 2012).
Die Atg9- und Atg16L-Vesikel fusionieren spater miteinander, in einer sog. homotypic
fusion. Diese intrazellulare Vesikelfusion ist SNARE-abhangig, wobei das relevante
SNARE-Protein fur diesen Vorgang das VAMP3 (vesicle-associated membrane
protein 3) ist (Puri et al. 2014). Durch die homotypic fusion bildet sich ein Tubulus
aus, der sich in die phagophore ausbildet. Ein knockdown des VAMP3-Gens zeigte,
dass die Vesikelfusion von Atg9 und Atg16L stark beeinflusst ist. (Nair und Klionsky
2011). DarlUber hinaus zeigte sich, dass Atg9 nicht direkt am Autophagosom
gebunden wird, sondern wahrscheinlich nur flichtig mit der phagophore in einem

,Kiss and run’-Fusionsvorgang interagiert, um Membranstlicke beizusteuern.
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Zusatzlich konnte festgestellt werden, dass Rab33b (Ras-related in brain 33b) mit
Atg16L interagiert und es dadurch zum nachsten Autophagosom rekrutiert (Itoh et al.
2008).

Ein weiterer Ursprung der Membranbiogenese ist die auRere Membran der Mito-
chondrien. Es konnte nachgewiesen werden, dass zuerst der frihe Autophagosom-
marker Atg5 vorribergehend an den Mitochondrien lokalisiert ist, gefolgt von dem
spateren Autophagosommarker LC3. Zusatzlich konnten fail-anchor-Proteine der
aulderen Mitochondrienmembran an Autophagosomen dargelegt werden. Durch eine
Funktionsstérung der Mitochondrien mittels der Erschépfung von Mitofusin-2 (MFN2)
konnte gezeigt werden, dass die Autophagosombildung unmittelbar eingeschrankt ist
(Hailey et al. 2010). Vor kurzem wurde die MAM (mitochondrial-associated
membrane at the ER) als eine mogliche Stelle der Initierung der Autophagosom-
bildung identifiziert (Hamasaki et al. 2013). Dort konnten wichtige Proteine der
Formation des Autophagosoms nachgewiesen werden, wie z. B. Beclin-1 und Atg14L
(Mannack und Lane 2015).

Reifung und Abbau des Autophagosoms

Sobald sich das Autophagosom vollstandig ausgebildet hat, muss es zum endo-
zytischen System wandern, mit diesem fusionieren und anschlief’end den Inhalt zur
Degradation freigeben. Die genaue zeitliche Koordinierung dieses Vorgangs ist ent-
scheidend und darf erst beginnen, wenn die phagophore sich vollstandig geschlos-
sen hat (Levine und Klionsky 2004). Demnach mussen Fusionsfaktoren in der Lage
sein, ein vollstandig gereiftes Autophagosom zu erkennen. Eines dieser Signale wird
durch die Proteine der Atg8-Familie vermittelt, die an der Bildung und dem Ver-
schluss der phagophore beteiligt sind, um das vollstandige Autophagosom zu bilden
(Puissant et al. 2012). In Saccharomyces cerevisiae konnte nachgewiesen werden,
dass Atg8 sich von der aulieren Membran entfernt und somit ein positives Signal fur
die Fusionsfahigkeit des Autophagosoms darstellt (Yu et al. 2012). Es ist noch nicht
erforscht, ob dieser Vorgang auch in Saugetieren stattfindet, da manche Mitglieder
der Atg8-Familie, wie z. B. LC3, fur die Bewegung vom Autophagosom zum Lysosom
bendtigt werden. Im Gegensatz dazu ist belegt, dass andere wichtige Proteine der
Autophagosombildung, wie Atg16L und der ULK1-Komplex, am ausgebildeten
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Autophagosom fehlen. Das Autophagosom kann mit frihen oder spaten Endosomen
fusionieren, um ein Amphisom zu bilden, welches anschlieffend mit einem Lysosom
fusioniert, um ein Autolysosom zu erzeugen (Liou et al. 1997). Es ist auch moglich,
ein Autolysosom direkt durch die Autophagosom-Lysosom-Fusion zu bilden (Ganley
2013). Das Zytoskelett spielt eine entscheidende Rolle in dem Transport des
Autophagosoms innerhalb der Zelle. Mikrotubuli und Aktinfilamente bilden ein
zusammenhangendes Netzwerk, welches gemeinsam mit Motorproteinen ein Trans-
portsystem fur Vesikel, Organellen und Autophagosomen bildet (Monastyrska et al.
2009). Fur die Koordination der Fusion zwischen dem endozytischen System und
dem Autophagosom werden drei Proteinfamilien benétigt: Rab GTPasen, membrane-
tethering-Komplexe und SNAREs. Rab-Proteine sind an spezifischen Membranen
lokalisiert und werden durch GTP-Austauschfaktoren (guanine nucleotide-exchange
factors, GEFs) aktiviert, indem sie ein gebundenes GDP (Guanosindiphosphat)
gegen ein GTP (Guanosintriphosphat) austauschen. Durch die Bindung von GTP
unterzieht sich das Rab-Protein einer Konformationsanderung und dadurch wird die
Interaktion mit den Effektor-Proteinen ermdglicht. Eine wesentliche Rolle spielt das
Rab7-Protein, dass nicht nur flir den Transport des Autophagosoms zum endo-
zytischen Systems bedeutend ist, sondern auch fur die Fusion zwischen diesen
Kompartimenten, indem es an die Untereinheit VPS39 des HOPS (homotypic fusion
and vacuolar protein sorting) endosome-autophagosome tethering-Komplex bindet
(Mannack und Lane 2015, Hyttinen et al. 2013). Es konnte gezeigt werden, dass
durch die Blockierung der Rekrutierung von Rab7 die Fusion zwischen
Autophagosom und endozytischem System inhibiert wird (Ganley et al. 2011).
Rab-Proteine werden durch spezifische GTPase-activating proteins (GAPs) deakti-
viert, indem das gebundene GPT unter Abspaltung eines Phosphat-Restes zu GDP
hydrolysiert wird. OATL1 (ornithine aminotransferase-like 1) ist ein GAP und wird
durch die Interaktion mit Mitgliedern der Atg8-Familie, v. a. durch GABARAP, zum
Autophagosom rekrutiert (Mannack und Lane 2015). Rab33b bindet Atg16L und
rekrutiert in Folge den Atg12-Atg5-Komplex zur phagophore. Es konnte gezeigt
werden, dass Rab33b ein Substrat von OATL1 ist. Durch seine Gap-Aktivitat spielt
OATL1 eine entscheidende Rolle in der Fusion zwischen Autophagosom und
Lysosom (Itoh et al. 2011). Der class /Il VPS34-Komplex, der UVRAG beinhaltet,
spielt nicht nur eine Rolle in der Formation des Autophagosoms, sondern auch in der
Fusion des Autophagosoms mit dem endozytischen System. UVRAG stimuliert

20



VPS34 und bindet an die Untereinheit VPS16 des HOPS-tethering-Komplex (Kim et
al. 2015). Die Rekrutierung der tethering-Moleklle bewirkt, dass die zu fusionie-
renden Kompartimente in unmittelbare Nahe zueinander gebracht werden. Der
HOPS-tethering-Komplex wird fur die Fusionierung von Endosom und Lysosom
bendtigt. Obwohl es noch keinen direkten Beweis gibt, dass der HOPS-tethering-
Komplex auch eine Rolle in der Fusion zwischen Autophagosom und Lysosom
ubernimmt, wird davon z.Zt. ausgegangen, da es mit Rab7 interagiert (Ganley
2013). Die tethering-Komplexe stimulieren im Anschluss die SNARE-Proteine, die
den eigentlichen Kopplungsprozess durchfiihren. Um den Zusammenschluss zweier
Membrane zu gewahrleisten, muss ein R-SNARE (mit einem Argininrest im SNARE-
Motiv) an der donor-Membran und drei Q-SNARE (mit einem Glutaminrest im
SNARE-Motiv) in der acceptor-Membran lokalisiert sein (Jahn und Scheller 2006).
Durch das ,zipping-up” von multiplen SNARE-Komplexen zu einer Vierfach-Helix-
Struktur wird bewirkt, dass die gegenuberliegenden Lipiddoppelschichten zusam-
menkommen und miteinander fusionieren. Es wurde gezeigt, dass die Q-SNAREs
VAMPS8 und Vti1b (vesicle transport through interaction with t-SNAREs homolog 1B)
an der Fusion des Autophagosoms wahrend der Beseitigung von intrazellularen
Bakterien beteiligt sind (Furuta et al. 2010). Zudem wurde herausgefunden, dass
auch der Atg12-Atg5-Komplex zu der Autophagosom-Lysosom-Fusion beitragt.
TECPR1 (Tectonin beta-propeller repeat containing 1) ist ein tethering-Molekul, das
an Autolysosomen lokalisiert ist und den Atg12-Atg5-Komplex und PI3P bindet und
dadurch das tethering und die Fusion zwischen Autophagosom und Lysosom
vermittelt (Chen et al. 2012).

Nach der erfolgreichen Fusion wird die innere Membran des Autolysosoms in
Abhangigkeit von lysosomalen oder vesikularen sauren Hydrolasen, Proteinasen A,
B und Cathepsin B, D und L abgebaut. Die daraus entstandenen Makromolekiile,
insbesondere die Aminosauren, werden wieder in das Zytosol transportiert und fir

die Proteinsynthese und Aufrechterhaltung der zellularen Funktionen verwendet.
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2 Ziele der Arbeit

Trotz verminderter Mortalitatsraten aufgrund optimierter supportiver Therapien ist die
Sepsis eine lebensbedrohliche Erkrankung und stellt fortbestehend ein wesentliches
klinisches Problem dar. Eine UberschieBende inflammatorische Wirtsreaktion,
charakterisiert durch einen Zytokinsturm, oxidativen Stress und Sequestration von
neutrophilen Granulozyten, sind grundlegende Komponenten des Sepsis-
assoziierten Organversagens. In dieser Arbeit stand die Leber im Vordergrund, da
sie bei einer schweren Sepsis als das zentrale Organ angesehen wird und als

Prognose-limitierend gilt.

Die Regulation der Autophagie kdnnte ein neuer Aspekt sein, um die komplexen
biologischen Mechanismen der Sepsis besser zu verstehen. Das Ausmal} des
autophagischen Prozesses (autophagic flux) in der Sepsis ist noch nicht umfassend
verstanden. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, anhand von unterschiedlichen
Phanotypen (Ratten mit polymikrobieller Sepsis, mittels kardialer EF nach Uberleben
stratifiziert) herauszufinden, ob eine vermehrte Autophagie in der Leber einen
prognostischen Vorteil (= Uberleben) erbringt, indem es die zelluldren Energielevel
aufrechterhalt, Proteinaggregate und Mitochondrien eliminiert und intrazellulare

Bakterien beseitigt.
Aufgestellt wurden folgende Arbeitshypothesen:

e Autophagie wahrend der Wirtsreaktion ist ein Prognose-bestimmender Faktor

e Die Induktion einer polymikrobiellen Sepsis fuhrt in Abhangigkeit von dem
prognostizierten Verlauf zu differenziellen Expressionsmustern zwischen den
Untersuchungsgruppen

e Die frihe Autophagosombildung in den ersten 6h der Sepsis ist

prognoseentscheidend

Fir die Simulation einer polymikrobiellen Sepsis wurde das PCIl-Modell (peritoneal
contamination and infection) angewandt. In Zusammenarbeit mit Prof. Mervyn Singer
(UNIVERSITY COLLEGE HOSPITAL, LONDON) wurde die kardiale EF als Prognose-
bestimmender Faktor analysiert und die Tiere zu einem frihen Zeitpunkt (6 h) in

prognostizierte Uberlebende und versterbende Individuen stratifiziert.
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Zur Uberpriifung der Arbeitshypothesen wurde das Genexpressionsmuster von ent-
scheidenden Schllsselparametern der Autophagie mit Hilfe der real-time quantitative
PCR (gPCR) in Leberhomogenaten ermittelt. Des Weiteren wurde der autophagische
Prozess auf Proteinebene mittels Western Blot untersucht. Die gewonnenen Daten
bezlglich der Transkripte und Proteinmodifikationen von Schrittmachermolektlen
wurden abschlieBend mit den klinischen Parametern (Zytokinantwort, Organ-

funktionsparameter) der stratifizierten Ratten verglichen.

In der vorliegenden Arbeit wurde davon ausgegangen, dass die Autophagie in den
Leberhomogenaten wahrend der Wirtsreaktion ein Prognose-bestimmender Faktor
ist und ein unterschiedliches Expressionsmuster zwischen den septic survivors und

den septic non-survivors besteht.
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3 Material und Methoden
3.1
3.1.1 Chemikalien

Materialien

Tab. 1: Liste der verwendeten Chemikalien.

Chemikalie

Hersteller

30 % Acrylamid

APS

Brilliant®ll SYBR Green®qPCR Master Mix
Bromphenolblau

Clarity Western ECL Substrate
DEPC-Wasser

EDTA

Glycerin

Glycine

HCI

Methanol

NaCl

Phosphatase-Inhibitor Cocktail 3

Precision Plus Protein Western C Standards

Precision Protein StrepTactin-HRP
Conjugate

Protease-Inhibitor Cocktail
RLT-Puffer

Saccharose

SDS

Sodium Orthovanadat

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Deutschland

Sigma-Aldrich Co. LLC.,
United States

Stratagene - Agilent Technologies,
United States

Sigma-Aldrich Co. LLC.,
United States

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Deutschland

Sigma-Aldrich Co. LLC.,
United States

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Deutschland

Sigma-Aldrich Co. LLC.,
United States (Cat. No.: P0044)
Bio-Rad Laboratories GmbH,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Deutschland

Sigma-Aldrich Co. LLC.,
United States (Cat. No.: P8340)
Qiagen GmbH,

Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Deutschland

Sigma-Aldrich Co. LLC.,
United States

Sigma-Aldrich Co. LLC.,
United States
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Carl Roth GmbH + Co. KG,

TEMED Deutschland

. Carl Roth GmbH + Co. KG,
Tris-HCI Deutschland

, Sigma-Aldrich Co. LLC.,
Triton X-100 United States
Trizma base Sigma-Aldrich Co. LLC.,

United States

Tween 20 Sigma-Aldrich Co. LLC.,

United States
Sigma-Aldrich Co. LLC.,

B-Mercaptoethanol United States

3.1.2 Primare und sekundare Antikorper fir SDS-PAGE und Western Blot

In Tab. 2 und Tab. 3 sind die primaren und sekundaren Antikorper mit der jeweils
eingesetzten Verdlinnung, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden,

dargestellt.

Tab. 2: Primére Antikorper.

Antikorper produziert in Hersteller Verdiinnung Produkt-
nummer
Anti-LC3B antibody Kaninchen focamPle 41000 ab48394
. Cell Signaling
Beclin-1 (D40CS) 1 aninchen Technology, ~ 1:1000 3495
Rabbit mAb .
United States
Phospho-Beclin-1 Cell Signaling
(Ser93) (D9ASG) Kaninchen Technology, 1:1000 14717
Rabbit mAb United States
Cell Signaling
GAPDH (14C10) . _
Rabbit mAb Kaninchen Technology, 1:1000 2118

United States
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Tab. 3: Sekundare Antikorper.

Antikorper produziert in Hersteller Verdiinnung Produkt-
nummer

Peroxidase Jackson

AffiniPure Donkey ImmunoResearch . 711-035-

Anti-Rabbit IgG ~ =°¢ Laboratories, 1:2000 152

(H+L) United States

3.1.3 Primer fir die gPCR

Tab. 4: Sequenzen der Primer, welche von biomers.net GmbH (Deutschland) bezogen

wurden.

Primer Sequenz5'-3' Produkt (bp)

Lc3 fw: GCC AGA GGC ACC TGT TAG AG 147
rv: GGC TGC TAC AGA CCATAG GC

Atg5 fw: TTT GAC GCT GGT AAC TGA CAAAGT G 162
rv: CAA GGC AGA GCT GAG CTT GAT G

Atg12 fw: CAC CAC TGC ACCTGC CTCATTTTT AACTC 77
rv: ATG GCA CAC ATG GCT GAG GAC TAC TCT G

Atg16L fw: ATC AAT GCG GTG GCG TGG GC 133
rv: TCC AAA ATG GGC TGC GGG GT

Becn1 fw: GGT AGC TTT TCT GGA CTG TGT GCA GCA G 109
rv: GTC TTC AAT CTT GCC TTT CTC CAC GTC C
fw: TCT GGA ATG GAA GGA GAT GC

Hmox1 109

rv: ACAGTT CTG GGG CTCTGT TG

3.1.4 Referenzgene fiir die gPCR

Fur die Analyse von den untersuchten Genen (Lc3, Atgb, Atg12, Atg16L, Becn1,
Hmox1) wurden Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase (Hprt), Hydroxymethyl-
bilan-Synthase = (Hmbs), Aktin  (Actb) und  Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (Gapdh) als Referenzgene verwendet, deren Primer von biomers.net
GmbH bezogen wurden. HPRT ist ein Enzym des Purinstoffwechsels (Sculley et al.
1992). HMBS ist ein Enzym der Porphyrin-Biosynthese (Greenbaum et al. 2003).
ACTB ist ein Strukturprotein des Zytoskeletts (Guo et al. 2013). GAPDH ist ein
Enzym der Glykolyse, welches stets in einer stabilen Menge transkribiert wird
(Tristan et al. 2011).
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Tab. 5: Sequenzen der Primer fiir die Referenzgene.

Primer Sequenz 5' - 3' Produkt (bp)

fw: CTC ATG GAC TCAGGAC

Hprt rv: GCA GGT CAG CAT AGC C 123

Himbs fw: ATG ATC CTG AGC TTC G 116
rv: GTA CAG TTG CTT CAT C

Acth fw: GTC CAC CTT CCA GCA GAT GT 115
rv: AAG GGT GTA AAA CGC AGC TC

Gapgh W GCT CTCTGC TCC TCC CTG TT 108

p rv: GAT ACG GCC AAA TCC GTT CAC

3.1.5 Kits

Tab. 6: Verwendete Kits.

Kit Hersteller

Qiagen GmbH,

RNeasy® Mini Kit Deutschland

Thermo Fisher Scientific,
United States
Sigma-Aldrich Co. LLC.,
United States

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (K1622)

BCA Kit for Protein Determination

3.1.6 Geriate

Tab. 7: Geréte.

Gerat Hersteller

Thermo Fisher Scientific,
United States

Eppendorf AG.,

Deutschland

Tecan Trading AG.,

Schweiz

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific,
United States

37 °C Brutschrank Heraeus

Centrifuge 5414 D

ELISA Reader

Gelkammer

Laufvorrichtung Gele (Mini-PROTEAN Tetra Cell)

NanoDrop® 2000¢ Spectrophotometer



Peltier Thermal Cycler

Precision Liquid Handling System CAS-1200™
QlAcube

QlAxcel

Rotor-Gene rotary analyzer

Schdttler (Typ REAX 2000)

Spannungsquelle (Power Pac 200)
Taschenkamm 10 well, 0,75 mm

Thermomixer Comfort

TissuelLyser LT

Vorrichtung fir Proteintransfer (Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell)

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Deutschland

Qiagen GmbH,

Deutschland

Qiagen GmbH,

Deutschland

Qiagen GmbH,

Deutschland

Qiagen GmbH,

Deutschland

Heidolph Instruments GmbH
& Co.KG, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Deutschland

Eppendorf AG.,

Deutschland

Qiagen GmbH,

Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Deutschland

3.1.7 Verbrauchsmaterialien

Tab. 8: Verbrauchsmaterialien.

Gerat Hersteller

Pipettenspitzen Egﬂfsnci?:ng& :

e Tps (014 200 Cetecnane
Eppendorf AG.,

Safe-Lock-Reaktionsgefalle
96-well Platte (F-Bottom)

50 ml Cellstar Reaktionsgefalle
PVDF-Membran
Whatman-Papier

Pads

Deutschland

Greiner Bio-One International GmbH,
Osterreich

Greiner Bio-One International GmbH,
Osterreich

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Deutschland




3.2 Methoden
3.2.1 Studiendesign

Die vorliegende Arbeit beschreibt eine stratifizierende, randomisierte und kontrollierte
tierexperimentelle Studie an 32 Ratten in Kooperation mit Prof. Mervyn Singer
(UNIVERSITY COLLEGE HOSPITAL, LONDON), der kryokonservierte Leberpraparate gene-
rierte und fur die vorliegende Arbeit zur Verfligung stellte. Die Tiere wurden nach
dem Zufallsprinzip in eine Untersuchungsgruppe (PCI-Gruppe, n =20) und in eine
Kontrollgruppe (control, n = 12) aufgeteilt. In den Ratten der Untersuchungsgruppe
wurde auf Grundlage des PCI-Modell-Protokolls (Gonnert et al. 2011) durch i. p.
Applikation einer mikrobiologisch validierten, humanen Stuhlsuspension eine poly-
mikrobielle Sepsis induziert. Den Tieren der Kontroligruppe wurde statt des
gepoolten, erregerhaltigen Stuhls eine Kochsalzlésung injiziert. Die Versuchstiere
wurden anschlielend mittels transthorakaler Echokardiographie (Vivid 7; GE
Healthcare) zu einem frilhen Zeitpunkt (6 h) hinsichtlich Uberlebenswahrschein-
lichkeit innerhalb 48 h nach etabliertem Protokoll stratifiziert (Rudiger et al. 2013).
Anhand der kardialen EF wurden die Tiere in prognostizierte septic survivors
(EF > 170 uL) und septic non-survivors (EF < 170 pL) eingeteilt (Tab. 9).

Tab. 9: Darstellung der Aufteilung der Untersuchungsgruppe (septic survivors, septic

non-survivors) anhand der EF und der Kontrollgruppe in Abhédngigkeit von der Zeit.

6h 24 h 72 h
septic survivors _ _ _
(EF tgn > 170 pL) n=4 n=4 n=4
septic non-survivors _ _

(EF tgn < 170 pL) n=4 n=4
control n=4 n=4 n=4
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3.2.2 Tiermodell
3.2.21 Polymikrobielle Sepsis

Die Induktion der polymikrobiellen Sepsis mit anschliellendem Monitoring erfolgte
nach dem etablierten Protokoll des PCI-Modells nach Gonnert et al. (Gonnert et al.
2011). Unter lokaler Anasthesie (Isofluran 2 %) wurde den mannlichen Wistar-Ratten
(12-14 Wochen alt mit einem ungefahren Koérpergewicht von 300 g) Polyvinylchlorid-
(PVC)-Rbhrchen (innerer Durchmesser: 0,58 mm; aul3erer Durchmesser: 0,96 mm;
Biocorp Ltd, Huntingdale, Australien) in die rechte Vena jugularis und die linke Arteria
carotis eingefuhrt und durch eine Inzision am Nacken wurden die Rohrchen subkutan
nach AufRerhalb verlagert. Die Rohrchen wurden anschlieRend an einem Haltegurt-
System befestigt (Instech, Plymouth Meeting, PA, United States), um der Ratte eine
unbehinderte Bewegung im Kafig und freien Zugang zu Wasser und Futter zu
ermdglichen. Fir eine fortlaufende Uberwachung des mittleren arteriellen Blut-
druckes wurde der arterielle Gefaldizugang mit einem Druckwandler verbunden und
mit einem 76-channel Powerlab system und einer Chart 5.0 acquisition software
aufgezeichnet (Powerlab, AD Instruments, Chalgrove, Oxon, UK). Eine subkutane
Buprenorphin-Injektion (0,05 mg/kg) (Vetergesic, Reckitt Benckiser, York, UK) wurde
zur Schmerzreduktion vor der Beendigung der Anasthesie administriert. Die Katheter

wurden mit 0,1 ml/h heparinisierter Kochsalzlésung fortlaufend gesplilt.

Anschliellend wurde den Ratten eine Faecessuspension (Abschnitt VI.1) (1,75 ml/kg
Korpergewicht, 1:4 verdinnt mit NaCl 0,9 %) mit einer 19 G Kanule in den rechten
unteren Quadranten des Abdomens i. p. injiziert. Die humane Stuhlsuspension
wurden nach dem etablierten Protokoll von Gonnert et al. aufbereitet (Gonnert et al.
2011). Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten ein aquivalentes Volumen an NaCl
0,9 %. Eine Volumenersatztherapie bestehend aus einer 1:1 Losung aus NaCl 0,9 %
und Glukose wurden 2 h post PCIl-Induktion mittels dem zentralvenésen Zugang
eingeleitet (10 ml/kg/h). Die Supplementierung der Glukose verhinderte eine Hypo-
glykamie in den Ratten mit polymikrobieller Sepsis, aufgrund von einem verminderten
Appetit und Aufnahme von Wasser und Futter. Die Infusionsrate wurde mit
10 ml/kg/h zwischen 2 h und 24 h aufrechterhalten. Nach 24 h wurde die Infusions-
rate bis zum Ende des Beobachtungszeitraums von 72 h halbiert. Die Tiere der
Kontrollgruppe mit gleichem Geschlecht, ahnlichem Alter und Kérpergewicht, wurden

der identischen Instrumentation und Flussigkeitszufuhr unterzogen. In regelmafigen
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Zeitabstanden wurde ein etablierter klinischer Score anhand von dem auf3erlichen
Erscheinungsbild, der Aufmerksamkeit und der Bewegung, von den Ratten der
Untersuchungs- und Kontrollgruppe ermittelt (Brealey et al. 2004). Die Einteilung der
Versuchstiere erfolgte nach Abwesenheit (0), Anwesenheit (1), ausgeprégter
Prdsenz von Krankheitszeichen (2) wie gekrummter Haltung, aufgeblahtem
Abdomen, konjunktivaler Injektion, Piloarrektion, Bewegungsmangel und
verminderter Wachsamkeit sowie Préfinalitdt (3). Durch die Euthanasie der

moribunden Tiere liegt ein zensierter Datensatz vor.

3.2.2.2 Echokardiographie

Die Echokardiographie wurde 6 h, 24 h und 72 h nach i. p. Injektion unter einer
leichten Anasthesie (Isofluran 1,5 %) mit einer 14 MHz-Sonde eines Vivid 7
Dimension Ultraschallgerates (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Bucks, UK) durch-
gefuhrt. Mit einem Pulsed-wave Doppler (PWD) wurde die aortale Blutstromungs-
geschwindigkeit in der proximalen aufsteigenden Aorta kurz vor der Bifurkation der
rechten Arteria carotis gemessen. Die EF wurde anhand des Produktes der
durchschnittlichen velocity time integral (VTI) durch einen Atmungszyklus und der
aortalen Querschnittsflache errechnet. Bei Ratten mit ahnlichem Alter und Korper-
gewicht wurde ein aortale Duchmesser von 2,6 mm gemessen (Slama et al. 2003).
Das Herzminutenvolumen (HZV) wurde aus dem Produkt der EF und der

Herzfrequenz berechnet.

3.2.2.3 Serumanalysen

Eine Blutprobe von 0,7 ml wurde 6 h und 24 h nach PCI-Induktion von dem arterielle
Gefallzugang enthommen und mit 0,2 ml Blut wurde unmittelbar eine Blutgasanalyse
durchgefuhrt (ABL 800 Flex analyzer, Radiometer, Copenhagen, Danemark). Die
restliche Blutprobe wurde in ein Reaktionsgefald mit Lithium-Heparin gefullt und an-
schlieend fur 10 min bei 12000 rpm zentrifugiert. Die Zytokinspiegel (IL-6 und IL-10)

wurden mittels dem Rat-Quantikine enzyme-linked immunosorbent assay kits (R&D
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Systems, Wiesbaden, Deutschland) nach dem Herstellerprotokoll bestimmt
(Abschnitt VI.3) . Das restliche Plasma wurde bei -20 °C gelagert.

3.2.3 Real-time quantitative PCR

3.2.31 Datenbanken

In der vorliegenden Arbeit wurden die folgenden Datenbanken fur die Recherche von

Literatur, Informationen Uber die Zielgene und das Design der Primer fur die gPCR

genutzt:

Literaturrecherche http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
Genomdatenbank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Primerdesign http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/input.htm
Primerblast http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
Primeranalyse https://eu.idtdna.com/calc/analyzer

3.2.3.2 RNA-Isolation aus Lebergewebe

Zur RNA-Isolation wurde ca. 20 mg schweres Lebergewebe verwendet. Das Leber-
gewebe wurde zusammen mit Lysepuffer (RNeasy® Mini Kit von Qiagen, 1 ml
RLT-Puffer und 10 pl B-Mercaptoethanol) in Safe-Lock Reaktionsgefal’e von
Eppendorf Gberfuhrt.

Im Anschluss wurde jeweils eine geklhlte Metallkugel in jedes Reaktionsgefaly
platziert. Die Reaktionsgefalde wurden danach fur 3 min bei der héchsten Stufe in
eine Kugelmuhle (TissueLyser LT, Qiagen) zur Homogenisierung gestellt. Hinterher
wurden die Reaktionsgefalie fur 3 min zentrifugiert (Centrifuge 5414 D, Eppendorf),
um Zelltrdimmer und verbleibendes Bindegewebe abzutrennen, damit anschlieRend

der Uberstand abpipettiert werden kann.

Nachfolgend wurde der QlAcube (Qiagen) nach Herstellerangaben mit den auf Eis
gelagerten Reaktionsgefale beladen und die Proben mittels des Programms RNeasy

Mini - Animal tissues and cells - Large samples - Elution volume 30ul
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weiterbearbeitet. Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte an einem besonders

gesauberten RNA-Arbeitsplatz unter Gebrauch von RNase-DNase-freiem Material.

3.2.3.3 Quantifizierung der RNA mittels Spektrophotometrie

Die Konzentration der isolierten Gesamt-RNA wurde spektrometrisch mit dem
NanoDrop® 2000c Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) gemessen. Dazu
wurde jeweils 1 ul der jeweilig eluierten Probe auf die Messeinheit pipettiert.
Zusatzlich erfolgt eine Kontaminationskontrolle durch Quotientenbildung der Absorp-
tionswerte. Der Quotient 260 nm/280 nm gibt Aussage darlUber, wie hoch die
Kontamination an aromatischen Proteinen und Phenolen ist, da aromatische Proteine
eine Wellenlange von 280 nm und Phenole eine Wellenlange von 270 nm
absorbieren. Ein Quotient von ~ 2,0 signalisiert eine als ,rein” zu verwertende RNA,
wahrend ein Quotient von < 1,5 auf eine starke Verunreinigung deutet. Samtliche
verwendete Proben wiesen Werte zwischen 1,98-2,11 auf. Der Quotient
260 nm/230 nm beinhaltet Verunreinigungen von niedermolekularen Stoffen wie
Uberreste von Puffersubstanzen und Detergenzien, die Licht einer Wellenlange von
230 nm absorbieren. Ein Quotient von 2,0-2,2 deutet auf ,reine” RNA hin. Alle

verwendeten Proben wiesen Werte zwischen 1,96-2,26 auf.

3.234 Gelelektrophorese der RNA

Zur Bewertung der Qualitat der isolieten mMRNA wurde eine Kapillar-
Gelelektrophorese (QlAxcel, Qiagen) durchgefihrt. Die RNA-Proben wurden
zusammen mit einem Fluoreszenzfarbstoff und einer Leiterprobe in die Einbuch-
tungen (wells) auf den Gel-beladenen Chip gegeben. Die Detektion der kapillar-
elektrophoretische Auftrennung der RNA erfolgte photometrisch bei einer Wellen-
lange von 260 nm und wurde mittels der Software ausgewertet. Die Arbeitsdurch-
fihrung erfolgte anhand des Herstellerprotokolls. Bei einer intakten RNA sind im Gel
die zwei scharf begrenzten ribosomalen 18 S- und 28 S-Banden zu erkennen
(Becker et al. 2009). Wenn diese Banden deutlich getrennt voneinander und keine

weiteren niedermolekularen Banden zu erkennen sind, ist davon auszugehen, dass
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die RNA durch den Isolationsvorgang nicht abgebaut wurde. Zudem kann eine

Verunreinigung der Proben mit gro3er Sicherheit ausgeschlossen werden.

3.235 cDNA-Synthese

Die isolierte RNA kann mit der qPCR nicht amplifiziert werden, da diese keine
passende Matrize flr die Polymerase darstellt. Deswegen ist es erforderlich, die
genaue RNA-Sequenz mithilfe des Enzyms Reverse Transkriptase (RNA-abhangige
DNA-Polymerase) und einem Oligo (dT)s Primer in cDNA umzuschreiben. Die

entstandene cDNA dient hinterher als Matrize fur die qPCR.

Die cDNA-Synthese wurde durchgehend auf Eis mittels dem RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific) durchgeflhrt. Proben mit einer RNA-
Konzentration Gber 1000 ng/ul wurden mit DEPC-Wasser 1:2 oder 1:4 verdinnt, um

spater vergleichbare Resultate zu erhalten.

In Tab. 10 ist der Versuchsansatz fur den Prainkubationsmix pro Einzelreaktion in

tabellarischer Form dargestellt:

Tab. 10: Versuchsansatz des Prainkubationsmixes fiir die cDNA-Synthese.

Komponenten Volumen pro Reaktion
RNA-L6sung (1 ug RNA) 11 pl
Oligo (dT)1g Primer 1 ul
Gesamtvolumen 12 ul

Im Peltier Thermal Cycler (Biorad) wurden die Reaktionsgefalie fur 5 min bei 65 °C
denaturiert und anschlieend fir 2 min bei 4 °C abgeklhlt. Wahrend dieser Inkuba-
tionszeit wurde der Hauptinkubationsmix (Tab. 11) vorbereitet und anschlielend mit

dem Prainkubationsmix vermischt.
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Tab. 11: Versuchsansatz des Hauptinkubationsmixes fiir die cDNA-Synthese.

Komponenten Volumen pro Reaktion
5 x Reaction Buffer 4 ul
dNTP (10 mM) 2 ul
RiboLock RNase Inhibitor (20 U/ul) 1 ul
Revert Aid RT (200 U/pl) 1l
Gesamtvolumen 8 ul

Im Anschluss wurden die Reaktionsgefalte im Peltier Thermal Cycler 5 min bei
25 °C, dann 60 min bei 42 °C (Primeranlagerung und Extension) und zum Schluss
fur 5 min bei 70 °C (Denaturierung) inkubiert. Darauffolgend wurde die synthetisierte
cDNA auf 5 ng/ul mit DEPC-Wasser verdunnt.

3.2.3.6 qPCR

Die gPCR ist eine Methode der exponentiellen Vervielfaltigung von DNA in Kombi-
nation mit einer Fluoreszenzmessung in Echtzeit, die proportional mit der Menge des
PCR-Produktes zunimmt.

Fur die gPCR wurde der Rotor-Gene rotary analyzer (Corbett Life Science, Qiagen)
benutzt. Die Quantifizierung erfolgte in der exponentiellen Phase der qPCR, da nur
hier optimale Reaktionsbedingungen herrschen. Die Detektion erfolgte anhand des
Fluoreszenzfarbstoffes Brilliant®ll SYBR Green®gqPCR Master Mix (Stratagene), der
an die doppelstrangige DNA bindet und bei einer Wellenlange von 490 nm

fluoresziert.
Die Proben wurden mit Hilfe des Precision Liquid Handling System CAS-1200™

(Corbett Life Science) pipettiert.

Die Zusammensetzung des Reaktionsansatz pro Einzelreaktion in der Tab. 12 zu

entnehmen.
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Tab. 12: Reaktionsansatz fiir die qPCR.

Komponenten Volumen pro Reaktion
Brilliant®ll SYBR Green®gPCR Master Mix 10 pl
Primer-Mix (2 uM fw; 2 uM rv) 5ul
cDNA (5 ng/pl) 5ul
Gesamtvolumen 20 pl

Folgendes gPCR-Schema wurde entsprechend der Eigenschaften der Primer
verwendet (Abb. 4):

95°C /10 min 95°C/15s

Polymerase

Aktivierung | Denaturierung 72°C/30's

Extension

57°C/30s
60°C/30s

annealing

N -
—

40 Zyklen

Abb. 4: Schematische Darstellung des gPCR-Programmes.

Dargestellt ist der zeitlicher Ablauf der gPCR mit der beginnenden einmaligen Denaturierung
der Polymerase bei 95 °C fiur 10 min. AnschlieBend erfolgt die Denaturierung der cDNA bei
95 °C fur 15 s mit der nachfolgenden Anlagerung der Primer (annealing) an die cDNA. Die
annealing-Temperatur wurde an die spezifischen Eigenschaften jedes Primers angepasst.
Atgb, Atg12, Becn1 und Hmox1 wurden auf 57 °C und Lc3 auf 60 °C fur 30 s herunter
gekuhlt. Danach erfolgt die DNA-Amplifizierung (Extension) bei 72 °C fur 30 s. Die letzten
drei Schritte (ein Zyklus) werden 40-mal wiederholt.
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3.2.3.7 Primeretablierung und Effizienzbestimmung

Damit das spezifische Expressionsniveu der ausgewahlten Zielgene untersucht
werden kann, ist es essentiell, die Effektivitat der Amplifikationen unter Verwendung
der jeweiligen Primer zu ermitteln (theoretisch =2) sowie die Selektivitat der
Reaktion abzuschatzen. Dazu wurde in einer Genomdatenbank (Abschnitt 3.2.3.1)
die Transkriptsequenz ermittelt und anhand eines Primerdesign- und Primer-
analysenprogramms (Abschnitt 3.2.3.1) die entsprechenden Primer erstellt. Diese

Primererstellung erfolgte nach folgenden Kriterien (Chuang et al. 2013):

e Primerlange zwischen 16-28 bp

e Langendifferenz zwischen Vorwarts- und Ruckwarts-Primer unter 3 bp

e GC-Gehalt zwischen 40-60 %

e Schmelztemperatur (Tn,) zwischen 50-62 °C

e Schmelztemperaturdifferenz zwischen dem Primerpaar unter 5 °C

e homologe Sequenzen zwischen dem Vorwarts- und Ruckwarts-Primer
meiden, um Primerdimere zu reduzieren

e Primer sollten moglichst keine Hairpinstrukturen bilden

e Primersequenzen in einer Genomdatenbank (Abschnitt 3.2.3.1) abgleichen,

um Co-Amplifikate ausschliel3en zu kdnnen

Zur Bestimmung der Primer-Effizienzen (E) wurde fur jeden Primer eine Verdln-
nungsreihe angefertigt. Dafur wurde die cDNA um den Faktor 10 seriell verdunnt und
die sechs Verdiinnungsstufen von 10 bis 10 eingesetzt. Die Ansatze wurden nach
dem Reaktionsansatz der gPCR mit Hilfe des Precision Liquid Handling System
CAS-1200™ (Corbett Life Science) pipettiert und anschlieRend im Rotor-Gene rotary
analyzer (Corbett Life Science, Qiagen) amplifiziert. Je geringer die Konzentration
des cDNA Template war desto spater stieg die Fluoreszenz an und entsprechend

gréler waren die Ct-Werte.

Um die Standardkurve nahrungsweise als lineare Regressionsgrade zu ermitteln,
wurden die Ct-Werte gegen die Konzentration der mRNA halbalgorithmisch auf-
getragen. Unter Verwendung der Pfaffl-Formel E = 1075°P®  konnte anhand des
negativen Anstiegs (slope) die Effizienz der Primer bestimmt werden (Pfaffl 2001).
Eine Effizienz von 1,8-2,0 wurde als optimal angesehen. Alle verwendeten Primer

wiesen Effizienzwerte zwischen 1,92-1,99 auf.
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3.2.3.8 Schmelzkurvenanalyse

Zusatzlich wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgefihrt, um das Amplifikations-
produkt zu charakterisieren und eventuell vorhandene Primer-Dimere oder unspezi-
fische PCR-Produkte zu detektieren. Dazu wurde die Temperatur schrittweise
(A0,5 °C) von 72 °C bis auf 95 °C erhoht. Bei niedrigen Temperaturen ist die cDNA
doppelstrangig und der Farbstoff kann binden. Wird die T,, des PCR-Produktes
erreicht, denaturiert der Doppelstrang und der Farbstoff kann an dem Einzelstrang
nicht mehr binden. Dadurch fallt die Fluoreszenz plétzlich ab. Der Zeitpunkt, an dem
das Fluoreszenzsignal stark abfallt, nennt man T,. Da jedes Amplifikat eine
spezifische sequenz-immanente kalkulierbare T,, hat, kdnnen durch die Schmelz-
kurvenanalyse das Produkt identifiziert und unspezifische PCR-Produkte erkannt
werden. Primer-Dimere haben einen niedrigen Schmelzpunkt und wirden somit zu
einem verfrihten Peak fuhren. Die kalkulierte T, der PCR-Produkte war weitgehend

Ubereinstimmend mit der tatsachlichen T,.

3.2.3.9 Referenzgenanalyse

Referenzgene kodieren flr Proteine des Grundstoffwechsels und sind dadurch fir
die Funktionalitat einer Zelle existenziell (RocheDiagnostics 2012). Diese Gene soll-
ten konstant exprimiert werden, ohne einer internen oder externen Regulation zu
unterliegen. Diese endogene Kontrolle ist notwendig, um eine relative Quantifizierung
der Zielgene durchzufihren. Anhand aktueller Durchsicht der Literatur wurde eine

Vorauswahl an vier moglichen Referenzgenen getroffen (Tab. 5).

Eine Analyse hinsichtlich des Stabilitatsprofil (Referenzgenanalyse) fur Hprt, Hmbs,
Actb und Gapdh wurde mit Hilfe des Programms NormFinder durchgefuhrt, welches
auf dem mathematischen Prinzip von Vandesompele et al. basiert (Vandesompele et
al. 2002). Anhand der Schnittmengenanalyse wurde Hmbs als stabilstes exprimiertes

Gen, sowie die beste Kombination zweier Gene aus Hmbs und Actb ermittelt.

FUr das Referenzgen Hmbs wurde ebenfalls die Effizienz bestimmt und eine

Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt.
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3.2.3.10 Normalisierung der Genexpressionsdaten

Die Genexpressionsdaten wurden anhand der relativen Quantifizierungsstrategie
normalisiert. Hierzu wurde die Genexpression des Zielgens auf ein nicht reguliertes
Referenzgen bezogen (Abschnitt 3.2.3.9). Mittels der Normalisierung wurde die
Varianz der Genexpressionsdaten reduziert und die individuellen Probeneffekte
glichen sich wieder aus. Dadurch konnten Daten von verschiedenen Experimenten
direkt verglichen werden. In dieser Arbeit wurde die relative Quantifizierung nach der
Methode von Pfaffl (Pfaffl 2001) angewandt.

ACty; Kontrolle—Probe
(EZielgen) zZielgen( )

Ratio =
ACt Kontrolle—Probe
(EReferenzgen) Referenzgen( )

Der Kontroll-Ct-Wert entsprach hierbei dem arithmetischen Mittel der Ct-Werte der
Kontrollgruppe zum jeweiligen Zeitpunkt (6 h, 24 h, 72 h).

Mit Hilfe dieses Berechnungsmodells |asst sich eine Aussage daruber treffen, ob das
Genexpressionsniveau des Zielgens im Vergleich zum Referenzgen erhoht,

erniedrigt oder unverandert geblieben ist.

Zur Ubersichtlichen Darstellung wurden die errechneten Genexpressionsverhaltnisse
logo-transformiert und im Ergebnisteil als log,-fold changes (log,FC) dargestellt. Ein
log2FC von 1 bzw. -1 auf der y-Achse bedeutet eine Verdopplung bzw. eine Halbie-
rung der Genexpression und bildet zugleich den Grenzwerte, ab dem die Genexpres-

sionsveranderung als biologisch bedeutsam angesehen wird.
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3.2.4 Proteinbiochemische Methoden
3.241 Zell-Lyse

Zell-Lysepuffer: Tris-HCI (pH 7,5 bei RT) 10 mM; Saccharose 250 mM; EDTA
1 mM; (1 % Triton X-100; 1 % Protease-Inhibitor Cocktail; 1 %
Phosphatase-Inhibitor Cocktail 3; 1 % Sodium Orthovanadat)

Der Lysepuffer wurde wie oben beschrieben hergestellt. Triton, Protease- und
Phosphatase-Inhibitor und Sodium Orthovanadat wurden kurz vor der Lyse der
Lebergewebeproben zu dem Lysepuffer hinzugegeben und ausgiebig vermischt, bis
sich alle Substanzen geldst hatten. Der angefertigte Lysepuffer wurde auf 4 °C
gekuhlt. Die Leberproben wurden durchgehend auf Eis gelagert. Anschliel3end wurde
jeweils eine gekuhlte Metallkugel und der Lysepuffer auf die Lebergewebsproben
gegeben. Fir eine 50 mg schwere Lebergewebeprobe wurden 500 ul Lysepuffer
hinzugegeben. Danach wurden die Proben fir 6 min bei 50 Hz in die 4 °C herunter
gekuhlte Kugelmuhle (TissueLyser LT, Qiagen) platziert. AnschlieRend wurden die
Proben bei 4 °C far 10 min bei 900 g zentrifugiert (Centrifuge 5414 D, Eppendorf).
Daraufhin wurde der Uberstand abpipettiert und in neue ReaktionsgefaRe gegeben
und direkt auf Eis gestellt. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben
bei -80 °C gelagert.

3.24.2 BCA-Test

Das Gesamtprotein wurde anhand des BCA Kit for Protein Determination (Sigma-
Aldrich) in den Proteinlysaten quantifiziert. Laut Herstellerangaben wurde die Stan-
dard-Verdunnungsreihe mit dem Albuminstandard angesetzt und die Proteinlysate
1:10 und 1:20 mit dem Zell-Lysepuffer verdiinnt. Folgend wurden jeweils 25 pl von
dem Standard und den Proben auf eine 96-well Platte (F-Bottom) vorgelegt und die
BCA-working Reagenz dazugegeben. Im Anschluss wurde die Platte fur 30 min bei
37 °C inkubiert. Die Messung erfolgte mit dem ELISA Reader (Tecan) bei 550 nm.
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3.24.3

GieRen der Gele

Das nachfolgende Pipettierschema ist fur zwei 15 %-ige Polyacrylamidgele in Tab.

13 dargestellt:

Tab. 13: Zusammensetzung der Gele fiir die SDS-PAGE.

Sammelgel Trenngel 15 %
1400 pl  destilliertes Wasser 2300 pl  destilliertes Wasser
330 ul 30 % Acrylamid 5000 pyl 30 % Acrylamid
250 ul 1,0 M Trizma base (pH 6,8) 2500 pI - 1,5 M Trizma base (pH 8,8)
20yl 10 % SDS 100 yI 10 % SDS
20yl 10 % APS 100 yI 10 % APS
2yl TEMED 4yl TEMED

Zu Beginn wurden die Komponenten des Trenngels miteinander vermischt und in die

Gelkammer gegossen und mit etwas destilliertem Wasser bedeckt, um die Gele vor

dem Austrocknen zu schiutzen. Nach 20 min hatten sich die Trenngele polymerisiert

und das Wasser konnte abgegossen werden. Die Komponenten fur das Sammelgel

konnten anschlielfend das Trenngel gegossen werden. Zeithah wurde jeweils ein

Taschenkamm in die Gelkammern eingeschoben. Nach 20 min hatte sich das

Sammelgel ebenfalls polymerisiert und die Gele konnten dann feucht im Kuhlschrank

gelagert werden.
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3.24.4 SDS-PAGE

5-fach SDS-Ladepuffer: 3ml 20 % SDS; 3 ml B-Mercaptoethanol; 4 ml
Glycerin; 1,66 ml Tris-HCI (pH 8,0); Spatelspitze

Bromphenolblau

10 x SDS-PAGE Laufpuffer 30,24 g (250 mM) Trizma base; 142,509 (1,9 M)
Glycine; 10 g (1 %) SDS in 800 ml aq. dest. I6sen

und mit aq. dest. auf 1000 ml auffillen

Die SDS-PAGE ist ein Verfahren, dass genutzt wird, um Proteine mit Hilfe eines
homogenen elektrischen Feldes nach ihrer Molekllmasse aufzutrennen. Die Konzen-
tration an Acrylamid im Trenngel ist abhangig von dem Molekulargewicht des zu
detektierenden Proteins und ist entscheidend, um eine korrekte Auftrennung der
Proteine zu gewahrleisten. Da die gesuchten Proteine alle ein geringes Molekular-

gewichte aufwiesen, wurde ein 15 %-iges Trenngel gewahlt.

Die Proben wurden mit dem 5-fach SDS-Ladepuffer versetzt und fir 5 min bei 95 °C
und 750 rpm im Thermomixer Comfort (Eppendorf) erhitzt, um die Proteine zu
denaturieren. Anschliel’end wurden die Proben in der 4 °C herunter gekihlten Kugel-
muhle (TissueLyser LT, Qiagen) kurz zentrifugiert und dann sofort auf Eis gelagert.
Die Gele wurden in der Kammer fixiert und mit einfachem SDS-PAGE Laufpuffer
bedeckt. Es wurden 6 ul GroRenstandard (Precision Plus Protein Western C
Standards, BioRad) und jeweils 15 ul Gesamtproteinlysat auf das Gel aufgetragen,
damit die Proben untereinander vergleichbar sind. Die Elektrophorese erfolgte bei

einer konstanten Spannung von 100 V fur ca. 120 min.
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3.245 Western Blot

Transferpuffer 3,025 g (25 mM) Trizma base; 14,4 g (192 mM)
Glycine; 200 ml (20 %) Methanol in 800 ml aq. dest.

I6sen und mit aqg. dest. auf 1000 ml auffullen

10 x TBS 12,11 g (0.1 M) Trizma base; 58,44 g (1.0 M) NaCl
auf pH 7,6 mit 37 % HCI einstellen

TBS-Tween aus 10 x TBS mit aq. dest. verdinnen (900 ml aq.
dest. und 100 ml 10 x TBS) und 1 ml Tween 20

5 % BSA-Blockinglosung 5% BSA in 1 x TBS-Tween

Der Western Blot ist eine Methode, in der die in der SDS-PAGE aufgetrennten
Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran dbertragen und danach

spezifisch nachgewiesen werden.

Zu Beginn wurde die hydrophobe PVDF-Membran 1 min in Methanol geschwenkt
und anschlief3end flr 10 min in dem Transferpuffer aquilibriert. Ebenso wurde das
Whatman-Papier und die Pads im Transferpuffer getrankt. Danach wurde das Blot-
Sandwich luftblasenfrei zusammengebaut. Das Blot-Modul wurde in die Blotkammer
eingesetzt und mit Transferpuffer gefullt. Der Blot wurde fir 1 h bei einer konstanten

Spannung von 100 V durchgeflhrt.

Nachfolgend wurde die PVDF-Membran unter regelmaigem Schwenken fir 1 h bei
Raumtemperatur in 5 %-iger BSA-Blockinglésung inkubiert, um unspezifische Anti-
korperbindungen zu verhindern. Danach wurde die Membran Uber Nacht bei 4 °C mit
dem primaren Antikorper inkubiert. Die Membran wurde anschlielend dreimal je
10 min mit TBS-Tween gewaschen und danach mit dem sekundaren Antikérper und
0,4 ul vom Precision Protein StrepTactin-HRP Conjugate (BioRad) fir 1 h bei Raum-
temperatur unter stetigem Schwenken inkubiert. In Folge wurde die Membran erneut
dreimal fur je 10 min mit TBS-Tween gewaschen und schlieBlich 1 ml vom HRP-
Substrat (Clarity Western ECL Substrate, BioRad) zugegeben und flir 4 min im
Dunkeln inkubiert. Abschlie3end konnte die Detektion am LAS3000 erfolgen und mit
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Imaged (Version 1.49p, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA)

analysiert und ausgewertet werden.

Die eingesetzten Antikorper und die entsprechenden Verdinnungen sind in Tab. 2
und Tab. 3 dargestellt.

3.2.5 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mithilfe des Statistikprogramms GraphPad Prism
Version 6.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) durchgefiihrt. Fur den Ver-
gleich der Expressionsmuster zwischen den Untersuchungsgruppen (septic
survivors, septic non-survivors) und der Kontrollgruppe zu den jeweiligen Zeitpunkten
wurde der nichtparametrische, exakte Mann-Whitney-U-Test fur ungepaarte Daten
verwendet. Die Testergebnisse wurden auf einem Niveau von p < 0,05 als statistisch
signifikant angesehen. Das jeweilige Signifikanzniveau wurden in den Grafiken mit

folgender Symbolik dargestellt:

~ p<0,05 *

3.2.6 Nomenklatur der Gene und Proteine

In der vorliegenden Arbeit wurde sich fur die Nomenklatur der Gene und Proteine in

Rattus norvegicus an folgende Richtlinien gehalten:

e Nomenklatur http://rgd.mcw.edu/nomen/nomen.shtml

e Gen- und Proteinbezeichnung  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
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4 Ergebnisse
4.1 Genexpressionsanalyse der Schlliisselmolekiile der Autophagosombildung

in septischen Ratten

Um einen Uberblick des autophagischen Prozesses zu erhalten, wurde zunéchst
Atg5 als ein wesentlicher und frGher Marker der Autophagosombildung untersucht.
Die Auswertung der qPCR-Daten ergab eine signifikant erhdhte Genexpression in
der septic non-survivor-Gruppe zum Zeitpunkt 6 h im Vergleich zur septic
survivor-Gruppe (p =0,0286) und insbesondere zur Kontrollgruppe (p =0,0027)
(Abb. 5). In der septic non-survivor-Gruppe war die Reduzierung der Expression
zwischen den Zeitpunkten 6 h und 24 h signifikant (p = 0,0286). In der septic
survivor-Gruppe war zu beobachten, dass der Anstieg zwischen 6 h und 72 h signifi-
kant war, sowie die Hochregulierung zwischen 24 h und 72 h nach Sepsisinduktion
(p = 0,0286). Es zeigte sich 72 h nach PCI-Induktion eine signifikante Steigerung der
Genexpression in der septic survivor-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle (p = 0,0011).
Insgesamt fand eine Verdopplung der Genexpression in der septic
non-survivor-Gruppe zum Zeitpunkt 6 h und in der septic survivor-Gruppe zum
Zeitpunkt 72 h statt.
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Abb. 5: Atg5-Genexpressionsniveau.
Darstellung des Atg5-Genexpressionsniveaus (log,FC) in Abhangigkeit der Zeit und den
Untersuchungsgruppen control, septic survivors, septic non-survivors (* p < 0,05).
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Fur die Formation des Autophagosoms ist ebenfalls das Transkript Afg712 essentiell,
welches in einer ubiquitinahnlichen Konjugationsreaktion an Atg5 kovalent gebunden
wird. Das Genexpressionsmuster von Atg72 ergab zum Zeitpunkt 6 h in der septic
non-survivor-Gruppe eine signifikante Genexpressionserhohung im Vergleich zu der
Kontrollgruppe (p =0,0011) und zur septic survivor-Gruppe zum Zeitpunkt 6 h
(p =0,0286) (Abb. 6). In der septic survivor-Gruppe lasst sich ein tendenzieller

Anstieg des Genexpressionsniveaus zum Zeitpunkt 72 h erkennen.
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Abb. 6: Atg712-Genexpressionsniveau.
Darstellung des Atg12-Genexpressionsniveaus (log.FC) in Abhangigkeit der Zeit und den
Untersuchungsgruppen control, septic survivors, septic non-survivors (* p < 0,05).

Da der vollstandige Atg12-Atg5-Atg16L-Komplex fur die Bildung des Autophagosoms
bendtigt wird, wurde das Genexpressionsniveau von Atg76L untersucht. Es zeigte
sich 6 h nach PCI-Induktion in der septic non-survivor-Gruppe eine signifikante Ver-
dopplung der Expressionsrate im Vergleich zur Kontrolle (p = 0,0022) und zur septic
survivor-Gruppe zum Zeitpunkt 6 h (p = 0,0286) (Abb. 7). In beiden Sepsis-Gruppen
l&sst sich ein tendenzieller Abfall der Atg16L-Genexpression zum Zeitpunkt 24 h
beobachten. Die Genexpressionsdifferenz in der septic non-survivor-Gruppe

zwischen den Zeitpunkten 6 h und 24 h war signifikant (p = 0,0286).
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Abb. 7: Atg16L-Genexpressionsniveau.
Darstellung des Atg16L-Genexpressionsniveaus (log,FC) in Abhangigkeit der Zeit und den
Untersuchungsgruppen control, septic survivors, septic non-survivors (* p < 0,05).

LC3 ist der hauptsachliche Marker der Autophagie und wird v. a. fur die Bildung und
der Expansion des Autophagosoms bendtigt. Die Auswertung der qPCR-Daten
zeigten zum Zeitpunkt 6 h nach PCI-Induktion bei den septic survivors und septic
non-survivors bzgl. ihrer Lc3-Genexpression keine Unterschiede zu den Kontroll-
tieren (Abb. 8). 24 h nach PCI-Induktion wiesen beide septischen Gruppen sowohl
die septic survivors (p = 0,0016 vs. control, p = 0,0286 vs. 6 h) als auch die septic
non-survivors (p = 0,001 vs. control, p = 0,0286 vs. 6 h) eine signifikante Herunter-
regulation von Lc3 auf. Zum Zeitpunkt 72 h nach PCI-Induktion war in der septic
survivor-Gruppe eine signifikante Erhohung des Genexpressionsniveaus im Ver-

gleich zur Kontrolle (p = 0,0071) und zum Zeitpunkt 24 h zu erkennen (p = 0,0286).
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Abb. 8: Lc3-Genexpressionsniveau.
Darstellung des Lc3-Genexpressionsniveaus (log,FC) in Abhangigkeit der Zeit und den
Untersuchungsgruppen control, septic survivors, septic non-survivors (* p < 0,05).

4.2 Analyse der Genexpression von Schliusselmolekulen der Induktion der

Autophagie in septischen Ratten

Beclin-1 ist die primar regulierende Untereinheit des class /Il VPS34-Komplexes,
welcher die Autophagie positiv beeinflusst und induziert. Bezuglich des Becn1-Gens
waren alle Veranderungen der Genexpression eher gering ausgepragt. 6 h nach
PCl-Induktion war eine signifikante Genexpressionserhbhung in der septic
non-survivor-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (p = 0,0011) und der septic
survivor-Gruppe (p = 0,0286) zu verzeichnen (Abb. 9). Zum Zeitpunkt 24 h war in der
septic non-survivor-Gruppe eine signifikante Hochregulation im Vergleich zur
Kontrolle (p = 0,0011) zu beobachten. Im Vergleich zum Zeitpunkt 6 h war jedoch in
der septic non-survivor-Gruppe eine tendenzielle Reduktion des Genexpressions-

niveaus zu verzeichnen.
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Abb. 9: Becn1-Genexpressionsniveau.
Darstellung des Becn1-Genexpressionsniveaus (log,FC) in Abhangigkeit der Zeit und den
Untersuchungsgruppen control, septic survivors, septic non-survivors (* p < 0,05).

Die HO-1 ist ein Enzym, welches wahrend der Sepsis hochreguliert wird und den
autophagischen Prozess induziert. Das Genexpressionsmuster von Hmox1 zeigte
zum Zeitpunkt 6 h nach PCI-Induktion bei den septic survivors (p = 0,0022) und die
septic non-survivors (p = 0,0011) eine signifikante Hochregulation im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Abb. 10). Beide Sepsis-Gruppen zeigten nach 24 h eine Ernied-
rigung der Genexpression, jedoch nur die septic non-survivor-Gruppe zeigte eine
signifikante Herunterregulierung im Vergleich zur Kontrolle (p =0,0297) und zum
Zeitpunkt 6 h (p = 0,0286). Nach 72 h war in der septic survivor-Gruppe eine signifi-
kante Hochregulation im Vergleich zur Kontrolle (p = 0,0011) und dem Zeitpunkt 24 h
zu verzeichnen (p = 0,0286).
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Abb. 10: Hmox1-Genexpressionsniveau.
Darstellung des Hmox1-Genexpressionsniveaus (log.FC) in Abhangigkeit der Zeit und den
Untersuchungsgruppen control, septic survivors, septic non-survivors (* p < 0,05).

4.3 Relative Proteinmengen

Nachdem die Genexpressionsmuster von den SchlUsselparametern der Autophagie
untersucht wurden, sollte anschliel3end auf Proteinebene der autophagische Prozess
weiter analysiert werden. Dafiir wurde zunachst der LC3B-II-Proteingehalt betrachtet.
In der septic survivor-Gruppe ergab sich 6 h post PCI eine signifikante Erhéhung des
LC3B-II-Proteingehalts im Vergleich zur Kontrollgruppe (p = 0,0077) (Abb. 11). Nach
24 h war eine Erniedrigung der LC3B-II-Proteinexpression in der septic survivor-
Gruppe zu erkennen. Zum Zeitpunkt 72 h stieg die LC3B-II-Proteinexpression wieder
an und zwar Uber den Ausgangswert von 6 h. In der septic non-survivor-Gruppe

befand sich der Proteingehalt Uber den Zeitraum auf dem Niveau der Kontrollgruppe.
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Abb. 11: Relativer LC3B-lI-Proteingehalt.

Darstellung des relativen Proteingehalts von LC3B-Il zu LC3B-I in Abhangigkeit der Zeit und
den Untersuchungsgruppen control, predicted septic survivors und predicted septic non-
survivors (* p < 0,05).

Die Proteinexpression von Beclin-1 ergab zum Zeitpunkt 6 h nach PCI-Induktion eine
Erniedrigung in der septic non-survivor-Gruppe mit einem anschlieRenden Anstieg
zum Zeitpunkt 24 h auf das Niveau der Kontroligruppe (Abb. 12). In der septic
survivor-Gruppe lag die Beclin-1-Proteinmenge nach 6 h etwas unterhalb der
Kontrolle und fiel zum Zeitpunkt 24 h weiter signifikant ab (p = 0,0077). Zum Zeit-

punkt 72 h stieg der Proteingehalt wieder auf das Ausgangsniveau an.
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Abb. 12: Relativer Beclin-1-Proteingehait.

Darstellung des relativen Proteingehalts von Beclin-1 zu GAPDH in Abhangigkeit der Zeit
und den Untersuchungsgruppen control, predicted septic survivors und predicted septic non-
survivors (* p < 0,05).

SchlieBBlich wurde der relative Proteingehalt von P-Beclin-1 ermittelt, da die
phosphorylierte und aktive Form des Beclin-1 ein wesentlicher Schritt in der Induktion
der Autophagie ist. In der septic survivor-Gruppe lag der P-Beclin-1-Proteingehalt
nach 6 h auf dem Niveau der Kontroligruppe (Abb. 13). Nach 24 h stieg der
Proteingehalt und fiel anschlieBend zum Zeitpunkt 72 h signifikant ab im Vergleich
zum Zeitpunkt 6 h (p =0,0286). In der septic non-survivor-Gruppe war der

P-Beclin-1-Proteingehalt nach 6 h erhéht und fiel dann zum Zeitpunkt 24 h etwas ab.
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Abb. 13: Relativer P-Beclin-1-Proteingehalt.

Darstellung des relativen Proteingehalts von P-Beclin-1 zu GAPDH in Abhangigkeit der Zeit
und den Untersuchungsgruppen control, predicted septic survivors und predicted septic non-
survivors (* p < 0,05).

4.4 Hierarchische Clusteranalyse

Die hierarchische Clusteranalyse beschreibt ein Verfahren zur Strukturentdeckung in
einer groRen Datenmenge, den sogenannten Clustern. Diese Cluster bestehen aus
Objekten, die zueinander eine geringe Distanz also eine hohe Ahnlichkeit aufweisen,
als zu den Objekten von anderen Clustern. Bei einer Vielzahl an unterschiedlichen
Gruppen und Parametern, die zugleich noch Schwankungen in den Werten aufwei-
sen, ist das unsupervised clustering eine bedeutsame Methode, um maoglicherweise
spezifische Muster innerhalb der Kohorten ausschliellich anhand erhobener

Parameter zuerkennen und diese in Gruppen einzuteilen.

In Abb. 14 ist eine Heatmap mit den Untersuchungsgruppen in Abhangigkeit von den
relativen Expressionsniveaus der ausgewahlten Gene und Proteine dargestellt. Die
Heatmap benutzt reprasentative Farbtone, um in der Datenmenge unmittelbar
markante Werte zu erkennen. Helle Farbtone stellen dabei eine niedrige und dunkle

Farbtone eine hohe Expression dar. Zudem ist ein Dendrogramm dargestellt,
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welches die hierarchische Zerlegung der Datenmenge in immer kleinere Teilmengen

darstellt.

Die hierarchische Zerlegung des Dendrogramms zeigte, dass die einzelnen
Mitglieder der Kontrollgruppen alleinig anhand ihrer Werte in einem Cluster gruppiert
oder frihzeitig vereinigt wurden. Dieses reprasentiert die geringe Distanz und damit
genug biologische Unterschiede zwischen den einzelnen Werten der individuellen
Tiere. Die Mitglieder der septic non-survivor-Gruppe 6 h wurden ebenso zusammen-
gruppiert, abgesehen von Subject 47, welches anhand der Werte zusammen mit
einem Mitglied der septic survivor-Gruppe 6 h (Subject61) in einem Cluster
eingeordnet wurde. Das Cluster aus diesen beiden Individuen wurde folgend mit der
septic survivor-Gruppe 72 h vereinigt. Die septic non-survivor-Gruppe 24 h wurde
Uberwiegend zu einem Cluster gruppiert, abgesehen von Subject 144, welches mit
einem Mitglied (Subject 39) aus der septic survivor-Gruppe 24 h zusammengefasst
wurde. Jedoch wurde auch das Cluster der septic non-survivor-Gruppe 24 h
frihzeitig mit den Mitgliedern der septic survivor-Gruppe 24 h vereinigt. Die Mitglieder
der septic survivor-Gruppe 72 h spiegelten ahnliche Werte und wurden dadurch
frihzeitig zu einem Cluster verbunden. Zwei Mitglieder aus der septic survivor-
Gruppe 6 h (Subjects 51 und 52) bildeten ein Cluster und wurden frihzeitig mit einem
weiteren Mitglied aus der Gruppe (Subject 50) und Individuen der Kontrollgruppe zu

einem grofRReren Cluster verbunden.

Insgesamt zeigte sich, dass die Kontrollgruppe im Gegensatz zu den Untersuchungs-
gruppen hellere Farbténe und dadurch geringere Expressionsniveaus der Schlissel-
molekulle der Autophagie aufwies. Zudem manifestierten sich die septic non-survivor-
Gruppe 6 h und die septic survivor-Gruppe 72 h mit dunklen Farbtonen, die die hohe

Gen- und Proteinexpression widerspiegelten.
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Abb. 14: Clusteranalyse der Untersuchungsgruppen mit Dendrogramm.

Darstellung der Clusteranalyse der Untersuchungsgruppen in Abhangigkeit der betrachteten
Gene und Proteine. Prasentiert ist ebenfalls ein Dendrogramm, das die Untersuchungs-
gruppen unabhangig von der vorgegebenen Gruppeneinteilung anhand von &hnlichen Wer-
ten gliedert. Die Heatmap verwendet verschiedene Farbtdne, um die Expression der Gene
oder Proteine darzustellen. Dabei steht blau fur eine verringerte und rot fur eine erhdhte
Expression .Je dunkler der Farbton wird, desto grofer ist der Expressionsunterschied.
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5 Diskussion

Die Autophagie spielt in diversen Krankheitsbildern eine wichtige Rolle und ist
dadurch ein Schwerpunkt von zahlreichen Untersuchungen geworden. In Tierstudien
konnte bereits nachgewiesen werden, dass der autophagische Prozess die
Apoptoserate und irreversible Organdysfunktionen limitiert und dadurch eine schut-
zende Funktion ausubt (Carchman et al. 2011, Nakahira et al. 2011). Sowohl in
septischen Patienten (Watanabe et al. 2009) als auch in Tiermodellen konnte eine
gesteigerte Autophagie in Hepatozyten demonstriert werden (Chien et al. 2011). Der
autophagische Prozess wahrend der Sepsis wurde bislang in den experimentellen
Studien jedoch lediglich Endpunkt-bezogen untersucht und die gesamte Untersu-
chungsgruppe als weitgehend homogen betrachtet. Eine Population muss allerdings
als heterogen angesehen werden, da sie auf den gleichen septischen Insult unter-
schiedlich reagiert (Christaki und Giamarellos-Bourboulis 2014). In dieser Arbeit
wurden die Versuchstiere nach einem etablierten Verfahren (Rudiger et al. 2013) zu
einem friihen Zeitpunkt (6 h) mittels der kardialen EF nach Uberleben stratifiziert und
in die phanotypisch unterschiedlichen Gruppen der septic survivors und septic
non-survivors eingeteilt. Mit Hilfe dieser Methode konnten die Tiere anhand ihrer
individuellen Wirtsreaktionen gegenuber der Infektion in zwei heterogene
Phanotypen eingeteilt und der autophagische Prozess detailliert beurteilt werden. Da
die Autophagie einen komplexen Prozess darstellt, wurden die Transkripte und die
Proteinmodifikationen von Schrittmachermolekilen auf verschiedenen Ebenen und
zu unterschiedlichen Zeitpunkten untersucht. Es konnte eindeutig nachgewiesen
werden, dass die hypothetisierten differenziellen Expressionsmuster zwischen den

Untersuchungsgruppen bestehen.

Trotz umfangreicher Forschungsanstrengungen, ist das Ausmal} und die Beteiligung
der Autophagie an der Wirtsreaktion der Sepsis und ihre Wechselwirkung mit der
Apoptose noch nicht vollstandig geklart. In der vorliegenden Arbeit soll erstmals
anhand der stratifizierten Untersuchungsgruppen die Autophagie als adaptive Stress-
reaktion in der septischen Leber zu verschiedenen Zeitpunkten betrachtet werden.
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Autophagie als Adaptation auf unterschiedlichen Ebenen

Zur Selektion der untersuchten Paramater fokussierte sich die vorliegende Arbeit auf
die zentralen Vorgange des komplexen Prozesses der Autophagie auf verschie-
denen Ebenen: die Induktion, die Reifung und die Formation des Autophagosoms.
Beclin-1 hat eine zentrale Rolle fur die Induktion des autophagischen Prozesses
(Kang et al. 2011) und interagiert mit verschiedenen Kofaktoren (Atg14L, UVRAG,
Bif-1, Rubicon, AMBRA1). Indem ULK1 Beclin-1 phosphoryliert, wird die Aktivitat des
VPS34-Komplexes gesteigert und der autophagische Prozess induziert. Der
Atg12-Atg5-Atg16L-Komplex ist an der Formation des Autophagosoms beteiligt
(Walczak und Martens 2013) und fungiert als E3-Ligase, indem es PE an den
Glycinrest von LC3B-| konjugiert und LC3B-Il entsteht. Atgs wird auch als friher
Marker der Autophagie beschrieben (Hailey et al. 2010), wogegen LC3B als spater,
aber wesentlicher Marker der Formation des Autophagosoms angesehen wird (Deng
et al. 2013). Die HO-1 ist ein Enzym, welches unter inflammatorischen Bedingungen
hochreguliert wird und neben seiner antiinflammatorischen Wirkung (Pae und Chung
2009) auch einen positiven Einfluss auf die Autophagie hat, indem es mit dem
VPS34-Komplex direkt interagiert und dadurch den autophagischen Prozess
induziert (Carchman et al. 2011).

In Abb. 15 ist der autophagische Prozess und die untersuchten Schllsselparameter

schematisch dargestellt.
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Abb. 15: Schematische Darstellung des autophagischen Prozesses und der
untersuchten Schliisselparameter.

Darstellung des autophagischen Prozesses in Abhangigkeit der Zeit, der Untersuchungs-
gruppen und der Expressionsniveauanderungen der Schlisselparameter. Fur Detail 1 und
Detail 2 wurden die Grenzwerte in Abweichung von den dargestellten Box Plots wie folgt
festgelegt: Genexpressionsanderung: Steigerung (Median Parameter > Median Kontrolle),
starke Steigerung (Median Parameter > 0,5 log,FC), Reduktion (Median Parameter < Median
Kontrolle) und starke Reduktion (Median Parameter <-0,5 log,FC). Proteinexpressions-
anderung: Steigerung (Median Parameter > Median Kontrolle), starke Steigerung (Median
Parameter > 1,5fache Median Kontrolle), Reduktion (Median Parameter < Median Kontrolle)
und starke Reduktion (Median Parameter < 1,5fache Median Kontrolle).
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Die friihe Autophagosombildung als prognostischer Faktor

Die Daten der qPCR wiesen zu einem frihen Zeitpunkt (6 h) einen signifikanten
Unterschied der Expressionsniveaus zwischen den Untersuchungsgruppen auf. Die
septic non-survivor-Gruppe zeigte bei der Mehrheit der untersuchten Parameter eine
signifikante Erhdhung der Genexpression in den ersten 6 h nach PCI-Induktion und
anschliellend eine betrachtliche Verminderung nach 24 h im Vergleich zur septic
survivor-Gruppe. Diese Beobachtung kann durch Chien et al. bestatigt werden, die
3 h nach CLP (cecal ligation and puncture) einen Anstieg von LC3-Il im Leber-
gewebe von Ratten verzeichnen (Chien et al. 2011). Der Héchstwert der LC3-II-
Menge zeigt sich ebenfalls nach 6 h mit einer darauffolgenden raschen Vermin-
derung im Zeitraum von 9 h bis 18 h nach CLP-Induktion. Diese Ergebnisse zeigen
auf, dass die Reduzierung der Abbaufunktion der Autophagie in einem spaten
Stadium der Sepsis zur Manifestation eines Leberschadens beitragen kann. Dem-
entsprechend ist die frihzeitige Erhdéhung der Autophagie eine Reflektion der Wirts-
reaktion gegenuber oxidativen Stresses und Mitochondrienschadigung und spielt
eine entscheidende Rolle im frGhen Stadium der Sepsis (Chien et al. 2011). Im
Gegensatz dazu demonstrieren Tang et al. in einem Maus CLP-Modell anhand von
LC3-Il eine gesteigerte Autophagie im Lebergewebe und keine Reduzierung der
autophagischen Aktivitat Uber einen Zeitraum von 24 h. Zudem weisen sie nach,
dass eine erhodhte autophagische Aktivitat mit einer geringeren Mortalitat assoziiert
ist und somit einen protektiven Mechanismus der Wirtsreaktion auf den septischen
Insult darstellt (Tang et al. 2013). Diese Beobachtungen korrelierten mit der Mehrheit
der Daten der septic survivor-Gruppe in der vorliegenden Arbeit, die eine stetige
Erhdhung der Autophagie Uber den Beobachtungszeitraum von 72 h zeigten.
Gleichermal’en demonstrieren Watanabe et al. eine deutliche Erhohung der
autophagischen Aktivitat in Lebergeweben von septischen Patienten und CLP-
Mausen (Watanabe et al. 2009).

Die Erfassung des Ausmalles der Autophagie wurde bislang in experimentellen
Studien lediglich Endpunkt-bezogen erforscht und die Untersuchungsgruppe als weit-
gehend homogen angesehen. In der vorliegenden Arbeit wurden die Ratten jedoch
zu einem frilhen Zeitpunkt der septischen Erkrankung nach prognostiziertem Uber-
leben stratifiziert und die Autophagie wurde anschlielend in den phanotypisch unter-

schiedlichen Gruppen beurteilt. Durch dieses Verfahren ist es moglich, die Individuen
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nach dem Ausmal} ihrer Wirtsreaktion gegentber der Sepsis zu klassifizieren und
mindestens zwei Subgruppen zu bilden. Die bedarfsgerechte und gezielte therapeu-
tische Intervention sollte auch beim Patienten perspektivisch der individuellen Varia-
bilitat der Wirtsreaktion gegentber der Infektion angepasst sein. Allerdings ist die
frihe Detektion der Sepsis immer noch ein bedeutendes Problem in der Klinik,
verzogert dadurch die Diagnose/frihe Therapie und fuhrt individualisierte Ansatze ad
absurdum. (Liu et al. 2014).

Die im Tiermodell erhobenen Daten zeigten deutlich, dass ein signifikanter Unter-
schied zu einem frihen Zeitpunkt (6 h) zwischen den septic survivors und den septic
non-survivors zu verzeichnen war. Dementsprechend kann die aufgestellte Hypo-
these bestatigt werden, dass die frihe Autophagosombildung in den ersten 6 h der
Sepsis prognoseentscheidend ist. Beispielsweise demonstrierten die Expressions-
daten des frihen Autophagosommarkers Atg5 eine signifikant reduzierte Genexpres-
sion in der septic survivor-Gruppe im Vergleich zur septic non-survivor-Gruppe zum
Zeitpunkt 6 h. Somit kdnnte die Autophagie einen neuen Ansatz der personalisierten
Medizin darstellen, um Patienten frihzeitig anhand des Ausmales der Stressreaktion
einzuteilen und das outcome zu bestimmen, um eine gezielte und frihzeitige thera-

peutische Intervention einzuleiten.

Autophagie und Apoptose

In zahlreichen Organen wie z. B. im Herz (Zou et al. 2014), Pankreas (Gukovskaya
und Gukovsky 2012), Niere (Takabatake et al. 2014), Skelettmuskel (Mofarrahi et al.
2012), Gehirn (Nixon 2013) und ebenfalls in der Progression von Tumorerkran-
kungen (Yang et al. 2011) ist nachgewiesen, dass die Autophagie als adaptive
Stressreaktion fur die Aufrechterhaltung der Homdostase der Zellen entscheidend ist.
In der septischen Leber ist die Autophagie besonders flir die Aufrechterhaltung von
Energielevel und Nahrstoffen und die Eliminierung von fehlgefalteten Proteinen,
subzellularen Organellen und intrazellularen Bakterien wichtig (Yin et al. 2008). Unter
pathologischen Bedingungen wird die Autophagie als adaptive Stressreaktion unmit-
telbar hochreguliert (Grassi et al. 2015). Die Applizierung von LPS, eine Hauptkom-
ponente von Zellwanden von Bakterien, verursacht einen endotoxamischen Leber-

schaden und wird mit der Hochregulierung des autophagischen Prozesses assoziiert
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(Wang et al. 2010a). Zusatzlich kann im Lebergewebe von verstorbenen Sepsis-
patienten eine Akkumulation von Autophagosomen beobachtet werden (Watanabe et
al. 2009). Chien et al. und Lin et al. zeigen, dass durch den spezifischen knockdown
von Atg7 die basale autophagische Aktivitat gestort ist. Hierbei tritt eine Akkumulation
von Peroxisomen, deformierten Mitochondrien mit Cytochrom c-Freisetzung und
anormalen Membranstrukturen in Hepatozyten auf und resultiert in einer Leberfunk-
tionsstorung mit letztendlichem Organversagen (Chien et al. 2011, Lin et al. 2014).
Einer der hauptsachlichen Mechanismen, durch den die Autophagie die Apoptose
limitiert, ist die Mitophagie (Youle und Narendra 2011). Die Mitochondrien
konstituieren das 'Schlachtfeld’, wo die Uberlebens- und Todes-Signale zusammen-
kommen und dort wird determiniert, ob die intrinsische Apoptose aktiviert werden
muss (Galluzzi et al. 2012). Defekte Mitochondrien sind durch den Verlust ihres
Membranpotentials an der Induktion der Apoptose wesentlich beteiligt (Ferraro und
Cecconi 2007). Durch die Eliminierung von defekten Mitochondrien mittels der
autophagischen Maschinerie kann der Schwellenwert des programmierten Zelltodes
gesteigert und die Apoptoserate verringert werden. Diese Resultate implizieren, dass
die Autophagie eine protektive Rolle in der septischen Leber einnimmt. In der Studie
von Wang et al. wird der Zusammenhang zwischen der Autophagie und dem c-Jun
N-terminal kinase (JNK)/c-Jun-Signalweg erlautert. Die Inhibierung der Autophagie
durch den knockdown von Atgb fuhrt in einer RALA255-10G-Hepatozyten-Zelllinie
aus Ratten zu einer Uberaktivierung des JNK/c-Jun-Signalweges (Wang et al.
2010b). Der JNK/c-Jun-Signalweg ist ein zentraler Prozess in der chronischen sowie
der durch akuten oxidativen Stress induzierten Apoptose von Hepatozyten (Liu et al.
2002, Schwabe et al. 2004). Diese Studie demonstriert, dass die Autophagie fur
Hepatozyten essenziell ist, um den mitochondrialen Signalweg und den darauffol-
genden programmierten Zelltod zu limitieren. Dennoch bleibt der Zusammenhang
zwischen Apoptose und Autophagie weiterhin kontrovers. Es gibt experimentelle
Studien, die den autophagischen Prozess als einen bedeutsamen Signalweg fir das
Zelliberleben darstellen und auf der anderen Seite zeigen tierexperimentelle
Studien, dass die deregulierte Autophagie die Apoptose induziert:

Die Daten dieser Arbeit zeigten deutlich, dass die septic non-survivor-Gruppe zum
Zeitpunkt 6 h im Gegensatz zur septic survivor-Gruppe Uberwiegend eine zweifach

gesteigerte Genexpression aufwies. Diese UbermaRige Aktivierung der Autophagie
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konnte in der septic non-survivor-Gruppe eine Selbstzerstérung der Hepatozyten
bewirken und zum Zelltod beitragen, da beispielsweise nicht nur alternde und defekte
Mitochondrien und Proteine eliminiert werden, sondern auch funktionsfahige Orga-
nellen. Tierexperimentelle Studien weisen darauf hin, dass die Autophagie bei den
Uberwiegenden Formen des zellularen Stresses eine zytoprotektive Rolle einnimmt,
da der knockdown von Atg-Genen den Zelltod eher beschleunigt, als ihn zu limitieren
(Maiuri et al. 2007). Allerdings kann eine unkontrollierte Hochregulierung der
Autophagie mdglicherweise zum Zelltod fuhren, indem es einerseits die Apoptose
induziert oder zytoplasmatische Komponenten unspezifisch eliminiert (Gump und
Thorburn 2011). Die Untersuchungen von Scott et al. zeigen, dass durch die Uber-
expression von Atg1 die Autophagie induziert werden kann und dadurch der Zelltod
ausgelost und das Zellwachstum eingeschrankt wird (Scott et al. 2007). Vergleichbar
demonstrieren Pattingre et al., dass ebenfalls durch die Hochregulierung von
Beclin-1 der autophagische Signalweg aktiviert und der Zelltod induziert wird
(Pattingre et al. 2005). Die Wechselwirkung zwischen der Autophagie und der
Apoptose ist ein komplexer Prozess, da sie durch gemeinsame Faktoren reguliert
werden und ihre Aktivitaten gegenseitig beeinflussen kénnen (Hsieh et al. 2009). Die
rasche Induktion der Autophagie reflektiert die adaptive Reaktion der Zelle auf Stress
(Pietrocola et al. 2013). Wenn jedoch die Intensitat oder die Dauer des Stresses den
Schwellenwert der Zelle Uberschreitet, ist die Autophagie als adaptive Stressreaktion
erschopft (Rubinstein und Kimchi 2012). Demzufolge wird der programmierte Zelltod
und die dazugehorigen Caspasen aktiviert. Diese Caspasen bauen diverse essen-
Zielle Autophagieproteine ab, z. B. Beclin-1, welches in einer Inaktivierung des
autophagischen Prozesses resultiert (Luo und Rubinsztein 2010, Wirawan et al.
2010). Zudem zeigen Pagliarini et al. auf, dass AMBRA1 durch Caspasen und
Calpainen irreversibel abgebaut wird und das Zellen, die eine mutierte Caspasen-
Spaltungsstelle in AMBRA1 haben, relativ resistent gegenuber der Apoptose sind
(Pagliarini et al. 2012). Neuste tierexperimentelle Studien bestatigen, dass die
Autophagie einen protektiven oder schadlichen Einfluss auf die Homdostase der
Zelle haben kann, abhangig vom Stadium der Krankheit, der zellularen Umgebung
und der therapeutischen Interventionen (Chien et al. 2011). Insbesondere aber spielt
wahrscheinlich die Intensitat des zellularen Stresses mit dem anschlielienden Aus-
malfd und Dauer der autophagischen Aktivitat eine Rolle. Das Zusammenwirken von

Autophagie und Apoptose ist sehr komplex und noch nicht vollstandig erforscht und
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konnte in der Zukunft neue therapeutische Ansatze fir die Detektion und Behandlung

von septischen Patienten darstellen.

Beeinflussung des autophagischen Prozesses

Wie bereits beschrieben, war das Ausmal’ der Autophagie als adaptive Stressreak-
tion bezlglich des zellularen Stresses zwischen der septic survivor-Gruppe und der
septic non-survivor-Gruppe unterschiedlich, trotz ahnlicher, wenn nicht sogar iden-
tischer EinflussgroRen wie genetischer Hintergrund, Geschlecht, Alter, Gewicht,
Umgebung und septischer Insult. Transkriptionsfaktoren kénnten ein mdglicher
Mechanismus sein, welcher bei pathologischen Bedingungen, wie beispielsweise
Nahrstoff- und Energiemangel, die spezifischen Gene der Autophagie hochregulieren
und damit die Homoostase der Zelle erhalten. In dieser Arbeit werden zwei Trans-

kriptionsfaktoren beispielhaft erlautert, die die Induktion der Autophagie regulieren.

Der Transkriptionsfaktor EB (TFEB) ist nicht nur ein Hauptregulator der lysosomalen
Biogenese, sondern kontrolliert zudem die wichtigsten Schritte des autophagischen
Signalweges, einschlie8lich der Formation, Fusion und Degradierung der Makro-
molekile und der inneren Membran des Autolysosoms (Spampanato et al. 2013).
Eine TFEB-Uberexpression in HelLa-Zellen resultiert mit einer Zunahme an
Autophagosomen in einer signifikant erhdhten Autophagie (Settembre et al. 2011).
Zudem zeigen Decressac et al. in Neuronen des Mittelhirns, die Dopamin als Neuro-
transmitter benutzen, dass eine TFEB-Uberexpression zu einer deutlichen Steige-
rung der lysosomalen und autophagischen Marker fihrt (Decressac et al. 2013). In
einem LPS-induzierten Sepsis-Modell verbessert der Transfer des TFEB-Gens den
autophagic flux und verlangsamt somit die Progression des systemischen inflamma-
torischen Krankheitsbildes (Uchida et al. 2014). In HelLa-Zellen fuhrt die RNA-
Interferenz (RNAIi) von TFEB in normalen wie auch in nahrstoffarmen Bedingungen
zu einer Reduzierung der LC3-ll-Level. Diese Verminderung des LC3-ll-Levels
korreliert mit der Herunterregulierung von TFEB (Settembre und Ballabio 2011). Die
Degradierung von Proteinen mit langer Halbwertszeit kann durch eine Uber-
expression von TFEB erhdht werden und ist in TFEB-knockdown-Mausen verringert
(Settembre et al. 2011). Pastore et al. zeigen, dass ein TFEB-Gentransfer in der

Leber zu einer Verbesserung von Lebererkrankungen fuhrt, indem der Abbau durch
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die autophagische Maschinerie von serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1
antiproteinase, antitrypsin), member 1 (SERPINA1) gesteigert wird (Pastore et al.
2013a, Pastore et al. 2013b). Der Gentransfer von TFEB demonstriert potentielle
Behandlungsmoglichkeiten flr ein weites Spektrum an Funktionsstérungen, die auf
einer intrazellularen Akkumulation von toxischen Proteinen beruhen. Zusammen-
fassend ist der Transkriptionsfaktor TFEB ein signifikanter Regulator, welcher die
Induktion der Autophagie stark hochregulieren kann. Er spielt eine entscheidende
Rolle in verschiedenen wichtigen Schritten des autophagischen Signalweges und
durch die Regulierung der Expression von TFEB mit der anschliellienden Hoch-
regulierung der Autophagie, weisen die Ergebnisse tierexperimenteller Studien auf

einen neuen therapeutischen Ansatz hin.

Bei der Progression der schweren Sepsis und der Organdysfunktionen spielt die
Gewebehypoxie eine wesentliche Rolle. Zahlreiche Studien belegen, dass die
Autophagie als adaptive Stressreaktion durch Hypoxie induziert wird (Bhattacharya
und Eissa 2015, Wu et al. 2015). Ein wesentlicher Transkriptionsfaktor, der fur die
starke Hochregulierung von Autophagie-Genen verantwortlich sein kdnnte, ist der
hypoxia-inducible factor-1 alpha (HIF-1 alpha). Aktuelle Studien zeigen, dass eine
positive Korrelation zwischen den Expressionsniveaus von HIF-1 alpha und LC3-I
bei anoxischen Bedingungen besteht (Thongchot et al. 2014). Eine Uberexpression
von HIF-1 alpha in kortikalen Neuronen l6st eine signifikante Veranderung der
Autophagie, v. a. der Mitophagie, aus (Gong et al. 2014). Die Inhibierung von
HIF-1 alpha flhrt zu einer deutlich supprimierten Zellproliferation und einer
verringerten mitochondrialen Autophagie. Die HIF-1 alpha-induzierte Autophagie
geht mit der Inhibierung des mTOR-Signalweges einher (Gong et al. 2014). Belibi et
al. demonstrieren ebenfalls, dass der Anstieg von LC3-ll und Beclin-1 mit der
Uberexpression von HIF-1 alpha korreliert (Belibi et al. 2011). Sun et al. zeigen, dass
die Hochregulierung von BCL2/Adenovirus E1B 19 kDa interacting protein 3 (BNIP3),
vermittelt durch HIF-1 alpha, die Aktivierung der Autophagie fordert, indem der
mTOR-Signalweg inhibiert wird (Sun et al. 2014). Zhao et al. bestatigen dies, indem
sie zeigen, dass die Induktion der Autophagie bei hypoxischen Bedingungen durch
die Hochregulierung der HIF-1 alpha-abhangigen BNIP3-Expression bedingt ist.
Insbesondere zeigt der knockdown von HIF-1 alpha eine aufgehobene Hypoxie-
induzierte Autophagie (Zhao et al. 2012). Diese Studien bestatigen die betrachtliche
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Rolle von HIF-1 alpha in der transkriptionellen Regulation der Autophagie und
demonstrieren, dass eine HIF-1 alpha-Aktivierung die Induktion der Autophagie bei

Hypoxie stark hochreguliert.

Ein weiterer Mechanismus, der die autophagische Aktivitat ebenfalls steigern kann,
ist die posttranslationale Proteinmodifikation (PTM). Tierexperimentelle Studien
zeigen, dass die autophagische Maschinerie innerhalb von Minuten nach Stress-
induktion aktiviert werden kann (Morselli et al. 2010). Dadurch konnen die Zellen die
potentiell zytotoxische Situation schneller bewaltigen, bevor wesentliche zellulare Be-
standteile irreversibel geschadigt werden. Diese vorubergehende und rasche Aktivie-
rung innerhalb von Minuten wird durch die PTM vermittelt (Pietrocola et al. 2013) und
hat eine zentrale Rolle in der Bestimmung der Struktur, Lokalisation, Aktivitat und
Funktion von Proteinen der Autophagie. Diese Modifikation beinhalten beispielsweise
die Phosphorylierung, Glykosylierung, Ubiquitinierung und Lipidierung von Proteinen
(Bononi et al. 2011, Moremen et al. 2012, Finley et al. 2004, Resh 2012).

Validierung mittels Western Blot

Wie einleitend bereits beschrieben, wird fir die Ausfihrung der Autophagie die Funk-
tion von mehreren Signalwegen und Proteinkomplexen bendtigt. Zur Validierung der
gPCR-Daten wurden auf Proteinebene ausgesuchte Schrittmacherproteine unter-
sucht, die eine aktive Rolle in der Regulation der Autophagie wahrend der Sepsis
einnehmen. Beclin-1 ist die primare Untereinheit des class /Il VPS34-Komplexes und
wird aufgrund von verschiedenen intrazellularen oder extrazellularen Signalen, wie
z. B. Aminosaure- oder Energiemangel, von der aktivierten ULK1 phosphoryliert.
Dadurch findet eine Aktivitatserhdhung des class /Il VPS34-Komplexes statt und die
Autophagie wird induziert (Russell et al. 2013). In den septic non-survivors war eine
Abnahme der relativen Proteinmenge von P-Beclin-1 innerhalb der 24 h zu verzeich-
nen. Im Gegensatz dazu zeigte sich in der septic survivor-Gruppe ein Anstieg der
relativen Proteinmenge von 6 h zu 24 h mit einer anschlieRenden signifikanten Ver-
minderung. Diese Daten zeigen auf, dass die autophagische Aktivitat in der septic
survivor-Gruppe zum Zeitpunkt 24 h am starksten induziert wurde, wohingegen bei
den Tieren mit der schlechten Prognose eine stetige Abnahme der Induktion zu

erkennen war. Die relativen Proteinmengen von Beclin-1 Kkorrelierten mit diesen
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Ergebnissen und demonstrierten in der septic survivor-Gruppe eine Abnahme im
Zeitraum von 6 h zu 24 h mit einem anschlieBenden Anstieg zum Zeitpunkt 72 h.
Dieselbe Wechselbeziehung war ebenfalls zwischen den relativen Proteinmengen
von P-Beclin-1 und Beclin-1 in der septic non-survivor-Gruppe zu beobachten
(Abschnitt 4.3). Zudem wurde das Protein LC3B-II untersucht, welches als LC3B-I in
einer ubiquitinahnlichen Reaktion von dem Atg12-Atg5-Atg16L-Komplex (E3-Ligase)
mit PE konjugiert wird, um LC3B-Il zu bilden (Wani et al. 2015). Die relativen
Proteinmengen von LC3B-Il waren in der septic non-survivor-Gruppe Uber den
Zeitraum von 24 h auf dem Niveau der Kontrollgruppe. In der septic survivor-Gruppe
zeigte sich zum Zeitpunkt 6 h eine signifikante Erhdhung der relativen Proteinmenge
von LC3B-Il im Vergleich zur Kontrollgruppe. Zum Zeitpunkt 24 h war eine Reduktion
der Proteinmenge zu verzeichnen mit einem anschliellienden Anstieg zum Zeitpunkt
72 h. Diese Daten demonstrierten, dass die septic survivor-Gruppe eine gesteigerte
autophagische Aktivitat im Gegensatz zur septic non-survivor-Gruppe aufzeigten. Die
relativen Proteinmengen von LC3B-Il der septic survivor-Gruppe korrelierten zudem
mit den Ergebnissen der gPCR-Daten und zeigten Ubereinstimmende Expres-

sionsmuster (Abschnitt 4.3).

Wertung der Modelle und der Methodik

In der vorliegenden Arbeit wurde als Sepsismodell das PCI-Modell gewahlt. Dieses
Modell simuliert eine polymikrobielle Infektion in der Peritonealhéhle mit anschlie-
Render Ausbreitung der Bakterien in die Blutbahn und konsekutiver systemischer
Inflammation und Multiorganversagen. Kein Modell der intra-abdominellen Infektion
kann den komplexen klinischen Verlauf in seiner Gesamtheit darstellen. Es gibt viele
Einflussfaktoren, wie z. B. Umweltfaktoren, genetischer Hintergrund und eventuelle
Komorbiditaten, die die Ubertragbarkeit von murinen Modellen auf den Menschen
erschweren (Fink 2014). Ein weiterer Nachteil von murinen Sepsismodellen ist das
Fehlen einer antibiotischen und supportiven Therapie, die die septischen Patienten
auf der Intensivstation erhalten. In dieser Arbeit wurde keine antibiotische Therapie
angewandt, weil in klinischen Studien und in Tiermodellen gezeigt werden konnte,
dass eine klinisch relevante Dosis an bakteriziden Antibiotika nicht nur nephro- und

heptotoxisch wirken, sondern auch eine mitochondriale Dysfunktion und einen
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erhdhten oxidativen Stress mit Gewebeschadigung hervorrufen kénnen (Kalghatgi et
al. 2013, Singer 2014).

Ein Vorteil des PCI-Modells ist, dass es, durch die Verwendung einer Faecessuspen-
sion mit Gram-positiven und Gram-negativen Keimen (Abschnitt 3.2.2.1) eine emi-
nente Nahe zur klinischen Fragestellung der Wirtsreaktion bei polymikrobieller intra-
abdomineller Sepsis aufzeigt. Es ist allgemein anerkannt, dass je mehr ein Tier-
modell dem menschlichen Krankheitsbild ahnelt, desto zuverlassiger die Exploration
der Ergebnisse erlaubt (Tracey und Abraham 1999, Opal 2003). Zudem kann mit
diesem Modell ein hoher Standardisierungsgrad und eine hohe Reproduzierbarkeit
erreicht werden. Dieses resultiert u. a. aus der Tatsache, dass die Aliquots der
gepoolten Stuhlprobe Uber einen langeren Zeitraum bei -80 °C konserviert werden
konnen und dadurch die Verwendung derselben Faecessuspension in einer Vielzahl
von Experimenten ermdglicht wird (Acha et al. 2005). Des Weiteren kann die
Dosierung der Faecessuspension gewichtsadaptiert durchgeflihrt werden, wodurch
einheitliche Schweregrade der Sepsis erreicht werden und somit Messreihen ver-
gleichbar sind. Diese kontrollierten Bedingungen zur Elimination moglicher Stor-
grélken sind wesentlich fur die experimentelle Arbeit, entsprechen jedoch in anderer

Hinsicht nicht der klinischen Realitat.

Ein weiterer Vorteil des PCI-Modells ist der minimale chirurgische Eingriff, der im Ge-
gensatz zum CLP-Modell nur aus einer Injektion besteht. Dieser Aspekt hat v. a. in
der vorliegenden Arbeit einen hohen Stellenwert, da der Stress eines chirurgischen
Eingriffes und die Modell-immanente Ischamie des Coecums die Autophagie indu-
ziert und dadurch die Ergebnisse verfalscht. In einer tierexperimentellen Arbeit von
Takahashi et al. wird die Autophagie mit dem CLP-Modell anhand von LC3 unter-
sucht. Es zeigt sich ein stetiger Anstieg von LC3-1l in der sham-Gruppe nach CLP-
Induktion mit einem Hdhepunkt nach 12 h (Takahashi et al. 2013). Diese Daten de-

monstrieren den bedeutenden Einfluss des CLP-Modells bezlglich der Autophagie.

Die gewahlten Zeitpunkte (6 h, 24 h und 72 h) in dieser Studie basieren auf bereits
etablierten Verfahren und vorherigen Untersuchungen (Rudiger et al. 2013). In erster
Linie werden diese durch die biologische Relevanz des septischen Geschehens
bestimmt. Die ersten 6 h werden als das Stadium der frihen Sepsis bezeichnet, nach

24 h hat sich die Sepsis etabliert und zum Zeitpunkt 72 h ist die Erholungs- und
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Regenerationsphase erreicht. Festgelegte Zeitpunkte sind in einer Studie besonders
fur die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wichtig. Zudem ermoglicht der Vergleich
zwischen den Zeitpunkten die Beurteilung des Entwicklungsprozesses und den

Verlauf der untersuchten Schlisselmolekiile.

Die klinischen Daten wurden in Kooperation mit Prof. Mervyn Singer (UNIVERSITY
COLLEGE HOSPITAL, LONDON) erhoben, um den Krankheitszustand der Tiere der
phanotypisch heterogenen Untersuchungsgruppen zu beurteilen. Haufige klinische
Anzeichen und Symptome eines septischen Geschehens sind Fieber (= 38 °C),
Tachykardie (Herzfrequenz = 90/min), Tachypnoe (Frequenz = 20/min), Hyperventi-
lation (pCO, < 4,3 kPa/ < 33 mmHg), arterielle Hypotension (systolischer arterieller
Blutdruck < 90 mmHg) und Organfunktionsstorungen (Reinhart und Brunkhorst
2011). Die kardiale Dysfunktion ist eine anerkannte Manifestation wahrend der
Sepsis. Echokardiographische Studien legen nahe, dass 40 % bis 50 % der
Patienten mit einem septischen Schock eine reduzierte EF haben und somit eine
kardiale Dysfunktion entwickeln (Rudiger und Singer 2007). In einer Studie von
Parker et al. weisen septische Patienten eine signifikante Reduktion des Schlag-
volumens (SV) und der EF im Vergleich zur Kontrollgruppe auf (Parker et al. 1984).
In der vorliegenden Arbeit zeigten die kardiovaskularen Daten eine signifikant
erhdhte Herzfrequenz (heart rate, HR) zum Zeitpunkt 6 h bei den septic
non-survivors im Vergleich zu den septic survivors und der Kontrollgruppe auf
(Abschnitt VI.3). Zudem war das SV nach 6 h in der septic non-survivor-Gruppe

signifikant reduziert und die Temperatur war im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht.

Des Weiteren kann das septische Geschehen zu einer Hyperventilation als Kompen-
sation der Laktatazidose mit darauffolgender respiratorischer Alkalose fuhren. In
diesem Stadium kommt es zu einer Verminderung des CO,-Partialdruckes (pCO,),
zu einem Anstieg des arteriellen pH-Wertes und zu einer kompensatorischen Reduk-
tion der HCOj3 -Konzentration im Plasma. Zudem fiihrt die respiratorische Insuffizienz
zur Hypoxamie mit einem erniedrigten O,-Partialdruck (pO;) (Singh et al. 2013,
Mortelliti und Manning 2002). Die klinischen Daten dieser Arbeit wiesen zum
Zeitpunkt 6 h in der septic non-survivor-Gruppe eine erhohte Atemfrequenz
(respiration rate, RR), einen reduzierten pCO; und pO,, eine Erniedrigung des
pH-Wertes im Blut und eine kompensatorische Reduktion der HCO3 -Konzentration
im Vergleich zu den septic survivors auf (Abschnitt VI.3).

68



Insgesamt belegten der klinische Score und die untersuchten Parameter, dass beide
Untersuchungsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe Uber den untersuchten Zeit-
raum die charakterisierenden Merkmale einer Sepsis aufwiesen. Dieses spiegelte
sich auch in den Nierenwerten, der Zytokinantwort und dem Gewicht zum Zeitpunkt
6 h wider, wobei die septic survivors und die septic non-survivors eine Erhdhung von
IL-6, IL-10, Kreatinin, Harnstoff und eine Reduktion des Gewichtes im Vergleich zur
Kontrollgruppe aufwiesen (Abschnitt VI.3). Zusatzlich zeigte die septic non-survivor-
Gruppe anhand der kardiovaskularen und respiratorischen Daten einen signifikant

schlechteren Krankheitszustand als die septic survivors.

Zur Genexpressionsanalyse wurde die qPCR als Verfahren eingesetzt, um hypothe-
sengetrieben selektierte mMRNAs des autophagischen Prozesses zu untersuchen. Die
biologische Relevanz und die Interpretation der Genexpressionsveranderungen ist
ein wesentlicher Aspekt, der beachtet werden sollte. In der Literatur wird kein allge-
mein gultiger Grenzwert beschrieben, von dem eine mMRNA-Genexpressionsande-
rung fur die Hepatozyten oder den Organismus als bedeutsam angesehen wird.
Einige Autoren listen ihre Ergebnisse ohne jeglichen Bezug zu einem Grenzwert und
andere legen diesen mehr oder weniger willkirlich fest. Der allgemein angesehene
Grenzwert in der Wissenschaft liegt bei einer zweifachen Genexpressionsver-
anderung, welches bei logs-transformierten Daten einer Anderung von * 1 entspricht.
In dieser Arbeit wurde somit ein log,-Grenzwert von + 1 als biologisch relevant

angenommen. Parallel wurden die Daten mit dem Mann-Whitney-U-Tests analysiert.

Bei der Auswertung des qPCR-Daten ist ebenfalls zu beachten, dass lediglich Modifi-
kationen auf Transkriptionsebene nachgewiesen werden. Dadurch lasst sich nur
bedingt auf die Proteintranslation oder -sekretion, gerade bei einem so fein justierten
Prozess wie der Autophagie, schlieBen. Demzufolge wurden, auf Grundlage der
nachgewiesenen Differenzen der mRNA-Genexpressionen zwischen den Untersu-
chungsgruppen anschlieend proteinbiochemische Methoden durchgefihrt. In dieser
Arbeit wurde der Western Blot als Verfahren genutzt, um Schllsselmolekile des
autophagischen Prozesses spezifisch nachzuweisen. Das untersuchte Protein LC3B
ist nicht nur ein zuverlassiger Marker fur vollstandig gereifte Autophagosomen,
sondern ist auch an der phagophore lokalisiert. Methodisch ist hierbei kritisch anzu-
merken, dass LC3B-l vermutlich weniger sensitiv fir die Detektion von anti-LC3B-

Antikdrpern ist als LC3B-Il. Zudem ist LC3B-I| anfalliger gegenliber den Prozessen
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des Einfrierens und Auftauens und der Degradierung im SDS-Ladepuffer (Klionsky et
al. 2012). Infolgedessen wurde bei den Experimenten darauf geachtet, dass die
Proben jeweils nur einmalig erhitzt wurden, keinen wiederholten Einfrier-Auftau
Zyklen ausgesetzt waren und unter der Verwendung von Protease- und
Phosphatase-Inhibitoren bearbeitet wurden (Abschnitt 3.2.4.1).

Aulierdem ist zu beachten, dass der Western Blot ein gewisses Mal} an Stress, z. B.
durch den mechanischen Stress der Lyse, der Zentrifuge und der Temperaturbelas-
tung durch die Erhitzung der Proben, ausibt und dadurch die Autophagie induziert
werden konnte (King et al. 2011). Dieser Aspekt soll die Methode nicht limitieren,
sondern hervorheben, dass keine perfekten Untersuchungen existieren und ein
sorgfaltiger und praziser Umgang mit den Proben erforderlich ist, um moglichst

akkurate und realitatsnahe Ergebnisse zu erhalten.

Da die Autophagie ein hochdynamischer und mehrstufiger Prozess ist, kann sie an
verschiedenen Schritten positiv oder negativ beeinflusst werden. Eine Akkumulation
von Autophagosomen konnte, z. B. die Induktion der Autophagie, die Reduktion des
turnovers oder die Unfahigkeit des turnovers mit der hohen Anzahl an
Autophagosomen mitzuhalten, reflektieren (Chu 2006, Ren und Taegtmeyer 2015).
Durch eine ineffiziente Fusion zwischen Autophagosom und Lysosom oder einer
Perturbation des Transportsystems der Zelle (Fass et al. 2006) wirde keine
Formation des Autolysosoms erfolgen und dadurch eine Akkumulation von
Autophagosomen resultieren. Somit kann eine Erhdhung der Anzahl von
Autophagosomen nicht den kompletten Umfang des autophagic flux darstellen. In
weiterfihrenden Studien zu diesem Thema sollte, um die Ergebnisse besser
interpretieren zu konnen, der komplette autophagic flux untersucht werden, ein-
schliel3lich der Formation des Autolysosoms und der Degradierung der Makro-
moleklile und ihrer Freisetzung in das Zytoplasma. Entsprechend mussten
autophagische Substrate in Abhangigkeit von der Zeit beobachtet werden, um nach-
zuweisen, dass sie das Lysosom oder Endosom erreicht haben und abgebaut
wurden. U. a. kdnnte das Protein p62/SQSTM1 untersucht werden, welches als
spezifisches Substrat der autophagischen Maschinerie identifiziert ist und somit
durch die Induktion der Autophagie abnimmt (Pankiv et al. 2007, Ichimura et al.

2008). Zudem konnte der turnover von autophagischen Kompartimenten mittels
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Transmissionselektronenmikroskopie dargestellt und dadurch der autophagic flux
beurteilt werden (Yla-Anttila et al. 2009).

Insgesamt gesehen ist diese Arbeit als eine Pilotstudie angelegt, die auf einer relativ
geringen Anzahl von Versuchstieren basiert und somit ausschliel3lich der Grund-
lagenforschung dient. Die statistische Analyse sowie die Interpretation der Ergeb-
nisse sind eingeschrankt. Um einen signifikanten Unterschied in den Expressions-
mustern zwischen septic survivors und septic non-survivors festzustellen, eignete sie
sich dennoch. Des Weiteren sind in der septic non-survivor-Gruppe nach 72 h alle
Tiere verstorben und infolgedessen sind keine Parameter der Autophagie vorhanden.
In weiterflihrenden Studien sollten deshalb eine groRere Anzahl an Versuchstieren

eingesetzt und mehrere kurze Zeitintervalle integriert werden.

Wie bereits beschrieben, kann eine rasche Induktion mit einer darauffolgenden Gber-
schiefenden Autophagie zu einer Aktivierung der Apoptose fuhren. Diese beiden
Prozesse interagieren wahrend der Sepsis eng miteinander (Hsieh et al. 2011). Infol-
gedessen sollten weiterflihrende Experimente durchgeflihrt werden, die die
Wechselbeziehung zwischen der Apoptose und der Autophagie untersuchen. Das
Enzym Caspase 3 ist ein frUher Apoptosemarker und fungiert als eines der
wichtigsten Caspasen in dem Prozess des programmierten Zelltodes (Elmore 2007)
und ist dadurch ein optimaler Parameter, um die Apoptoserate zu beurteilen. Zudem
kann die TUNEL-Methode (terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated
dUTP nick end labeling) angewandt werden, um die Zellkerne der apoptotischen

Zellen darzustellen.

Ein Merkmal der zellularen Schadigung wahrend der Sepsis ist eine steigende Apop-
toserate, begleitet von einer verringerten Autophagie. Tierstudien demonstrieren eine
Abnahme von essentiellen Autophagieproteinen nach Sepsis, wie etwa LC3B-II und
Atg5, und suggerieren damit eine Suppression des autophagischen Prozesses (Yen
et al. 2013). Carbamazepin ist ein Arzneimittel aus der Klasse der Antikonvulsiva und
verstarkt die Autophagie und reduziert in einem Maus-Modell mit einem
Alpha-1-Antitrypsin-Mangel den Leberschaden. (Hidvegi et al. 2010). Lin et al. Zeigen
in einem murinen CLP-Modell, dass durch die Administration von Carbamazepin der
vollstéandige autophagische Prozess aktiviert und die CLP-Uberlebensrate verbessert

wird (Lin et al. 2014). In einer weiteren Studie von Puls et al. wird der Einfluss der
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Autophagie auf das Fibrinogen storage disease (FSD) untersucht. FSD ist eine
autosomal-dominante Erbkrankheit mit Hypofibrinogenamie und einer Akkumulation
von Fibrinogenaggregaten im hepatozellularen ER und der Entwicklung einer
progressiven Leberfibrose oder -zirrhose. Durch die Stimulation der Autophagie
mittels Carbamazepin wird die Toxizitat der Proteinaggregate und die Caspase-
aktivitat herabgesetzt und die Leberfunktion der Patienten normalisiert sich wieder
(Puls et al. 2013).

Eine weitere pharmakologische Behandlungsmethode ist Rapamycin, ein Medika-
ment aus der Gruppe der Immunsuppressiva, welches haufig fur die Induktion der
Autophagie genutzt wird, da es den mTOR-Komplex inhibiert (Takeuchi et al. 2005,
Zhang et al. 2015). Yen et al. untersuchten die Hochregulierung der Autophagie in
einem Sepsis induzierten acute Ilung injury (ALI) und zeigen, dass durch die
Administration von Rapamycin die Suppression der Autophagie wahrend der Sepsis
aufgehoben wird. Dieses resultiert in einer Inhibierung der LPS-vermittelten Inflam-
mation, reduziert die Apoptoserate und steigert die 7-Tage-Uberlebenswahrschein-
lichkeit. Es konnte argumentiert werden, dass die immunsuppressive Wirkung von
Rapamycin und nicht die Autophagie die reduzierte Inflammation im Lungengewebe
der septischen Mause mit Administration von Rapamycin hervorruft. Die IL-6-Werte
sind jedoch im Vergleich zur CLP-Kontrollgruppe nicht signifikant reduziert (Yen et al.
2013). Diese Ergebnisse demonstrieren, dass die vorteilhafte Wirkung von
Rapamycin nicht ausschlieBlich von der immunmodulierenden Aktivitat, sondern
auch von der Eigenschaft der Steigerung der Autophagie abhangig ist. Die Resultate
dieser Studien bestatigen, dass Carbamazepin und Rapamycin potentielle Behand-
lungsstrategien darstellen konnten, um die Autophagie unter pathologischen Stress-
Situationen zu steigern. Ein Aspekt fur weitere klinische Untersuchungen zu diesen
Medikamenten ware eine retrospektive Studie, anhand derer der Einfluss von
Carbamazepin und Rapamycin auf die Uberlebensrate von septischen Patienten
ermittelt wird. Zudem koénnten ebenfalls die klinischen Parameter wahrend des
septischen Prozesses evaluiert und die Folgen und Auswirkungen einer statt-

gehabten Sepsis betrachtet werden.
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Wechselwirkung zwischen Autophagie und den TLR2/MyD88- und
JAK/STAT-Signalwegen

Die kardiale Dysfunktion wahrend der Sepsis ist eine anerkannte Manifestation und
ein wichtiger prognostischer Faktor (Levy und Deutschman 2004, Vieillard-Baron et
al. 2008). In der Publikation von Rudiger et al. wird in einem vergleichbaren
Studiendesign untersucht, ob eine verminderte Myokardfunktion in der frihen Phase
der Sepsis festgestellt werden kann und ob der Grad der Verminderung das
letztendliche outcome vorhersagt (Rudiger et al. 2013). In der kardialen Gen-
expressionsanalyse werden 527 Transkripte identifiziert, die wahrend des septischen
Geschehens signifikant reguliert werden. In erster Linie wird die prognostizierte
Mortalitat mit den inflammatorischen Signalwegen TLR2/MyD88 (Toll-like receptor
2/myeloid differentiation factor 88) und JAK/STAT (Janus kinase/signal transducer
and activator of transcription) assoziiert. Diese Signalwege stehen auch mit der

Autophagie im Zusammenhang.

Die Signaltransduktion der TLRs wird zum Teil durch das TLR-Adapterprotein MyD88
vermittelt. MyD88 kann an die Toll/interleukin-1 receptor (TIR)-Domane binden und
dadurch Signalproteine rekrutieren, die zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren,
wie z. B. NF-kB und AP-1 (activator protein 1), und zur Expression von Genen der
Entziindungsreaktion fuhren (Castoldi et al. 2012). In den Untersuchungen von
Delgado et al. wurden Schlisselmolekiile und Signalwege untersucht, die die
Autophagie als Reaktion auf invadierende Pathogene aktiviert. Das Homopoly-
saccharid Zymosan, welches TLR2 aktiviert, ist ein starker Induktor von LC3.
Dadurch wird die autophagische Maschinerie stimuliert und die intrazellularen
Pathogene werden eliminiert. Dieses Ergebnis zeigt, dass u. a. die Aktivierung von
TLR2 ein potentieller molekularer Mechanismus fur die Induktion der Autophagie, als
Stressreaktion auf eindringende Pathogene, ist (Delgado et al. 2008). Des Weiteren
zeigen Shi et al. in Makrophagen, dass die Mitglieder der TLR-Familie die Interaktion
von MyD88 und Trif (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-) mit
Beclin-1 verstarken und somit die Bindung zwischen Beclin-1 und Bcl-2 (B-cell
lymphoma 2) reduzieren (Shi und Kehrl 2008). Bcl-2 ist ein Protein, das mit Beclin-1
interagiert und damit die Beclin-1-abhangige Autophagie inhibiert (Pattingre et al.
2005). Diese Ergebnisse demonstrieren einen Zusammenhang zwischen der
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TLR-abhangigen Signalvermittiung und dem Signalweg, der zur Autophagie fuhrt.
Des Weiteren werden MyD88 und Trif als Aktivatoren der Autophagie identifiziert.

Der JAK/STAT-Signalweg ist einer der wenigen pleiotropen Signallbertragungs-
mechanismen, der die Informationen von extrazellularen Signalpeptiden zu intrazellu-
laren Promotern von Zielgenen im Zellkern weiterleitet und dadurch zur Regulation
der Zellentwicklung, Wachstumskontrolle und Homdostase beitragt (Rawlings et al.
2004). Besonders STAT3 vermittelt die Expression von einer Vielzahl von Genen und
nimmt dadurch eine SchlUsselrolle beim Zellwachstum und bei Apoptose ein
(Jonchere et al. 2013). Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass STAT3 einen
Einfluss auf multiple Aspekte der Autophagie hat (Kroemer et al. 2010, Shen et al.
2012, Du Toit 2012). STAT3-Monomere werden im Zytosol phosphoryliert und bilden
STAT3-Dimere, die anschliefend in den Nukleus eingeschleust werden (Knight et al.
2012). Dort binden sie an spezifische DNA-Regionen und aktivieren oder suppri-
mieren transkriptionell Zielgene, wie z.B. Bcl-2 und HIF-1 alpha, welche die
Autophagie entweder stimulieren oder inhibieren (Zhang et al. 2015). Indem STAT3
die Bcl-2-Expression hochreguliert, wird der autophagische Prozess inhibiert (Tai et
al. 2013) und durch die dominante negative Inhibierung von STAT3 wird typischer-
weise die Hochregulierung der Autophagie induziert (You et al. 2015). Zudem
aktiviert und stabilisiert STAT3 HIF-1 alpha transkriptionell wahrend Hypoxie und
induziert dadurch die autophagische Maschinerie (Jung et al. 2008).

In der Publikation von Rudiger et al. wird eine fruhe Hochregulation von den
TLR2/MyD88- und JAK/STAT- abhangigen Signaltransduktionswegen mit einem
Anstieg von STAT3 im Nukleus nachgewiesen. Daraus kann hergeleitet werden,
dass durch die Hochregulation von TLR2/MyD88 die Autophagie aktiviert und durch
die Erhdhung von JAK/STAT der autophagische Prozess eher negativ beeinflusst
wird. Da diese Signalwege jedoch eine komplexe Wechselbeziehung mit dem
autophagischen Prozess darstellen, kann die Autophagie als kardiale adaptive
Stressreaktion und als prognostischer Faktor der Mortalitat wahrend des septischen

Geschehens nur gedeutet werden.
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6 Schlussfolgerung

Bis heute existieren keine erfolgreichen kausativen Strategien fur die Behandlung der
Sepsis. Es zeigte sich in jahrelanger Forschung auf diesem Gebiet, dass verschie-
denste und aulderst erfolgreiche Therapieansatze in septischen Tiermodellen nicht in
das klinische Umfeld Ubertragen werden konnten. Eine wesentliche Ursache dafur ist
mdglicherweise die ineffiziente Charakterisierung des Ausmales der Wirtsreaktion
der Studienpatienten. Eine Population weist eine unterschiedliche Dynamik und
Kinetik der Wirtsreaktionen als Antwort auf den septischen Insult auf und sollte daher
als heterogen betrachtet werden. Zudem ist die frihe Detektion der Sepsis immer
noch ein bedeutendes Problem und verzdgert dadurch die Diagnose und die bedarfs-
gerechte und gezielte therapeutische Intervention. In der vorliegenden Arbeit wurden
die Tiere nach einem etablierten Verfahren zu einem friihen Zeitpunkt der septischen
Erkrankung mittels der EF nach prognostiziertem Uberleben stratifiziert. Dementspre-
chend wurden die Individuen nach dem Ausmal} ihrer Wirtsreaktion gegenuber der
Sepsis klassifiziert und in Phanotypen unterteilt. Da die Autophagie bereits nach 6 h
einen signifikanten Unterschied zwischen den Untersuchungsgruppen aufwies,
konnte sie einen neuen Ansatz der personalisierten Medizin darstellen, um Patienten
frlhzeitig anhand des Ausmalles der Wirtsreaktion einzuteilen, das outcome zu

bestimmen und eine gezielte und friihzeitige Therapie beginnen zu kénnen.

In dieser Arbeit wurde als Sepsismodell das PCI-Modell gewahlt, welches dem
klinischen Befund einer polymikrobiellen Sepsis sehr nahe kommt. Der Aspekt des
minimal chirurgischen Eingriffes, spielt bei der Beurteilung der Autophagie eine
entscheidende Rolle, da der Stress einer Operation und die dazugehdrige Ischamie,
wie im CLP-Modell, die Autophagie induziert und dadurch die Ergebnisse verfalschen
kann. Zur Bestatigung oder Wiederlegung der Hypothesen, wurden die Transkripte
und Proteinmodifikationen von entscheidenden Schrittmachermolekilen des
autophagischen Prozesses auf verschiedenen Ebenen und zu unterschiedlichen
Zeitpunkten untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die hypothetisierten diffe-

renziellen Expressionsmuster zwischen den Untersuchungsgruppen bestehen.
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Die Auswertung der gewonnenen Daten machte ebenfalls deutlich, dass die septic
non-survivors im Vergleich zu den septic survivors bereits nach 6 h Uberwiegend ein
zweifach gesteigertes Expressionsniveau der Schrittmachermolekule aufwiesen.
Diese UbermafRige Aktivierung der Autophagie kann zu einer unspezifischen Elimi-
nierung von zytoplasmatischen Komponenten und somit zum programmierten Zelltod
fuhren. Der Zusammenhang zwischen der Autophagie und der Apoptose wird jedoch

heutzutage immer noch kontrovers diskutiert.

Auf der einen Seite reflektiert die rasche Induktion der Autophagie die adaptive
Stressreaktion der Zellen gegeniber Stress. Durch die Eliminierung von fehlge-
falteten Proteinen, subzellularen Organellen und intrazellularen Bakterien mittels der
autophagischen Maschinerie kann der Schwellenwert des programmierten Zelltodes
gesteigert und somit die Apoptoserate reduziert werden. Demzufolge nimmt die
Autophagie eine protektive Rolle in der septischen Leber ein. Demgegenuber ist die
Wechselbeziehung zwischen der Autophagie und der Apoptose komplex, da sie
durch gemeinsame Faktoren reguliert werden und sich dadurch gegenseitig beein-
flussen kdnnen. Wenn die Intensitat oder die Dauer des Stresses den Schwellenwert
der Zelle Uberschreitet, ist die Autophagie als adaptive Stressreaktion erschopft und
die Apoptose wird eingeleitet. Das Zusammenwirken dieser beiden Prozesse ist noch
nicht vollstandig erforscht und kénnte in der Zukunft neue therapeutische Ansatze fur

die Detektion und Behandlung von septischen Patienten darstellen.

Aufbauend auf den Ergebnissen dieser Arbeit ware als nachster Schritt die
Betrachtung des vollstandigen autophagic fluxs einschlieBlich der Formation des
Autolysosoms vorzunehmen. Der komplexe Zusammenhang zwischen der Apoptose
und der Autophagie in der septischen Leber ware weiter zu untersuchen und daruber
hinaus waére eine retrospektive Studie aufschlussreich, welche die Uberlebensrate
von septischen Patienten beurteilt, die Autophagie-induzierende Pharmaka, wie z. B.

Carbamazepin und Rapamycin, wahrend ihres Krankheitsverlaufes erhalten haben.
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VI Anhang

V1.1 Mikrobiologische Analyse der gepoolten Faeces

Tab. 14: Mikrobiologische Analyse der gepoolten Faeces

Bakterienspezies Keimzahl (KBE/ml)
Escherichia coli 0,1 x 10°
Streptococci 0,0012 x 10°
Enterococci 0,0012 x 10°
Klebsiella species 0,00004 x 10°
Bifidobacterium 7,0 x 10°
Clostridium species 3,0 x 10°
Bacteroides 21,0 x 10°
Prevotella 2,9 x 10°

Bestimmung der Keimlast der in dieser Studie verwendeten Stuhlcharge erfolgte wie

bereits durch Gonnert et al. beschrieben (Gonnert et al. 2011).
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V1.2 Klinischer Score

Clinical Scores (72h models)

Clinical Score
g

0 24 48 72
Time (h) -&- Controls (n=6)
-e— Survivors (n=8)
-o— Non-Survivors (n=6)

Abb. 15: Klinischer Score.
Darstellung des klinischen Scores in Abhangigkeit der Zeit und den Untersuchungsgruppen

control, septic survivors, septic non-survivors.
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V1.3 Klinische Daten
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Abb. 16: Darstellung der klinischen Daten.

Darstellung von (A) Herzfrequenz (heart rate, HR), (B) Schlagvolumen (SV), (C) Temperatur
(Temp), (D) Atemfrequenz (RR), (E) CO,-Partialdruck (pCO;), (F) pH-Wert, (G) HCO;-
Konzentration, (H) Sauerstoffsattigung (Sa0,), (I) O,-Partialdruck (pO.), (J) Harnstoff (urea),
(K) Kreatinin (creatinine), (L) Gewicht (weight), (M) IL-6 und (N) IL-10 in Abhangigkeit der
Zeit und den Untersuchungsgruppen control, septic survivors, septic non-survivors
(* p<0,05).
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