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1 Zusammenfassung 
 

1.1 Abstract deutsch 
 

Kognitive Dysfunktionen, wie das postoperative Delir (POD) oder das postoperative 

kognitive Defizit (POCD), können nach operativen Eingriffen auftreten und stellen durch 

die stetig ansteigende Zahl an Operationen eine immer größer werdende Belastung für 

unser Gesundheitssystem dar. Es existieren verschiedene Hypothesen zur Ätiologie. Die 

Neuroinflammationshypothese besagt, dass POD und POCD die Folgen einer durch den 

perioperativen Stress induzierten Neuroinflammation sind. Dieser Zusammenhang wurde 

sowohl experimentell als auch klinisch gezeigt. Aufgrund der komplexen molekularen 

Mechanismen hinter POD/POCD ist eine pharmakologische Therapie jedoch schwierig. 

Ein vielversprechendes Medikament zur Prävention von kognitiven Dysfunktionen ist der 

α2-Adrenozeptor (α2-AR)-Agonist Dexmedetomidin (DEX), der zudem organprotektive 

und anti-inflammatorische Eigenschaften besitzt. Die genauen protektiven Mechanismen 

dieses Medikaments sind jedoch nicht vollends verstanden. Daher wurde in dieser Arbeit 

ein Tiermodell einer systemischen Inflammation genutzt, um die Wirkmechanismen einer 

präventiven DEX-Gabe zu untersuchen. Dazu wurde adulten männlichen Wistar-Ratten 

Lipopolysaccharid (LPS) intraperitoneal (i.p.) injiziert, um eine systemische Inflammation 

zu erzeugen und das Kontrollvehikel Natriumchlorid (NaCl) oder das Medikament DEX 

präventiv vor der LPS-Injektion appliziert, um die Wirkweise von DEX zu untersuchen. 

Das Medikament DEX wurde hinsichtlich seines Einflusses auf die zellulären Prozesse 

der Autophagie, Apoptose und des cholinergen anti-inflammatorischen Reflexes erforscht 

sowie hinsichtlich der posttranskriptionalen Regulation durch microRNAs (miRNAs), 

welche die Autophagie, Apoptose und Inflammation modulieren. Dazu wurden die Milz 

als größtes lymphatisches Organ sowie das Gehirn (Cortex und Hippocampus) zu drei 

unterschiedlichen Zeitpunkten (6 h, 24 h und 7 d) untersucht, indem miRNA-Analysen 

mittels Real-Time-PCR sowie Proteinanalysen mittels Western Blot und Aktivitätsassays 

mittels Fluoreszenzspektroskopie durchgeführt wurden. DEX konnte die LPS-induzierten 

Störungen des autophagischen Flusses in der Milz beheben sowie den Apoptose-Marker 

cleaved Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) in der Milz abschwächen. Zusätzlich war 

DEX in der Lage, die LPS-induzierten Veränderungen der miRNA-Expression in der Milz 

sowie im Hippocampus zu verhindern bzw. abzuschwächen und modulierte außerdem 
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auch unabhängig von LPS die miRNA-Expression in der Milz, im Cortex und im Post 

FormaleHippocampus. Zudem wurde sowohl durch LPS als auch durch DEX die 

Acetylcholin (ACh)-Expression sowie die Acetylcholinesterase (AChE)-Aktivität in der 

Milz, im Cortex und im Hippocampus verändert. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, 

dass die protektiven Mechanismen von DEX durch die Wiederherstellung der Autophagie 

vermittelt werden und eine posttranskriptionale Regulation durch miRNAs und das 

cholinerge System eine essenzielle Rolle dabei spielen.  

 

1.2 Abstract englisch 
 
Cognitive dysfunctions, such as postoperative delirium (POD) or postoperative cognitive 

deficit (POCD), might follow surgical procedures and represent an ever-increasing burden 

for our health care system due to the constantly rising number of surgeries. Several 

hypotheses regarding the etiology exist. The neuroinflammation hypothesis states that 

POD and POCD are the result of neuroinflammation induced by perioperative stress. This 

link has been demonstrated both experimentally and clinically. Due to the complex 

molecular mechanisms behind POD/POCD pharmacological therapy is difficult. One 

promising drug for the prevention of cognitive dysfunction is the α2-adrenoceptor (α2-AR) 

agonist dexmedetomidine (DEX), which also has organ-protective and anti-inflammatory 

properties. However, the exact protective mechanisms of this drug are not fully 

understood. Therefore, in the present study, an animal model of a systemic inflammation 

was used to investigate the mechanisms of action of a preventive DEX administration. 

For this purpose, adult male Wistar rats were injected lipopolysaccharide (LPS) 

intraperitoneally (i.p.) to induce a systemic inflammation. In addition, the control vehicle 

sodium chloride (NaCl) or the drug DEX was applied preemptively before the LPS 

injection to investigate the mode of action of DEX. The drug DEX was investigated in 

terms of its influence on the cellular processes of autophagy, apoptosis, and the 

cholinergic anti-inflammatory reflex, and in term of posttranscriptional regulation by 

microRNAs (miRNAs) modulating autophagy, apoptosis, and inflammation. For this 

purpose, the spleen as the largest lymphoid organ and the brain (cortex and 

hippocampus) were examined at three different time points (6 h, 24 h, and 7 d) by 

performing miRNA analyses using real-time PCR and protein analyses using Western 

blot as well as activity assays using fluorescence spectroscopy. DEX was able to reverse 

the LPS-induced disruption of the autophagic flux in the spleen as well as to attenuate 
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the apoptosis marker cleaved poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) in the spleen. 

Moreover, DEX was able to prevent or attenuate the LPS-induced changes in miRNA 

expression in the spleen and hippocampus and also modulated miRNA expression in the 

spleen, cortex, and hippocampus independently of LPS. Furthermore, both LPS and DEX 

altered acetylcholine (ACh) expression and acetylcholinesterase (AChE) activity in the 

spleen, cortex, and hippocampus. These results suggest that the protective mechanisms 

of DEX are mediated by restoring autophagy and that posttranscriptional regulation by 

miRNAs as well as molecules of the cholinergic system play an essential role in this 

process.
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2 Manteltext 
 

Die Ergebnisse dieser Promotionsarbeit wurden im Journal of Neuroimmune 

Pharmacology unter dem Titel „Dexmedetomidine Restores Autophagic Flux, Modulates 

Associated microRNAs and the Cholinergic Anti-inflammatory Pathway upon LPS-

Treatment in Rats“ publiziert [1]. Dieser Manteltext dient der Darstellung des 

Forschungsstandes, einer vertiefenden Schilderung der Methodik sowie der 

Beschreibung der wesentlichen neuen Ergebnisse und der sich daraus ergebenden 

wissenschaftlichen Fragestellungen.  

 

 

2.1 Einleitung und Zielsetzung 
 

Operationen und Infektionen können Entzündungsreaktionen im Körper hervorrufen, die 

wiederum zu kognitiven Defiziten führen und somit schwerwiegende Folgen für die 

Betroffenen haben [2]. Da mit dem Alter sowohl das allgemeine Risiko für Erkrankungen 

als auch die Wahrscheinlichkeit eines operativen Eingriffs ansteigt, stellen kognitive 

Defizite, die nach Operationen auftreten können, eine immer größer werdende Belastung 

für unsere alternde Gesellschaft und das Gesundheitssystem dar [3]. Diese 

postoperativen kognitiven Defizite äußern sich als akut auftretendes postoperatives Delir 

(POD) oder als langanhaltendes postoperatives kognitives Defizit (POCD) [4].  

Die Ätiologie dieser Erkrankungen ist nicht vollends geklärt, es existieren jedoch 

verschiedene Hypothesen zur Entstehung [5]. Dabei ist eine der primären Hypothesen 

die Neuroinflammationshypothese [6], welche postuliert, dass POD und POCD die 

Folgen einer durch den perioperativen Stress induzierten Neuroinflammation sind [4]. Es 

wurde sowohl experimentell als auch klinisch ein Zusammenhang zwischen einer 

peripheren inflammatorischen Immunantwort und einer Neuroinflammation beobachtet 

[7]. Die Neuroinflammation kann wiederum neuronale und synaptische Störungen 

induzieren und damit kognitive Defizite begünstigen [5]. So wurde beispielsweise in 

tierexperimentellen Studien gezeigt, dass eine Lipopolysaccharid (LPS)-Injektion zu 

erhöhten Zytokinspiegeln (Interleukin-1β (IL-1β), Interleukin-6 (IL-6), Tumor-Nekrose-

Faktor-α (TNF-α)), im Gehirn führt und diese mit kognitiven Defiziten einhergehen [8-11]. 

Daher ist eine kontrollierte Regulation der Immunantwort essenziell, um eine 
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Neuroinflammation zu vermindern und damit das Risiko für kognitive Defizite zu 

reduzieren.  

 

Ein in diesem Kontext wichtiger Prozess ist die Autophagie – ein elementarer zellulärer 

Prozess aller Zellen, der dazu dient, zelleigene Bestandteile, wie geschädigte Proteine 

oder Organellen, proteolytisch abzubauen und zu recyceln. Es gibt verschiedene Formen 

der Autophagie, wobei die Makroautophagie die häufigste und am besten untersuchte 

Form ist [12]. Die Autophagie (Makroautophagie) ist ein kontinuierlicher Prozess und 

besteht aus verschiedenen Schritten, die durch eine Vielzahl von Autophagie-

assoziierten Proteinen (Atgs) koordiniert werden (Abb. 1):  

 

 

 

Abbildung 1: Die Schritte der Autophagie. Der Autophagieprozess findet in mehreren Schritten statt, die über 

Autophagie-assoziierte Proteine (Atgs) vermittelt werden. Die Initiation der Autophagie erfolgt über die Aktivierung des 

Unc-51-like kinase 1 (ULK1)-Komplexes, welcher wiederum den Klasse III Phosphoinositid-3-Kinase (PI3KC3)-

Komplex I durch Phosphorylierungen aktiviert und so die Nukleation initiiert. In diesem zweiten Schritt wird die Bildung 

des Phagophors, der initialen Doppelmembran des Autophagosoms angeregt. Diese wächst während der 

Elongationsphase weiter an, um die zu verwertenden Zellbestandteile, wie fehlgefaltete Proteine oder defekte 

Zellorganellen, zu umschließen. Dieser Schritt wird über zwei Konjugationssysteme, dem Atg12-Konjugationssystem 

und dem Microtubule-associated protein 1 A/B-light chain 3 (LC3)-Konjugationssystem vermittelt. Dabei wird mithilfe 

des Atg12-Konjugationssystem das zytosolische LC3-I zu membrangebundenem LC3-II konvertiert, welches nicht nur 
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für die Elongation der Autophagosom-Membran wichtig ist, sondern auch für die Bindung des abzubauenden Materials, 

da Proteine wie das Cargo-bindende Sequestome 1 (SQSTM1)/p62 auch eine LC3-bindende Region besitzen und so 

das abzubauende Material im Inneren des Autophagosoms ansammeln. Das entstandene geschlossene 

Autophagosom reift während der Reifungsphase weiter an und fusioniert schließlich mit einem Lysosom. Im 

Autolysosom findet anschließend der Abbau des Zellmaterials sowie der darin enthaltenden Proteine, wie 

SQSTM1/p62 mithilfe von sauren Hydrolasen statt. Die daraus entstehenden Nährstoffe werden letztlich recycelt und 

wieder in das Zytoplasma freigegeben [12-14]. Erstellt mit Microsoft PowerPoint. 

 

Im ersten Schritt, der Initiation der Autophagie, wird der Aufbau einer Isolationsmembran 

(Phagophor) eingeleitet. Diese bildet sich während der Elongationsphase unter 

Beteiligung verschiedener Konjugationssysteme um das abzubauende Zellmaterial bzw. 

die abzubauenden Zellorganellen und formt letztlich das fertige Autophagosom. Das 

Autophagosom fusioniert anschließend in der letzten Phase, der Degradation, mit einem 

Lysosom, sodass ein Autophagolysosom entsteht, in dem der Abbau des Zellmaterials 

bzw. der Zellorganellen stattfindet [15, 16].  

Die Autophagie ist auf einem basalen Niveau immer aktiv, doch unter Stresssituation, wie 

Hunger, oxidativem Stress oder Infektionen verstärkt aktiviert [12]. Eine Dysregulation 

der Autophagie ist mit einer Reihe von Krankheiten, insbesondere neurodegenerativen 

Krankheiten, assoziiert [17-19]. Vor allem innerhalb des zentralen Nervensystems (ZNS) 

spielt die Autophagie eine essenzielle Rolle, da Neurone als postmitotische Zellen 

besonders auf eine funktionierende Autophagie angewiesen sind, um angesammelte 

zelluläre Abfallprodukte, wie fehlgefaltete Proteine oder defekte Organellen etc. zu 

entfernen [18]. Auch innerhalb des Immunsystems hat die Autophagie entscheidende 

Funktionen: Sie kontrolliert die Sekretion von pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen 

[19-21], trägt zur Antigenpräsentation bei [20, 22, 23], reguliert die Polarisation von Th17-

Zellen sowie die Entwicklung und das Überleben von B- und T-Zellen [21, 22].  

 

Die Autophagie und Apoptose sind zwei eng miteinander verbundene Prozesse, die über 

das Schicksal von Zellen bestimmen. Stressoren, wie z.B. eine Inflammation, können 

beide Signalwege induzieren (Abb. 2). Wenn die Stressoren den Apoptosesignalweg 

aktivieren, findet ein kontrollierter Zelltod statt [24].  
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Abbildung 2: Die Beziehung zwischen Autophagie und Apoptose. Stressoren wie eine Inflammation können entweder 

den Autophagie- oder den Apoptose-Signalweg aktivieren und so über Leben und Tod der Zelle entscheiden. Dabei 

inhibieren sich die beiden Prozesse zu einem gewissen Teil gegenseitig. Dennoch spielt auch die Regulation der 

Autophagie eine wichtige Rolle, da eine zu stark ausgeprägte Autophagie auch zum Zelltod führen kann [24]. Erstellt 

mit Microsoft PowerPoint. 

 

Je nach Signalart, kann die Apoptose über einen intrinsischen, mitochondrien-

abhängigen oder einen extrinsischen, mitochondrien-unabhängigen Weg stattfinden 

(Abb. 3) [25]. Um rechtzeitig auf Umgebungsreize zu reagieren und so das Überleben der 

Zelle zu sichern, muss die Autophagie sich schnell anpassen können. Sie unterliegt daher 

starken posttranskriptionalen und -translationalen Modifikationen [26]. Neben 

Phosphorylierungen und Ubiquitinierungen auf posttranskriptionaler Ebene spielen auch 

Modifikationen der messenger RNA (mRNA) durch microRNAs (miRNAs) auf 

posttranslationaler Ebene eine große Rolle [26]. Dabei handelt es sich um kleine, nicht-

kodierende RNA-Moleküle, die die Genexpression regulieren, indem sie an 

komplementäre mRNA-Stränge binden und diese entweder degradieren, ihre Translation 

verhindern oder diese aktivieren [26-28]. Neben der Kontrolle der Autophagie, stellen 

miRNAs auch eine wichtige regulatorische Funktion in vielen anderen biologischen 

Prozessen dar, wie beispielswiese der Regulation der Immunantwort [27]. 
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Abbildung 3: Der Apoptosesignalweg. Die Apoptose kann über zwei verschiedene Signalwege induziert werden, die 

beide zu einer Aktivierung der Effektorcaspasen 3 und 7 führen. Der intrinsische, mitochondrien-abhängige Signalweg 

wird über zelluläre Stresssignale aktiviert. Dabei entsteht über die Aktivierung der pro-apoptotischen Proteine Bcl-2 

associated X protein (BAX) und Bcl-2 homologous antagonist killer (BAK) eine Permeabilisierung der äußeren 

Mitochondrienmembran, welche das Austreten von Cytochrom C ermöglicht. Das freigesetzte Cytochrom C bildet 

zusammen mit dem Apoptose-auslösenden Faktor-1 (APAF1) einen Komplex und aktiviert so Caspase-9, welches 

anschließend die Effektorcaspasen 7 und 3 aktiviert. Anti-apoptotische Proteine wie das B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) 

können die Apoptose inhibieren, indem sie die pro-apoptotischen Proteine BAX und BAK hemmen und so zur Stabilität 

der Mitochondrienmembran beitragen. Bcl-2 inhibiert dabei nicht nur die Apoptose, sondern auch die Autophagie. Der 

extrinsische Apoptosesignalweg wird über den Todesrezeptor und extrazelluläre Liganden der TNF-Superfamilie 

ausgelöst und führt so zu einer Aktivierung von Caspase-8, welches anschließend auch die Effektorcaspasen 7 und 3 

aktiviert. Zudem kann Caspase-8 auch zu einer Aktivierung von BH3 Interacting Domain Death Agonist (BID) führen, 

welches wiederum BAX und BAK aktiviert, sodass über BID auch der intrinsischen Apoptosesignalweg induziert 

werden kann [24, 25, 29]. Erstellt mit Microsoft PowerPoint. 

 

Die besondere Bedeutung der Autophagie innerhalb des Nervensystems und des 

Immunsystems spiegelt sich auch im cholinergen anti-inflammatorischen Reflex wider. 

Dieser Signalweg verbindet über den Vagusnerv das ZNS mit dem Immunsystem. Der 

cholinerge anti-inflammatorische Reflex dient zum einen dazu, das Vorhandensein einer 

Entzündung an das Gehirn zu vermitteln und zum anderen, diese Entzündung zentral 

gesteuert einzudämmen (Abb. 4) [30, 31]. Dies geschieht durch die Ausschüttung von 

Noradrenalin, welches an β2-adrenerge Rezeptoren von Acetylcholin (ACh)-
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produzierenden T-Zellen bindet, die wiederum ACh freisetzen, welches anschließend an 

den nikotinischen Acetylcholin-Rezeptor α7 (α7nAChR) auf anderen Immunzellen, wie 

Makrophagen, bindet und damit die Zytokinproduktion in diesen Zellen hemmt. Der 

cholinerge anti-inflammatorische Reflex besitzt daher eine wichtige zentrale Rolle in der 

Immunregulation und eine Aktivierung des α7nAChR geht mit einer Aktivierung der 

Autophagie einher [32, 33].  

 
Abbildung 4: Der cholinerge anti-inflammatorische Reflex. Der afferente Ast des Vagusnervs kann durch Zytokine, 

damage associated molecular patterns (DAMPs) und pathogen associated molecular patterns (PAMPs) in der 

Peripherie aktiviert werden, wodurch der efferente Ast des Vagusnervs angeregt wird. Das ausgeschüttete Acetylcholin 

(ACh) kann im Ganglion coeliacum den Milznerv aktivieren, sodass Noradrenalin (NE) in der Milz freigesetzt wird, 

welches an den β2-adrenergen Rezeptor (β2-AR) von ACh-produzierenden T-Zellen bindet, die wiederum ACh 

ausschütten. Das freigesetzte ACh bindet an den α7nAChR von Makrophagen und reduziert so die Freisetzung von 

pro-inflammatorischen Zytokinen und Mediatoren [30, 31, 34]. Erstellt mit Microsoft PowerPoint. 

Aufgrund der noch nicht vollständig verstandenen Ätiologie von kognitiven Defiziten nach 

Operationen sowie der damit verbundenen komplexen molekularen Mechanismen ist die 

pharmakologische Therapie dieser Erkrankungen schwierig.  
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Ein vielversprechendes Medikament zur Reduktion kognitiver Defizite ist der α2-

Adrenozeptor (α2-AR)-Agonist Dexmedetomidin (DEX) (Abb. 5). Diese Substanz besitzt 

sedierende, analgesierende und muskelrelaxierende Eigenschaften und ist seit 2011 in 

Europa für die Sedierung erwachsener, intensivmedizinisch behandelter Patienten 

zugelassen [35]. Mehrere klinischen Studien zeigen, dass eine intra- oder postoperative 

DEX-Gabe das Risiko für POD signifikant reduziert [36-38]. Zudem zeigt der α2-AR-

Agonist sowohl in tierexperimentellen als auch in humanen Studien starke anti-

inflammatorische und protektive Eigenschaften, da das Medikament pro-

inflammatorische Zytokine und andere Entzündungsmarker wie das C-reaktive Protein 

(CRP) reduzierte [39]. Diese protektiven Effekte konnten nicht nur im Gehirn, sondern 

auch in verschiedenen anderen Organen beobachtet werden [39]. Die Mechanismen 

hinter den protektiven Eigenschaften von DEX sind jedoch noch nicht ausreichend 

geklärt. Aktuelle Studien deuten darauf hin, dass die protektiven Eigenschaften von DEX 

mit dem Signalweg der Autophagie assoziiert sind und vermutlich durch die Aktivierung 

des cholinergen anti-inflammatorischen Reflexes induziert werden [40-43]. 
 

Abbildung 5: Chemische Struktur von Dexmedetomidin. Erstellt mit Chem4Word in Microsoft Word. 
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2.1.1 Fragestellung 

 
In der Arbeitsgruppe der experimentellen Anästhesie der Klinik für Anästhesiologie mit 

Schwerpunkt operative Intensivmedizin von Frau Prof. Dr. Spies wurde ein Tiermodell 

einer systemischen Inflammation entwickelt, um die Effekte einer präventiven DEX-Gabe 

zu untersuchen. In diesem Tiermodell der Ratte konnte bereits gezeigt werden, dass die 

präventive Gabe von DEX eine durch LPS-Injektion induzierte Neuroinflammation 

erfolgreich reduzierte [44]. Das Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit war es, die 

möglichen Wirkmechanismen von DEX genauer zu untersuchen. Dazu wurde der Fokus 

auf das Gehirn und die Milz, als größtes lymphatisches Organ, gelegt. In beiden Organen 

wurde der Einfluss des Medikaments auf die Autophagie, Apoptose, sowie das cholinerge 

System im Kontext einer systemischen Inflammation untersucht, um zu analysieren, ob 

diese Prozesse mit den (neuro)-protektiven Effekten von DEX assoziiert sind. Zusätzlich 

wurde im Rahmen dieser Promotionsarbeit untersucht, inwiefern der Entzündungsreiz 

und/oder die DEX-Gabe miRNAs, die die Autophagie und/oder die Inflammation 

regulieren, beeinflusst. 
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2.2 Methodik 
 

2.2.1 Tiermodell 

 

Für diese Arbeit wurden insgesamt 94 drei Monate alte, adulte männliche Wistar-Ratten 

(250-300 g) untersucht, die unter einem 12-12 h Tag-Nacht-Zyklus bei Raumtemperatur 

(22 ± 2 °C) und konstanter Luftfeuchtigkeit (40-70 %) gehalten wurden. Die Tiere hatten 

einen ad libitum Zugang zu Wasser und Futter. Um ein Modell einer systemischen 

Inflammation zu generieren, wurde den Ratten nach einer kurzen, flachen Isofluran-

Narkose 1 mg/kg Körpergewicht LPS intraperitoneal (i.p.) verabreicht und zusätzlich 

10 min davor 5 µg/kg Körpergewicht Dexmedetomidin (dexdor®, Orion Pharma, Espoo, 

Finnland) oder 0,9%iges Natriumchlorid (NaCl) als Kontrollvehikel i.p. injiziert sowie einer 

Tiergruppe 5 µg/kg Körpergewicht Dexmedetomidin i.p. injiziert (Abb. 6) [1, 44]. Die Tiere 

dieser vier Gruppen wurden zu drei verschiedenen Zeitpunkten (6 h, 24 h, und 7 d) unter 

einer tiefen Isofluran-Narkose durch eine transkardiale Herzpunktion getötet und mit PBS 

perfundiert. Anschließend wurde die Milz entnommen, der Hippocampus und Cortex 

präpariert, alle Organe in Flüssigstickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.  

Alle Tierversuche wurden in Übereinstimmung mit den Richtlinien der 

Charité – Universitätsmedizin Berlin durchgeführt und vom Landesamt für Gesundheit 

und Soziales Berlin genehmigt (Registrierungsnummer G 0145/13, 1. Juli 2013). 
 

 

Abbildung 6: Versuchsablauf. Um den Einfluss von Dexmedetomidin (DEX) auf die Lipopolysaccharid (LPS)-induzierte 

Inflammation zu untersuchen wurden vier experimentelle Gruppen erstellt und zu unterschiedlichen Zeitpunkten 

getötet. Um eine Inflammation zu generieren, wurde den Tieren der Inflammationsgruppe 1 mg/kg Körpergewicht LPS 

i.p. injiziert (LPS-Gruppe). Um den Einfluss von DEX auf die Inflammation zu untersuchen, erhielt die 

-10 min 0 min 6 h 24 h 7 d 

5 µg/kg Körpergewicht DEX 
oder 0,9 % NaCl 

1 mg/kg Körpergewicht LPS 
oder 0,9 % NaCl + 

Organentnahme von  
Milz, Cortex und Hippocampus  

für Protein- und miRNA-Analysen 
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Interventionsgruppe 10 min vor der LPS-Injektion eine Applikation von 5 µg/kg Körpergewicht DEX i.p. (DEX+LPS-

Gruppe). Zusätzlich wurden zwei Kontrollgruppen erstellt, wobei eine Gruppe zwei Mal 0,9%iges NaCl in einem 

Abstand von 10 min i.p. injiziert wurde (NaCl-Gruppe) und einer weiteren Gruppe 5 µg/kg Körpergewicht DEX und 

10 min später 0,9% NaCl i.p. appliziert wurde (DEX-Gruppe). Die Tiere dieser vier Gruppen wurden nach 6 Stunden, 

24 Stunden und 7 Tagen getötet und die Milz, der Cortex und der Hippocampus für die Protein- und microRNA 

(miRNA)-Analysen entnommen. Erstellt mit Microsoft PowerPoint. 

 
2.2.2 Proteinexpressionsanalysen mittels Western Blot 

 

Für die Analysen auf Proteinebene wurden die zytosolischen Proteine aus Milz, Cortex 

und Hippocampus isoliert. Dazu wurden ca. 80-100 mg Gewebe in Radio-

Immunoprecipitation Assay (RIPA)-Puffer, das zuvor mit Protease- (cOmpleteTM, Mini, 

EDTA-free, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) und Phosphatase-

Inhibitoren (PhosSTOP, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) versetzt 

wurde homogenisiert und durch unterschiedliche Zentrifugationsschritte in eine nukleare, 

mitochondriale und zytosolische Fraktion unterteilt. Die Proteinkonzentration wurde 

mittels Bicinchoninsäure (BCA)-Tests (Pierce® BCA Protein Assay Kit; Thermo Fisher 

Scientific, Darmstadt, Deutschland) quantitativ an einem Mikroplatten-Reader (Infinite 

M200, Tecan, Görding/Salzburg, Österreich) bestimmt. Für die anschließende Western 

Blot-Analyse wurden 20 µg Protein auf einem 10%igem Polyacrylamid-Gel getrennt und 

dann auf eine Nitrocellulosemembran mittels Semi-Dry-Verfahren transferiert. Nach einer 

1-stündigen Blockade mit 5 % Milchpulver, wurden die primären Antikörper, die in 

1X PBST mit 1 % Bovines Serumalbumin (BSA) gelöst wurden, über Nacht bei 4 °C 

inkubiert und nachfolgend die sekundären Horseradish Peroxidase (HRP)-konjugierten 

Antikörper, die in 1X PBST gelöst wurden, für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die 

Messung der Chemilumineszenz erfolgte an einem Detektionssystem (FUSION SOLO S; 

Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland). Als internes Standardprotein zur 

Normalisierung wurde je nach Größe des Zielproteins b-Aktin oder b-Tubulin verwendet. 

Für die quantitative Analyse wurde das Dichteverhältnis vom Zielprotein zum 

Standardprotein gebildet und das normalisierte Dichteverhältnis der Kontrollgruppe als 

Referenz genutzt. Die verwendeten primären und sekundären Antikörper und die 

entsprechenden Verdünnungen sind in Tabelle 1 dargestellt. 
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Tabelle 1: Verwendete primäre und sekundäre Antikörper. Modifiziert nach Tabelle 1 aus [1]. 

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

Antikörper Verdünnung Firma Katalog-
nummer 

rabbit anti-Atg5 1:1.000 Cell Signaling, Beverly, MA, USA #12994 
rabbit anti-SQSTM1/p62 1:1.000 Cell Signaling, Beverly, MA, USA #5114 
rabbit anti-LC3A/B 1:1.000 Cell Signaling, Beverly, MA, USA #4108 
rabbit anti-Bcl-2 1:1.000 Cell Signaling, Beverly, MA, USA #2870 
rabbit anti-Cytochrome C 1:1.000 Cell Signaling, Beverly, MA, USA #11940 
rabbit anti-PARP 1:1.000 Cell Signaling, Beverly, MA, USA #9542 
rabbit anti-nicotinic 
Acetylcholine R alpha 7 / 
CHRNA7 

1:1.000 Novus Biologicals, Abingdon, United 
Kingdom 

#NBP1-
79948 

mouse anti-β-Actin-
Peroxidase 

1:50.000 Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA #A3854 

rabbit anti-β-Tubulin 1:1.000 Cell Signaling, Beverly, MA, USA #2128 
goat anti-rabbit IgM-HRP 1:25.000 Southern Biotechnology Associates, 

Birmingham, AL, USA 
#4020-05 

 
2.2.3 miRNA-Expressionsanalysen 

 

Die Auswahl der miRNA wurde aufgrund einer eingehenden Recherche der aktuellen 

Literatur getroffen. Anschließend wurden zunächst die entsprechenden Primerpaare 

mithilfe der Software miRprimer von Busk entworfen [45] und ein Funktionstest mittels 

SYBR-Green-basierter Real-Time-Polymerasekettenreaktion (Real-Time-PCR) und 

Schmelzkurvenanalyse durchgeführt. Primerpaare, die keine Spezifität aufwiesen, 

wurden verworfen, sodass sechs verschiedene miRNAs (miR-21-5p, miR-27a-3p, miR-

30a-5p, miR-34a-5p, miR-205 und miR-Let-7a-5p) für die Analysen verwendet wurden. 

Für die Analysen wurde die Gesamt-RNA aus Milz, Cortex und Hippocampus mittels 

Phenol-Chloroform-Extraktion isoliert [46]. Dazu wurde ca. 50 mg des entsprechenden 

Gewebes entnommen, in Gefäße mit 800 µl peqGOLD RNAPure™ (VWR International 

GmbH, Darmstadt, Deutschland) und 1 mg Zirconium-Kügelchen transferiert und in 

einem FastPrep® (MP Biomedicals, Heidelberg, Deutschland) homogenisiert. 

Anschließend wurde das Homogenat kurz auf Eis inkubiert und dann mit 160 µL 

Chloroform versetzt. Für die Phasentrennung erfolgte erneut eine Inkubation auf Eis für 

10 min und danach eine Zentrifugation bei 12.000 g für 5 min bei 4 °C. Die daraus 

resultierende obere wässrige Phase, die die RNA enthält, wurde vorsichtig abpipettiert 

und in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Für die RNA-Präzipitation wurde die RNA-

haltige Lösung mit dem gleichen Anteil eiskaltem Isopropanol versetzt, für 15 min bei 4 °C 
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inkubiert und anschließend bei 12.000 g für 10 min zentrifugiert. Das daraus gewonnene 

Pellet wurde zwei Mal mit 70%igem eiskaltem Ethanol gewaschen und danach 

luftgetrocknet bevor es in 50 µL RNase-freiem PCR-Wasser resuspendiert und für 3 min 

bei 55 °C inkubiert wurde. Im Anschluss wurde mittels Spektralfotometer (NanoDrop™ 

2000; Thermo Fisher Scientific™ Darmstadt, Deutschland) die RNA-Konzentration 

gemessen sowie die RNA-Qualität begutachtet und diese daraufhin bei -80 °C gelagert. 

Zur miRNA-Analyse wurden anschließend 500 ng RNA eingesetzt. Für die reverse 

Transkription wurde die Methode von Balcells et al. [47] verwendet und ein Mastercycler 

(vapo.protect, Eppendorf, Deutschland) eingesetzt. Für eine universelle reverse 

Transkription der gesamten miRNA wurde diese dazu mithilfe einer Poly-A-Polymerase 

(5 U/µl) polyadeniliert, um die RNA künstlich zu verlängern, und daraufhin mithilfe eines 

poly(T)-Primers (10 µM) und 200 U/µl Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) Reverse 

Transcriptase (Promega, Mannheim, Deutschland) revers transkribiert (42 °C, 60 min). 

Anschließend fand eine SYBR-Green basierte Real-Time-PCR-Messung der miRNAs 

mittels jeweils zwei miRNA-spezifischen DNA-Primern (2 µM) statt. Die gemessenen 

miRNA-Expressionen wurden anschließend quantitativ über die 2-∆∆CT-Methode [48] 

analysiert. Zur Normalisierung wurde snoU6 als Referenz-RNA genutzt. Die genutzten 

Primer für die miRNA-Expressionsanalysen sind in Tabelle 2 dargestellt. 
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Tabelle 2: Primersequenzen für die miRNA-Expressionsanalysen. Modifiziert nach Tabelle 2 aus [1]. 

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

miRNA Primersequenz 
miR-21-5p 

F-Primer 
R-Primer 

 
5’-GCAGTAGCTTATCAGACTGATG-3’ 
5’-GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTCAAC-3’ 

miR-27a-3p 
F-Primer 
R-Primer 

 
5’-GCAGTTCACAGTGGCTAAG-3’ 
5’-CCAGTTTTTTTTTTTTTTTGCGGA-3’ 

miR-30a-5p 
F-Primer 
R-Primer 

 
5’-GCAGTGTAAACATCCTCGAC-3’ 
5’-TCCAGTTTTTTTTTTTTTTTCTTCCA-3’ 

miR-34a-5p 
F-Primer 
R-Primer 

 
5’-GCAGTGGCAGTGTCTTAG-3’ 
5’-GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTACAAC-3’ 

miR-204-5p 
F-Primer 
R-Primer 

 
5’-CGCAGTTCCCTTTGTCATC-3’ 
5’-CCAGTTTTTTTTTTTTTTTAGGCATAG-3’ 

miR-Let-7a-5p 
F-Primer 
R-Primer 

 
5’-GCAGTGAGGTAGTAGGTTG-3’ 
5’-GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTAACTATAC-3’ 

snU6RNA 
F-Primer 
R-Primer 

 
5’-ATACAGAGAAGATTAGCATGGCC-3’ 
5’-CGAATTTGCGTGTCATCCTTG-3’ 

 
 
2.2.4 Acetylcholin-Expressions- und Acetylcholinesterase-Aktivitätsanalysen 

 

Für die Analyse der Acetylcholinesterease (AChE)-Aktivität und der ACh-Expression 

wurde das Amplex Red Acetylcholin-/Acetylcholinesterase-Assay-Kit (Invitrogen®, 

A1227, Karlsruhe, Germany) verwendet. Dieses Verfahren basiert darauf, dass die 

AChE-Aktivität indirekt, über den Fluoreszenzfarbstoff Resorufin, der durch eine Reaktion 

zwischen dem Amplex-Red-Reagenz (10-Acetyl-3,7-Dihydroxyphenoxazin), einer 

fluorogenen Sonde für H2O2, entsteht und mithilfe des Enzyms HRP mittels Fluoreszenz-

Mikroplatten-Reader quantitativ gemessen wird. Dabei wandelt das Enzym AChE das 

Substrat ACh in Cholin um, welches wiederum durch die Cholinoxidase zu Betain und 

H2O2 oxidiert. Das daraus entstandene H2O2 reagiert anschließend in Gegenwart von 

HRP in einer 1:1-Stöchiometrie mit Amplex-Red-Reagenz, sodass das stark 

fluoreszierende Produkt Resorufin entsteht. Für die Messung der AChE-Aktivität wurde 

ACh im Überschuss bereitgestellt; bei der Messung der ACh-Expression wiederum wurde 

AChE im Überschuss bereitgestellt. Für beide Messungen wurde zuvor eine 
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Standardkurve erstellt. Es wurden die zytosolischen Proteinfraktionen aus Milz, Cortex 

und Hippocampus verwendet, welche für die ACh-Messung 1:25 und für die AChE 

Messung 1:75 mit 1x Reaktionspuffer verdünnt wurden. 50 µL der verdünnten Probe 

wurden mit 50 µL einer Reaktionslösung für ACh bzw. AChE versetzt und anschließend 

für 30 min kontinuierlich mittels Mikroplatten-Reader (Infinite M200, Tecan, 

Görding/Salzburg, Österreich) bei einer Anregung von 560 nm und Emissionsdetektion 

bei 590 nm gemessen.  

 

2.2.5 Statistische Auswertung 

 

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der in dieser Arbeit geschilderten 

Analysen erfolgte mithilfe des Programms GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, La 

Jolla, USA). Dabei wurden die statistischen Unterschiede durch den nicht-

parametrischen Kruskal-Wallis-Test ermittelt und der Dunn-Test als Post-hoc-

Analyseverfahren verwendet. Ein p-Wert von < 0,05 wurde als signifikant definiert. Um 

monotone Korrelationen zu identifizieren, wurden die Daten mittels Spearman-Korrelation 

analysiert.  
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2.3 Ergebnisse 
 

2.3.1 Der Einfluss von Dexmedetomidin auf die Expression von Autophagie-

assoziierten Proteinen 

 

Um mögliche Effekte von LPS und einer vorherigen DEX-Gabe auf den Autophagie-

Prozess zu beobachten, wurden verschiedene Autophagie-assoziierte Proteine 

untersucht. Dazu wurden die Proteine Autophagy-related 5 (Atg5), Microtubule-

associated protein 1A/1B-light chain 3 (LC3)-II und Sequestosome 1 (SQSTM1)/p62 

gemessen. Mit Atg5 und LC3-II konnten so mögliche Änderungen beider 

Konjugationssyteme während der Elongationsphase abgebildet und zusätzlich 

Informationen über den autophagischen Fluss gewonnen werden. Durch die Messung 

von LC3-II und SQSTM1/p62 konnten Hinweise über den korrekten Ablauf der 

Autophagie gewonnen werden [49]: Ein Anstieg von LC3-II ist mit einem Anstieg der 

Anzahl von Autophagosomen assoziiert, wohingegen SQSTM1/p62 am Ende des 

Autophagie-Zyklus abgebaut wird und daher ein Anstieg dieses Proteins gewöhnlich bei 

einer defekten Autophagie vermehrt aufzufinden ist [15].  

 

Die Analysen auf Proteinebene zeigten, dass sowohl LPS als auch DEX keinen Einfluss 

auf die Autophagie-Proteine im Gehirn hatten, sie jedoch in der Milz zu 

Expressionsänderungen dieser Proteine führten (Abb. 7).  

 

In der Milz konnte bei allen drei Behandlungsgruppen (LPS, DEX und DEX+LPS) ein 

signifikanter Anstieg in der Proteinexpression von Atg5 nach 6 Stunden im Vergleich zur 

Kontrollgruppe detektiert werden. Nach 24 Stunden war dieser signifikante Anstieg 

weiterhin in der LPS-Gruppe zu beobachten und nach 7 Tagen führten sowohl die LPS- 

als auch die DEX+LPS-Injektion zu einer signifikant reduzierten Atg5-Expression im 

Vergleich zur Kontrolle (Abb. 7 a). Zusätzlich führte die LPS-Injektion zu einem Anstieg 

der SQSTM1/p62-Expression nach 24 Stunden im Vergleich zur Kontroll- und DEX+LPS-

Gruppe, welche nicht unter der kombinierten Gabe von DEX+LPS beobachtet wurde 

(Abb. 7 g). Im Gegensatz dazu führte die DEX+LPS-Gabe zu einem signifikanten Anstieg 

in der LC3-II-Expression nach 24 Stunden im Vergleich zur Kontroll- und LPS-Gruppe 

(Abb. 7 d). Die Messung von LC3-II und SQSTM1/p62 zeigte, dass LPS den 
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autophagischen Fluss beeinträchtigte und dass die DEX-Gabe dies nicht nur verhindern, 

sondern auch verstärkt anregen konnte. 

 
Abbildung 7: Der Einfluss von Dexmedetomidin (DEX) auf die Expression von Autophagie-assoziierten Proteinen nach 

Lipopolysaccharid (LPS)-induzierter Inflammation. LPS verändert die Autophagie auf Ebene der Proteinexpression in 

der Milz, aber nicht im Gehirn und eine Prävention mit DEX kann dies zum Teil in der Milz verhindern. Veränderungen 

in der Proteinexpression der Autophagie-assoziierten Proteine Autophagy-related 5 (Atg5) (a-c), Microtubule-

associated protein 1A/1B-light chain 3 (LC3)-II (d-f) und Sequestosome 1 (SQSTM1)/p62 (g-i) wurden in der Milz, dem 

Cortex und Hippocampus mittels Western Blot gemessen. Die Ergebnisse sind als Boxplots mit n = 7-8 Tieren pro 

Gruppe dargestellt und alle Daten auf die Expression der Kontrollgruppe (NaCl) normalisiert. Ein p-Wert von < 0,05 

wurde als statistisch signifikant gewertet, wobei * p < 0,05, ** und p < 0,01 vs. Kontrolle und # p < 0,05 vs. LPS 

kennzeichnet. Modifiziert nach Abb. 1 aus [1]. http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 
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2.3.2 Der Einfluss von Dexmedetomidin auf die Expression von Apoptose-assoziierten 

Proteinen 

 

Da Autophagie und Apoptose eng miteinander verbunden sind [24], wurde zusätzlich der 

Einfluss von LPS und DEX auf pro- und anti-apoptotische Proteine untersucht. Als pro-

apoptotische Marker wurden Cytochrom C und cleaved Poly(ADP-ribose)-Polymerase 

(PARP) gewählt, die freigesetzt werden, wenn zerstörte Mitochondrien bzw. zerstörte 

Zellkerne vorliegen [50, 51]. Als anti-apoptotischer Marker wurde B-cell lymphoma 2  

(Bcl-2) genutzt, das zur Stabilität der Mitochondrienmembran beiträgt, indem es Bcl-2 

associated X protein (BAX) und andere pro-apoptotische Proteine hemmt und damit die 

Freisetzung von pro-apoptotischen Proteinen aus dem Inneren von Mitochondrien 

verhindert [51]. 

 

LPS und DEX hatten keinen signifikanten Einfluss auf die Proteinexpression von 

Cytochrom C, cleaved PARP und Bcl-2 im Gehirn, in der Milz aber veränderten sie die 

Expression dieser Proteine (Abb. 8). Die LPS-Injektion führte zu einem signifikanten 

Anstieg der Bcl-2-Expression nach 6 Stunden im Vergleich zur Kontrollgruppe; und auch 

die alleinige DEX-Gabe führte zu einem ähnlich signifikanten Anstieg. Die DEX+LPS-

Gruppe zeigte Tendenzen einer erhöhten Bcl-2-Expression. Nach 7 Tagen reduzierte 

sowohl die LPS- als auch die DEX- und DEX+LPS-Gabe die Bcl-2-Expression signifikant 

im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 8 a). Die LPS-Injektion führte hinsichtlich der pro-

apoptotischen Proteine Cytochrom C und cleaved PARP sowohl nach 6 als auch nach 

24 Stunden zu einem signifikanten Anstieg der cleaved PARP-Expression im Vergleich 

zur Kontrollgruppe. Dieser Anstieg des pro-apoptotischen Spaltproduktes war bei einer 

Gabe von DEX in Kombination mit LPS (DEX+LPS) zu beiden Zeitpunkten nicht zu 

beobachten, was darauf hindeutet, dass DEX einen Anstieg der PARP-Spaltung 

abschwächen konnte. 
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Abbildung 8: Der Einfluss von Dexmedetomidin (DEX) auf die Expression Apoptose-assoziierter Proteine nach 

Lipopolysaccharid (LPS)-induzierter Inflammation. LPS erhöht die Spaltung von PARP in der Milz und die DEX-Gabe 

kann dies abschwächen. Veränderungen in der Proteinexpression der Proteine Bcl-2 (a-c), Cytochrom C (d-f) und 

cleaved PARP (g-i) wurden in der Milz, dem Cortex und Hippocampus mittels Western Blot detektiert. Die Ergebnisse 

sind als Boxplots mit n = 7-8 Tieren pro Gruppe dargestellt und alle Daten auf die Expression der Kontrollgruppe (NaCl) 

normalisiert. Ein p-Wert von < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet, wobei * p < 0,05, ** p < 0,01 und 

*** p < 0,001 vs. Kontrolle kennzeichnet. Modifiziert nach Abb. 2 aus [1]. http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

Die Ergebnisse der Proteinanalysen haben demonstriert, dass die LPS-Injektion nicht nur 

den autophagischen Fluss in der Milz stört, sondern auch eine erhöhte PARP-Spaltung 

induziert und dass die DEX-Gabe den autophagischen Fluss wiederherstellen sowie die 

erhöhte PARP-Spaltung abschwächen kann. Um einen möglichen Zusammenhang 

zwischen dem gestörten autophagischen Fluss und dem Anstieg der PARP-Spaltung in 

der Milz zu untersuchen, wurden daher Korrelationsanalysen nach Spearman 

durchgeführt. Diese zeigten eine positive monotone Korrelation zwischen cleaved PARP 

und SQSTM1/p62 nach 24 Stunden und deuten damit darauf hin, dass Störungen im 
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autophagischen Fluss mit einem erhöhten Anteil an gespaltenem PARP korrelieren 

(Abb. 9). 

Abbildung 9: Korrelation zwischen cleaved Poly(ADP-ribose)-Polymerase (PARP) und Sequestosome 1 

(SQSTM1)/p62. Nach 24 Stunden wiesen cleaved PARP und SQSTM1/p62 eine positive monotone Korrelation nach 

Spearman in der Milz auf (r = 0,6294; p = 0,0001). Die Ergebnisse sind als Streudiagramm dargestellt mit n = 31 Tiere. 

Ein p-Wert von < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet. Modifiziert nach Abb. 3 aus [1]. 

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

 

2.3.3 Der Einfluss von Dexmedetomidin auf die Expression von Autophagie- und 

Inflammations-assoziierten miRNAs 

 

Um den Einfluss von LPS und DEX auf die untersuchten Autophagie- und Apoptose-

relevanten Proteine genauer zu analysieren, wurde zudem die Expression verschiedener 

miRNAs untersucht, die diese Prozesse beeinflussen. Dafür wurden die miRNAs  

miR-21-5p, miR-27a-3p, miR-30a-5p, miR-34a-5p, miR-204-5p und miR-Let-7a-5p in der 
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2.3.3.1 Veränderungen der miRNA-Expression in der Milz 

In der Milz reduzierte LPS die Expression von miR-21-5p und miR-34a-5p nach 

6 Stunden, sowie die Expression von miR-Let-7a-5p nach 24 Stunden und 7 Tagen 
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Neben LPS hatte auch die Gabe von DEX und DEX in Kombination mit LPS einen 

signifikanten Einfluss auf die Expression der miRNAs: Die alleinige DEX-Injektion 

reduzierte nach 6 Stunden die Expression fast aller miRNAs (außer miR-21-5p), nach 

24 Stunden die Expression von miR-27a-3p, miR-204-5p und miR-Let-7a-5p und nach 

7 Tagen die Expression von miR-21-5p im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die DEX+LPS-

Gabe veränderte die Expression der miRNAs erst nach 24 Stunden. Zu diesem Zeitpunkt 

erhöhte die DEX+LPS-Gabe die Expression von miR-34a-5p im Vergleich zur LPS-

Gruppe und reduzierte die Expression von miR-Let-7a-5p im Vergleich zur 

Kontrollgruppe. Zudem reduzierte die DEX+LPS-Gabe nach 7 Tagen die Expression von 

miR-21-5p im Vergleich zur Kontroll- und LPS-Gruppe und erhöhte die Expression von 

miR-30a-5p, miR-34a-5p, miR-204-5p und miR-Let-7a-5p im Vergleich zur LPS- sowie, 

im Falle von miR-34a-5p und miR-204-5p, auch im Vergleich zur Kontrollgruppe. 

 

 
Abbildung 10: Der Einfluss von Dexmedetomidin (DEX) auf die microRNA (miRNA)-Expression in der Milz nach 

Lipopolysaccharid (LPS)-induzierter Inflammation. DEX verhindert die LPS-induzierte Reduktion der miR-Let-7a-5p-

Expression und schwächt die Reduktion von miR-21-5p und miR-34a-5p ab. Veränderungen in der Genexpression von 

miR-21-5p (a), miR-27a-3p (b), miR-30a-5p (c), miR-34a-5p (d), miR-204-5p (e), miR-Let-7a-5p (f) wurden in der Milz 

mittels Real-Time-PCR gemessen und über die 2-∆∆CT-Methode [48] quantifiziert. Die Ergebnisse sind als Boxplots mit 

n = 7-8 Tieren pro Gruppe dargestellt und alle Daten auf die Expression der Kontrollgruppe (NaCl) normalisiert. Ein p-

Wert von < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet, wobei * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 vs. Kontrolle 

und # p < 0,05, ## p < 0,01 und ### p < 0,001 vs. LPS kennzeichnet. Modifiziert nach Abb. 4 aus [1]. 

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 
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Um einen möglichen Zusammenhang zwischen den miRNAs und den Autophagie- und 

Apoptose-Markern zu finden, wurden auch hier Korrelationsanalysen nach Spearman 

durchgeführt. Diese zeigten, dass Änderungen in der miRNA-Expression keinen Einfluss 

auf die Expression der Autophagie-assoziierten Proteine hatten. Stattdessen wurden 

negative Korrelationen zwischen den miRNAs miR-21-5p, miR-34a-5p und miR-Let-7a-

5p und der PARP-Spaltung detektiert: miR-21-5p und miR-34a-5p korrelierten nach 

6 Stunden mit cleaved PARP (r = -0,4427; p = 0,0126 bzw. r = -0,3702; p = 0,0404) 

(Abb. 11 a, b) und miR-Let-7a-5p korrelierte nach 24 Stunden mit cleaved PARP  

(r = -0,4081; p = 0,0227) (Abb. 11 c) in der Milz, was darauf hindeutet, dass eine 

Reduktion dieser drei miRNAs durch LPS mit einer erhöhten PARP-Spaltung 

zusammenhängt. 

 
Abbildung 11: Korrelation zwischen cleaved Poly(ADP-ribose)-Polymerase (PARP) und verschiedenen microRNAs 

(miRNAs). Nach 6 Stunden wiesen cleaved PARP und miR-21-5p (a) bzw. miR-34a-5p (b) eine negative monotone 

Korrelation nach Spearman in der Milz auf (r = -0,4427; p = 0,0126 bzw. r = -0,3702; p = 0,0404) und nach 24 Stunden 

wiesen cleaved PARP und miR-Let-7a-5p (c) eine negative monotone Korrelation nach Spearman in der Milz auf  

(r = -0,4081; p = 0,0227). Die Ergebnisse sind als Streudiagramm dargestellt mit n = 31 Tiere. Ein p-Wert von < 0,05 

wurde als statistisch signifikant gewertet. Modifiziert nach Abb. 5 aus [1]. http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 
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Kontrollgruppe, sowie im Fall von miR-21-5p auch im Vergleich zu LPS-Gruppe. 

Zusätzlich reduzierte die alleinige DEX-Gabe nach 24 Stunden die Expression von  

miR-21-5p. Nach 7 Tagen erhöhte die DEX+LPS-Gabe die Expression fast aller miRNAs 

(außer miR-30a-5p) im Vergleich zur LPS sowie im Fall von miR-21-5p, miR-27a-3p, miR-

34a-5p und miR-Let-7a-5p auch im Vergleich zur Kontrolle. Außerdem führte die alleinige 

DEX-Gabe auch zu einer erhöhten Expression von miR-27a-3p und miR-34a-5p nach 

7 Tagen im Vergleich zur Kontrolle.  

 
Abbildung 12: Der Einfluss von Dexmedetomidin (DEX) auf die microRNA (miRNA)-Expression im Cortex nach 

Lipopolysaccharid (LPS)-induzierter Inflammation. DEX kann die LPS-induzierte Reduktion der miR-30a-5p-, miR-204-

5p und miR-Let-7a-5p nicht verhindern oder abschwächen. Veränderungen in der Genexpression von miR-21-5p (a), 

miR-27a-3p (b), miR-30a-5p (c), miR-34a-5p (d), miR-204-5p (e), miR-Let-7a-5p (f) wurden im Cortex mittels Real-

Time-PCR gemessen und über die 2-∆∆CT-Methode [48] quantifiziert. Die Ergebnisse sind als Boxplots mit n = 7-8 Tieren 

pro Gruppe dargestellt und alle Daten auf die Expression der Kontrollgruppe (NaCl) normalisiert. Ein p-Wert von < 0,05 

wurde als statistisch signifikant gewertet, wobei * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 vs. Kontrolle und # p < 0,05, 

## p < 0,01 und ### p < 0,001 vs. LPS kennzeichnet. Modifiziert nach Abb. 6 aus [1]. 

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

 
2.3.3.3 Veränderungen der miRNA-Expression im Hippocampus 

Im Hippocampus erhöhte LPS signifikant die Expression von miR-30a-5p nach 6 Stunden 

und reduzierte die Expression von miR-21-5p sowie miR-204-5p nach 24 Stunden im 

Vergleich zur Kontrolle. Die Kombination aus DEX- und LPS-Injektion (DEX+LPS) 

verhinderte den LPS-induzierten Anstieg der miR-30a-5p-Expression nach 6 Stunden 

6 h 24 h 7 d
0

100

200

300

400
1800
1900
2000

re
la

tiv
e 

m
iR

N
A

-E
xp

re
ss

io
n

 2
-D
D

C
t [%

]

Cortex - miR-Let-7a-5p

***

##
*

* #
***

f

6 h 24 h 7 d
0

200

400

600

800
1800
1900
2000

re
la

tiv
e 

m
iR

N
A

-E
xp

re
ss

io
n

 2
-D
D

C
t [%

]

Cortex - miR-21-5p

 #
***

###
**

**
###

*

a

6 h 24 h 7 d
0

200
400
600
800

1000
1200
1800
1900
2000

re
la

tiv
e 

m
iR

N
A

-E
xp

re
ss

io
n

 2
-D
D

C
t [%

]

Cortex - miR-34a-5p

**

*

##
**

d

6 h 24 h 7 d
0

200

400

600

800
1800
1900
2000

re
la

tiv
e 

m
iR

N
A

-E
xp

re
ss

io
n

 2
-D
D

C
t [%

]

Cortex - miR-204-5p

*

#

#
* ***

e

6 h 24 h 7 d
0

100

200

300

400
1800
1900
2000

re
la

tiv
e 

m
iR

N
A

-E
xp

re
ss

io
n

 2
-D
D

C
t [%

]

Cortex - miR-30a-5p

***##
*** *

c

6 h 24 h 7 d
0

100

200

300

400
1800
1900
2000

re
la

tiv
e 

m
iR

N
A

-E
xp

re
ss

io
n

 2
-D
D

C
t [%

]
Cortex - miR-27a-3p

##
**

**

**

##
*

b



Manteltext 

30 
 

und führte im Gegensatz zu LPS zu keiner reduzierten Expression von miR-21-5p und 

miR-204-5p nach 24 Stunden (Abb. 13 a, c, e).  

Abgesehen von LPS hatten auch die DEX- und DEX+LPS-Gabe wieder einen 

signifikanten Einfluss auf die miRNA-Expression im Hippocampus: Nach 6 Stunden 

reduzierte die alleinige DEX-Gabe die Expression von miR-34a-5p und miR-204-5p im 

Vergleich zur Kontrolle. Nach 24 Stunden reduzierte die DEX+LPS-Gabe die Expression 

von miR-30a-5p sowie miR-34a-5p im Vergleich zur Kontrolle und nach 7 Tagen 

reduzierte die alleinige DEX-Gabe die Expression aller miRNAs im Vergleich zur 

Kontrolle.  

 
Abbildung 13: Der Einfluss von Dexmedetomidin (DEX) auf die microRNA (miRNA)-Expression im Hippocampus nach 

Lipopolysaccharid (LPS)-induzierter Inflammation. DEX verhindert die LPS-induzierte Erhöhung der miR-30a-5p-

Expression und schwächt die LPS-induzierte Reduktion der miR-21-5p- und miR-204-5p-Expression ab. 

Veränderungen in der Genexpression von miR-21-5p (a), miR-27a-3p (b), miR-30a-5p (c), miR-34a-5p (d), miR-204-

5p (e), miR-Let-7a-5p (f) wurden im Hippocampus mittels Real-Time-PCR gemessen und über die 2-∆∆CT-Methode [48] 

quantifiziert. Die Ergebnisse sind als Boxplots mit n = 7-8 Tieren pro Gruppe dargestellt und alle Daten auf die 

Expression der Kontrollgruppe (NaCl) normalisiert. Ein p-Wert von < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet, 

wobei * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 vs. Kontrolle und ### p < 0,001 vs. LPS kennzeichnet. Modifiziert nach 

Abb. 7 aus [1]. http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 
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2.3.4 Der Einfluss von Dexmedetomidin auf die Expression von Acetylcholin und die 

Aktivität der Acetylcholinesterase  

 

Da aktuelle Studien darauf hindeuten, dass der cholinerge anti-inflammatorische Reflex 

eine Rolle bei der DEX-vermittelten Protektion spielen könnte [52, 53] und da dieser 

Signalweg mit einer Aktivierung der Autophagie einhergeht [33], wurde auch untersucht, 

inwiefern LPS und DEX den cholinergen anti-inflammatorischen Reflex beeinflussen. 

Dazu wurde die Proteinexpression des α7nACh-Rezeptors, die Expression von ACh und 

die Aktivität von AChE in der Milz, dem Cortex und dem Hippocampus gemessen.  

 

Weder LPS noch DEX veränderten die Proteinexpression von α7nAChR (Abb. 14 a-c), 

doch beide Substanzen modifizierten die ACh-Expression und die AChE-Aktivität in der 

Milz und im Gehirn (Abb. 14 d-i).  

 

2.3.4.1 Veränderungen in der Acetylcholin-Expression und Acetylcholinesterase-

Aktivität in der Milz 

In der Milz reduzierte LPS die ACh-Expression nach 24 Stunden signifikant im Vergleich 

zur Kontrolle. Eine ähnlich signifikante Reduktion war auch unter der DEX- und 

DEX+LPS-Gabe zu beobachten (Abb. 14 d). Zudem hatte die alleinige DEX-Gabe bereits 

nach 6 Stunden Auswirkungen auf die ACh-Expression, da sie die ACh-Expression im 

Vergleich zur Kontrolle erhöhte.  

Im Gegensatz zur ACh-Expression konnte LPS die AChE-Aktivität bereits nach 

6 Stunden modifizieren, indem LPS die Aktivität dieses Enzyms nach 6 Stunden 

signifikant im Vergleich zur Kontrolle erhöhte (Abb. 14 g). Eine ähnliche Steigerung der 

AChE-Aktivität war auch unter der DEX- und DEX+LPS-Gabe sichtbar. Nach 24 Stunden 

waren jedoch keine Änderungen mehr durch die LPS-Injektion erkennbar. Aber unter der 

DEX- und DEX+LPS-Gabe zeigte sich hier weiterhin ein signifikanter Anstieg in der 

AChE-Aktivität im Vergleich zur Kontrolle bzw. zur LPS-Gruppe, der nach 7 Tagen noch 

unter DEX+LPS-Gabe zu detektieren war. 

Um zu ermitteln, welche Auswirkungen die AChE-Aktivität auf die ACh-Expression in der 

Milz hatte, wurden diese Daten mittels Spearman-Korrelation analysiert (Abb. 15 a-c). 

Sowohl nach 6 Stunden als auch nach 7 Tagen korrelierten die ACh-Expression und 

AChE-Aktivität positiv miteinander (r = 0,475; p = 0,0007 bzw. r = 0,6202; p = 0,0002) 

(Abb. 15 a, c). Nach 24 Stunden konnte jedoch keine Korrelation zwischen der AChE-
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Aktivität und der ACh-Expression, weder positiv noch negativ, festgestellt werden, was 

den modulierenden Effekt von DEX auf die AChE-Aktivität zu diesem Zeitpunkt 

verdeutlicht (Abb. 15 b).  

 

2.3.4.2 Veränderungen in der Acetylcholin-Expression und Acetylcholinesterase-

Aktivität im Gehirn 

Im Gehirn beeinflusste LPS die ACh-Expression im Cortex, nicht aber im Hippocampus 

(Abb. 14 e). Im Cortex induzierte die LPS-Injektion einen signifikanten Anstieg der ACh-

Expression nach 24 Stunden sowie eine Reduktion nach 7 Tagen im Vergleich zur 

Kontrollgruppe. Eine DEX-Gabe allein oder in Kombination mit LPS hatte keinen Einfluss 

auf die ACh-Expression.  

Im Gegensatz zur ACh-Expression führten nur die DEX-Gabe (allein oder in Kombination 

mit LPS) zu signifikanten Veränderungen in der AChE-Aktivität in beiden Hirnregionen, 

nicht aber die alleinige LPS-Injektion (Abb. 14 h, i). Im Cortex reduzierten sowohl die 

DEX- als auch die DEX+LPS-Gabe die AChE-Aktivität signifikant im Vergleich zur 

Kontrolle. Im Hippocampus war ein gegenteiliger Effekt zu beobachten; hier führte die 

DEX+LPS-Gabe zu einem signifikanten Anstieg im Vergleich zur Kontrolle.  
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Abbildung 14: Der Einfluss von Dexmedetomidin (DEX) auf die Expression vom α7 nikotinischen Acetylcholinrezeptor 

(α7nAChR) und von Acetylcholin (ACh) sowie auf die Aktivität der Acetylcholinesterase (AChE) nach Lipopolysaccharid 

(LPS)-induzierter Inflammation. Sowohl LPS als auch DEX hatten keinen Einfluss auf die α7nAChR-Expression (a-c), 

modifizieren aber die ACh-Expression (d-f) und AChE-Aktivität (g-i) in der Milz und im Gehirn. Die Expression von 

α7nAChR wurde mittels Western Blot detektiert, die Expression von ACh und die Aktivität der AChE wurde mittels ACh-

/AChE-Assay gemessen. Die Ergebnisse sind als Boxplots mit n = 7-8 Tieren pro Gruppe dargestellt und alle Daten 

auf die ACh-Expression bzw. die AChE-Aktivität der Kontrollgruppe (NaCl) normalisiert. Ein p-Wert von < 0,05 wurde 

als statistisch signifikant gewertet, wobei * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 vs. Kontrolle und # p < 0,05 vs. LPS 

kennzeichnet. Modifiziert nach Abb. 8 aus [1]. http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 
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Abbildung 15: Korrelation zwischen Acetylcholinesterase (AChE) und Acetylcholin (ACh) in der Milz. Nach 6 Stunden 

(a) und 7 Tagen (c) wiesen AChE und ACh eine positive monotone Korrelation nach Spearman auf (r = 0,4750; 

p = 0,00069 bzw. r = 0,6201; p = 0,0002). Nach 24 Stunden wurde keine Korrelation zwischen AChE und ACh 

detektiert (b) (r = -0,1077; p = 0,5643). Die Ergebnisse sind als Streudiagramm dargestellt mit n = 31-32 Tiere. Ein  

p-Wert von < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet. Modifiziert nach Abb. 8 aus [1]. 

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 
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2.4 Diskussion 
 

Das Ziel dieser Arbeit war es, die zugrundeliegenden DEX-vermittelten 

Protektionsmechanismen nach LPS-induzierter systemischer Inflammation genauer zu 

untersuchen. Dabei lag ein besonderer Fokus auf dem Prozess der Autophagie, dem 

Zusammenhang zwischen Autophagie und Apoptose und dem cholinergen anti-

inflammatorischen Reflex sowie der Regulation dieser Prozesse durch miRNAs.  

Zuvor wurde in unserer Arbeitsgruppe in dem vorliegenden Tiermodel gezeigt, dass der 

systemisch wirkende Entzündungsreiz LPS zu einer erhöhten pro-inflammatorischen 

Zytokinlast im Gehirn führt und dass eine DEX-Gabe vor der LPS-Injektion dies 

verhindern kann [44]. Die Ergebnisse der gegenwärtigen Promotionsarbeit ergänzen nun 

diese Erkenntnisse, da diese die möglichen zugrundeliegenden molekularen 

Mechanismen untersucht hat. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass (Abb. 16): 

I. LPS den autophagischen Fluss in der Milz beeinträchtigt und DEX die LPS-

induzierten Störungen der Autophagie verhindern kann; 

II. LPS zu einer erhöhten PARP-Spaltung in der Milz führt, welche durch die DEX-

Gabe abgeschwächt wurde; 

III. LPS in der Milz und im ZNS jeweils ein bestimmtes miRNA-Set modifizierte und 

diese Veränderungen mithilfe von DEX zum Teil verhindert bzw. abgeschwächt 

wurden; und dass DEX (allein und in Kombination mit LPS) einen regulierenden 

Effekt auf die miRNA-Expression in Milz, Cortex und Hippocampus hatte; 

IV. sowohl LPS als auch DEX einen modulierenden Einfluss auf die ACh-Expression 

und AChE-Aktivität hatten. 
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Abbildung 16: Zusammenfassung der wesentlichen Ergebnisse. In der Milz führt eine Dexmedetomidin (DEX)-Gabe 

dazu, dass die Lipopolysaccharid (LPS)-induzierten Störungen in der Autophagie verhindert sowie der LPS-induzierte 

Anstieg der PARP-Spaltung abgeschwächt wird und die Veränderungen der microRNA (miRNA)-Expression verhindert 

oder abgeschwächt werden. Im Gehirn führt eine Prävention mit DEX dazu, dass die Veränderungen der miRNA-

Expression im Hippocampus verhindert oder abgeschwächt werden. Modifiziert nach Graphical Abstract aus [1]. 

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

 

2.4.1 Autophagie und Apoptose 

 
Aufgrund der zentralen Rolle der Autophagie im Gehirn und Immunsystem sowie der 

engen Beziehung zwischen Autophagie und Apoptose [24], wurde ein besonderer Fokus 

auf die Untersuchung dieser Prozesse im Gehirn und in der Milz gelegt. Da die 

Autophagie ein kontinuierlicher, immer aktiver Prozess ist, wurden die zu untersuchenden 

Proteine so ausgewählt, dass möglichst verschiedene Schritte des Autophagie-Zyklus 

analysiert werden konnten. Dazu wurden auf Proteinebene beide Konjugationssysteme 

analysiert, indem das Protein Atg5 und das Protein LC3-II gemessen wurde und 

zusätzlich der autophagische Fluss durch die Analyse von LC3-II und dem Protein 

SQSTM1/p62 untersucht [49]. Ferner wurden Apoptose-Prozesse anhand der Proteine 

cleaved PARP, Cytochorm C und Bcl-2 analysiert. Cleaved PARP eignet sich gut als 

Apoptose-Marker, da eine PARP-Spaltung stattfindet, wenn dieses nukleäre DNA-

reparierende Enzym durch Apoptose-induzierende Caspasen gespalten wird [50]. 

Zusätzlich wurde Cytochrom C ausgewählt, um die Art der Apoptose zu bestimmen. 

Dieses Protein kann bei einer Mitochondrien-abhängigen Apoptose im Zytosol detektiert 

werden, da bei dieser Art der Apoptose eine Beteiligung der Mitochondrien vorliegt bei 
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der das in Mitochondrien lokalisierte Cytochrom C in das Zytosol freigesetzt wird [51]. Um 

auch anti-apoptotische Mechanismen zu analysieren, wurde außerdem die Expression 

des Enzyms Bcl-2 gemessen, das die Mitochondrienmembran stabilisiert und so die 

Freisetzung von pro-apoptotischen Proteinen aus dem Inneren von Mitochondrien 

verhindert [51]. 

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass eine einmalige i.p. Gabe von 1 mg/kg 

Körpergewicht LPS keinen Einfluss auf die untersuchten autophagischen sowie pro- und 

anti-apoptotischen Proteine im Gehirn hatte. Im selben Tiermodell konnte zuvor gezeigt 

werden, dass die systemisch wirkende LPS-Injektion zu zerebralen Veränderungen der 

Zytokinspiegel führte [44], sodass die Vermutung nahe lag, auch Veränderungen von 

Autophagie- und Apoptose-relevanten Proteinen zu detektieren. Ein ähnliches Tiermodell 

der Arbeitsgruppe, bei der eine LPS-Gabe mit einer Operation kombiniert wurde, zeigte 

Veränderungen von Autophagie- und Apoptosesignalwegen im Gehirn der Tiere [54]. 

Eine Kombination von damage associated molecular patterns (DAMPs) und pathogen 

associated molecular patterns (PAMPs) wirkte hier vermutlich synergistisch, da eine 

alleinige Stimulation mit PAMPs (z.B. 1/mg/kg LPS) bzw. DAMPs (z.B. Laparotomie) zu 

keinen apoptotischen oder autophagischen Veränderungen im Gehirn führte. Ferner 

muss bei Vergleichen von Tiermodellen auch beachtet werden, dass die hier verwendete 

LPS-Dosis moderat war und eine leichte Entzündung induzierte. Andere Studien mit 

einem ähnlichen Ansatz haben eine deutliche höhere LPS-Dosis verwendet [8, 55, 56].  

 

Im Gegensatz zum Gehirn, führte die LPS-Injektion in der Milz jedoch zu Veränderungen 

von Autophagie- und Apoptose-relevanten Proteinen. In Anbetracht der zentralen Rolle 

der Milz innerhalb des Immunsystems können durch Untersuchungen der Autophagie 

innerhalb der Milz Hinweise über die Autophagie der Immunzellen gewonnen werden. 

Die Milz, als größtes lymphatisches Organ, beherbergt eine Reihe verschiedener 

Immunzellen [57]. Diese Arbeit zeigte, dass sowohl LPS als auch DEX einen Einfluss auf 

die Expression von Atg5 in der Milz haben, ein Protein, das in die anfängliche Bildung 

einer autophagischen Membran involviert ist. Ein funktionierender autophagischer Fluss, 

gemessen an der Expression von LC3-II und SQSTM1/p62, wurde durch die LPS-Gabe 

blockiert und konnte durch eine Vorbehandlung mit DEX wiederhergestellt werden. Die 

Konversion von zytosolischem LC3-I zu membran-gebundenem LC3-II, die stattfindet, 

wenn LC3 an die Autophagie-Membran angelagert wird, wird als Zeichen für eine 
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vermehrte Bildung von Autophagosomen interpretiert. In Kombination mit dem LC3-

bindenden Protein SQSTM1/p62, das am Ende des Autophagie-Zyklus während der 

Degradationsphase zusammen mit dem zu verwertendem Zellmaterial im Inneren des 

Autophagosomes abgebaut wird, kann die Messung von LC3-II und SQSTM1/p62 als 

Indikator für einen funktionierenden autophagischen Fluss genutzt werden [49]. Die 

Ergebnisse dieser Promotionsarbeit verdeutlichen, dass DEX Störungen im 

autophagischen Fluss wiederherstellen kann. Die zentrale Rolle einer funktionierenden 

Autophagie wurde auch in anderen Studien betont. So wurde gezeigt, dass eine defekte 

Autophagie im Beisein von LPS zu einer erhöhten pro-inflammatorischen 

Zytokinproduktion sowie zu einer erhöhten Mortalität führt. Eine pharmakologische 

Aktivierung der Autophagie konnte dies hingegen verhindern [20, 58]. Der Autophagie-

modulierende Effekt von DEX in der Milz könnte auch die Beobachtungen von Liu und 

Kollegen erklären. Die Autoren zeigten, dass eine präventive DEX-Gabe in einem LPS-

induzierten Sepsismodell in Mäusen die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen 

in der Milz verhinderte [59]. Der Autophagie-induzierende Effekt von DEX wurde auch in 

anderen Organen beobachtet. Dabei erhöhte DEX die Autophagie in der Niere [60] sowie 

im Herzen [61] und inhibierte die Autophagie in der Lunge [43].  

 

Neben der Autophagie spielt auch die Apoptose von Immunzellen eine bedeutende Rolle, 

da eine erhöhte Apoptoserate in Immunzellen ein Kennzeichen der Sepsis und einer 

fehlgeleiteten Immunreaktion ist [62]. Daher ist eine Prävention dieses Geschehens eine 

wichtige therapeutische Option. Unsere Ergebnisse zeigten, dass LPS in der Milz zu einer 

signifikant erhöhten Expression des Apoptose-Markers cleaved PARP innerhalb der 

ersten 24 Stunden führt. Eine vorherige DEX-Gabe lies diesen Marker nicht signifikant 

ansteigen und konnte somit die PARP-Spaltung abschwächen. Zusätzlich zeigte die 

Promotionsarbeit, dass die LPS-induzierten Zelltodmechanismen vermutlich 

Mitochondrien-unabhängig waren, da keine Änderungen in der Freisetzung von 

Cytochrom C aus den Mitochondrien in das Zytosol detektiert wurden. Die anti-

apoptotischen Eigenschaften von DEX wurden auch in anderen Studien in der Milz [63] 

sowie in anderen Organen beobachtet [10, 64, 65]. Dieses Medikament bietet daher 

einen vielversprechenden Ansatz für die Organprotektion während inflammatorischer 

Ereignisse.  
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Da Autophagie und Apoptose in enger Beziehung zueinander stehen und sich 

gegenseitig inhibieren und induzieren, können Defekte in der Autophagie auch zum 

Zelltod führen [24]. Eine Akkumulation von SQSTM1/p62 beispielsweise wird oft bei 

Störungen der Autophagie beobachtet [12]. Auch in diesem Tiermodell wurde eine 

erhöhte SQSTM1/p62-Expression nach LPS-Injektion in der Milz gemessen und die 

SQSTM1/p62-Expression korrelierte mit der PARP-Spaltung nach 24 Stunden. Dies 

deutet darauf hin, dass Störungen im autophagischen Fluss mit einem verstärkten Zelltod 

in der Milz assoziiert sein könnten und dass DEX durch seine Autophagie-induzierenden 

Eigenschaften möglicherweise protektiv auf die Milz und regulierend auf dort ansässige 

Immunzellen wirken kann.  

 

2.4.2 Regulation durch miRNAs 

 

Maßgeblich verantwortlich für die posttranslationalen Modifikationen sind miRNAs. Diese 

kleinen regulatorische RNAs können die Proteinexpression verändern, indem sie die 

Translation inhibieren, zu einer Degradation der mRNA führen, oder aber die Translation 

aktivieren [26, 28]. Sowohl Autophagie, Apoptose als auch die Immunantwort können 

durch miRNAs moduliert werden [66, 67]. In dieser Arbeit wurde untersucht, inwiefern 

Autophagie-modulierende miRNAs durch LPS und DEX verändert werden und wie sich 

diese Veränderung auf die Proteinexpression auswirkt. Dazu wurde die Expression von 

sechs miRNAs (miR-21-5p, miR-27a-3p, miR-30a-5p, miR-34a-5p, miR-204-5p sowie 

miR-Let-7a-5p) untersucht. Dabei inhibieren miR-21-5p, miR-27a-3p, miR-30a-5p, miR-

34a-5p und miR-204-5p unterschiedliche Prozesse während der Autophagosombildung 

[68-77], wohingegen miR-Let-7a-5p die Autophagie verstärkt [78]. miR-21 inhibiert die 

Autophagie, indem es das mammalian Target of Rapamycin (mTOR) aktiviert, welches 

die Initiation der Autophagie inhibiert [68]. miR-27a-3p hingegen besitzt verschiedene 

autophagische Zielmoleküle, wie Forkhead-Box-Protein O3 (FoxO3a) [69], Autophagy-

related 7 (ATG7) [70] und PTEN-induced kinase 1 (PINK1) [71], die durch diese miRNA 

inhibiert werden. Auch miR-30a und miR-204 können die Autophagie an verschiedenen 

Stellen blockieren, da beide miRNAs sowohl die Initiation (Beclin-1) als auch den 

Elongationsprozess (ATG5, LC3) der Autophagie unterdrücken [75, 76]. miR-34a inhibiert 

Autophagy-related 9 (ATG9), ein wichtiges Transmembranprotein der Autophagie [72, 

73]. Im Gegensatz dazu wurde bei einer Überexpression von miR-Let-7a ein Anstieg der 

Autophagie beobachtet [78]. 



Manteltext 

40 
 

 

Unsere Analysen der miRNA-Ebene zeigten, a) dass LPS in jedem Gewebe die 

Expression eines bestimmten Sets an miRNAs veränderte, b) dass DEX die LPS-

induzierten miRNA-Veränderungen in der Milz und im Hippocampus verhindern bzw. 

abschwächen konnte, dies jedoch nicht im Cortex möglich war und c) dass die 

Änderungen der miRNA-Expression durch LPS und DEX in keinem Zusammenhang mit 

den jeweiligen Änderungen von Proteinen des Autophagie-Signalwegs standen.  

 

Neben den Funktionen innerhalb der Autophagie, wurden die hier untersuchten miRNAs 

auch im Zusammenhang mit der Inflammation beschrieben. Dabei werden miR-21,  

miR-27a, miR-34a und miR-Let-7a anti-inflammatorische Eigenschaften [27, 66, 79, 80] 

und miR-30a sowie miR-204 pro-inflammatorische/-apoptotische Eigenschaften 

zugeschrieben [74, 77]. miR-21 ist ein essentieller Modulator der Inflammation, da es in 

aktivierten Immunzellen hochreguliert wird, um die Inflammationsreaktion zu beenden 

[79]; miR-27a kann die Expression von Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) verhindern und damit 

die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen inhibieren [81]. Auch miR-34a 

reduziert verschiedene pro-inflammatorische Zytokine und grenzt die pro-

inflammatorische Immunantwort ein, indem es an Notch1 bindet [80]; miR-Let-7a stellt 

einen negativen Rückkopplungsmechanismus zur Eindämmung der Entzündung bereit 

[66]. Im Gegensatz dazu haben Studien gezeigt, dass eine Überexpression von miR-30a 

in Mikroglia-Zellen zu einer Erhöhung pro-inflammatorischer Marker sowie zu einer 

Reduktion anti-inflammatorischer Marker führte [82] und dass eine Inhibierung von miR-

204 deutlich das Caspase-3-Level in einem Modell für Rückenmarksverletzungen in der 

Ratte verringerte [77]. 

 

In der Milz reduzierte LPS hauptsächlich die Expression der anti-inflammatorischen 

miRNAs miR-21-5p, miR-34a-5p und miR-Let-7a-5p, die eine vorherige DEX-Gabe 

hingegen abschwächen bzw. sogar verhindern konnte. Die Ergebnisse deuten daher 

darauf hin, dass DEX das Abklingen der Inflammation durch die Modulation anti-

inflammatorischer miRNAs in der Milz beschleunigen kann. Da diese miRNAs auch 

negativ mit der Expression von cleaved PARP korrelierten, suggerieren die Ergebnisse, 

dass diese miRNAs die Milz auch vor Apoptose geschützt haben könnten. Im Gehirn 

hingegen verdeutlichten die miRNA-Analysen, dass LPS je nach Gehirnareal sehr 

unterschiedliche Einflüsse auf die miRNA-Expression hatte. Während LPS im 
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Hippocampus sowohl anti-inflammatorische miRNAs reduzierte als auch pro-

inflammatorischer miRNAs erhöhte, führte LPS im Cortex hauptsächlich zu einer 

Reduktion der miRNA-Expression – unabhängig davon, ob diese anti- oder pro-

inflammatorischer Natur waren. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die LPS-

induzierten Veränderungen der miRNA-Expression im Hippocampus schädlicher als im 

Cortex waren, dass aber eine Prävention mit DEX diese LPS-vermittelten Veränderungen 

im Hippocampus auch abschwächen bzw. verhindern konnte, wohingegen dies im Cortex 

nicht möglich war.  

 

Zusätzlich zur alleinigen LPS-Injektion, veränderte auch die alleinige Gabe von DEX 

sowie von DEX in Kombination mit LPS die Expression aller gemessenen miRNAs in der 

Milz und im Gehirn. Dabei war der Einfluss von DEX auf die miRNA-Expression bis zu 

7 Tage nach der Verabreichung sichtbar, was verdeutlicht, dass DEX eine 

langanhaltende, nachhaltige Wirkung hatte, die über den alleinigen Effekt des 

Medikaments hinausging. Denn mit einer Halbwertszeit von ca. 2 Stunden wird DEX 

relativ schnell metabolisiert [83]. Außerdem war der Einfluss von DEX auf die miRNA-

Expression im Gegensatz zu LPS nicht primär repressiv, sondern führte oftmals und 

dabei vor allem in Kombination mit LPS auch zu einem Anstieg vieler miRNAs nach 

7 Tagen. Dieser späte DEX-induzierte Anstieg der miRNAs könnte auch ein Indikator für 

die anti-inflammatorischen Eigenschaften von DEX sein. Eine Studie von Silva und 

Kollegen zeigte, dass die Expression vieler miRNAs nach einer Verletzung anfänglich 

runterreguliert, jedoch während der Resolution der Inflammation wieder hoch reguliert 

wird [84]. Der Anstieg der miRNA-Expression in der DEX+LPS-Gruppe deutet darauf hin, 

dass DEX das Abklingen der Entzündung durch die Hochregulation entsprechender 

miRNAs fördern könnte. Allerdings wurden nicht nur anti-inflammatorische miRNAs 

sondern auch pro-inflammatorische miRNAs hochreguliert. Zudem zeigte die alleinige 

DEX-Gabe vor allem im Hippocampus oft eine Reduktion der miRNAs nach 7 Tagen, was 

darauf hindeutet, dass DEX in Abwesenheit eines Schadens auch negative Effekte haben 

könnte. Ferner wurden vor allem im Gehirn durch die DEX- oder DEX+LPS-Gabe 

gewisse Expressionsmuster beobachtet, die suggerieren, dass DEX im Gehirn Faktoren 

beeinflusst hat, die allen gemessenen miRNA gemeinsam vorgelagert waren.  

 

Der Einfluss von DEX auf die in dieser Arbeit untersuchten miRNAs ist bis dato noch 

kaum erforscht und vorhandene Studien konzentrierten sich hauptsächlich auf das 
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Nervensystem, nicht aber auf die Milz. Dabei zeigten sie aber ähnliche Ergebnisse wie 

diese Arbeit – nämlich, dass DEX die Expression anti-inflammatorischer miRNAs, wie 

miR-27a-3p [85] oder miR-Let-7a [86] hochregulieren kann. Zudem gibt es auch 

Ergebnisse zu miR34a, die eine verminderte Expression im Hippocampus [87] sowie eine 

erhöhte Expression im Rückenmark durch DEX zeigten [88], was die gewebespezifische 

Funktion und Expression verschiedener miRNAs betont. Ausblickend bleibt zu sagen, 

dass die Regulation von miRNAs durch DEX sehr komplex ist und die Forschung auf 

diesem Gebiet noch am Anfang steht. Eine detailliertere Erforschung der Wirkungsweise 

von DEX könnte zum Verständnis der Zusammenhänge von Autophagie, Apoptose und 

miRNAs im Rahmen einer Entzündungsreaktion beitragen.  

 

2.4.3 Cholinerges System 

 

Neben dem Einfluss von DEX auf das Autophagie- und Inflammationsgeschehen wurde 

in dieser Arbeit auch der Einfluss auf das cholinerge System untersucht, um 

Informationen über eine mögliche Beteiligung des cholinergen anti-inflammatorischen 

Reflexes zu gewinnen. Dieser Signalweg spielt eine essenzielle Rolle bei der 

Eindämmung von Entzündungsreaktion, wobei der α7nAChR dabei eine tragende Rolle 

einnimmt, da eine Aktivierung des α7nAChR die Produktion pro-inflammatorischer 

Zytokine hemmt [30, 31]. Im Gegensatz zu anderen Studien beeinflussten aber weder 

LPS noch DEX die Expression des α7nAChR [89, 90]. In diesen Studien wurde für DEX 

ein induzierender Effekt auf die α7nAChR-Expression gezeigt, wohingegen der Schaden 

selbst (z.B. LPS, Cecal Ligation Puncture (CLP) oder Spinal Cord Injury (SCI)) in diesen 

Modellen zu unterschiedlichen Ergebnissen führte. Es wurden sowohl erhöhende [90] als 

auch reduzierende Effekte auf die α7nAChR-Expression beobachtet [91, 92]. Diese 

gegensätzlichen Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Rolle des α7nAChR noch 

genauer im Zusammenhang mit inflammatorischen Reizen erforscht werden muss.  

Im Gegensatz zu α7nAChR konnten sowohl LPS als auch DEX die ACh-Expression 

gleichermaßen modifizieren. Hingegen wurde die AChE-Aktivität vornehmlich durch DEX 

beeinflusst. Dabei zeigte DEX je nach Gewebe einen unterschiedlichen Einfluss auf die 

AChE-Aktivität. In der Milz und im Hippocampus erhöhte DEX die AChE-Aktivität, im 

Cortex jedoch reduzierte DEX die AChE-Aktivität. Der AChE-aktivierende Effekt von DEX 

war besonders in der Milz nach 24 Stunden deutlich zu beobachten. Dies spiegelte sich 

auch in der Korrelationsanalyse zwischen AChE und ACh wider, da nach 24 Stunden 
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keine Korrelation zwischen der AChE-Aktivität und der ACh-Expression festgestellt wurde 

und damit Hinweise darauf gibt, dass die erhöhte AChE-Aktivität vermutlich nicht mit einer 

reduzierten ACh-Expression einherging. Diese Beobachtung steht im vermeintlichen 

Widerspruch zu den Ergebnissen der Autophagie- und Apoptose-Ebene, da ein Anstieg 

des ACh-spaltenden Enzyms AChE oft als schädlich interpretiert wird [91]. Dem 

entgegenzuhalten ist aber, dass dieses Enzym abgesehen von der ACh-Hydrolyse, auch 

andere Funktionen außerhalb des cholinergen Systems besitzt [93]. So spielt AChE eine 

wichtige Rolle bei der Bildung von Neuriten, der Entwicklung der neuromuskulären 

Endplatte und innerhalb der Hämatopoese, wo es das Wachstum von Erythrozyten und 

Thrombozyten reguliert [93]. Klinische Studien haben zudem gezeigt, dass niedrige 

Cholinesterase-Spiegel im Serum von Brandopfern vorliegen, welche zum Teil mit einer 

erhöhten Mortalität einhergehen [94] und dass präoperativ niedrige Cholinesterase-

Spiegel mit einem erhöhten POD-Risiko assoziiert sind [95]. In Anbetracht der Apoptose-

abschwächenden und Autophagie-unterstützenden Wirkung von DEX könnten diese 

Ergebnisse einen Anhaltspunkt dafür geben, dass die erhöhte AChE-Aktivität in der Milz 

eventuell einen protektiven Effekt hatte.  

 

2.4.4 Limitationen 

 

Obwohl die hier untersuchten miRNAs in der Literatur vielfach als Autophagie-

modifizierend beschrieben wurden, konnte in dieser Arbeit kein direkter Zusammenhang 

zwischen den untersuchten miRNAs und der Autophagie gefunden werden. Allerdings 

sind die posttranslationalen Modifikationen durch miRNAs ein sehr komplexer Prozess. 

Eine spezifische miRNA kann bis zu 100 verschiedene Ziel-mRNAs haben und 

umgekehrt [96]. Zudem sollte der Einfluss von miRNAs auch eher als eine Form der 

Feinregulierung der Proteinexpression betrachtet werden [97], dessen Einfluss auf die 

Proteinexpression abhängig vom Level der miRNA und Ziel-mRNA in einem bestimmten 

Gewebe ist [98] und sollte daher nicht als reiner Schalter der Genexpression interpretiert 

werden.  

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit der Effekt von DEX auf den gesamten Cortex und 

Hippocampus sowie die gesamte Milz anstatt auf bestimmte (Immun)-zelltypen 

untersucht, weshalb es schwierig ist, Aussagen über den Effekt von DEX auf die 

einzelnen Zelltypen zu treffen. Da die Effekte von DEX auf Autophagie, Apoptose und 

cholinergem anti-inflammatorischen Reflex am stärksten in der Milz beobachtet wurden, 
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sind weitere Studien nötig, um genauer zu untersuchen, welche Art von (Immun)-zellen 

durch DEX modifiziert werden können. Zudem aktivierte DEX in der Milz das Enzym 

AChE und dies wurde von anti-apoptotioschen und Autophagie-induzierenden Effekten 

begleitet. Daher sind weitere Studien auch nötig, um zu untersuchen, wie und wo DEX 

das Enzym AChE beeinflusst und welche Rolle dieses Enzym auch außerhalb des 

cholinergen Systems spielt. Hinweise bezüglich der Verteilung von AChE innerhalb der 

Milz geben die Ergebnisse von Hoover und Kollegen, welche gezeigt haben, dass AChE 

während einer Sepsis hauptsächlich in Zellen der roten Pulpa gefunden wurde und somit 

nicht auf Leukozyten, sondern auf myeloiden Zellen lokalisiert ist [91]. 

Zusätzlich sollten zukünftige Studien auch weitere Untersuchungszeitpunkte enthalten, 

um eventuelle Veränderungen besser detektieren zu können. Hier sind zum einen frühere 

Zeitpunkte interessant, um die bereits sehr früh eintretenden Effekte von LPS und DEX 

auf das Immunsystem zu beobachten [59, 99], aber zum anderen auch noch spätere 

Zeitpunkte wertvoll, um den Einfluss von DEX auf die miRNA-Expression, die in dieser 

Arbeit bis zu 7 Tage nach der DEX-Gabe zu messen war, noch weiter zu beobachten. 

Zudem zeigten andere Studien, dass Expressionsänderungen des α7nACh-Rezeptors in 

der Milz nach 8 Stunden [91] und im Gehirn nach 3 Tagen gemessen wurden [92], was 

bedeuten könnte, dass in dieser Studie eine eventuelle Expressionsänderung des 

α7nAChR nicht zum richtigen Zeitpunkt detektiert wurde. 

 

2.4.5 Zusammenfassung und Ausblick 

 

Die Ergebnisse dieser Promotionsarbeit haben gezeigt, dass der α2-AR-Agonist DEX in 

der Milz Störungen im autophagischen Fluss beheben sowie den Anstieg des Apoptose-

Markers cleaved PARP abschwächen kann. Hinsichtlich der zuvor beschriebenen anti-

inflammatorischen Wirkung von DEX, weisen diese Ergebnisse auf die Autophagie als 

einen möglichen zugrundeliegenden Mechanismus hin. In Anbetracht der zentralen Rolle 

der Milz innerhalb des Immunsystems und der essenziellen Funktion der Autophagie 

innerhalb der Immunzellen, bietet die Reparatur der Autophagie in diesem Organ einen 

vielversprechenden Ansatz, um Entzündungen zu bekämpfen. Die primäre Funktion der 

Autophagie innerhalb des Immunsystem ist es, eine ausgewogene Immunantwort zu 

vermitteln, die einen maximalem Schutz vor der Infektion bietet und gleichzeitig einen 

minimalen Schaden für den Wirtsorganismus bedeutet [100]. So zeigten andere Arbeiten 

beispielsweise, dass ein therapeutischer Anstieg der Autophagie zu einem verbesserten 
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Überleben von Sepsis-erkrankten Mäusen führt, indem es die Produktion löslicher 

Inflammationsmediatoren inhibiert [100]. Die Autophagie-induzierende Wirkung von DEX 

stellt daher einen interessanten, neuen therapeutischen Ansatzpunkt dar, der in 

zukünftigen Studien noch genauer erforscht werden sollte, um zu analysieren, wie dieses 

Medikament die Autophagie anregt.  

Zudem führte DEX zu einer nachhaltigen Modulation verschiedener miRNAs, die mit der 

Immunantwort und der Autophagie assoziiert sind. Dabei ist vor allem die Wirkung von 

DEX auf die miRNAs in der Milz und im Hippocampus zu betonen, da DEX in der Milz die 

Reduktion wichtiger anti-inflammatorischer miRNAs abschwächen bzw. verhindern und 

im Hippocampus zusätzlich die Erhöhung pro-inflammatorischer miRNAs hemmen 

konnte. Da der Einfluss von DEX auf die in dieser Arbeit untersuchten miRNAs bis dato 

kaum erforscht ist und sich die vorhandenen Studien hauptsächlich auf das 

Nervensystem, aber nicht auf die Milz konzentrierten, sind zukünftig weitere Studien zum 

Effekt von DEX auf diesen posttranskriptionalen Regulationsmechanismus nötig. Diese 

Arbeit und vorangegangene Studien geben aber erste Hinweise darauf, dass die anti-

inflammatorische Wirkung von DEX vermutlich auch über miRNAs vermittelt wird.  

Zusätzlich zeigte die Arbeit, dass DEX auch auf Moleküle des cholinergen Systems in der 

Milz und im Gehirn einwirkte, wobei hier besonders die aktivierende Wirkung von DEX 

auf das Enzym AChE in der Milz auffällig war. Obwohl ein Anstieg dieses Enzyms durch 

die ACh-hydrolisierende Funktion eher negativ assoziiert ist, geben die Ergebnisse dieser 

Arbeit keinen Hinweis darauf, dass ein DEX-induzierter Anstieg der AChE-Aktivität 

negative Konsequenzen hatte, da durch DEX zum gleichen Zeitpunkt auch pro-

inflammatorische Marker im Gehirn reduziert [44] und in der Milz der autophagische Fluss 

repariert sowie die PARP-Spaltung abgeschwächt wurde. In Zukunft sollte daher die 

genaue Funktion und Lokalisation einer erhöhten AChE-Aktivität in der Milz untersucht 

werden, um so den Einfluss von DEX auf dieses Enzym besser bewerten zu können.  

 

Zusammenfassend verdeutlicht diese Arbeit, dass DEX die protektive Wirkung über 

verschiedene Signalwege und Regulationsmechanismen vermittelt. Durch die 

vorliegende Arbeit konnten neue potenzielle Wirkmechanismen von DEX identifiziert, 

sowie neue Ansatzpunkte für zukünftige Forschungsvorhaben zu den DEX-induzierten 

Schutzmechanismen geschaffen werden. 
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