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1. Zusammenfassung / Abstract

1.1 Zusammenfassung

Die Applikation von Melatonin fiihrt im Tierversuch sowohl beim hdamorrhagischen als
auch beim septischen Schock zu organprotektiven Effekten und einer Verlangerung der
Uberlebenszeit. Bisherige Studien zur Therapie mit Melatonin im Tiermodell geben jedoch
einen breiten Dosierungsbereich zwischen 100 pg und 100 mg/kg Korpergewicht (KG) an,
ein optimaler Dosisbereich ist unbekannt. Bei der Untersuchung der protektiven
Mechanismen einer Melatonintherapie demonstrierte unsere Arbeitsgruppe in der
Vergangenheit im Rahmen einer Microarray-Analyse die Veranderungen des hepatischen
Genexpressionsprofils nach hamorrhagischem Schock im Tiermodell, wobei insbesondere
die Expression der Gene ATF3 und Ppp1lrl5a signifikant verandert war. In der vorliegenden
Arbeit wurden basierend auf diesen Microarray-Analysen zwei Gene ausgewahlt (ATF3 und
Ppplri5a) und deren Expression in der Leber in den unterschiedlichen Therapiegruppen
im Rahmen des septischen Schocks untersucht. Ziel der vorliegenden Arbeit war daher
zum Einen die Untersuchung einer Dosisabhangigkeit der Verringerung der Letalitat durch
Melatonin nach polymikrobieller Sepsis bei der Ratte und die Evaluation eines optimalen
Dosisbereiches; zum Anderen wurden ein moglicher Einfluss von Melatonin in
verschiedenen Dosierungen auf die Transkription der Gene ATF3 und Ppplrl5a in der
Leber und ein Zusammenhang zwischen der Expression dieser Gene und der
Uberlebenszeit der Tiere tiberpriift.

Bei mannlichen Sprague-Dawley Ratten wurde in Allgemeinandsthesie eine
polymikrobielle Sepsis mittels Coecumligatur und -inzision (CLI) induziert (n=15/Gruppe).
AnschlieRend erfolgte die einmalige intravendse Gabe von Vehikell6sung oder Melatonin
in verschiedenen Dosierungen (0,01; 0,1; 1,0; 10 mg/kg KG). Die Tiere verblieben fir einen
Beobachtungszeitraum von maximal 720 min in Narkose, der Sterbezeitpunkt wurde
dokumentiert. Zur molekularbiologischen Untersuchung wurde den Versuchstieren nach
Todeseintritt die Leber entnommen, aufgearbeitet und der Genexpressionsanalyse mittels
RT-gPCR zugefiihrt.

Wahrend sich in der Melatonin 0,01 mg/kg KG-Gruppe keine signifikante Verdnderung der
Uberlebenszeit gegeniiber der Vehikel-Gruppe zeigte, fiihrte die Applikation von
Melatonin in den Therapiegruppen ab 0,1 mg/kg KG zu einem signifikant verlangerten

Uberleben nach CLI. Eine Analyse der Uberlebenszeit mittels Methode der kleinsten
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Fehlerquadrate (least square best-fit) zeigte ein Maximum bei 576 min und keine weitere
Steigerung der Uberlebenszeit iiber einer Dosierung von 1,0 mg/kg KG Melatonin.

Flir ATF3 zeigte sich in allen Sepsisgruppen ein Anstieg der hepatischen relativen
Expression gegenliber der scheinoperierten Kontrollgruppe; dieser Expressionsanstieg war
signifikant zwischen Vehikel-Gruppe und scheinoperierter Kontrolle, sowie der Melatonin
0,01 mg/kg KG-Gruppe und der scheinoperierten Kontrolle. Zwischen allen Sepsisgruppen
bestanden keine signifikanten Unterschiede in der relativen Expression von ATF3,
unabhédngig von der Therapie. Die Korrelationsanalyse zwischen hepatischer ATF3-
Expression und Uberlebenszeit der Versuchstiere ergab eine Regression von R?=0,157.

Die Expression von Ppplrl5a zeigte geringe Unterschiede in der hepatischen Expression
zwischen den untersuchten Gruppen. Signifikant unterschieden sich die scheinoperierte
Gruppe von der Melatonin 0,01 mg/kg KG-Gruppe, und die Melatonin 0,01 mg/kg KG-
Gruppe von der Melatonin 1 mg/kg KG-Gruppe. Die Korrelationsanalyse ergab hier eine
Regression von R? = 0,268.

Die vorliegende Studie demonstriert, dass die Therapie mit Melatonin nach
polymikrobieller Sepsis zu einer dosisabhéngig signifikant verldngerten Uberlebenszeit bei
der Ratte fiihren kann. Die Ergebnisse zeigen den giinstigsten Effekt auf das Uberleben bei
einer Melatonindosis von 1,0 mg/kg KG.

Eine Beeinflussung der Genexpression von ATF3 und Ppplrl5a durch Melatonin, wie sie im
hamorrhagischen Schockmodell in der Rattenleber in friiheren Studien gezeigt werden
konnte, konnte in dieser Untersuchung des septischen Schocks nicht dargestellt werden.
Die Relevanz der ausgewahlten Gene fir die hepatoprotektive Wirkung von Melatonin

kann daher an dieser Stelle noch nicht abschlieRend beurteilt werden.
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1.2 Abstract

Application of melatonin in animal experiments leads to beneficial effects with respect to
organ function and prolonged survival both after hemorrhagic and septic shock. Previous
animal studies with melatonin therapy were carried out using a wide dose range between
100 pg and 100 mg/kg bodyweight, and the optimal dose of melatonin is unknown. In an
earlier microarray analysis, our working group was able to show the influence of melatonin
therapy on hepatic gene expression profiles after hemorrhagic shock in rat, with significant
changes regarding the transcription of ATF3 and Ppp1r15a.

The aim of this study was thus to evaluate a dose dependency of the decline of lethality by
melatonin application after polymicrobial sepsis and the evaluation of an optimal dose
range. Furthermore, a possible influence of melatonin in different doses on the
transcription of the two selected genes in liver and a correlation between gene expression
and survival of the animals was studied.

In male Sprague Dawley rats was a polymicrobial sepsis induced by cecal ligation and
incision (CLI) under general anesthesia (n=15/group). Afterwards, an intravenous bolus of
vehicle or melatonin in different doses (0.01; 0.1; 1.0; 10.0 mg/kg bodyweight) was
applied. Animals remained under general anesthesia for a maximum observation period of
720 min, and time of death was documented. After exitus, the livers were extracted, and
gene expression analysis of ATF3 and Pppl1rl5a was performed by means of RT-gPCR.

With respect to survival, in the group of melatonin 0.01 mg/kg bodyweight was no
significant change in survival time observed, compared to the vehicle group. The
application of melatonin at 0.1 mg/kg body weight or more lead to a significant
prolongation of survival after CLI. Interpolation of a non-linear regression curve according
to the least square best-fit method revealed a maximum at 576 min, and no further
increase at doses higher than 1.0 mg/kg melatonin.

Regarding ATF3, an increase of hepatic relative expression was noted in all sepsis groups
compared with sham-operated controls. No significant differences in relative expressions
were found between the different sepsis groups. Compared with the sham operated
group, hepatic ATF3 expression was significantly increased in both the vehicle group and
the melatonin 0.01 mg/kg group. The correlation analysis between ATF3 expression and
survival time of the animals revealed a regression with R’ =0.157.

Regarding hepatic Ppplrl5a expression, there were only small differences between the

groups. Differences in Ppplrl5a expression were significant for the sham operated group



1. Zusammenfassung / Abstract 16

versus melatonin 0.01 mg/kg as well as for melatonin 0.01 mg/kg versus melatonin 1
mg/kg. Correlation analysis revealed a regression with R?=0.268.

This study shows that administration of melatonin may significantly improve survival after
polymicrobial sepsis in rats. The present findings show the dose dependency of this effect
and present an optimal dose of melatonin at 1.0 mg/kg body weight.

For ATF3 and Ppplrl5a, melatonin did not significantly alter gene expression in rat liver,
such as observed in hemorrhagic shock model in earlier trials. Further evaluation is
necessary to assess the relevance of these two selected genes for hepatoprotective effects

of melatonin.
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2. Einleitung

2.1 Sepsis und septischer Schock

2.1.1 Grundlagen
Die Sepsis im Sinne einer komplexen systemischen Reaktion auf eine Infektion ist weltweit
eine der Hauptursachen fiir Morbiditdt und Mortalitdt, deren Inzidenzrate weiter
zunimmt. So erkranken allein in Deutschland jahrlich ca. 79.000 Patienten an einer Sepsis
und 75.000 an einer schweren Sepsis oder einem septischen Schock [24]. Aufgrund der
demographischen Veridnderungen in unserer Gesellschaft im Sinne einer Uberalterung ist
zuklnftig auch mit einer Zunahme der Letalitdt bei Sepsis zu rechnen [158]. Pro Jahr
versterben in Deutschland an septischen Erkrankungen, die oft mit schwerem
Organversagen einhergehen, trotz der heute moglichen intensivmedizinischen
MaRnahmen noch ca. 60.000 Menschen [24]; Uberlebende haben noch tiber Jahre eine
verminderte Lebensqualitat [158].
Eine erste Definition der Sepsis lieferte Bone 1989 mit der Beschreibung der Sepsis als
»Invasion von Mikroorganismen und / oder ihrer Toxine in den Blutstrom zusammen mit
der Reaktion des Organismus auf diese Invasion” [17].
Der Begriff der Sepsis hat im Laufe der Zeit einige Verdnderungen durchlaufen, bis 1992
nach einer jahrelangen Konsensuskonferenz des American College of Chest Physicians
(ACCP) und der Society of Critical Care Medicine (SCCM) erstmals genauere Kriterien und
Definitionen zur Sepsis erstellt wurden [132, 181]. Nach einer Modifikation durch die
European Society of Intensive Care Medicine (ESICM) etablierten sich ein Kriterienkatalog
fur die Sepsis-Diagnose sowie die Einteilung in Schweregrade, wie sie heute Giiltigkeit
haben.
Die Diagnose ,Sepsis” ist demnach bei Patienten mit gesicherter oder aber auch
vermuteter Infektion zu stellen, die mindestens zwei von vier Parametern des
Systemischen Inflammatorischen Response-Syndroms (SIRS) aufweisen. Diese Kriterien
sind (nach [190]):

e Fieber (> 38 °C) oder Hypothermie (< 36 °C) bestatigt durch eine rektale oder

intravasale oder intravesikale Messung
e Tachykardie: Herzfrequenz = 90/min
e Tachypnoe (Atemfrequenz = 20/min) oder Hyperventilation (PaCO, < 4,3 kPa / <33
mmHg)
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e Leukozytose (= 12.000/mm3) oder Leukopenie (< 4000/mm3) oder = 10 % unreife
Neutrophile im Differentialblutbild

Kommt zusatzlich noch eine infektionsbezogene Dysfunktion mindestens eines Organs
oder Organsystems dazu, spricht man von schwerer Sepsis. Ein septischer Schock liegt
dann vor, wenn zusatzlich zur schweren Sepsis noch eine arterielle Hypotension trotz
adaquater Volumentherapie auftritt. Beim septischen Schock handelt es sich um eine
fulminante Erkrankung mit einer Letalitat von Gber 50 % [55]. Unbehandelt fihrt die Sepsis
regelhaft zum Tod durch Multiorganversagen (MOF).

Trotz intensiver Forschung sind die exakten pathophysiologischen Mechanismen, die zum
MOF fiihren, nicht genau bekannt, weshalb kausale Ansdtze zur Pravention und Therapie

des MOF weiterhin fehlen [160, 168].

2.1.2 Pathophysiologie der Sepsis

Obwohl die Pathophysiologie der Sepsis bis heute nicht restlos geklart ist [168], gibt es
Anhaltspunkte, an denen sich auch die derzeitige Therapie orientiert. Eine zentrale These
besteht hier dahingehend, dass Kreislaufstérungen in der Sepsis Uber Stérungen der
Mikrozirkulation zu einem Missverhéltnis von Sauerstoffangebot und Sauerstoffnachfrage
im Gewebe fiihren, was in einer globalen Ischamie miindet [98]. Diese Gewebsischdamie
flhrt zu fortschreitendem Organversagen und unbehandelt letztlich zum Tod.

Weiterhin kommt es zu einem globalen Anstieg von Entziindungsmediatoren wie z. B. der
proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-12, IFN-y und TNF-a. Diese fiihren zur Aktivierung
vieler Zellpopulationen (T-Zellen, Makrophagen) und zu einer peripheren Vasodilatation
und verstarken so das Problem der Mikrozirkulationsstorung. Die Zytokine fiihren
auBerdem zu einer Aktivierung des Endothels, was letztlich in Stérungen der Blutgerinnung
(disseminierte intravasale  Gerinnung, DIC) sowie Endothelschaden mit
Permeabilitatsstorungen endet [112].

Auf molekularbiologischer Ebene gilt als gesichert, dass die Sepsis mit einer Stimulation
des NFkB-Signalwegs und - liber diesen vermittelt - u.a. einer vermehrten Expression der
induzierbaren Isoform der Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) einhergeht [66]. Dies
wiederum fiihrt zu einer vermehrten Bildung von NO, das aufgrund des Mangels an
Antioxidantien nicht mehr ausreichend verstoffwechselt werden kann und damit zu einem

Redox-Ungleichgewicht fihrt [76]. Im Tiermodell zeigte sich, dass es auch Uber andere
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Stoffwechselwege zu einem Anstieg von freien oxidativen Substanzen kommt, wie z. B.
dem Superoxidradikal, das vermehrt in der Aorta gebildet wird [247, 249]. Speziell in Leber
und Hirn sind dariber hinaus auch erhohte Spiegel der Lipidperoxidase bei Sepsis
beschrieben [32]. Diese Faktoren flihren insgesamt zu einem Mangel an antioxidativen
Substanzen, der zu einer fortwahrenden Anhdufung von Radikalen fiihrt, was im
Zellkulturmodell nachgewiesen werden konnte [76, 225].

Auch wenn es diesbezliglich Erklarungsansatze gibt, beispielsweise im Hinblick auf die
Stérung der oxidativen Phosphorylierung in Mitochondrien mit der Folge der Unfahigkeit
der Zelle zur oxidativen ATP-Bildung [31, 47], so ist die Pathophysiologie des
Multiorganversagens (MOF) bei der Sepsis heute trotz vieler Studien immer noch nicht
restlos geklart [160, 168]. Im Zuge der Erforschung der pathophysiologischen Grundlagen

der Sepsis scheint die mitochondriale Dysfunktion einen groRen Stellenwert zu haben.

2.1.3 Der septische Schock bei Peritonitis

Bei der Peritonitis handelt es sich um eine akute oder chronische Entziindung des
Bauchfells, die nur ortlich begrenzt (lokale Peritonitis) oder liber das ganze Bauchfell diffus
verteilt (diffuse Peritonitis oder Vierquadrantenperitonitis) auftreten kann [55]. Sie wird
gemiR ihrer Atiologie in drei Formen unterteilt: Primdr durch himatogene oder
lymphogene Keime verursacht, sekundar durch Perforation intraabdomineller Hohlorgane
und tertiar als persistierende Form [147].

Wahrend die anderen Peritonitisformen eine eher untergeordnete Rolle spielen, ist die
haufigste Form die sekundare Peritonitis durch intraabdominelle Hohlorganperforation
[18]. Hier steht die infektios bakterielle endogene Kontamination im Vordergrund, wie sie
z2.B. bei perforierter Appendizitis oder Darmperforation aus anderer Ursache auftritt [55].
Auch die Durchwanderung von Bakterien durch die Darmwand
(Durchwanderungsperitonitis)  bei  Cholezystitis,  Strangulationsileus oder bei
Mesenterialarterienverschluss findet man als Ursachen einer Peritonitis [55].

Die Peritonitis nach diesen oben genannten Ursachen ist eine haufig schwer verlaufende
Erkrankung, die bei dem vorliegenden polymikrobiellem Erregerspektrum [52] schwierig zu
therapieren ist. Als Komplikation entwickelt sich deshalb hieraus oft eine Sepsis bis hin
zum lebensbedrohlichen septischen Schock. Die Haufigkeit abdomineller Infektionen als

Fokus einer schweren Sepsis wird in Studien zwischen 25 % [24] und 38 % [175]
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angegeben. Die Peritonitis weist in Abhangigkeit vom Erregerspektrum und der
Abwehrlage des Patienten eine Gesamtletalitat von 5-30 % auf [55].

Die derzeitige Therapiestrategie beinhaltet die operative Versorgung mit Sanierung des
Herdes, Spulung und Drainage sowie die parallele chemotherapeutische Therapie mit

Antibiotika nach (vermutetem) Erregerspektrum [147].

2.1.4 Sepsistherapie heute

Die Therapie der Sepsis hat ebenso wie Diagnostik und Einteilung im Laufe der Zeit
Anderungen und Umstrukturierungen erfahren. Trotzdem gelang es bei liber mehrere
Dekaden ansteigender Inzidenz des Krankheitsbildes , Septischer Schock” lange Zeit nicht,
die damit assoziierte Mortalitatsrate relevant zu senken [62].

Friheren Studien zur Therapie mittels hamodynamischer Optimierung [65, 87] (z.B. auch
durch Einsatz des Pulmonalarterienkatheters [43]) oder Immuntherapie [172] war
gemeinsam, dass Patienten auch sehr spat (bis zu 72 h nach Aufnahme auf die
Intensivstation) in das Studienprotokoll eingeschlossen und nach diesem therapiert
wurden. Hier konnte keine Studie einen groBen Nutzen bzw. herausragenden Effekt eines
neuen Therapieansatzes zeigen [172, 199].

Dies anderte sich, als Emanuel Rivers et al. 2001 die schon vorher beschriebene
Vorstellung einer zielgerichteten hamodynamischen Therapie um das Konzept der friihen
Therapie noch in den ersten Stunden nach Diagnosestellung ergénzten [199]. Hier konnten
erstmals Uberzeugende Ergebnisse in Form einer signifikanten Senkung der Mortalitat
prasentiert werden. Dies war der erste wirkliche Durchbruch in der Therapie der Sepsis.
Diese Studie stellt noch heute die Basis fiir die Therapierichtinien dar und basiert zum
grollen Teil auf einer frihen, zielgerichteten Kreislauftherapie. Diese friihe zielgerichtete
Therapie fokussiert auf die Beeinflussung von kardialer Vorlast, Nachlast und myokardialer
Kontraktilitat mit dem Ziel einer verbesserten Sauerstoffgewebeversorgung. Diagnostische
Zielparameter zur Uberpriifung des Therapieverlaufs sind ZVD, MAP, Diurese,
zentralvenose Sauerstoffsattigung und arterielle Laktatkonzentration [190, 199]. Auch die
direkte Uberwachung der Mikrozirkulation {ber die Bildgebung der Zungen-
Mikrozirkulation wurde beschrieben [123]. Die Erkenntnis der Relevanz des Zeitfaktors
flihrt auch dazu, dass die Patienten durch gezielte Diagnostik schon friihzeitig erkannt und
einer Therapie zugefiihrt werden. Wird die Gewebeischdmie rechtzeitig eingeddammt,

konnen weitreichende Komplikationen wie DIC, GefaBpermeabilitatsstorungen
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(Endotheldefekt) und Stoérungen des peripheren GefaRwiderstandes [112] vermieden
werden. Rivers et al. postulierten, dass ,auch eine aggressive hdmodynamische Therapie
nicht mehr den kompletten Erfolg zeigen kann [...] wenn eine friihe, umfassende Therapie
nicht durchgefiihrt wird“ [199]. Konkret beinhaltet die Sepsistherapie in der heutigen Form

(nach den S-2k Leitlinien der Deutschen Sepsis-Gesellschaft e.V.) vier Sdulen [190]:

e Kausale Therapie
- Chirurgische Fokussanierung (falls moglich)
- FrGhe antimikrobielle Therapie (innerhalb der ersten Stunde beginnend): Anfangs
kalkuliert mit Breitband-Antibiotikatherapie, dann nach mdglichst zeitnaher
Keim- und Resistenzbestimmung Umstellung auf gezielte Antibiotikatherapie;

Neuevaluation der Therapie alle 48-72 h.

e Supportive MaBnahmen:

- Volumentherapie zur Kreislaufstabilisierung unter Beachtung verschiedener
hamodynamischer Zielkriterien (ZVD, MAP, Diurese, zentralvendse /
gemischtvenodse Sauerstoffsattigung, Laktatkonzentration)

- Therapie mit Vasopressoren und Inotropika

- Nierenersatzverfahren

- Atemwegsmanagement und Beatmung

e Adjunktive Therapie (Auswahl)

Glukokortikosteroide

Insulintherapie

Immunglobuline

- Selen

e Andere supportive MaBBnahmen (Auswahl)

Thromboseprophylaxe

- Erndhrung und metabolische Kontrolle
- Immunonutrition (Glutamin)

- Blutprodukte

- Erythropoetin
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Um die Umsetzung dieser MaBnahmen zu vereinfachen, hat die Surviving Sepsis Campaign
(5SC) die MaBnahmen zu sogenannten ,Sepsisblindeln” zusammengefasst, die auf
Grundlage der aktuellen Leitlinien die wichtigsten Malnahmen zusammenfassen und so
eine zeitnahe Umsetzung ermoglichen sollen [133]. Dieser Ansatz ,stellt die Kombination
und die zeitliche Abfolge diagnostischer und therapeutischer MalRnahmen in den
Mittelpunkt und konzentriert sich auf die Verbesserung von Prozessen” [133]. Eine
aktuelle Studie von Barochia et al. zeigt, dass die Patienten, die nach standardisierten
MaRnahmenbiindeln behandelt wurden, einen Uberlebensvorteil gegeniiber den
konventionell behandelten Patienten hatten [12]. Die Sepsisbliindel beinhalten,
orientierend an den Leitlinien, zwei Blindel von MaRnahmen (,rescuscitation bundle” =
SofortmaRnahmen und ,,management bundle” = therapeutische Schritte), die essentiell
zur Verbesserung des Therapieerfolges sind [229]. Sie sind liberschaubar und auf jeder

Intensivstation umsetzbar [229].
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2.2 Melatonin

2.2.1 Physiologische und pharmakologische Eigenschaften

Melatonin (N-[2-(5-Methoxyindol-3-yl)ethyl]acetamid) ist ein korpereigenes
neurosekretorisches Peptidhormon (Abb. 1), das nach heutigem Erkenntnisstand bei allen
Vertebraten hauptsachlich von den Pinealozyten der Epiphyse (Zirbeldriise, Glandula

pinealis) sezerniert wird [55, 124].

HaC—0
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Abb. 1: Molekiilstruktur von Melatonin

Es dient im Korper als ,Signal der Dunkelheit” der Steuerung der zirkadianen Rhythmik,
indem es tageszeit- und tageslichtabhangig sezerniert wird und so beispielsweise das
Midigkeitsempfinden des Menschen mitreguliert [7, 8]. Die tageslichtabhangige
Sezernierung ist durch eine Vernetzung von optischem System (retinale Ganglienzellen)
mit dem Nucleus suprachiasmaticus im Hypothalamus, dem ,zentralen Zeitgeber” des
menschlichen Korpers moglich [194]. Der Hypothalamus wirkt als Signalgeber auf die
Hypophyse und damit letztlich auch die Zirbeldrise, von der Melatonin wahrend der
Dunkelheit aus Tryptophan de-novo synthetisiert und sezerniert wird (Abb. 2) [49, 111,
121,217, 220, 246].

Aber auch andere physiologische Funktionen werden im Rahmen tierexperimenteller
Studien diskutiert, so zum Beispiel die Beeinflussung des GefaRtonus [54, 227] und

thermoregulatorische Eigenschaften [233].
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Abb. 2: Tageszeitlicher Verlauf der Melatoninserumspiegel
Dargestellt ist ein zirkadianes Profil der physiologischen Melatoninkonzentration im
Serum beim Menschen. Grauer Bereich = Dunkelperiode (nach [111])

Der therapeutische Einsatz von Melatonin beim Menschen beschrankt sich derzeit
hauptsachlich auf die Behandlung und Vermeidung von Jetlag-Symptomen oder anderen
Schlafstérungen, die auf einen gestdrten Tag-Nacht-Rhythmus zuriickzufiihren sind [104,
176]. So ist das einzige derzeit in Deutschland gelistete Melatonin-Prdparat Circadin®
zugelassen als ,Monotherapie fiir die kurzzeitige Behandlung der primaren, durch
schlechte Schlafqualitdt gekennzeichneten Insomnie bei Patienten ab 55 Jahren”
(Fachinformation, Fachinfo-Service Stand Februar 2013). Die klinische Relevanz von
Melatonin gewinnt allerdings durch neue Erkenntnisse der Forschung zunehmend an
Bedeutung [192]. So liegen beispielsweise Ergebnisse aus der molekularbiologischen
Tumorforschung vor, die Melatonin einen onkostatischen Effekt zuschreiben,
insbesondere bei Leiomyosarkom und Brustkrebs [50, 125]. Ebenso gibt es aus dem
Bereich der Epilepsieforschung beim Menschen bereits Ergebnisse beziglich der
Melatoninbehandlung im Sinne einer Milderung von Krampfanfallen [10]. Weiterhin sind
aus der Anasthesiologie positive Effekte einer perioperativen Melatoningabe sowohl im
Bereich der Pramedikation als auch der Sedierung und der Analgesie beschrieben [105].
Weitere Untersuchungen beschéaftigen sich mit dem therapeutischen Einsatz von
Melatonin bei sexueller Dysfunktion, Gallensteinen und Obstipation [3].

Auch in der Intensivmedizin findet Melatonin zunehmende Beachtung. So wurde das
Problem der Schlafstérungen bei Intensivpatienten schon in friiheren Studien beschrieben
[126, 237]. Mistraletti et al. konnten 2008 zeigen, dass diese Schlafstorungen nicht nur

durch die Umgebungsbedingungen auf Intensivstationen, sondern auch durch einen
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Mangel an Melatonin verursacht sind, der bei vielen Intensivpatienten aufgrund eines
vermehrten Verbrauchs von Antioxidantien und einer verminderten Ausschiittung von
Melatonin auftritt [155]. Dieser Melatoninmangel bei Intensivpatienten [157, 164, 171,
214] mit einer Abschwéachung bzw. dem Fehlen nachtlicher Spitzenkonzentrationen sowie
einer ebenso verminderten Basalkonzentration am Tag [215], wurde als neuer

Ansatzpunkt der intensivmedizinischen Therapie diskutiert [155, 156].

2.2.2 Melatonin in der Sepsisforschung

Schon 1996 wurden von Wichmann et al. und Maestroni et al. tierexperimentelle
Ergebnisse veroffentlicht, die positive Effekte von Melatonin in der Behandlung der Sepsis
beziehungsweise des septischen Schocks zeigen [143, 241]. Inzwischen gibt es
zunehmende Hinweise fiir eine protektive Rolle von Melatonin auf die zelluldre Funktion
und Gewebehomoostase unter stressabhangigen Bedingungen [140].

Der positive Einfluss von Melatonin auf die Uberlebenszeit nach Sepsis im Tiermodell
wurde inzwischen mehrfach untersucht und beschrieben [196, 241, 247, 249, 253].
Beziiglich des Einflusses von Melatonin auf inflammatorische Zytokine in Sepsismodellen
ist die Datenlage derzeit kontrovers. Einerseits gibt es Anhalte dafiir, dass Melatonin im
Tiermodell die in der Sepsis erhohten TNF-a Spiegel reduziert [13, 247, 253], andererseits
gelang es nicht in Monozyten oder Makrophagen die Reduktion der LPS-stimulierten
Freisetzung von TNF-a, IL-1, IL-1B oder IL-6 in vitro nachzuweisen [11, 212, 243]. Carrillo-
Vico et al. fanden bei LPS-induzierter Sepis bei Mausen lediglich einen signifikanten
Anstieg von IL-10 durch Melatoninbehandlung, aber keine signifikante Anderung von IL-1,
IL-1B, IL-6, IL-12 und IFNy durch Melatonin [32].

Ein weiterer Effekt wird den antioxidativen Eigenschaften von Melatonin zugeschrieben.
Bei Sepsis liegt eine exzessive Produktion reaktiver Sauerstoffspezies vor, woraus ein
relativer Mangel endogener Antioxidantien resultiert, was als ,oxidativer Stress”
bezeichnet wird [48, 151]. Die freien Radikale entfalten ihre toxische Wirkung liber eine
Induktion von Lipidperoxidation und Degradation von Proteinen, Kohlenhydraten und
DNA-Molekilen [48]. Dem vermag Melatonin Uber eine Reihe von Mechanismen
entgegenzuwirken. So wirkt es in vitro einerseits selbst als Elektronendonator [81, 183]
und interagiert direkt mit Peroxyl-Radikalen [182], einzelnen Sauerstoff-Spezies [30] und
Wasserstoffperoxid [223] und wirkt so diesen freien Radikalen direkt entgegen.

Andererseits sind auch einige der Melatonin-Metabolite in der Lage, Radikale zu
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deoxigenieren [73, 223, 224]. AulRerdem konnte auch eine direkte Minderung der
Radikalbildung, wie zum Beispiel des Superoxid-Anions, belegt werden [247, 249]. Des
Weiteren ist Melatonin auch in der Lage, seinerseits Antioxidantien und antioxidativ
wirksame Enzyme hochzuregulieren [200, 228] sowie prooxidative Enzyme zu hemmen,
wie zum Beispiel Lipidperoxidase [58, 213] und Myeloperoxidase [15, 185, 213] bei
Mausen und Ratten.

Dariiber hinaus wird der antioxidative Effekt von Melatonin im Tiermodell der
Expressionsminderung der iNOS (vermittelt Uber die Inhibition des NFkB-
Stoffwechelweges) zugeschrieben [66, 221]), was zu einem Absinken der Nitrit- und
Nitratkonzentration fihrt [66, 143, 193, 213, 247, 249] und die ATP-Bildung normalisiert
[135].

Weiterhin wurde die gilinstige Beeinflussung des mitochondrialen Glutathion-Haushaltes
und der mitochondrialen Elektronentransportkette bei der Maus nachgewiesen [58]. Diese
Effekte auf die mitochondrialen Funktionen kénnen die in der Sepsis gestorte ATP-Bildung
beglinstigen, welche als mogliche Ursache des MOF diskutiert wird [31]. Hinsichtlich der
mitochondrialen Funktion unter Sepsisbedingungen fiihrten Lowes et al. Experimente mit
LPS behandelten Endothelzellen durch, wobei sich zeigte, dass die Behandlung mit
Melatonin das verminderte mitochondriale Membranpotential und den Verlust von
Glutathion in vitro zumindest teilweise ausgleichen konnten [136]. Ebenso wurde die
angestiegene metabolische Aktivitdt und die erhohte Zytokin-Expression in den LPS-
stimulierten Endothelzellen durch Melatonin vermindert [136].

Diskutiert wird, dass dieses grofSe Feld des antioxidativen Effekts von Melatonin auch bei
der Verbesserung der Uberlebenszeit nach Sepsis im Tiermodell eine Rolle spielt, zumal
wie oben beschrieben, mehrfach bei Schwerkranken ein Melatonindefizit nachgewiesen
wurde [156, 157, 164, 171, 215], was mithin eine Ursache des oxidativen Stresses und
infolgedessen auch der Sterblichkeit sein kénnte [76]. Perras et al. zeigten eine negative
Korrelation von nachtlicher Melatoninkonzentration und Krankheitsschwere der Sepsis
[179]. Auch bei Neugeborenen, die vermehrtem ,oxidativem Stress” ausgesetzt sind,
wurden positive Effekte von Melatonin gezeigt [70]. Allerdings weisen Kinder mit Sepsis —
im Gegensatz zu Erwachsenen — nicht den reduzierten Melatoninspiegel im Vergleich zu
Gesunden auf [9].

Aber auch weitere Wirkungsmechanismen von Melatonin in der Sepsis sind Gegenstand
zahlreicher Untersuchungen. So konnte in Tiermodellen gezeigt werden, dass Melatonin

einen antiapoptotischen Effekt hat [32, 193, 249]. Dariber hinaus zeigten Untersuchungen
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bei der Ratte auch Effekte von Melatonin in der Sepsis in Form einer Reduktion der
Neutrophileninfiltration in Leber- und Lungengewebe [247, 249], reduzierter
Hyporeaktivitat gegeniliber Katecholaminen [249], Senkung der Prostaglandinproduktion in
Makrophagen [66] und gilinstiger Beeinflussung des Lungenddems [213]. Auch eine
Reduktion der Serumparameter fir Leber- (GPT und GOT), Nieren- (Kreatinin, Harnstoff)
und Zellschaden (LDH) wurde festgestellt [249].

Zusammenfassend ist an dieser Stelle zu sagen, dass Melatonin positive Effekte bei
septischen Krankheitsbildern unterschiedlicher Genese hat, was unter anderem durch
verschiedene Mechanismen wie Immunmodulation oder direkte / indirekte antioxidative

Effekte vermittelt wird.

2.2.3 Problem der Melatonindosierung / Dosisfindung

In den zahlreichen Studien zur Untersuchung der Melatoninwirkung wurde die Applikation
der Substanz z.T. sehr unterschiedlich durchgefiihrt. Dies betrifft sowohl die
Applikationswege (intravends, intraperitoneal, subcutan, oral), die Applikationszeitpunkte
und —dauer sowie die verwendeten Konzentrationen. So bewegen sich die applizierten
korpergewichtsbezogenen Mengen von Melatonin in verschiedenen tierexperimentellen
Studien im Bereich von mehreren Zehnerpotenzen (zwischen 100 pg/kg KG [145, 222] und
100 mg/kg KG [216]). Fraglich ist, ob hohe Melatonindosierungen auch schiadlich sein
konnen. Hierzu wurden bereits toxische Effekte einer Melatonindosis von 10 mg/kg KG
(orale Applikation bei der Ratte) auf peritoneale Makrophagen beschrieben, dies allerdings
bei einer Kombinationstherapie von Melatonin oral und Dehydroepiandrosteron (DHEA)
s.c. [128]. Dartber hinaus sind bislang keine bedeutsamen schadlichen Effekte von
Melatonin bekannt.

Wenige pharmakologische Studien haben sich bisher mit der Optimierung der
Melatonindosierung beschaftigt. So wurde schon 1984 von Waldhauser et al. die
Plasmakonzentration nach oraler Einmalgabe von 80 mg Melatonin beim Menschen
untersucht. Diese lag mit grofSen interindividuellen Unterschieden bei den Probanden 60-
150 min nach Einnahme im Bereich der 350- bis 10.000-fachen physiologischen
Konzentration bei Nacht [234].

Von DeMuro et al. wurde die Bioverfligbarkeit von Melatonin nach Applikation von 2 mg
i.v. und von 2 mg oral beim Menschen untersucht. Es zeigte sich , dass die Bioverfligbarkeit

des oral verabreichten Melatonins bei nur 15 % liegt, als Ursache dafiir wird ein hoher
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First-Pass-Effekt der Leber diskutiert [53]. Mistraletti et al. zeigten 2010, dass oral
verabreichtes Melatonin bei Intensivpatienten eine zufriedenstellende Bioverfligbarkeit
bei unveranderter intestinaler Resorption zeigt, wahrend die Plasmaverschwinderate bei
Intensivpatienten geringer war als bei Gesunden [156]. Es wurden bei diesen Patienten
nach oraler Gabe von 3 mg maximale Plasmakonzentrationen festgestellt, die um das
zehnfache hoher waren als bei Patienten der gesunden Kontrollgruppe [156].

Bourne et al. beschrieben, dass Melatonin in Dosen zwischen 1-2 mg oral ausreicht, um
therapeutische Effekte bei Schlafstérungen von Intensivpatienten zu erreichen und dass 10
mg oral zu supraphysiologischen Plasmaleveln bei Intensivpatienten fiihren [19]. Brzezinski
beschrieb, dass orale Gaben von 3-5 mg bei gesunden Probanden zu
Plasmakonzentrationen bis zu 100 nM fihren, was etwa dem hundertfachen der
physiologischen Plasmakonzentration bei Nacht entspricht [27]. Auch er postuliert, dass
die Plasmaspiegel zum Erreichen antioxidativer Effekte wohl héher sein miissten, als dies
zur Behandlung von Schlafstérungen nétig ist [27].

Beziiglich des Wirkungsbereiches von Melatonin bei intravendser Applikation gibt es
bisher nur wenige verldssliche Daten. Ebenso ist weitgehend unbekannt, ob die vielfach
gezeigten therapeutischen Effekte von Melatonin (iberhaupt eine wesentliche
Dosisabhangigkeit aufweisen. Maestroni et al. konnten 1996 bei LPS-stimulierten Mausen
zeigen, dass die subcutane Injektion von Melatonin das Uberleben verbessert und hierzu
eine Dosisabhangigkeit nachweisen, die eine optimale Dosis von 5 mg/kg KG zur
Verbesserung des Uberlebens der Tiere zeigte [143].

Auf molekularbiologischer Ebene wurde lediglich in einer aktuellen Studie in einem
Zellkulturmodell mit LPS-stimulierten humanen Endothelzellen eine Dosisabhangigkeit des
Effekts von Melatonin auf die NFkB-Aktivierung gezeigt [136]. Die Einfllisse von Melatonin
auf IL-6 und IL-8 Produktion, auf den Glutathionhaushalt, auf das mitochondriale
Membranpotential sowie auf die metabolische Aktivitat der Zellen zeigten hier keine

Dosisabhangigkeit [136].

2.2.4 Protektive Mechanismen und Signalwege von Melatonin

Die protektiven Mechanismen der Melatoninwirkung und die Signalwege von Melatonin
sind Gegenstand zahlreicher Studien (vgl. hierzu auch Kapitel 2.2.2). Es werden hier sowohl
rezeptorabhdngige und rezeptorunabhangige Signalwege des Melatonins diskutiert, wobei

die antioxidative Wirkung oft getrennt davon betrachtet wird. Gezeigt werden konnte,
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dass Melatonin seine Wirkungen auch Uber membranstandige, G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren vermittelt [107, 162]. Mehrfach postuliert wurde, dass die Wirkung liber diese
Rezeptoren gilinstige Effekte des Hormons auf periphere Organe zu vermitteln scheint
[151]. AuBerdem vermittelt Melatonin seine Wirkungen Uber die Beeinflussung der
Proteinkinase A, Phospholipase C, verschiedene mit NFkB-assoziierte
Transkriptionsfaktoren und den ERK-MAPK-Signalweg [140]. Darliber hinaus vermag es
auch in vitro, nicht rezeptorvermittelt, einige Zielstrukturen wie beispielsweise die
Proteinkinase C direkt zu beeinflussen [6].

Allerdings hangen die zellspezifischen Signalwege auch von der Expression und lokalen
Verteilung der Rezeptoren ab, die wiederum von dem lokalen Metabolismus beeinflusst

werden [82].

2.2.4.1 Rezeptorabhingige Signalwege

Bei den rezeptorabhangigen Signalwegen des Melatonins wird dem CREB-Signalweg eine
Funktion zugeschrieben, da hier iber einen Pertussistoxin sensitiven Weg die Funktion der
PKA und verschiedener Phosphatasen inhibiert wird, was sich sowohl in vivo als auch in
vitro zeigte [64, 71]. Auch die Aktivierung des PLC-Signalwegs scheint hier beziiglich der
Melatonineffekte beteiligt, da diese die Phosphatase-Aktivitdt (bei der Ratte) von
Calcineurin beeinflusst [63]. Aber nicht nur G-Protein abhidngige Rezeptoren, auch
Mitglieder der MAPK-Familie scheinen fiir die funktionelle Pleiotropie von Melatonin eine
Rolle zu spielen. Hier reprasentiert der ERK-MAPK-Signalweg bei diversen
Zellkulturmodellen wichtige Komponenten des Melatoninsignalwegs bei oxidativem Stress
[119, 139, 255], ebenso wie die stressaktivierte Proteinkinase JNKs [34].

Dariiber hinaus werden weitere intrazelluldre Signalwege diskutiert, so zum Beispiel iber
die Proteinkinase B [38], oder den spannungsgesteuerten Kaliumkanal GIRK [165]. Auch
eine Beeinflussung des Melatoninsignals durch Interaktion der Rezeptoren untereinander

wurde beschrieben [51].

2.2.4.2 Rezeptorunabhangige Signalwege

Neben der Interaktion von Melatonin mit membranstdndigen Rezeptoren kann das
Pinealhormon auch frei mit und durch Zellmembranen interagieren [44], um subzellulare
Strukturen und den Zellkern zu erreichen [154], was in vitro und bei der Ratte gezeigt
wurde. Hieran beteiligt ist die Bindung zu nukledren Rezeptoren der Familie der RORs und
RZRs. So schiitzt beispielsweise die Bindung an einen ROR vor Apoptose durch Inhibition

der Fas-Ligand Expression [88]. Dariiber hinaus liegt hier ebenso ein Angriffspunkt der
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Beeinflussung von NFkB durch Melatonin, da NFkB u.a. von ROS gesteuert wird [46]. ROS,
wie beispielsweise RORa, kdnnen in vitro die metabolische Adaptation unterstiitzen und
das Zellliberleben glinstig beeinflussen [116].

Weiterhin ist eine Beeinflussung der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
durch Melatonin sowohl bei der Ratte als auch in vitro einerseits tUber Ca-Calmodulin
abhédngige Mechanismen [169, 186], andererseits in vitro Uber PLA2 / Lipoxygenase-
Signalwege [186, 187] beschrieben. Diese ROS-Produktion wird allerdings nicht im Sinne
einer pathologischen Wirkung als Radikal, sondern im Sinne einer physiologischen ROS-
Konzentration in der Funktion eines second messengers beschrieben [46]. Nachgewiesen
wurde in Zellkulturmodellen, dass Melatonin zumindest teilweise die stressabhangige
mitochondriale ROS-Produktion unterbindet [139] und die physiologische Signalwirkung
der ROS starkt [187]. Die Beeinflussung des intrazelluldaren Redoxhaushaltes durch
Melatonin scheint in vitro auch die Aktivitat verschiedener Phosphatasen zu beeinflussen,
die mit dem MAPK-Signal Giber ERK1/2 Signalwege [131], bzw. die mit dem JNK Signalweg
[110] assoziiert sind. Unabhangig davon scheinen die physiologischen ROS in Zellkulturen
diverse Phosphatasen, darunter auch Mitglieder der Pppl- und Ppp2- Familie, zu

beeinflussen [161, 202].

2.2.4.3 Signaleffekte der antioxidativen Melatoninwirkung

Bei den antioxidativen Fahigkeiten von Melatonin sind sowohl direkte als auch indirekte
Effekte durch Expressionssteigerung antioxidativer Enzyme beschrieben. Hierzu wurden
verschiedene in vitro Untersuchungen durchgefiihrt und auch in den gdngigen in vivo
Stressmodellen die antioxidativen Eigenschaften untersucht.

Auf intrazellularer Ebene wurde gezeigt, dass Melatonin in vivo der Akkumulation von
Markern fiir DNA-Schaden bei oxidativem Stress vorbeugt [146]. Wichtige Faktoren im
Zusammenhang mit der oxidativen Funktion von Melatonin und der melatoninabhangigen,
intrazellularen  Signalwirkung sind im  Zellkulturmodell  oxidationsabhangige,
posttranslationale Modifizierungen, und insbesondere die Bildung von Protein-Carbonylen
und Addukten der reaktiven Lipoxidase [245]. So wurde beschrieben, dass die Bildung von
Protein-Carbonylen durch Melatonin verhindert werden kann, was bei der Ratte und in der
Zellkultur Folgen fir die mitochondriale Protektion und NFkB Signalwege hat [23, 149,
189].

Unabhangig von  mitochondrialen = Mechanismen  wird  beispielsweise  die

melatonininduzierte Expression von Gamma-Glutamylcystein-Synthase, die in die
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Biosynthese von GSH eingebunden ist [231], nach Ergebnissen aus
Zellkulturuntersuchungen mit dem protektiven Effekt von Melatonin auf Zellen mit
prooxidativem Stress in Verbindung gebracht [92]. Die Induktion der GSH-Produktion wird
auch als Ursache fiir die potentere Wirkung von Melatonin im Vergleich mit anderen
Antioxidantien (z.B. Vitamin C, Vitamin E) gesehen [148]. Im einem in vivo Modell bei der
Ratte konnte gezeigt werden, dass Melatonin die Expression der antioxidativen
Hamoxygenase 1 verstarkt [236] und iNOS, MAPK und NFkB-Aktivierung inhibiert [174],
denen auch eine Funktion in der Pathophysiologie der Sepsis zugerechnet wird (vgl. Kapitel

2.1.2).

Auch wenn trotz zahlreicher Studien die zellprotektiven Mechanismen von Melatonin noch
weitestgehend unklar sind, so geben verschiedene Studien Hinweise darauf, dass diese
Mechanismen die Hauptkomponenten der ,Selbstverteidigungsmaschinerie” der Zelle
einzuschlieBen scheinen [140].

Als wichtige Komponente wird die Reduktion der NFkB-Bindung an die DNA angesehen,
was in vitro der nukledren Translokation vorbeugt [159]. Dies fihrt dazu, dass dieser
Transkriptionsfaktor seine regulatorische Wirkung nicht mehr entfalten kann. NFkB
reguliert eine Vielzahl von Genen, die in die Immun- und Entziindungsantwort involviert
sind, was in zahlreichen Studien gezeigt wurde (z.B. TNF-a, IL-2, IL-6, iNOS) [140]. Eine
Inhibition der Expression solcher Gene wird deshalb als zentraler Faktor der Protektion
gegen Entziindungsmediatoren und ROS diskutiert [191]. Auch antiapoptotische
Signalwege von Melatonin in vitro werden mit einer verdanderten ROS-Produktion und
einer Beeinflussung von NFkB assoziiert [46]. Die Aktivierung von NFkB beeinflusst wohl
auch die Entscheidung, ob in der Zelle ein anti- oder ein proapoptotischer Signalweg
eingeschlagen wird [140]. Neben Melatonin selbst werden nach Untersuchungen im
Tiermodell auch seine Metaboliten beziiglich der Auswirkung auf die zelluldre Protektion
in Betracht gezogen [211].

Weiterhin werden in verschiedenen Studien zentrale Faktoren der Melatoninwirkung auch
die Beeinflussung des intrazelluliren Redoxhaushaltes, die protektive Wirkung auf
Mitochondrien sowie die Beeinflussung von Kinasen und Phosphatasen diskutiert, die
allesamt wohl eine wichtige Rolle in der Signalwirkung des Melatonins spielen.
Insbesondere die speziellen intrahepatischen Mechanismen, die der mehrfach gezeigten
Organprotektion der Leber zugrunde liegen, sind aber bisher weitestgehend ungeklart,

auch wenn hier ebenfalls eine Beteiligung von NFkB [109] oder des Glutathionsystems [41,
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100, 152] vermutet wird. Bekannt ist allerdings die generelle Eigenschaft von Melatonin, in
die Regulation zahlreicher intrahepatischer Stoffwechselwege einzugreifen, was diverse
Studien sowohl in vitro als auch in vivo zeigen konnten [56, 151]. Ebenso ist durch
zahlreiche Studien belegt, dass das Hormon einen starken Einfluss auf die hepatische

Genexpression hat [33, 45, 72, 153, 177, 197].

2.2.4.4 Kandidatengene

Zur Analyse moglicher Endpunkte der Melatoninrezeptor-vermittelten Organprotektion
wurden Ergebnisse einer Whole-Genome-Microarray-Analyse herangezogen, die
umfassende Expressionsanderungen in Lebergewebe von Ratten nach hamorrhagischem
Schock und Melatonintherapie zeigen [150]. Obwohl sich die molekularen Mechanismen
nach hamorrhagischem Schock moglicherweise von denen nach septischem Schock
unterscheiden, besteht dennoch die Moglichkeit, dass die Aktivierung von
Melatoninrezeptoren unabhangig vom Schockmodell dhnliche Expressionsdanderungen zur
Folge hat. Aus den Microarray-Ergebnissen, die bereits mittels RT-qPCR verifiziert waren,
wurden zwei Gene  ausgewadhlt  (ATF3,  Transkriptionsfaktor; Ppplrl5a,
Proteinphosphatase), bei denen bereits ein modulierender Effekt durch eine
Melatonintherapie nach hamorrhagischem Schock gezeigt werden konnte. Diese beiden
Gene sollten im Rahmen dieser Arbeit auf ihre Expression im septischen Schockmodell

untersucht werden.

2.24.5 ATF3

Der erstmals 1989 beschriebene aktivierende Transkriptionsfaktor 3 (ATF3) gehort zur
Familie der ,ATF / cAMP response element binding proteins (CREB)“ mit einer Leucin-
Zipper Domane, Uber die in vitro die Bindung an die ,cAMP response sequences” oder an
andere CREB-Transkriptionsfaktoren erfolgt [79, 117]. Der Transkriptionsfaktor gilt als
stressinduzierter Faktor [117, 138] bzw. als Teil der ,adaptiven Antwort” der Zelle auf
extra- oder intrazelluldre Veranderungen [138]. Seine Regulation und Wirkungsweise ist
sehr komplex und bis heute noch nicht restlos verstanden. Seine zumeist inhibitorische
Wirkung beeinflusst bei der Maus unter anderem die Regulation von Apoptose / Zellzyklus
und der Immunmodulation [256], wobei ATF3 seine Wirkung als Homo- oder Heterodimer
(z.B. mit JunB, c-Jun oder c-FOS) entfalten kann. Auch eine Stabilisierung von
inhibitorischen Co-Faktoren an der DNA durch ATF3 ist im Zellkulturmodell beschrieben
[36].
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Induziert wird ATF3 (ber verschiedene Stimuli, was sowohl in vitro als auch in
verschiedenen Tiermodellen gezeigt wurde (Stresssignale [37, 84], Signale fir Proliferation
und Motilitat [138], Zytokine [137], mechanische Beeinflussung [83] oder DNA-Schaden
[59]), wobei die Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren (TLR), zum Beispiel durch IFN-y eine
groRe Rolle spielt [95, 184, 240]. Transkriptionell wird ATF3 unter anderem durch p38
MAPK [138], JNK und ERK-abhangige Signalwege reguliert [84, 102, 129, 252]. Schon 1994
wurde in vitro gezeigt, dass ATF3 einem alternativen Splicing unterliegt, woraus eine
zweite Isoform hervorgehen kann (ATF3deltaZip2), der die Leucin-Zipper Domane fehlt
und die somit nicht an die DNA binden kann [36]. Diese zweite Isoform wird als
physiologischer Regulator angesehen, da ATF3deltaZip2 sowohl die Aktivitdat des ,full-
length” ATF3, aber auch anderer Transkriptionsfaktoren beeinflussen kann, indem es den
Zugang von inhibitorischen Co-Faktoren zur DNA verhindert [36, 86]. Bezlglich der
Autoregulation ist bekannt, dass ATF3 seinen eigenen Promotor zu reprimieren vermag
[244].

Die immunmodulatorische Funktionsweise von ATF3 beinhaltet viele Faktoren,
beispielsweise eine direkte Wirkung auf die Expression von Zytokinen oder inhibitorische
Einflisse auf die Interleukinproduktion [67, 240]. Aus der verdnderten Expression von
immunmodulatorischen Faktoren, wie TNF-a und diversen Chemokinen, resultiert dariiber
hinaus auch eine indirekte Regulation der Immunfunktion [115, 240]. Bezliglich der
Immunmodulation wird auch eine protektive Wirkung von ATF3 bei akuten
inflammatorischen Syndromen diskutiert [67].

Im Zusammenhang mit Apoptose und Zellzyklus werden verschiedene Mechanismen der
Signalwirkung diskutiert: So ist die Regulation der Hif2a-Expression nachgewiesen, die
ihrerseits eine Induktion proapoptotischer Gene, wie Caspase7 oder TRAIL10 (tumor
necrosis factor ligand family, member 10) bewirkt [230]. Weiterhin ist die Beeinflussung
von p53-Signalwegen durch ATF3 sowohl in vitro als auch bei der Maus beschrieben [59,
235, 251, 254]. Aber auch die Interferon-abhdngige Proteinkinase PKR spielt bei
Apoptosewegen im Zusammenhang mit dem Transkriptionsfaktor eine Rolle [74]. Darliber
hinaus ist bekannt, dass ATF3 diverse NFkB-abhangige Gene reguliert und hiertiber neben
der beschriebenen Immunmodulation in die Regulation von Zellzyklus und Apoptose
involviert ist [59, 113, 117].

Von Relevanz bezlglich der Signalwirkungen von ATF3 im Zusammenhang mit oxidativem
Stress ist die Beeinflussung von AP-1 [35]. Dieser Transkriptionsfaktor beeinflusst die

Genexpression bei vielen Zell-Stimuli (z.B. durch Zytokine, Wachstumsfaktoren oder Stress)
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und steuert so zelluldre Prozesse einschlielich Diffenzierung, Proliferation und Apoptose,
was in diversen Modellen gezeigt wurde [5, 91]. Ebenso wird die Beeinflussung (direkte
Protein-Protein-Interaktion) des Transkriptionsfaktors Nrf2, der seinerseits viele , stress-
response“-Gene induziert, als Mechanismus flr stress-assoziierte Effekte von ATF3
diskutiert [22].

Im Zusammenhang mit der Expression und Funktion von ATF3 in der Leber liegen nur
wenige Studienergebnisse vor, auch wenn bereits 1991 eine induzierte ATF3-Expression in
regenerierender Rattenleber beschrieben wurde [99]. Chen et al. zeigten 1996, dass ATF3
bei mechanisch oder toxisch geschadigter Leber vermehrt exprimiert wird [37]. Auch eine
hepatoprotektive Wirkung bei CMV-Infektion bei der Maus wurde nachgewiesen [201].
Weiterhin beschrieben Allan et al. 2001, dass die Expression von ATF3 in Hepatozyten
wahrend Zellwachstumsprozessen verstarkt ist und eine hepatozelluldre Proliferation
stimuliert [1]; Ursache hierflir sei eine ATF3-abhdngige Aktivierung der Zyklin D1
Expression [1]. Weiterhin wurde bei der Maus gezeigt, dass der Transkriptionsfaktor die
hepatische Glukoneogenese blockiert [2].

Aufgrund der sehr unterschiedlichen und teilweise gegenteiligen Effekte der ATF3-
Aktivierung auf Zellzyklus und Apoptose kam es in der Vergangenheit oft zu kontroversen
Diskussionen beziiglich der genauen Funktion des Proteins. Inzwischen wird die These
postuliert, dass der Transkriptionsfaktor keine einheitlich definierbare Funktion hat [77],
sie vielmehr von der Prasenz bzw. Absenz von anderen ATF / CREB abhé&ngt [226].

In vielen Szenarien sowohl im Tiermodell als auch in der Zellkultur scheinen insgesamt die
vermeintlich proapoptotischen und somit negativen Eigenschaften (oxidativer Stress,

allergische Reaktionen, Infektionen etc.) zu Gberwiegen [68, 78, 201, 230, 235, 239].

2.2.4.6 Ppplrl5a/GADD34

Die ,Protein Phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 15A” (Pppl1rl5a), oder auch
“Growth arrest and DNA damage inducible Protein 34” (GADD34) ist ein Gen, dessen
Induktion eine zelluldre Antwort auf Stress darstellt, die mit Apoptose korreliert [96, 210].
Diese Induktion erfolgt unabhdngig vom p53-Signalweg [96, 210]. Seine Funktion ist in
diversen Zellkulturmodellen untersucht, allerdings bislang kaum in vivo. Das Protein
vermittelt einen Wachstumsstopp und Apoptoseeintritt bei DNA-Schaden, negativen
Wachstumssignalen (zum Beispiel durch Hitzeschockproteine [85]), oxidativem Stress [120,
170] und Fehlfaltung von Proteinen (,endoplamasmatischer Retikulum-Stress”) [248].

Hierzu bindet Ppplrl5a im endoplasmatischen Retikulum (ER) an die katalytische
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Untereinheit der Proteinphosphatase 1 (PP1) wund vermittelt dariiber eine
Dephosphorylierung des ,eukaryotischen Translations-Initiationsfaktors 2 alpha“ (elF2a)
und in Folge eine verminderte translationale Elongation von
Schlisseltranskriptionsfaktoren [25, 166, 248]. Die Phosphorylierung von elF2a fiihrt somit
zu einer globalen Inhibition der Proteinsynthese [118]. Dariiber hinaus vermag Pppl1rl5a
auch an andere Proteine zu binden, die ihrerseits die PP1 beeinflussen [97]. Hierzu wurde
beispielsweise ein Zusammenhang mit dem PKA-Signalweg beschrieben [42]. Weiterhin
scheint das Protein auch in die p53-Signalkaskaden einzugreifen, da die Modulation von
p53 durch die PP1 von GADD34 beeinflusst ist [80, 250]. Als Induktionsmechanismus fiir
die Ppplrl5a selbst wurde der p38 MAPK Signalweg vermutet [170, 205]. Weiterhin ist der
Transkriptionsfaktor ATF4 in diese Induktion involviert [120, 142]. Als Antwort auf
zelluldren Stress steigt die zelluldre Konzentration von Ppplrl5a schnell an, fallt aber bei
Regeneration der Zelle auch rapide wieder ab [26]. In diesem Zusammenhang scheint das
26S Proteasom eine Rolle zu spielen [26]. Die Regulation des Proteins bei zellularem Stress
erfolgt nicht ausschlielRlich durch transkriptionelle Induktion, sondern auch durch
translationale Regulation in Form einer bevorzugten Verbindung mit Polysomen [130].
Gezeigt wurde ebenfalls, dass eine selektive Inhibition des elF2a dephosphorylierenden
Komplexes die Zelle vor den Folgen von ER-Stress bewahren kann [20, 167]. Insgesamt
kontrolliert Ppplrl5a einen programmierten Umstieg von translationaler Repression zu
stress-induzierter Genexpression [108, 167]. Allerdings hangen die Signale, die die GADD-
Mitglieder der Zelle liefern, auch davon ab, in welchem Stadium des Zellzyklus sie sich zum
Zeitpunkt des Schadens befindet [103].

Durch die Hochregulation von Ppplrl5a bei Ischdmie (untersucht wurde ischdmisches
Hirngewebe von Menschen) und seinen Effekten auf DNA-Reparatur und Proteinsynthese

wurde bereits ein Einfluss des Gens auf das Uberleben der Zelle vermutet [238].
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2.3 Ziele der Arbeit

Die polymikrobielle Sepsis nach sekundarer Vierquadrantenperitonitis ist eine der
haufigsten Formen der Sepsis, und Melatonin zeigt in tierexperimentellen Studien einen
positiven Effekt auf das Uberleben im Rahmen septischer Krankheitsbilder. In der Literatur
finden sich jedoch Melatonindosierungen im Bereich mehrerer Zehnerpotenzen. Deshalb
sollte im Rahmen dieser tierexperimentellen Studie zundchst ein optimaler Dosisbereich
fur die Therapie der polymikrobiellen Sepsis bzw. des septischen Schocks bei einer

Einmalapplikation von Melatonin i.v. gefunden werden.

Um die transkriptionellen Endpunkte einer Melatonintherapie besser charakterisieren zu

konnen, wurden zwei Kandidatengene (ATF3 und Ppplrl5a) ausgewadhlt, deren hepatische

Expressionsanderung nach Melatonintherapie bereits fir den hdamorrhagischen Schock

beschrieben wurde. Diesbezlglich sollten folgende Fragestellungen Uberprift werden:

1) Andert sich die Expression dieser Gene auch im Rahmen eines septischen
Schocks,

2) kann eine Anderung durch Melatonin in verschiedenen Dosisbereichen erzielt
werden und

3) besteht ein Zusammenhang zwischen der Uberlebenszeit der Tiere und der
hepatischen Expression der ausgewahlten Gene?

Somit sollte eine mogliche Rolle der transkriptionellen Beeinflussung der Gene durch

Melatonin in der ginstigen Wirkung auf die Organfunktion der Leber und die

Uberlebenszeit der Tiere untersucht werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Tierexperimenteller Teil

3.1.1 Versuchstiere

Alle Tierversuche wurden nach Genehmigung durch die zustdandige Tierschutzkommission
(Nr. 42/2010) gemaR den Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes durchgefiihrt.

Als Versuchstiere wurden insgesamt 75 mannliche Sprague-Dawley-Ratten eingeschlossen
(Charles River (WIGA) GmbH, Sulzfeld), die zum Zeitpunkt der Praparation ca. zwolf
Wochen alt waren und ein Kérpergewicht von 200-350 g hatten. Bis zum Versuchsbeginn
wurden die Tiere in der Abteilung fir Klinisch-Experimentelle Chirurgie des
Universitatsklinikum des Saarlandes (Direktor: Prof. Dr. med. Michael D. Menger),
Homburg / Saar gehalten. Die Tiere waren auf einen Tag-Nacht-Rhythmus von Licht /
Dunkelheit 12:12 Stunden eingestellt. Sie erhielten bis zum Vorabend der Versuche Nager-

Standard-Diat sowie bis zum Praparationsbeginn Wasser ad libitum.

3.1.2 Narkoseeinleitung und intraoperative Lagerung der Tiere

Unter inhalativer Kurznarkose mit Sevofluran (Baxter Deutschland GmbH,
UnterschleilRheim) erfolgte die intraperitoneale Gabe von Pentobarbital. Die
Pentobarbitallosung (Pentobarbital-Natrium "Narcoren", 16 g/100 ml, Merial GmbH,
Hallbergmoos) wurde hierfir 1:3 mit isotoner Kochsalzlésung (NaCl 0,9 %, B. Braun
Melsungen AG, Melsungen) verdiinnt und von dieser Verdiinnung 1 ml/kg KG (entspricht
ca. 53 mg/kg KG) verabreicht. AnschlieRend wurde der Wirkungseintritt der Pentobarbital-
Narkose bei erhaltener Spontanatmung abgewartet.

In tiefer Sedierung wurden die Tiere gewogen (Waage Kern 470, Gottl Kern & Sohn GmbH,
Albstadt), anschlieend auf eine beheizte Aluminiumplatte gelegt und bei leicht
rekliniertem Kopf in Rickenlage an Kopf, Schwanz und Extremitdten mittels
Pflasterstreifen fixiert (Abb. 3).

Die Uberwachung der Kérpertemperatur erfolgte durch kontinuierliche rektale Messung.
Mittels beheizter Unterlage und Lichtquelle (40 W, ca. 20 cm oberhalb des Tieres) konnte
die Korpertemperatur der Tiere anndhernd konstant bei 37 °C gehalten werden.

Die Aluminiumplatte wurde (ber eine direkt unterhalb angebrachte elektrische Heizmatte

(Terra Plus Comfort Heat Mat, Eurozoo e.K., Geilenkirchen) erwarmt. Deren Temperatur
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wurde mittels Temperaturfiihler und Thermostat (Universal Thermostat, Conrad Electronic

SE, Hirschau) konstant gehalten.

3.1.3 Chirurgische Praparation

Die chirurgische Praparation beinhaltete Tracheal- und GefaBpraparation sowie mediane
Laparotomie mit anschliefender Coecumligatur und -inzision.

Zu Beginn der Prdparation von Trachea und GefaRen erfolgte ein ca. 1,5 cm langer,
medianer Hautschnitt von Mandibula bis zum Manubrium sterni.

Die Trachea wurde nach Mobilisation der Gldd. submandibulares und der pratrachealen
Muskulatur stumpf frei prapariert und mit einer Querinzision eroffnet. AnschlieBend
erfolgte zur Sicherung des Atemwegs die Platzierung eines Tracheostomas mittels eines ca.
4 cm langen Kunststoffkatheters (Fine-Bore Polythene Tubing, ID 1,67 mm OD 2,42 mm,
Smith Medical ASD, Keene, New Hampshire, USA), der mit zwei Faden cranial und caudal
der Trachealinzision fixiert wurde.

Nun erfolgte die Darstellung der rechten Vena jugularis interna, in die nach cranialer
Ligatur und Eréffnung des Gefalles ein Kunststoffkatheter (Fine-Bore Polythene Tubing, ID
0,58 mm OD 0,96 mm, Smith Medical ASD, Keene, New Hampshire, USA) eingelegt wurde,
der ebenfalls cranial und caudal der Einschnittstelle fixiert wurde. Nach Anlage des
zentralen Venenkatheters (ZVK) wurde ein Perfusorsystem (Perfusor Secura FT, B. Braun
Melsungen AG, Melsungen) angeschlossen, (iber das wahrend des gesamten Versuchs
kontinuierlich Vollelektrolytlésung (10 ml/kg KG/h Sterofundin ISO, B. Braun Melsungen
AG, Melsungen) verabreicht und so der Flissigkeitsbedarf des Tieres gedeckt wurde. Die
Aufrechterhaltung der Allgemeinandsthesie  erfolgte  durch intermittierende,
bedarfsadaptierte Bolusgaben von Pentobarbital Giber den zentralventsen Zugang.
Anschliefend wurde die Arteria carotis communis sinistra nach stumpfer Praparation und
vorsichtiger Er6ffnung der Vagina carotica dargestellt. Der Nervus vagus wurde schonend
von der A. carotis communis separiert und anschliefend ebenfalls ein Kunststoffkatheter
(Fine-Bore Polythene Tubing, ID 0,58 mm OD 0,96 mm, Smith Medical ASD, Keene, New
Hampshire, USA) in das GefalR eingeflihrt, der mit zwei Faden cranial und einem Faden
caudal der Inzisionsstelle fixiert wurde. Uber diesen Katheter, der (ber ein
Druckabnehmersystem (BD DTXPlus™ Einfach-Druckwandler-Set, Becton, Dickinson and
Company, Franklin Lakes, New Jersey, USA) mit dem Uberwachungsmonitor (Monitor

Hewlett Packard M1166A, Model 66S, Hewlett-Packard Company, Palo Alto, Kalifornien,
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USA) verbunden war, erfolgte nun die kontinuierliche Uberwachung des mittleren

arteriellen Drucks (MAP) und der Herzfrequenz.

Abb. 3: Versuchstier nach GefdBpraparation

Das Versuchstier wurde nach Wirkeintritt der Pentobarbital-Narkose in Rickenlage auf
der Warmeplatte (1) fixiert, der arterielle Katheter in der A. carotis communis (2) an
den Druckabnehmer (6) angeschlossen, die Trachealkantle (3) zur Atemwegssicherung
fixiert, der ZVK in der V. jugularis (4) an die Perfusorleitung (5) angeschlossen. Die
Temperatursonde (7) ist rektal eingefuhrt und ebenfalls mit dem Monitorsystem
verbunden.

Nun folgte die Induktion der Sepsis durch CLI. Hierzu wurde das Abdomen Uber eine
mediane Laparotomie eréffnet, das Coecum aufgesucht und vorsichtig mobilisiert (Abb. 4).
Nach Ligation des Coecums aboral der lleocoecalklappe unter Erhalt der Durchgangigkeit
der Darmpassage und der Reposition des Darms ins Abdomen erfolgte ein ca. 1,5 cm

langer Einschnitt abmesenterial im ligierten Teil des Coecums. Peritoneum und Fell
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wurden anschlieRend schichtweise mit Einzelknopfnahten verschlossen. Die anschlieRende

Medikamentenapplikation gemal der zugewiesenen Studiengruppe erfolgte tiber den ZVK.

caudal

P
':\\l

v 4.\,

Abb. 4: Mobilisiertes Coecum beim Versuchstier

Das Abdomen wurde in der Linea alba er6ffnet, hierzu wurden Fell (6) und Peritoneum
(7) durchtrennt. Das Coecum (1) wurde aufgesucht und mobilisiert. Die Ligatur erfolgte
entlang der eingezeichneten Geraden (4), die 1,5 cm lange Inzision etwa entlang der
Geraden (2). Erkennbar sind hier auch terminales lleum (5) und Colon ascendens (3).
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3.1.4 Versuchsgruppen

Die Versuchstiere wurden zufallig in funf unterschiedliche Versuchsgruppen eingeteilt

(Tab. 1)

Tab. 1: Versuchsgruppen
Gruppeneinteilung zur Dosis-Wirkungs-Beziehung der Melatonintherapie nach Sepsis
durch CLI.

Bezeichnung Medikation Anzahl der Tiere
Vv Vehikel (EtOH p.a. in NaCl 0,9%) n=15
M-0,01 Melatonin 0,01 mg/kg KG n=15
M-0,1 Melatonin 0,1 mg/kg KG n= 15
M-1 Melatonin 1,0 mg/kg KG n= 15
M-10 Melatonin 10 mg/kg KG n= 15
Gesamt n=75

3.1.5 Versuchsprotokoll

Die Therapiegruppen erhielten nach Verschluss des Peritoneums direkt eine
gewichtsadaptierte Dosis Melatonin i.v. entsprechend ihrer Versuchsgruppe. Die Vehikel-
Tiere hingegen erhielten zum gleichen Zeitpunkt Vehikellosung. Die einmalige Applikation
erfolgte unmittelbar nach Verschluss der Peritonealnaht liber einen Zeitraum von ca. drei
Minuten. Dieser Zeitpunkt der Applikation wurde als Beginn des Beobachtungszeitraums
definiert.

Zu Beginn der Sepsisinduktion und im weiteren Verlauf wurden alle 15 min MAP,
Herzfrequenz und Korpertemperatur dokumentiert. Die Bestimmung des Hb-Wertes
erfolgte zu Beginn der Sepsisinduktion und anschlieBend alle zwei Stunden. Dazu wurde
mit Hilfe einer Kaniile (BD Microlance™ 22 G, Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, New Jersey, USA) die ventrale Schwanzvene der Tiere punktiert und ein Tropfen
Blut fiir die photometrische Messung des Hb mittels Hemocue® B-Hemoglobin Photometer
(Hemocue AB, Angelholm, Schweden) eingesetzt. Der Beobachtungszeitraum umfasste
zwolf Stunden. Tiere, die nach diesem Zeitraum noch lebten, wurden euthanasiert (Abb.
5). Festgelegter Todeszeitpunkt war Apnoe der Tiere oder hamodynamische

Dekompensation (invasiver MAP nicht mehr messbar). Unmittelbar nach Todeseintritt
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erfolgte bei den Versuchstieren eine mediane Laparotomie und die Entnahme der Leber,
die in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -75 °C zur spateren

molekularbiologischen Analyse aufbewahrt wurde.

Praparation CLI-Sepsis Beobachtungszeitraum: 720 min
Narkoseeinleitung Sepsis-Induktion Therapie entsprechend der Versuchsgruppe:
mit durch Coecumligatur - Vehikel (EtOH p.a. in NaCl 0,9 %)

Sevofluran inhalativ und -inzision (CLI) - Melatonin 0,01 mg/kg KG

und - Melatonin 0,1 mg/kg KG

Pentobarbital i.p. - Melatonin 1,0 mg/kg KG
- Melatonin 10 mg/kg KG

Abb. 5: Zeitlicher Ablauf der Tierversuche
Zeitlicher Verlauf der Tierversuche zur Dosis-Wirkungs-Beziehung der Melatonintherapie
nach Sepsis durch CLI.

3.1.6 Medikamente und Medikamentenapplikation

Melatonin wurde als Trockenreinsubstanz bezogen (Apotheke des Universitatsklinikums
des Saarlandes, Homburg / Saar), als Stammldsung in EtOH p.a. gel6st und bei -20 °C
gelagert (Tab. 2).

Diese Stammlodsung wurde taglich entsprechend dem Versuchsplan mit isotoner
Kochsalzlésung (NaCl 0,9 %) 1:20 verdinnt (Applikationslosung). Der Ansatz der
Applikationslosung war so berechnet, dass 0,33 ml der Losung pro 100 g KG appliziert

wurden.

Tab. 2: Medikamentenansidtze

Melatoninstamml6ésungen far die einzelnen
Versuchsgruppen
Versuchsgruppe Stammldsung

(Melatonin in EtOH p.a.)

Vv EtOH p.a.
M-0,01 0,06 mg/ml
M-0,1 0,6 mg/ml
M-1 6 mg/ml
M-10 60 mg/ml
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3.2 Molekularbiologischer Teil

3.2.1 DNA-Amplifikation mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion wurde 1983 von Mullis entwickelt [163] und in der heutigen
Form erstmals 1988 von Saiki beschrieben [204]. Es ist eine heute weit verbreitete und
gangige Technik, um DNA-Fragmente in vitro zu vervielfdltigen. Man benétigt die
Sequenzinformation des DNA-Templates, um zwei Oligonukleotidprimer (Forward- und
Reverse-Primer, dt. ,Vorwarts- und Rickwarts“-Primer) zu synthetisieren, die jeweils
komplementar zu den Enden des zu amplifizierenden Fragments sind. Es handelt sich
hierbei um Oligonukleotide, die sequenzspezifisch an die DNA-Matrize binden und der
DNA-Polymerase als Startpunkt dienen.

Das Verfahren beruht auf der Verwendung thermoresistenter DNA-Polymerasen, die in
mehreren Zyklen DNA-Einzelstrange zu Doppelstrangen polymerisieren. Dabei laufen in
jedem der 25-40 Amplifikationszyklen drei wichtige Schritte ab: Denaturierung des DNA-
Doppelstranges, Anlagern des  Primers (Annealing) und Synthese des
Komplementéarstranges durch Desoxyribonukloetide (Elongation). Die Steuerung der
Schritte erfolgt dabei (iber die Temperatur des Reaktionsansatzes: Bei ca. 95 °C erfolgt die
Aufspaltung des Doppelstranges; dann wird die Temperatur auf ca. 50-60 °C reduziert,
sodass sich die spezifischen Primer an den Einzelstrang anlagern. Die Elongation, d.h. die
Synthese des komplementaren Nukleotidstranges durch eine hitzestabile Polymerase (z.B.
Tag-Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus) erfolgt bei 72 °C, etwas unterhalb
des Temperaturoptimums des Enzyms.

Es kommt im Idealfall zu einer Verdopplung der DNA-Menge nach jedem Zyklus, sodass
eine exponentielle Amplifikation stattfindet. [127]

Um eine genaue Steuerung der Thermozyklen zu ermoglichen, wird die PCR in
automatischen Thermocyclern durchgefiihrt. Fir diese Arbeit wurden das PCR-Gerat
GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer Corporate Headquarters, Massachusetts, USA)
und das RT-gPCR-Gerat CFX 96 Real-Time PCR Detection Systems (Bio-Rad Laboratories,

Inc., Hercules, Kalifornien, USA) verwendet.

3.2.2 Agarose-Gelelektrophorese von Nukleotiden
Nukleinsauren sind aufgrund ihres Zucker-Phosphat-Riickgrats bei allen pH-Werten negativ

geladen. Sie wandern deshalb in einem Gleichspannungsfeld zur Anode, und zwar umso
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langsamer, je groBer ihr Molekulargewicht ist. Dies macht eine elektrophoretische
Trennung bei Gleichspannung entsprechend des Molekulargewichts der verschiedenen
Molekile moglich. Als Lauf-Matrix wird hierfiir ein elektrisch neutrales Gel aus Agarose
verwendet. Die Agarosekonzentration des Gels ist hierbei nach der DNA-MolekiilgréRe der
aufzutrennenden Fragmente zu wahlen. In der vorliegenen Arbeit kamen zur DNA-
Gelelektrophorese Gele mit 2 % Agarose in TAE-Puffer und zur RNA-Gelelektrophorese
denaturierende Gele mit 1,2 % Agarose in MOPS-Puffer (3-(N-Morpholino)-
propansulfonsdure) mit Formaldehyd (Formaldehyd 37 % p.a., Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe) zur Anwendung (vgl. Kapitel 3.2.6).

Nach der Elektrophorese konnen die Nukleotide unter ultraviolettem Licht (Wellenldange
254 nm) mittels Fluoreszenzfarbstoff, der in die doppelstrangige DNA interkaliert, sichtbar
gemacht werden. In den vorliegenden Versuchen wurde hierfir Ethidiumbromid
verwendet. Nach Anregung mit UV-Licht der Wellenlange 312 nm (Transilluminator TFX-
20M 6 x 15 W 312 nm Tube, RS Rothhaar&Schroeder Laborgeratehandel, Heidelberg)
wurden die Gele mit einer Polaroid-Kamera (DS 34 direct screen instant camera, Polaroid
Corporation, Concord, Massachusetts, USA) mit Sofortfilmen (Fujifilm FP 3000 B sw, ISO
3000, 8,5 x 10,8 cm, Fujifilm Corporation, 7-3, Akasaka 9-chome, Minato-ku, Tokyo, Japan)
fotografiert.

Die GroRe der Amplifikate im Gel konnte mit Hilfe eines GroRenmarkers abgeschatzt

werden (z.B. GeneRuler™ 100bp DNA Ladder, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) (Abb. 10).

3.2.3 RNA-Isolierung und -Aufbereitung

3.2.3.1 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung aus dem Lebergewebe der Versuchstiere erfolgte mit Hilfe eines
kommerziell erhaltlichen Isolierungs-Kits (FastTri RNA Extraction Reagent, Axon
Labortechnik GmbH, Kaiserslautern). Grundlage hierfir stellt die erstmals 1987 von
Chomczynski beschriebene ,,Single-Step-Methode” zur Isolierung von Total-RNA dar [39].
Die schockgefrorenen und bei -75 °C gelagerten Leberproben wurden in Fliissigstickstoff
zerschlagen. Fir die weitere Untersuchung von jedem Organ wurden ca. 10-15 mg
gefrorenes Gewebe in FastTri Reagenz Uberfihrt. Die weitere RNA-Isolierung erfolgte

orientierend am Herstellerprotokoll gemaR folgender Schritte:
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e Homogenisierung des Gewebes

10-15 mg Gewebe wurden mit je 1 ml vorgekiihlter FastTri-Reagenz homogenisiert. Zur
Lyse des Gewebes wurde ein elektrischer Homogenisator (Ultra-Turrax T25, IKA-Werke
GmbH & Co. KG, Staufen) verwendet. Zur zusatzlichen RNase Inhibition wurden dem
FastTri Reagenz 10 pl Mercaptoethanol p.a. (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

zugesetzt, das als mildes reduzierendes Reagenz eine Denaturierung von RNasen bewirkt.

e Phasentrennung

Die Proben wurden 5 min auf Eis inkubiert, um die Dissoziation der Nukleotidkomplexe zu
gewdhrleisten. Je eingesetztem Milliliter FastTri wurden 0,2 ml Chloroform 99 % reinst
(Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) zugegeben und die Proben fir 15 s kraftig
geschittelt. Danach wurden sie 3-10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte zur
Phasentrennung ein Zentrifugationsschritt (5 min, 12.000 x g, 4 °C).

Es bildeten sich drei Phasen: eine untere rote Phenol-Chloroform-Phase, eine Interphase
und eine obere, farblose, wassrige Phase. Die RNA war ausschlielich in der wassrigen
Phase angereichert, wahrend sich DNA und Proteine in Interphase und Phenolphase
befanden. Die wassrige Phase nahm dabei ca. 60 % des Probenvolumens ein.

Der Waschschritt mit Chloroform wurde zweimal durchgefiihrt, um eine hohe Reinheit der
Probe zu erreichen. Beim ersten Schritt wurde die Probe fiir 10 min vor der Zentrifugation

inkubiert, beim zweiten Schritt fiir 3 min.

e RNA-Prazipitation

Die wassrige Phase der Probe wurde in ein Eppendorf-GefaRR Uberfihrt. Inter- und
Phenolphase wurden verworfen. Die Prazipitation der RNA erfolgte mit 0,5 ml Isopropanol
p.a. (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) pro eingesetztem Milliliter FastTri. Die Probe
wurde mehrmals vorsichtig invertiert und fiir 15 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss folgte
ein Zentrifugationsschritt flir 10 min bei 12.000 x g und 4 °C. Das RNA-Prazipitat lag als

gelartiges Pellet an der unteren Seite des ReaktionsgefaRes.

e Waschen der RNA

Der Isopropanoliiberstand wurde vorsichtig abgenommen und das Pellet zweimal mit 1 ml
Ethanol 75 % (Ethanol p.a. (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) in RNase-freiem Wasser
(DEPC-Wasser)) durch Vortexen und Zentrifugation (10 min, 12.000 x g, 4 °C) gewaschen.
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e Losen der RNA
Das RNA-Pellet wurde bis zu einem leicht glasigen Aussehen an der Luft angetrocknet und
anschlieend in 30 ul RNase-freiem Wasser (H,Opgpc, 65 °C) geldst. Nach 10 min Inkubation

wurde die Probe gevortext.

3.2.3.2 Qualitatskontrolle der RNA
Die Qualitatskontrolle der isolierten RNA erfolgte mittels Photometrie und

Gelelektrophorese:

e Bestimmung von Reinheit und Konzentration der RNA-Probe

Die Bestimmung von Reinheit und Konzentration der Proben erfolgte photometrisch.
Hierzu wurden die Proben 1:100 mit Tris-HCI (pH 7,0) verdiinnt. Nukleotide besitzen die
Eigenschaft, in wassriger Losung Licht der Wellenlange 260 nm zu absorbieren. Proteine
haben ihr Absorptionsmaximum bei 280 nm. Somit kann Uber die Ermittlung des
Quotienten (Ratio) der optischen Dichten (OD) bei 260 nm und 280 nm eine Aussage Uber
eine eventuelle Verunreinigung der Proben getroffen werden. Dieser Quotient sollte fir
die RNA-Proben utber 1,8 liegen. Werte unter 1,8 sprechen fiir eine Verunreinigung der
Probe.

Weiterhin kann Uber die OD bei 260 nm unter Zuhilfenahme des Lambert-Beerschen-
Gesetzes die RNA-Konzentration bestimmt werden. RNA hat bei einem pH von 7,0, einer
Konzentration von 40 pg/ml und einer Kivettenschichtdicke von 1 cm eine optische Dichte
von 1.

Die Bestimmung der Konzentration ist Voraussetzung fiir die anschlieBende Verdiinnung
der Probe auf eine definierte Konzentration. Die Proben wurden fiir die weitere

Verwendung mit H,0pgpc auf eine Konzentration von 500 ng/ul verdinnt.

e RNA-Analyse mittels Agarose-Gelektrophorese

Durch Agarose-Gelelektrophorese ist es moglich, die Integritdat von RNA zu bestimmen.
Eine Besonderheit der RNA-Gelelektrophorese ist, dass einzelstrangige RNA-Molekile im
Gegensatz zu doppelstrangiger DNA dazu neigen, Sekundarstrukturen auszubilden, die das
Wanderungsverhalten im Gel beeinflussen. Um dies zu verhindern, wird die

Elektrophorese mit denaturierenden Agenzien (in den vorliegenden Versuchen mit
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Formaldehyd 37 % (Formaldehyd 37 % p.a., Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)),
durchgefiihrt [127].

Das Agarosegel wurde zur RNA-Elektrophorese hergestellt und 3 pl der unverdiinnten RNA
(ca. 6-9 ug RNA) mit 9 ul RNA-Probenpuffer versetzt (vgl. Kapitel 3.2.6). Die entsprechende
Probe wurde 15 min im Wasserbad bei 65 °C inkubiert, kurz auf Eis gekiihlt, gevortext,
zentrifugiert und anschlieRend das Gel beladen.

Die Auftrennung erfolgte bei 80-100 V Gleichspannung fiir 35 min in MOPS 1x Laufpuffer
(pH 7,0, vgl. Kapitel 3.2.6). AnschlieBend wurden die Banden analysiert und zur
Dokumentation fotografiert (vgl. Kapitel 3.2.2).

Bei nicht degradierter RNA konnten zwei deutlich getrennte Banden dargestellt werden.
Diese entsprechen den ribosomalen Untereinheiten 28S und 18S, die bei isolierter Total-
RNA den mengenmaRig groflten Anteil darstellen. Bei guter Qualitdt und Integritdt der
RNA kann auBerdem noch eine 55-Bande dargestellt werden, die ebenfalls zytosolisch-
ribosomaler RNA entspricht [122]. Bei einer RNA-Probe von hoher Qualitdt geht man von
einem Verhaltnis der Fluoreszenzintensitdten der 28S / 18S-rRNA-Banden von 2:1 aus [14].
Dieses Intensitatsverhaltnis zeigt, dass keine Degradation der Gesamt-RNA stattgefunden

hat.

3.2.3.3 Umschreibung der RNA in cDNA (Reverse Transkription)

Fir die quantitative Real-Time-PCR (RT-qPCR) wurde die RNA mit Hilfe des Enzyms Reverse
Transkriptase in komplementidre DNA (cDNA) umgeschrieben. Die cDNA stellt den
komplementdren Strang der bereits gespleiBten mRNA dar und enthédlt somit keine
Introns. Das Enzym Reverse Transkriptase ist eine RNA-abhangige DNA-Polymerase, bei
der als Primer Oligo-dT-Nukleotide (15-25 Desoxythymidine) zur Anwendung kommen, die
komplementar zum Poly-Adenosin(A)-Schwanz der mRNA sind. Als Produkt der Reaktion
entsteht ein Hybrid aus mRNA und cDNA, die cDNA kann dann der RT-qPCR zugefiihrt
werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde RNA mit einer Konzentration von 500 ng/ul eingesetzt. Sie
wurde vor der Umschreibung 5 min bei 65 °C inkubiert und dann vor Zugabe zum
Reaktionsansatz auf Eis gekiihlt. Die Umschreibung erfolgte im GeneAmp PCR System 2400
Perkin Elmer Corporate Headquarters, Massachusetts, USA). Es wurde nach folgendem

Protokoll vorgegangen:
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Pro Ansatz:

1l RNA (500 ng/ul)

4 ul Reaktionspuffer RT-Buffer 5x (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)

2 ul dNTP-Mix je 10 mM (Axon Labortechnik GmbH, Kaiserslautern)

0,5ul  RiboLock™ RNase Inhibitor (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)

1l RevertAid™ Reverse Transkriptase 200 U/ul (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)

1ul Oligo-dt-Primer (ABgene Ltd, Surrey, USA)

10,5 ul RNase-freies Wasser (DEPC-Wasser)

Programm zur Umschreibung im GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer Corporate

Headquarters, Massachusetts, USA):

1. 10 min 25°C
2. 60 min 42°C
3. 10 min 70°C
4, 10 min 10°C

Nach der Umschreibung wurden die Proben 1:10 mit Aqua dest. verdiinnt und
anschliefend bei -20 °C aufbewahrt bzw. direkt fir die RT-qPCR verwendet.

3.2.4 Quantitative Real-Time-PCR (RT-qPCR)

Die durch Reverse Transkription gewonnene cDNA wurde nun der RT-qPCR zugefiihrt.
Grundlage hierflir ist die 1992 von Higuchi et al. beschriebene [93] und 1993
weiterentwickelte [94] Technik, die Zunahme der Amplifikationsprodukte in einer PCR
wahrend der PCR-Zyklen zu messen, ohne hierfiir in die PCR einzugreifen. Dies gelang
durch die Echtzeit-Messung von Fluoreszenzsignalen und fiihrte zu der 1996
erstbeschriebenen Methode [89] der ,Real time quantitative PCR” in der heute
angewandten Form.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Durchfiihrung der RT-qPCR das Reaktionskit
(SSoFast™ EvaGreen® Supermix 2x, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Kalifornien, USA)
verwendet. Der hier enthaltene Fluoreszenzfarbstoff (EvaGreen®) interkaliert in die DNA
und fihrt mit zunehmender DNA-Menge zu einem ansteigenden Fluoreszenzsignal der
Probe. Dieses Signal wird bei jedem PCR-Zyklus wahrend des 60 °C Anlagerungsschrittes
durch das RT-PCR-Gerat (CFX 96 Real-Time PCR Detection Systems, Bio-Rad Laboratories,
Inc., Hercules, Kalifornien, USA) detektiert, wodurch die relative Zunahme der DNA-Menge

nach jedem Amplifikationsschritt bestimmt wird. Diese relative Zunahme erlaubt nun
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Rickschliisse auf die Expression der Zielgene, da sie der zuvor eingesetzten Menge an
cDNA proportional ist und diese wiederum von der zuvor vorhandenen Menge mRNA
abhangt.

Aufgrund der Schnelligkeit der Polymerase in dem verwendeten Reaktionskit wurde auf
den Verlangerungsschritt in den PCR-Zyklen verzichtet.

Das Primerdesign erfolgte mit Hilfe von Clone Manager Suite 7 (Sci-Ed Software, Cary, NC,
USA) nach Standard-Kriterien basierend auf den in NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
hinterlegten Sequenzen (Gene IDs vgl. Tab. 3). Die Primerpaare wurden so gewahlt, dass
bei genomischer DNA auch Intron-Bereiche amplifiziert wiirden, so dass eine
Kontamination anhand der GréRBenunterschiede der Produkte im Agarose-Gel erkennbar
ware. Die Primerpaare wurden von der Firma Eurofins (Eurofins MWG GmbH, Ebersberg)
bezogen. Fir jedes Primerpaar wurde eine Effizienzbestimmung durchgefiihrt, da es sich
etabliert hat, fur die Livak-Auswertung eine Effizienz nahe 100 % anzustreben und eine
Differenz zwischen den Ziel- und Referenzgenen von nicht mehr als 5 % zu erreichen.
Hierzu wurde eine Verdinnungreihe von cDNA in Zehnerschritten erstellt und diese mit
jeweils gleichem Primerzusatz einer RT-qPCR zugefiihrt. Die hierbei erhaltenen Cg-Werte
wurden grafisch aufgetragen (Logarithmus des Verdinnungsfaktors gegen Cqg-Wert),
wodurch die lineare Abhangigkeit von Cg-Wert und Verdiinnung deutlich wird. Aus der
Steigung der erhaltenen Gerade wurde die Effizienz der Primer nach folgender Formel
berechnet:

: o -1/Stei der Gerad
Primereffizienz = 10 "/5tei8un8 der Geraden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fiir jede Probe die Zielgene ATF3 und Ppplrl5a
untersucht. Die Werte wurden gegen die Expression von Rpsl6 und Rps21 normalisiert
(Referenzgene). Aus technischen Griinden wurde die Expression der Ziel- und
Referenzgene in unterschiedlichen RT-gPCR-Laufen durchgefiihrt. Um dennoch die
Vergleichbarkeit der Amplifikationen zu gewahrleisten, wurden je 2 Proben mit Rps16 und
Rps21 Primern in allen PCR-Laufen mitgefiihrt. Hier zeigten sich konstante Werte bei den
Proben innerhalb der verschiedenen Laufe (Cyo-Wert Differenz Gber alle RT-gPCR-Laufe

maximal 1,48) und somit eine gute Vergleichbarkeit der verschiedenen RT-qPCR-L3ufe.
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Tab. 3: Primer fiir die RT-qPCR

Gen Gene ID Primer Primersequenz GroRe GroRe
5—> 3" cDNA gDNA
Rps16 140655 RnRps16_RTf ATATCCGGGTCCGTG 202 bp 384 bp
TGAAGG
RnRps16_RTr CCGCCAAACTTCTTG
GATTCGC
Rps21 81775  RnRps21_RTf TTTACTCAGCTCCGCG 190bp 518 bp
AGCAAC
RnRps21_RTr TCCATCAGCCTTAGCC
AATC
ATF3 25389 RnATF3_RTf TGCTGCCAAGTGTCG 180 bp 1498 bp
AAAC
RnNATF3_RTr TTCTGAGCCCGGACG
ATAC

Ppplrl5a 171071 RnPpplrl5a_RTf GAAGCGGCTCAGATC 182bp 625 bp
TTTC
RnPpplrl5a_RTr CAAAGCGGCTTCGAT
CTC

Der Reaktionsansatz erfolge mit SSoFast™ EvaGreen® Supermix 2x (Bio-Rad Laboratories,
Inc., Hercules, Kalifornien, USA). Die Reaktion erfolgte in farblosen 96-well-
Reaktionsplatten (96 well 0,2 ml low profile tube plate, color natural, Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, Kalifornien, USA), die mit spezieller Folie fir RT-qPCR
verschlossen wurden (PCR Sealers™ Microseal® ,B‘ Film, Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, Kalifornien, USA). In jedem RT-qPCR-Lauf wurde zur Uberpriifung auf mégliche
Kontamination eine Kontrolle ohne Zugabe von Template-DNA mitgefiihrt (NTC, no

template control). Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:
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Pro Ansatz:

6 ul  Aqua dest.

10 ul SSoFast™ EvaGreen® Supermix 2x (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
Kalifornien, USA)

2yl Salt free Oligos Primermix (Eurofins MWG GmbH, Ebersberg)

2ul cDNA (1:10 verdinnt)

Die Reagenzien wurden fiir alle Proben im Mastermix ohne cDNA angesetzt, anschliellend

aliquotiert und die cDNA separat zugegeben.

PCR-Programm zur RT-qPCR im CFX 96 Real-Time PCR Detection Systems (Bio-Rad

Laboratories, Inc., Hercules, Kalifornien, USA):

1 15 min 95 °C

2 15595 °C

3 25 s 60 °C (hier Fluoreszenzmessung fiir Quantifizierung)

4. 1 min 95 °C

5 1 min 65 °C

6 + 0,5 °C/5 s bis 95 °C (Fluoreszenzmessung der Schmelzkurvenanalyse)

Die Schritte 2. und 3. wurden in 45 Zyklen wiederholt.

Zur Qualitatskontrolle wurde nach der RT-qPCR-Reaktion eine Schmelzkurvenanalyse
durchgefiihrt. Hierbei wurden die Proben unter Fluoreszenzmessung von 65 °C ausgehend
um 0,5 °C pro 5 s bis 95 °C erhitzt. Jedes in der RT-gPCR entstandene Produkt hat einen
charakteristischen Schmelzpunkt, an dem es zu einem plotzlichen Abfall des
Fluoreszenzsignals kommt, da hier der Doppelstrang zu zwei einzelstrangigen Molekiilen
denaturiert und der Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt wird. Ist eine Probe frei von
Nebenprodukten, so weist die Fluoreszenz-Schmelzkurve nur einen steilen Abfall des
Fluoreszenzsignals am Schmelzpunkt des erwarteten Produktes auf, bzw. einen einzelnen
Peak, wenn die erste Ableitung des Fluoreszenzsignals gegen die Temperatur aufgetragen
wird. In der NTC darf aufgrund fehlender cDNA kein Anstieg des Fluoreszenzsignals
vorhanden sein.

Weiterhin wurde nach jedem RT-gPCR-Lauf eine gelelektrophoretische Auftrennung der
amplifizierten Proben durchgefiihrt, mit der das PCR-Produkt auf korrekte Amplifikation
des Zielgens sowie auf etwaige unspezifische Nebenprodukte lberprift wurde.

Hierzu wurde jede Probe (20 ul) nach dem RT-gPCR-Lauf mit 4 pl Loading Dye Solution 6x

(Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) versetzt und davon 7 ul auf ein Agarosegel zur DNA-
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Elektrophorese aufgetragen. Zur Bestimmung der Produktgrole wurde der Marker
GeneRuler™ 100bp DNA Ladder (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) verwendet. Nach 45 min
bei 100 Volt Gleichspannung in TAE 1x Laufpuffer (Tris-Acetat-EDTA Puffer pH 8,3) wurden
die erhaltenen BandengréBen analysiert und zur Dokumentation fotografiert (vgl. Kapitel

3.2.2).

3.2.5 Auswertung der RT-qPCR

Der Cq-Wert (Cycle of quantitation, dt. Quantifizierungszyklus) wurde tber die Methode
der nicht-linearen Regression nach Richards Gleichung bestimmt und automatisch iber die
CFX 96-interne Software Bio-Rad CFX Manager© Version 1.6.541.1028 (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, Kalifornien, USA) berechnet. Die anschlieBende
Normalisierung und Auswertung erfolgte mit Microsoft® Office Excel® 2007 (©2006
Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA) auf Grundlage der 2*“-Methode
nach Livak [134].

Die Cg-Werte wurden fiir die vorliegende Arbeit nach der Cyy-Methode bestimmt
(entwickelt 2008 von Guescini et al. [75]). Bei dieser Methode werden die
Fluoreszenzdaten mit Hilfe einer nicht-linearen Regression an eine 5-Parameter Richards-
Funktion angepasst, wobei der Schnittpunkt zwischen der Abszisse und der Tangente im
Wendepunkt der Funktion ermittelt wird [75, 198]. Die Autoren konnten zeigen, dass diese
Methode der Cg-Wert-Ermittlung gegeniiber anderen Methoden die geringsten
Abweichungen bei unterschiedlichen Reaktionseffizienzen liefert [75].

Je mehr Kopien des jeweiligen Transkripts in der zu untersuchenden Probe vorhanden
sind, desto friiher wird ein messbarer Fluoreszenzanstieg erreicht. Es kommt dann zu
einem schnelleren Anstieg der amplifizierten cDNA-Menge und des Fluoreszenz-Signals.
Der Cyo-Wert ist also ein MalR zur Quantifizierung der DNA-Menge in einer Probe. Da
aufgrund der relativen Quantifizierung der Cyo-Wert nur im Vergleich interpretiert werden
kann, erfolgte fur jede Probe auch die Bestimmung der Cy,-Werte zweier Referenzgene,
gegen die normalisiert wurde. Hierzu dienen grundsatzlich Gene, die im Idealfall in allen
Zelltypen unabhangig von &uBeren Faktoren gleich stark exprimiert sind. In den
vorliegenden Versuchen kamen hierfiir die Gene Rpsl6 und Rps21 zum Einsatz. Sie
kodieren fiir die Proteine S16 und S21 als Teile der ribosomalen Untereinheiten und sind
somit ubiquitdr vorhanden [16, 114]. Die Verwendung solcher Gene fiir ribosomale

Proteine als Referenzgene in der RT-gPCR ist eine gdngige Methode, da sie sich in
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verschiedenen Untersuchungen als konstant exprimiert erwiesen [21, 178, 208, 209, 218].
Da die Expression der Referenzgene aber auch gewebeabhangig ist, sollten geeignete
Referenzgene anhand des verwendeten Gewebes am Anfang jedes Experimentes neu
etabliert werden [29, 178]. Fir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen von
schockgefrorenem Lebergewebe der Sprague-Dawley Ratte wurden zu Anfang des
Experiments die Referenzgene auf ihre konstante Expression im verwendeten Gewebe hin
Uberprift. Hierbei erwiesen sich Rps16 und Rps21 als geeignete Referenzgene.

Als ,Kalibrator” entsprechend der Auswertung nach Livak (Expressionswert, der als
physiologisch angenommenen wird), diente fiir alle Proben der mittlere Expressionswert
einer unbehandelten Kontrollgruppe aus friheren Studien der AG (Sham / Vehikel, ShV =

scheinoperierte Tiere mit Vehikel-Medikation, n = 4 Tiere) [134].
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3.2.6 Verwendete Puffer und Medien

RNase-freies Wasser 1000 ml (H,Opgpc)
1000 ml Aqua dest.
1 ml DEPC-L6sung (Diethylpyrocarbonat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)

unter Riihren Giber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert, dann autoklaviert

Tris-Puffer (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-Puffer) 500 mil:

607 mg TRIS Pufferan® 121,14 g/mol (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
in 300 ml Aqua dest. gel6st,

mit HCl auf pH 7,0 eingestellt (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

mit Aqua dest. auf 500 ml aufgefiillt, autoklaviert

MOPS-Puffer (3-(N-Morpholino)-propansulfonsidure-Puffer) 1x pH 7,0:
MOPS 0,2 M (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

Na-Acetat 50 mM (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

EDTA 10 mM (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

auf pH 7,0 eingestellt, autoklaviert

RNA-Elektrophoresegel 1,2 %:

1,44 g Agarose (pegGold Universal-Agarose, peQlab Biotechnology GmbH, Erlangen)

86 ml Aqua dest.
12 ml 10x MOPS-Puffer 1x
22 ml Formaldehyd 37 % p.a. (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

RNA-Probenpuffer (fiir RNA Gelelektrophorese):

30 pl 10x MOPS-Puffer

39 pl 1x MOPS-Puffer

150 pl Formamid (GiscoBRL Life Technologies, Paisley, UK)

54 ul Formaldehyd 37 % p.a. (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
1 wl Bromphenolblau (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

1 pl Ethidiumbromidlésung 10 mg/ml (Axon Labortechnik GmbH, Kaiserslautern)
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RNA-Gelelektrophorese:
3 pl unverdiinnte RNA (ca. 6-9 ug RNA) + 9 pl RNA-Probenpuffer
Laufpuffer: MOPS 1x-Puffer

TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA ph 8,3) 50x 500 ml:

121 g TRIS Pufferan® 121,14 g/mol (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
mit Aqua dest. auf 400 ml aufgefillt

22 ml Essigsaure (99%) (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

50 ml 0,5 M EDTA pH 8.0 (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

gemischt

mit Essigsaure auf pH 8,3 eingestellt (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
mit Aqua dest. auf 500 ml aufgefillt

sterilfiltriert

bei 4 °C gelagert

TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA ph 8,3) 1x

TAE-Puffer 50x mit Aqua dest. verdiinnt

DNA-Elektrophoresegel 2 %:
2 % Agarose (pegGold Universal-Agarose, peQlab Biotechnology GmbH, Erlangen)
in TAE 1x durch Kochen gel6st

1 ul Ethidiumbromidlosung

DNA-Gelelektrophorese

4 pl Loading Dye Solution 6x (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) + 20 ul DNA
Laufpuffer: TAE 1x

Marker: GeneRuler™ 100bp DNA Ladder

Spannung, Laufzeit: 100 V Gleichspannung, 45 min
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3.3 Software und Statistik

3.3.1 Verwendete Computerprogramme

Die Erstellung der Dissertationsschrift erfolgte in Microsoft® Office Word® 2007 (©2006
Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA).

Zur Bildbearbeitung wurden die Programme CoreIDRAW® X4 und Corel Photo-Paint® X4
Version 14.0.0.701 (©2008 Corel Corporation, Ottawa, Ontario, Kanada) verwendet.

Das Primerdesign erfolgte mit Hilfe der Clone Manager Suite 7 (Sci-Ed Software, Cary,
North Carolina, USA).

Die Bestimmung der RT-gPCR Rohdaten und der Cg-Werte erfolgte mittels des
Softwarepakets Bio-Rad CFX Manager© Version 1.6.541.1028 (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, Kalifornien, USA).

Die Auswertung der RT-gPCR Daten aus Bio-Rad CFX Manager Version 1.6.541.1028 (Bio-
Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) erfolgte mit Microsoft® Office Excel® 2007
(©2006 Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA).

Die statistische Analyse und die grafische Darstellung erfolgte mit dem Programm
SigmaPIot© for Windows mit SigmaStat©-Integration (SigmaPIot© Version 9.01 Systat
Software, Inc., Chicago, USA).

3.3.2 Web-Quellen

Die Literaturrecherche erfolgte mit Hilfe der Meta-Datenbank PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) sowie der Suchmaschine Google Scholar
(http://scholar.google.de).

Die Recherche und Analyse von DNA- und RNA-Sequenzen erfolgte mit Hilfe folgender
Web-Quellen:

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore

3.3.3 Statistische Auswertung
Im Anschluss an den Nachweis einer Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-Test
erfolgte die Analyse der Uberlebenszeiten der Tiere und Evaluation der

Gruppenunterschiede mittels Log-Rank-Test nach Kaplan Meier; p-Werte < 0,001 wurden


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore
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als statistisch signifikant angesehen. Nun erfolgte ein multipler Vergleich zur Analyse der
Gruppenunterschiede mittels ,All Pairwise Multiple Comparison” Vergleichstest nach
Holm-Sidak; p-Werte < 0,05 wurden hier als statistisch signifikant angesehen.

Zur Analyse der Dosisabhingigkeit der Melatonintherapie auf das Uberleben wurde eine
nicht-lineare Regressionsanalyse nach der Methode der kleinsten Quadrate (least square
best fit) durchgefiihrt und das Maximum bestimmt.

Zur statistischen Auswertung der Expressionsstudien wurden zunadchst die relativen
Expressionen der Zielgene (ATF3 und Ppplrl5a) auf Unterschiede zwischen den
Therapiegruppen untersucht. Nach Uberpriifung auf Normalverteilung der Daten mittels
Kolmogorov-Smirnov-Test erfolgte zur Evaluation der Gruppenunterschiede eine
einfaktorielle Varianzanalyse mittels Rangsummentest nach Kruskal-Wallis fiir nicht
normalverteilte Daten; p-Werte < 0,001 wurden als statistisch signifikant angesehen. Dem
folgte ein ,,All Pairwise Multiple Comparison” Vergleichstest nach Dunn’s zur Analyse der
Gruppenunterschiede; p-Werte < 0,05 wurden hier als statistisch signifikant angesehen.
Einzelwerte mit mehr als sechsfacher Standardabweichung wurden als AusreilSer
angesehen und aus der Auswertung ausgeschlossen.

Zur Korrelationsanalyse zwischen Uberlebenszeit und rel. Expression der Zielgene wurde
eine lineare Regressionsanalyse nach der Methode der kleinsten Quadrate durchgefiihrt
und der Korrelationskoeffizient ermittelt. Diese Analyse wurde unabhangig von den
jeweiligen Therapiegruppen durchgefiihrt.

Alle Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (MW + SD), wenn nicht

anders angegeben.



4. Ergebnisse 58

4. Ergebnisse

4.1 Letalitatsversuche

Alle Versuchstiere wiesen zu Versuchsbeginn vergleichbare Vitalparameter (MAP, HF) auf.
Die Applikation von Melatonin in einer Dosierung zwischen 0,1 mg/kg KG und 10 mg/kg KG
fihrte jeweils zu einer signifikant verldngerten Uberlebenszeit der Tiere nach CLI
gegeniber der Vehikel-Gruppe (je p < 0,05) (Tab. 4; Abb. 6). Eine Dosierung von 0,01
mg/kg KG Melatonin fiihrte hingegen zu keiner signifikanten Anderung der Uberlebenszeit
gegeniiber der Vehikel-Gruppe. Die Uberlebenszeiten der Therapiegruppen mit > 0,1
mg/kg KG Melatonin unterschieden sich signifikant gegenlber denen der M-0,01-Gruppe
(p <0,05).

Die nicht-lineare Regressionsanalyse zeigt ein best-fit Maximum bei 576 min (95 %
Konfidenzintervall 533,5 — 618,5 min) bei keiner weiteren Steigerung der Uberlebenszeit

Uber 1,0 mg/kg KG mit einem Regressionskoeffizienten von R?=0,1968 (Abb. 7).

Tab. 4: Uberlebenszeiten der Tiere nach CLI

Ein Stern (*) indiziert p < 0,05 gegeniber der Vehikelgruppeund gegentlber
der Melatonintherapie mit0,01 mg/kg. V = Sepsis + Vehikel, M = Melatonin
+ angegebene Dosierung in mg/kg Kérpergewicht

Therapiegruppe Uberlebenszeit (MW * SD) in min
Vv 421 +73

M-0,01 416 £ 107

M-0,1 588 +131*

M-1 530+ 108 *

M-10 572 +139 *
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Abb. 6: Kumulative Sterberate der Therapiegruppen nach CLI

Ein Stern (*) indiziert p < 0,05 gegeniber der V-Gruppe und gegeniliber der M-0,01-
Gruppe. Die schwarzen Punkte kennzeichnen das Ende des Beobachtungszeitraums bei
720 min. V = Sepsis + Vehikel, M = Melatonin + angegebene Dosierung in mg/kg
Kérpergewicht
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Abb. 7: Nicht-lineare Regressionsanalyse Melatonindosis - Uberlebenszeit
Das best-fit Maximum liegt bei 576 min und zeigt keine Steigerung der Uberlebenszeit
Uber einer Dosis Uber 1,0 mg/kg Melatonin. Regressionskoeffizient R? = 0,1968.
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4.2 Qualitatskontrollen der molekularbiologischen Experimente
Im Rahmen der molekularbiologischen Experimente wurden Qualitdtskontrollen
durchgefiihrt, um die fehlerfreie Interpretation und die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu

gewabhrleisten.

4.2.1 Qualitdtskontrolle der RNA

o Photometrische Bestimmung von Reinheit und Konzentration der Proben:

Die hier verwendeten Proben hatten alle Werte iber 2,38 mit einem MW von 2,47 + 0,05
(SD).

o RNA-Analyse mittels Agarose-Gelelektrophorese:

Alle hier verwendeten Proben entsprachen der exemplarisch dargestellten RNA-

Gelelektrophorese (Abb. 8).

Abb. 8: RNA-Gelelektrophorese

Beispiel einer RNA-Gelelektrophorese von nicht degradierter RNA aus Lebergewebe.
Exemplarisch dargestellt sind hier 8 Proben aus der M-1 Versuchsgruppe mit den
Banden der 28S, 18S und 5S ribosomalen Untereinheiten.

(1,2 %iges RNA-Elektrophoresegel, 80 V 35 min in MOPS 1x Laufpuffer)
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4.2.2 Effizienzbestimmung der RT-qPCR Primer
Die Effizienzbestimmung der Primerpaare fir die Ziel- und Referenzgene der RT-qPCR

erfolgte fiir jedes Primerpaar (vgl. Kapitel 3.2.4) und ergab folgende Werte (Tab. 5):

Tab. 5: Effizienzen der Primer der RT-qPCR

Primerpaar Primereffizienz
Rps16 107,5%
Rps21 102,6 %
ATF3 104,1 %
Ppplrl5a 104,7 %

4.2.3 Qualitatskontrolle der RT-qPCR-Reaktion

Alle verwendeten Proben wiesen in der Fluoreszenz-Schmelzkurve nur einen steilen Abfall
des Fluoreszenzsignals am Schmelzpunkt des erwarteten Produktes auf bzw. einen Peak,
wenn die erste Ableitung des Fluoreszenzsignals gegen die Temperatur aufgetragen wurde
(Schmelzpunkt fiir Rps16 bei ca. 82,50 °C, fiir Rps21 bei ca. 85,00 °C) (Abb. 9). In keiner der
NTC konnte ein Anstieg des Fluoreszenzsignals beobachtet werden.

Alle hier verwendeten Proben wiesen in der elektrophoretischen Auftrennung nur ein
spezifisches Produkt in der erwarteten GroRe auf. In der NTC zeigte sich kein Amplifikat.
Somit konnte davon ausgegangen werden, dass alle Proben frei von Nebenprodukten

waren und in der NTC keine cDNA vorhanden war.
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Abb. 9: Schmelzkurven nach RT-qPCR

Beispiele einer Schmelkurvenanalyse (Exemplarisch dargestellt ist hier ein RT-gPCR-Lauf
mit Rpsl6 Primern und Rps21 Primern.) RFU = Relative Fluorescence Units (dt. relative
Fluoreszenzeinheiten), -d(RFU)/dT = erste Ableitung der RFU, griine Kurven = Proben mit
Rpsl16 Primern, rote Kurven = zwei Kontrollproben mit Rps21 Primern, blaue Kurve =
NTC mit Rps1l6 Primern

Abb. 9 A zeigt die Fluoreszenzintensitdt gegen die Temperatur. Hier ist der Abfall der
Signalintensitat am Schmelzpunkt der Proben zu erkennen, Abb. 9 B zeigt bei gleichen
Daten die erste Ableitung der Fluoreszenzintensitdt gegen die Temperatur (,Melt Peak
Curve”), wo sich der Schmelzpunkt als Peak in den Graphen zeigt. Zu erkennen ist das
Fehlen eines Fluoreszenzsignals in der NTC (blau). Weiterhin zeigt sich in jeder Probe
nur ein Peak am primerspezifischen Schmelzpunkt (ca. 82,50 °C fir Rps16-Primer (griin)
und ca. 85,00 °C fur Rps21-Primer (rot)), eine Verunreinigung der Proben ist demnach
nicht anzunehmen.
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Dargestellt sind in Abb. 10 beispielhaft die gelelektrophoretischen Auftrennungen der PCR-
Produkte fir jedes eingesetzte Primerpaar aus einem RT-gPCR-Lauf. Die erwarteten
ProduktgroRen fir die verschiedenen Primer betragen (Tab. 3): Rps16: 202 bp; Rps 21: 190
bp; ATF3: 180 bp; Ppplrl5a: 182 bp. Die Amplifikate liegen alle auf Hohe der erwarteten
ProduktgrofRe. Alle Proben zeigen nur diese Bande. Somit wurde das gewlinschte Produkt
korrekt amplifiziert und es sind keine Nebenprodukte in den Proben vorhanden. Alle

Kontrollgele der verwendeten Proben entsprachen (bezogen auf die jeweiligen

Primerpaare) denen, die hier exemplarisch dargestellt sind.

. w300 bp|
GON SN SR B G B SRR SR SRR SR G R S s e (0 b))

Rps16

300 bp« .
200 bp D Bl wea e e e e o e e e D SN wee SN

100 bp

ATF3

Ppp1r15a

Abb. 10: Kontrollgelelektrophoresen nach RT-qPCR

Beispiele der Gelelektrophoresen der Amplifikate aus einem RT-gqPCR-Lauf, hier
exemplarisch mit den 15 Proben aus der M-0,1-Gruppefir jedes eingesetzte Primerpaar.
Die 15 Banden entsprechen den Amplifikaten der 15 Proben aus der M-0,01-Gruppe. In
jeder Probe tritt nur eine spezifische Bande auf, die der erwarteten ProduktgroRe
entspricht (Rps16: 202 bp; Rps 21: 190 bp; ATF3: 180 bp; Ppplrl5a: 182 bp). Somit
wurden die gewlinschten Produkte korrekt amplifiziert und es sind keine Nebenprodukte
in den Proben vorhanden.

Marker: GeneRuler™ 100bp DNA Ladder (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)
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4.2.4 Prifung der Referenzgene
Die Gene Rpsl1l6 und Rps21 zeigten Uber alle Versuchsgruppen hinweg eine konstante

Expression und waren daher als Referenzgene geeignet (Abb. 11).
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Abb. 11: Cy,-Werte der Referenzgene

Dargestellt sind die Cy,-Werte der Referenzgene Rpsl6 und Rps21, beide Gene zeigten
Uber alle Versuchsgruppen hinweg eine konstante Expression. Dargestellt sind
Mittelwerte +/- Standardabweichung. ShV = Scheinoperierte Kontrolle, V = Sepsis +
Vehikel, M = Melatonin + angegebene Dosierung in mg/kg Kérpergewicht
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4.3 Genexpressionsanalysen

Neben den Letalitdtsversuchen wurde in dieser Arbeit auch die Beeinflussung der
hepatischen Genexpression von ATF3 und Ppplrl5a durch Melatoningabe in

verschiedenen Dosierungen im Modell des septischen Schocks untersucht.

4.3.1 Expressionsanalysen von ATF3

Die Versuchstiere in der ShV-Gruppe zeigten eine konstante Expression von ATF3 mit
einem MW von 1,3 + 1,2 (SD) (Abb. 12). In der V-Gruppe kam es zu einem signifikanten
Anstieg der Expression mit einem MW von 51,1 + 32,6 (SD). Die M-0,01-Gruppe wies
ebenfalls einen signifikanten Expressionsanstieg gegeniiber der ShV-Gruppe auf mit einem
MW von 46,3 + 44,3 (SD). In der Therapiegruppe M-0,1 war die ATF3-Expression
gegeniber V und M-0,01 verringert (MW von 29,8 + 32,8 (SD)). Die Werte unterschieden
sich zwischen M-0,1 und ShV nicht mehr signifikant. Auch gegeniiber den anderen
Gruppen wies M-0,1 hinsichtlich der Expression keine signifikanten Unterschiede auf. Die
M-1-Gruppe zeigt einen MW von 28,9 * 23,3 (SD), auch hier findet sich kein signifikanter
Unterschied gegeniber einer anderen Gruppe. In der M-10-Gruppe kam es wieder zu
einem Anstieg der Expression (MW = 67,1 + 89,4 (SD)), hier war kein signifikanter

Unterschied zu einer anderen Therapiegruppe zu verzeichnen.
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Abb. 12: Hepatische rel. Expression von ATF3 in den Therapiegruppen

Die Expression von ATF3 ist nach Sepsis erhoht, ohne in allen Gruppen das
Signifikanzniveau zu erreichen. Dargestellt sind Mittelwerte +/- Standardabweichung.
ShV = Scheinoperierte Kontrolle, V = Sepsis + Vehikel, M = Melatonin + angegebene
Dosierung in mg/kg Kérpergewicht

In der linearen Regressionsanalyse zwischen hepatischer relativer Expression von ATF3
und Uberlebenszeit der Versuchstiere zeigte sich ein Regressionskoeffizient von R?=0,157.
Es zeigt sich eine groRe Streuung der Expressionswerte iiber alle Uberlebenszeiten (Abb.

13).
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Abb. 13: Regressionsanalyse: Expression von ATF3 und Uberlebenszeit
Die Uberlebenszeit nach Sepsis korreliert nur schwach mit der hepatischen Expression
von ATF3 (R* = 0,157).
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4.3.2 Expressionsanalysen von Ppplrl5a

Die Versuchstiere in der ShV-Gruppe zeigten eine konstante Expression von Ppplrl5a mit
einem MW von 1,1 + 0,4 (SD) (Abb. 14). Dem gegeniiber steht ein Anstieg der Expression
in der V-Gruppe mit einem MW von 2,7 + 1,3 (SD). Die M-0,01-Gruppe zeigte einen
weiteren Anstieg der Expression mit einem MW von 5,7 + 3,6 (SD), der gegenliber der ShV-
Gruppe signifikant war. In der M-0,1-Gruppe fiel die Expression wieder ab mit einem MW
von 3,4 + 2,4 (SD) ohne signifikanten Unterschied zu einer anderen Therapiegruppe. Die
M-1-Gruppe weist einen weiteren Abfall der Expression mit einem MW von 2,2 + 1,0 (SD)
auf. Sie unterscheidet sich signifikant gegeniiber der M-0,01-Gruppe. Die M-10-Gruppe
wiederum zeigt einen MW von 2,8 + 1,9 (SD) ohne signifikanten Unterschied zu anderen

Therapiegruppen.
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Abb. 14: Hepatische rel. Expression von Ppplrl5a in den Therapiegruppen

Die Expression von Ppplrl5a ist nach Sepsis lediglich in der Gruppe M-0,01 signifikant
erhdht. Dargestellt sind Mittelwerte +/- Standardabweichung. ShV = Scheinoperierte
Kontrolle, V = Sepsis + Vehikel, M = Melatonin + angegebene Dosierung in mg/kg
Korpergewicht

In der linearen Regressionsanalyse zwischen relativer Expression von Ppplrl5a in der
Rattenleber und Uberlebenszeit der Versuchstiere zeigt sich ein Regressionskoeffizient von

R? = 0,268 (Abb. 15).
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Abb. 15: Regressionsanalyse: Expression von Ppplrl5a und Uberlebenszeit
Die Uberlebenszeit nach Sepsis korreliert nur schwach mit der hepatischen Expression
von Ppplrl5a (R®=0,268).
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5. Diskussion

5.1 Wertung der Methodik

5.1.1 Tiermodell

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen optimalen Dosisbereich fir die Therapie der
polymikrobiellen Sepsis bzw. des septischen Schocks bei einer Einmalapplikation von
Melatonin i.v. zu bestimmen, und den Einfluss der Sepsis und der Melatonintherapie auf
die hepatische Expression der Gene ATF3 und Pppl1rl5a zu analysieren.

In Zellkulturmodellen oder anderen in vitro Studien kann eine Betrachtung dieser
Fragestellung nur sehr deterministisch erfolgen, da lediglich ein sehr kleiner Bereich des
Organismus untersucht werden kann und Interaktionen zwischen Organsystemen des
Organismus keine ausreichende Beachtung finden kénnen. In vivo Modelle, wie das hier
gewdhlte Modell der CLI-Sepsis bei der Ratte, beriicksichtigen die Gesamtfunktion des
Organismus und ermoglichen eine Betrachtung der Ergebnisse im Einfluss aller
physiologischen und pathophysiologischen Prozesse. Dennoch kann eine Ubertragbarkeit
der Ergebnisse auf den Menschen aufgrund der unterschiedlichen Physiologie der Ratte
nur eingeschrankt stattfinden.

In der vorliegenden Studie wurden ausschlieflich mannliche Sprague-Dawley-Ratten
betrachtet. Dadurch sollten eventuelle zyklusabhangige Hormoneinfliisse weiblicher Tiere
auf die Untersuchungsergebnisse und ein méglicher positiver Einfluss von Ostrogenen auf
den Krankheitsverlauf in der Sepsis ausgeschlossen werden [40, 188, 195]. Da der
physiologische Melatoninspiegel der Tiere tageszeitlichen Schwankungen unterliegt (vig.
Kapitel 2.2.1, Abb. 2), wurden alle Versuche zum gleichen Tageszeitpunkt durchgefiihrt,
um eine Verfalschung der Ergebnisse zu vermeiden.

Die Sepsisinduktion bei Versuchstieren kann auf unterschiedliche Weise erfolgen. Das am
weitesten verbreitete Modell ist das 1980 von Wichterman et al. beschriebene Verfahren
durch coecale Ligatur und Punktion (CLP) [242], das durch anhaltenden Stuhlaustritt in das
Abdomen zu einer Peritonitis mit konsekutiver Sepsis fihrt [206]. Weitere Modelle der
Sepsisinduktion bei der Ratte sind der 2007 von Lustig et al. beschriebene Colon ascendens
Stent (CASP) [141] und das 2009 von Scheiermann et al. etablierte Modell der coecalen
Ligatur und Inzision (CLI) [206]. Die ebenfalls weit verbreitete Methodik der systemischen
Applikation von Lipopolysacchariden fiihrt lediglich zu einer Endotoxinamie, die laut Fink

et al. und Wichterman et al. von der Sepsis im Sinne der Definition der European Society of
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Intensive Care Medicine getrennt betrachtet werden muss [60, 242]. Solche Modelle
eignen sich nur sehr eingeschrankt fir die Beschreibung des klinischen Bildes von
Patienten mit Sepsis infolge bakterieller Peritonitis [206] und wurden deshalb fiir die
Fragestellungen in der vorliegenden Arbeit nicht verwendet. Beim Modell der CLP-Sepsis
wird haufig der langsam fortschreitende Progress des septischen Krankheitsbildes
kritisiert, der die reale Situation eines akuten Krankheitsbeginns ebenfalls nur begrenzt
widerspiegelt [203, 219]. AulRerdem hangt der Verlauf der Sepsis hier stark von der Grofte
der Punktion ab [144, 173]. Maier et al. postulierten 2004, dass CLP eher das Modell eines
intraabdominellen Abszesses darstelle als das einer intraabdominellen Sepsis [144], da die
Punktionsstelle nach 24 h bereits wieder von adhesiven Darmschlingen verschlossen sei.
Beim CASP-Modell zeigt sich ebenfalls eine Abhdngigkeit des Krankheitsverlaufs vom
Stent-Durchmesser, auch wenn hier die Punktionsstelle auch nach 24 h noch offen war
[144]. Das CASP-Modell reprasentiert eher den klinischen Verlauf einer diffusen Peritonitis
mit stetig ansteigenden Zeichen einer systemischen Inflammation [144].

Das CLI-Modell der Sepsis wurde von Scheierman et al. 2009 auf der Basis des CLP-Modells
etabliert [206]. Es konnte gezeigt werden, dass mit diesem Modell eine rapide und
fulminante Form der Sepsis geschaffen wird, die nicht nur alle Kriterien von Sepsis und
septischem Schock erfillt (vgl. Kapitel 2.1.1), sondern auch in zeitlichem Verlauf des
Blutdruckverhaltens der Tiere, des Baseniliberschusses sowie des pH-Werts und der
Sterblichkeit eine geeignete Darstellung der schweren Sepsis bzw. des septischen Schocks
ist [206]. Allerdings ist der Einfluss einer konventionellen zielgerichteten Sepsistherapie
(z.B. Volumensubstitution, Antibiotikatherapie) auf dieses Modell bislang noch
unzureichend untersucht [206]. Dennoch ist es zur Reprasentation des fulminanten
Krankheitsverlaufs einer schweren Sepsis bei Peritonitis beispielsweise nach
Hohlorganperforation geeignet, was sich auch in vorangegangenen Ergebnissen unserer
Arbeitsgruppe zeigte [61]. So konnte anhand dieses Modells bereits eine signifikante
Verlangerung der Uberlebenszeit der Ratten durch Melatonin-Gabe nachgewiesen
werden. Nicht zuletzt deshalb wurde das Modell fiir die vorliegenden Untersuchungen

ausgewahlt.
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5.1.2 Genexpressionsanalyse mittels RT-qPCR

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung intrazelluldrer Effekte von Melatonin in der Leber.
Basis hierfir stellen die Analyse der Genexpressionsmuster der Zelle und insbesondere die
Veranderung der Genexpression auf RNA-Ebene nach Melatonintherapie dar.

Unter den zahlreichen Methoden zur Durchfiihrung solcher Expressionsanalysen (z.B.
Northern Blot [4], SAGE [232], Microarray [207]) stellt die RT-qPCR eine Standardmethode
dar, die sich durch einfache Durchfiihrung und hohe Sensitivitat und Spezifitat auszeichnet
[90]. Trotz zunehmender Etablierung der Microarray-Untersuchungen und der SAGE-
Methode mit immer exakteren mathematischen Modellen zur Auswertung und deren
Eigenschaft, sehr viele Gene in kurzer Zeit analysieren zu kdénnen, wird Sensitivitat und
Spezifitat der RT-qPCR-Methodik von anderen Verfahren bislang kaum erreicht. So hat sich
die Methodik der RT-qPCR inzwischen zu einer weit verbreiteten Methode in der
Molekularbiologie entwickelt [28, 69, 75, 90] und stellt auch in medizinischen Bereichen
ein verbreitetes Instrument der Diagnostik dar [28, 75]. Aus diesen Griinden kam die RT-
gPCR-Technik auch fiir die vorliegenden Expressionsanalysen zur Anwendung.

Ein Problem der RT-qPCR Technik besteht darin, dass fiir jeden einzelnen Schritt von der
Gewebeaufarbeitung lGber die PCR-Analyse an sich bis hin zur Datenauswertung zahlreiche
Varianten in der Methodik existieren und daher eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse
dieser hochsensitiven Technik mit denen anderer Forschungsgruppen nicht immer
uneingeschrankt moglich ist [29]. Um eine Vereinheitlichung in der Darstellung der
Ergebnisse und dadurch eine Vergleichbarkeit von Ergebnissen untereinander zu
ermoglichen, legten Bustin et al. 2009 Leitlinien fest, die Punkte wie beispielsweise
Analysemethoden und Qualitatskontrollen ansprechen und ein Anforderungsprofil fur die
Publikation von RT-gqPCR Ergebnissen formulieren [29]. Diese ,,Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments” (MIQE-Guidelines) haben zum
Ziel, eine international einheitliche und transparente Darstellung der RT-qPCR-Ergebnisse
zu etablieren und eine Evaluation der Ergebnisse zu ermdglichen [29]. Aus diesen Griinden
erfolgten die Auswahl der Methodik, die Durchfiihrung der Experimente sowie die

Ergebnisprasentation der vorliegenden Arbeit in Anlehnung an diese Leitlinien.

Zur Auswertung und Analyse der Rohdaten stehen verschiedene mathematische Modelle
zur Verfligung. Variierbar sind hierbei die Methode der Cqg-Wert-Determinierung und das
mathematische Modell zur Endauswertung der Cg-Werte. Bei der Cg-Determinierung kam

in der vorliegenden Arbeit das Modell der Bestimmung mittels nicht-linearer Regression
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nach der Richards-Funktion zur Anwendung. Guescini et al. konnten 2008 zeigen, dass
diese Methode den ,klassischen” Methoden der Bestimmung eines Ct-Wertes
(anwenderabhdngige Festlegung einer Geraden an den Fluoreszenzkurven parallel zu x-
Achse) oder Cp-Wertes (Bestimmung liber die zweite Ableitung der Fluoreszenzkurven)
Uberlegen ist [75]. Diese ,,Cyo-Methode“ soll die Abhangigkeit des Cq-Wertes von der PCR-
Kinetik minimieren [75].

Zur relativen Quantifizierung (Endauswertung) stehen ebenfalls verschiedene Modelle zur
Verfliigung (Berechnung Uber Standard-Kurve / nach Livak [134] / nach Pfaffl [180] etc.).
Die Wahl des geeigneten Modells hangt von den Versuchsbedingungen ab. Das 2001 von

Livak et al. erstellte Modell der 2%

-Methode normalisiert in zwei Schritten erst jede
Probe gegen eine Referenz und dann nochmals gegen einen Kalibrator zur Ermittlung einer
relativen Expression [134]. Da in der vorliegenden Studie die Referenzwerte (aus der
Expressionsanalyse ribosomaler Proteine, vgl. Kapitel 3.2.5) ermittelt wurden und die
Expressionswerte jeder Probe gegen eine Vergleichsgruppe (ShV, vgl. Kapitel 3.2.5)
normalisiert werden sollten, entsprachen die Vorgaben dem 2*“-“Modell nach Livak. Die
Primereffizienz von Rps16, die mit 107,2 % gering von den Vorgaben abweicht (vgl. Kapitel
3.2.4), wurde als tolerierbar angesehen, da es zwischen den Effizienzen der Ziel- und
Referenzgene keine Abweichung von mehr als 5 % gab. Darliber hinaus ist die
Reaktionseffizienz mit der Cg-Determinierung Uber Cy, von geringer Relevanz (die

Problematik der unterschiedlichen Reaktionseffizienzen ist nach Guescini et al. durch Cy,

minimiert [75]).
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Letalitatsstudie

Die vorliegende Studie hatte zum Ziel, die Dosisabhangigkeit des Effekts von Melatonin auf
die Uberlebenszeit nach polymikrobieller Sepsis bei der Ratte zu untersuchen und
gegebenenfalls eine optimale Melatonindosis zu finden. Ebenso sollte untersucht werden,

ob eine hohe Dosierung von Melatonin gegebenenfalls negative Effekte mit sich bringt.

Wihrend die mit Vehikel behandelte Versuchsgruppe eine recht konstante Uberlebenszeit
mit ca. 7 h zeigte, nahm die Streubreite bei der M-0,01-Gruppe bei kaum veranderter
mittlerer Uberlebenszeit deutlich zu. In dieser Dosierung war allerdings noch kein Effekt im
Sinne einer Beeinflussung der Uberlebenszeit durch Melatoninapplikation zu erkennen. In
der M-0,1-Gruppe zeigte sich jedoch bereits eine signifikante Verbesserung der
Uberlebenszeiten gegeniiber der Vehikel-Gruppe und der M-0,01-Gruppe. Ab dieser
Dosierung erreichten auch einige Versuchstiere die Zwolf-Stunden-Grenze des Versuchs,
wiahrend in der V- und der M-0,01-Gruppe kein Tier eine derart lange Uberlebenszeit nach
Sepsisinduktion erreichte. Dieser Effekt scheint sich allerdings auch bei hoheren
Dosierungen von Melatonin nicht mehr weiter zu verandern. Melatonin fiihrt demnach zu
einem signifikant verlingerten Uberleben nach polymikrobieller Sepsis, was auch schon
von anderen Autoren gezeigt wurde [196, 241, 247, 249, 253]. Die vorliegenden Ergebnisse
lassen allerdings auch die Annahme zu, dass der gilinstige Effekt von Melatonin auf die
Uberlebenszeit eine Dosisabhingigkeit aufweist. Weiterhin legen die Resultate nahe, dass
sich der glinstigste Dosisbereich zwischen 0,1 mg/kg KG und 10 mg/kg KG befindet.

Die durchgefiihrte nicht-lineare Regressionsanalyse unterstiitzt die These, dass der
giinstigste Effekt auf die Uberlebenszeit der Tiere bei einer Dosierung von 1,0 mg/kg KG
auftritt und sich durch héhere Dosierungen nicht weiter steigern lasst. Auch der Verlauf
der Naherungskurve lasst hier die Vermutung zu, dass ein Sattigungseffekt der
Melatoninwirkung vorliegen kénnte.

Es zeigten sich in allen Therapiegruppen groRRe interindividuelle Unterschiede in der
Uberlebenszeit, was sich in hohen Standardabweichungen widerspiegelt. Insbesondere in
den Gruppen M-0,1 und M-10 zeigen sich mitunter Standardabweichungen von lber zwei
Stunden. Die teils groRen interindividuellen Unterschiede in den Therapiegruppen konnten

Mistraletti et al. bereits am Menschen nachweisen; bezlglich der Melatonin-
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Bioverfligbarkeit bei schwerkranken Patienten zeigten sie, dass trotz generell guter
Verfligbarkeit groRe Unterschiede zwischen den Patienten auftraten [156].

Die Ergebnisse von Maestroni et al. lassen bereits die Vermutung zu, dass eine
Dosisabhdngigkeit der Melatoninwirkung bei subcutaner Applikation vorliegen kénnte
[143]. Ob diese Ergebnisse sich aber auf die intravendse Applikation und auf die Therapie
der Sepsis Ubertragen lassen, wurde bislang nicht untersucht. Unsere Ergebnisse geben
Hinweise darauf, dass tatsachlich eine Dosisabhangigkeit der Melatoninwirkung auch bei
intravendser Einmalgabe vorliegt und unterstiitzen so die These Maestronis.

In der vorliegenden Untersuchung wurde durch die Betrachtung der Uberlebenszeiten der
Tiere der Gesamtorganismus betrachtet. Ob die Vermutung, dass ein Sattigungseffekt der
Melatoninwirkung eintritt, auch auf die Melatonin-Effekte im molekularen Bereich
(rezeptorabhidngige und -unabhangige Signalwege, antioxidative Wirkungen etc.) reduziert
werden kann, ist noch unbekannt. Lediglich in einer aktuellen Studie von Lowes et al. 2011
wurde in einem Zellkulturmodell mit LPS-stimulierten humanen Endothelzellen eine
Dosisabhangigkeit des Effekts von Melatonin auf die NFkB-Aktivierung gezeigt [136]. Bei
gleichen  Versuchsbedingungen konnte jedoch keine Dosisabhdngigkeit der
Melatoninwirkung auf die Zytokinspiegel von IL-6, IL-8 und GSH-Level nachgewiesen
werden.

Vorangegangene Ergebnisse unserer und anderer Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass
eine Melatonintherapie zahlreiche organprotektive Effekte mit sich bringt [150] und
erfolgreich die Symptome des septischen Schocks reduzieren kann [57].
Dosisabhangigkeiten konnten hier allerdings bei Melatonintherapie im septischen Schock
bislang noch nicht gezeigt werden. Unsere Daten geben Hinweise darauf, dass diese
positiven Effekte bei der Therapie der Sepsis von der Melatonindosierung abhangen. Ein
glinstiger Dosisbereich kann fiir die intravendse Einmalapplikation im Bereich von 0,1
mg/kg KG bis 10 mg/kg KG, mit einem Optimum bei 1,0 mg/kg KG, vermutet werden. Ein
negativer Effekt von Melatonin bei den gewihlten Dosierungen auf die Uberlebenszeit

konnte durch unsere Ergebnisse nicht wiedergegeben werden.
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5.2.2 Genexpressionsanalysen
Ziel des zweiten Versuchsabschnitts war es, Veranderungen des hepatischen
Genexpressionsverhaltens von ATF3 und Ppplrl5a in Abhangigkeit der applizierten

Melatoninkonzentration im septischen Schock zu untersuchen.

5.2.2.1 Expressionsanalysen von ATF3

In der scheinoperierten Gruppe (ShV) zeigte sich eine konstante hepatische Expression mit
sehr geringer SD von ATF3, wahrend in der Vehikel-Gruppe (V) ein signifikanter Anstieg der
Expression zu verzeichnen war. Dies ist vereinbar mit den Ergebnissen, die von unserer
Arbeitsgruppe bereits flr dieses Gen im Zusammenhang mit hamorrhagischen
Schockmodellen beschrieben wurden. Eine Melatonintherapie mit 0,01 mg/kg KG fiihrte
zu einem weiteren leichten Anstieg der hepatischen ATF3-Expression, die sich wiederum
signifikant von der ShV-Gruppe unterscheidet. Bei hoheren Melatonin-Dosierungen von
0,1 mg/kg KG und 1 mg/kg KG verdnderte sich die Expression mit steigender Dosierung
wieder in Richtung der Werte der ShV-Gruppe. Beide Therapiegruppen unterscheiden sich
bzgl. der ATF3-Expression nicht signifikant von der ShV-Gruppe. Allerdings ist die
Reduktion der Expression auch nicht signifikant verschieden von der V-Gruppe. Hier
konnte man einen Trend zur Beeinflussung der Expression durch die Melatonintherapie in
Richtung der physiologischen Werte vermuten.

Bei der Regressionsanalyse der rel. Expression von ATF3 in der Leber gegenliber der
Uberlebenszeit fillt eine groRe Streuung der rel. Expression {iber die gesamte Spanne der
Uberlebenszeit auf. Dies zeigt sich auch im Resultat der Regressionsanalyse, die mit einem
Regressionskoeffizienten von R®> = 0,157 einen nur geringen linearen Zusammenhang
zwischen den Parametern zeigt. An dieser Stelle muss allerdings beachtet werden, dass
keine pauschale Beurteilung der Relevanz von ATF3 im Zusammenhang mit der
Letalitatsverringerung getroffen werden kann, da lediglich das Expressionsprofil in der
Leber der Versuchstiere evaluiert wurde.

Insgesamt ist flir ATF3 kein eindeutiger Zusammenhang zwischen hepatischer
Genexpression und Melatoninkonzentration bzw. der Uberlebenszeit darstellbar, was
vermuten lasst, dass hinsichtlich der Genexpression im septischen Schock andere
pathophysiologische Mechanismen eine Rolle spielen als im hamorrhagischen Schock.
Bereits 1991 publizierten Hsu et al. Daten, die Hinweise auf eine induzierte Expression von
ATF3 in geschadigter bzw. regenerierender Rattenleber nach Teilresektion geben [99]. Die

Ergebnisse, die sich hinsichtlich der gesteigerten Expression in der Vehikel-Gruppe zeigten,
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korrellieren mit den Erkenntnissen, dass ATF3 unter Stressbedingungen in vitro [117, 138]
und gerade in geschadigter Leber in vivo vermehrt exprimiert wird [37]. Die These, dass die
ATF3-Expression im Zusammenhang mit der hepatoprotektiven Wirkung von Melatonin
stehen konnte, stltzt sich neben den Microarray-Ergebnissen unserer AG im
Zusammenhang mit ATF3 im hamorrhagischen Schock auf vorhandene Daten, die u.a.
zellprotektive Wirkungen bei ATF3-Suppression bei der Maus [256] zeigen. Uberwiegend
wird ATF3 sowohl in der Zellkultur als auch im Tiermodell in Zusammenhang mit
apoptotischen Funktionen von Zellen gebracht [106, 117, 137, 138, 239]. Allerdings
werden die Effekte von ATF3 generell kontrovers diskutiert. Auch Ergebnisse mit
gegenteiligen Daten liegen vor, die eine Verstarkung der hepatozelluldaren Proliferation
durch ATF3 in vitro [1] sowie leberprotektive Effekte [201] ebenso wie generell durch ATF3
vermittelte organprotektive Effekte bei der Maus zeigen [254]. Auch protektive Wirkungen
bei inflammatorischen Syndromen in der Zellkultur wurden bereits beschrieben [67], was
eine Erklarung dafiir sein kdnnte, dass unsere Ergebnisse im septischen Schock von denen
im hamorrhagischen Schockmodell abweichen. Thompson et al. vermuteten 2009
Nachteile einer ATF3 Defizienz bei septischem Schock [226], was die Vermutung einer
alternativen Rolle zu der im hamorrhagischen Schock untermauern kénnte.

Diese kontroverse Datenlage von ATF3 wirft die Frage auf, ob seine Funktion Gberhaupt
isoliert betrachtet werden darf. Einige Autoren postulieren, dass die Funktion von ATF3
nicht einheitlich definiert werden kann [77], sondern vielmehr von anderen ATF / CREB
abhangt [226]. Es stellt sich die Frage, ob eine Betrachtung von ATF3 unabhangig von
seiner der zweiten Isoform (ATF3deltazZip2), die im Zellkulturmodell eventuell
regulatorische Einfllisse auf die ATF3-Funktion hat [36, 86], sinnvoll ist.

Nicht untersucht wurde im Rahmen dieser Studie, ob die Beeinflussung der ATF3-
Expression durch Melatonin Gberhaupt direkt erfolgt oder ob andere Faktoren durch
Melatonin beeinflusst werden, die sich ihrerseits auf die ATF3-Expression auswirken.

Eine Schlisselfunktion der hepatischen ATF3-Expresssion in der Verbesserung der
Uberlebenszeit scheint aber eher nicht vorzuliegen, auch wenn die Ergebnisse eine
gewisse Rolle von ATF3 in der Pathophysiologie der Sepsis und auch in der Wirkung von
Melatonin in der Leber nicht ausschlieBen. Eine Beeinflussung der Genexpression, wie sie
beim hamorrhagischen Schockmodell der Ratte in der Leber gezeigt wurde, kann beim
betrachteten Modell des septischen Schocks und seiner Behandlung durch Melatonin

anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht bestatigt werden.
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5.2.2.2 Expressionsanalysen von Ppp1lrl5a

In der ShV-Gruppe zeigte sich eine recht konstante Expression von Ppplrl5a / GADD34,
wahrend in der Vehikel-Gruppe nur ein geringer Anstieg der Expression von Ppplrl5a
gegeniiber ShV zu verzeichnen war. Relevante Anderungen der hepatischen Expression im
septischen Schock, wie in den vorliegenden Ergebnissen aus Untersuchungen im
hamorrhagischen Schockmodell, scheinen hier in der Leber eher nicht vorzuliegen. In der
M-0,01-Gruppe ist allerdings ein Anstieg der Expression zu verzeichnen, der gegeniiber der
ShV-Gruppe signifikant ist. Bei hoheren Dosierungen nimmt die hepatische relative
Expression von Ppplrl5a wieder ab und unterscheidet sich bei der M-1-Gruppe signifikant
gegenliber der M-0,01-Gruppe. Weitere signifikante Unterschiede finden sich im Vergleich
der unterschiedlichen Therapiegruppen nicht, weshalb hier allenfalls ein leichter Trend der
Expressionsanderung durch Melatonin vermutet werden kann, wobei die rel. Expressionen
in der M-1-Gruppe und M-10-Gruppe eher wieder in Richtung der Werte der V-Gruppe
tendieren. Es stellt sich die Frage, ob Ppplrl5a eine relevante Rolle in der
Pathophysiologie des  septischen  Schocks spielt. Die auffallend groRRen
Standardabweichungen in allen Therapiegruppen, insbesondere in den M-0,01 und M-0,1-
Gruppen, in denen die relativen Expressionen maRig erhoht sind, unterstitzen die
Vermutung, dass zwischen der hepatischen Expression von Ppplrl5a und den
pathophysiologischen Veranderungen im Rahmen des septischen Schocks (sowohl unter
Melatonintherapie als auch ohne Therapie) kein direkter Zusammenhang besteht.

Die lineare Regressionsanalyse zeigt ein Ergebnis von R? = 0,268, was die Vermutung nahe
legt, dass die Uberlebenszeit der Tiere nur gering mit der hepatischen Expressison von
Ppplrl5a korreliert.

Neben den Ergebnissen aus den Microarray-Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe
beziiglich der hepatischen Expression im hamorrhagischen Schockmodel liegen auch Daten
vor, die Hinweise auf eine Rolle von Ppplrl5a im pathophysiologischen Geschehen der
Sepsis geben konnten. So wurde gezeigt, dass die Induktion von Ppplrl5a eine zelluldre
Antwort auf Stress darstellt, die mit Apoptose korrelliert [96, 210] und einen
Wachstumsstopp der Zelle bei oxidativem Stress bewirkt [120, 170], ebenso wie einen
»Shift” von translationaler Repression zu stressinduzierter Genexpression der Zelle [167].
2003 wurde auBerdem von Hung et al. postuliert, dass eine Beeinflussung der GADD34-
Funktion das Uberleben von Zellen unter Stressbedingungen verbessert [101]. Diese Daten
und Ergebnisse bezlglich veranderter Expression des Gens bei LPS-Stimulierung [120]

legten die Vermutung nahe, dass dieses Gen auch an den hepatoprotektiven Effekten von
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Melatonin in der Sepsis beteiligt sein konnte, was im Rahmen des vorliegenden
Untersuchungsmodells allerdings nicht bestatigt werden konnte.

Brush et al. beschrieben, dass der intrazellulare Gehalt von Ppplrl5a als Antwort auf
zelluldren Stress sehr rasch ansteigt und bei Regeneration der Zelle auch schnell wieder
abfallt [26]. Dies konnte eine Erklarung dafiir sein, warum in der vorliegenden Studie nur
geringe Anderungen in der Ppplrl5a-Expression verzeichnet werden konnten, da alle hier
untersuchten Organproben erst nach Todeseintritt der Tiere enthnommen wurden.
Weiterhin liegen Daten vor, die zeigen, dass Signale der GADD-Gene auch davon abhangig
sind, in welchem Stadium des Zellzyklus sich die Zelle zum Zeitpunkt des ,Schadens”
befindet [103]. Da allerdings fir die vorliegende Studie nicht isolierte Zellen, sondern
Gesamtgewebe untersucht wurden, ist ein diesbeziiglicher Einfluss auf die vorliegenden
Resultate unwahrscheinlich.

Auch wenn die aktuelle Datenlage zur hepatischen Expression von Ppplrl5a im
Zusammenhang mit der Sepsis bislang keine eindeutigen Ergebnisse lieferte, so wurde
durch die Hochregulation des Gens bei Ischamie und seinen Wirkungen auf DNA-Reparatur
und Proteinsynthese bereits 2004 von White et al. Einfliisse auf das Uberleben der Zelle
vermutet [238]. Diese Vermutung konnten wir bei Betrachtung des Uberlebens des
Gesamtorganismus jedoch im Zusammenhang mit der hepatischen Expression des Gens
nicht bestatigen.

Zu beachten ist an dieser Stelle, dass die Expression dieses Gens lediglich in der Leber der
Versuchstiere betrachtet wurde und somit keine Aussage zur Relevanz im
Gesamtorganismus getroffen werden kann. Weiterhin liegen Daten vor, die zeigen, dass
dieses Gen bei zellularem Stress nicht nur transkriptionell verandert ist, sondern auch
einer veranderten translationalen Regulation unterliegt [130]. Dies untermauert, dass eine
abschlieRende Beurteilung von Ppplrl5a in der beschriebenen Fragestellung noch nicht
erfolgen kann, da die Proteinebene im Rahmen dieser Studie nicht untersucht wurde.
Aufgrund unserer Ergebnisse und der aktuellen Datenlage kann an dieser Stelle keine
abschlieRende Beurteilung der Funktion von Pppl1rl5a in der Leber im Zusammenhang mit

septischem Schock, Melatonintherapie und Uberlebenszeit der Versuchstiere erfolgen.
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5.3 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Verringerung der Letalitdt durch Melatonin
nach polymikrobieller Sepsis bei einmaliger intraventser Applikation eine
Dosisabhangigkeit aufweist. Ein optimaler Dosisbereich fiir die Melatoninapplikation
scheint bei 1,0 mg/kg KG zu liegen. Negative Effekte auf die Uberlebenszeit konnten in

unseren Untersuchungen bei den gewdhlten Dosierungen nicht nachgewiesen werden.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zur Dosierunge von Melatonin kdnnten ein
weiterer Schritt bei der Etablierung von Melatonin in der Sepsistherapie ,from bench to

bedside” sein.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten molekularbiologischen Experimente zeigen,
dass sich die Expression von ATF3 in der Leber wahrend des septischen Schocks andert,
diese Anderung aber durch Melatoninapplikation in verschiedenen Dosisbereichen nicht
signifikant beeinflusst wird.

Beziiglich Ppplrl5a konnte demonstriert werden, dass die hepatische relative Expression
im Rahmen des septischen Schocks ebenfalls keine signifikante Verdanderung gegeniiber
der Vergleichsgruppe aufweist. Auch hier lasst sich eine Beeinflussung der relativen
Expression durch Melatoninapplikation nicht eindeutig nachweisen.

Eine eindeutige Korrelation zwischen relativer hepatischer Expression und der
Uberlebenszeit der Tiere konnte fiir beide Gene nicht gezeigt werden.

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Experimente legen nahe, dass die transkriptionelle
Regulation von ATF3 und Ppplrl5a in der Leber bei septischem Schock sowie beziiglich
der hepatoprotektiven Effekte von Melatonin eine untergeordnete Rolle spielen.

Weitere, umfassendere Studien zur Untersuchung von Genregulation, transkriptioneller
und translationaler Prozesse sind notig, um die molekularen Mechanismen der

melatonininduzierten Hepatoprotektion zu untersuchen.
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