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Zusammenfassung

Trotz groBBer Fortschritte in der Intensivmedizin stellen die Sepsis und der septische Schock,
mit daraus resultierendem Multiorganversagen (MOF), weiterhin ein grofles Problem mit
enorm hoher Letalitdit der Patienten dar. Als eine wichtige Ursache des septischen
Multiorganversagens werden eine Stérung, sowohl der mitochondrialen Funktionen als auch
der Mikrozirkulation, insbesondere im Gastrointestinaltrakt und der Leber, vermutet. In diesem

Zusammenhang konnte der Einsatz von Statinen und Fibraten vielversprechend sein.

Um zu untersuchen, ob Gemfibrozil und Pravastatin die mitochondriale Funktion im Colon und
in der Leber beeinflussen, wurden Gewebehomogenate aus Colon und Leber von gesunden
Ratten mit verschiedenen Dosierungen dieser Medikamente inkubiert. Die mitochondriale

Funktion wurde anschlieend mittels Respirometrie beurteilt.

In diesen Experimenten storte Gemfibrozil die hepatische ATP-Synthese durch Entkoppelung
der Atmungskette. Pravastatin zeigte einen dhnlichen Effekt auf die ATP-Synthese, bewirkte
aber keine Entkoppelung. Gemfibrozil senkte auBlerdem die Effizienz der oxidativen

Phosphorylierung.

Im Colon dagegen bewirkten beide Medikamente eher positive Effekte. Trotz Hemmung der
Atmungskette kam es zu einer Stabilisierung des mitochondrialen Membranpotenzials. Zudem

steigerten Gemfibrozil und Pravastatin die Effizienz der oxidativen Phosphorylierung.

Diesen Ergebnissen zufolge beeinflussen Gemfibrozil und Pravastatin die mitochondriale
Funktion im Colon und in der Leber auf unterschiedliche Weise. Ob dies tatséchlich einen
positiven Einfluss auf das Outcome einer Sepsis haben konnte, muss durch Folgeversuche

geklart werden.
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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Sepsis

Per definitionem spricht man von einer Sepsis, wenn es durch eine inaddquate Immunantwort
auf eine Infektion, zur Stdrung einer oder mehrerer Organfunktionen kommt.! Durch eine
systemische Aktivierung des Immunsystems werden exzessiv Entziindungsmediatoren

freigesetzt, welche durch Stérung der kardiovaskuliren Funktion,?

Ausbildung von
Gewebeddemen® und einer massiven Aktivierung der Gerinnung,® zu systemischen Perfusions-
und Diffusionsstorungen fithren. Des Weiteren werden Storungen der zelluldren
Sauerstoffverwertung als fiihrender Pathomechanismus in Betracht gezogen.* Es kommt
folglich zu Endorganschiden und nicht selten zum Multiorganversagen (MOF).? Im Jahr 2013
wurden in Deutschland 279.530 Sepsisfille dokumentiert.® Die Sterblichkeitsrate betrug dabei
24,3%.% Somit gilt die Sepsis nach kardiovaskuldren und neoplastischen Erkrankungen als
dritthdufigste Todesursache in Deutschland.® Wird eine Sepsis iiberlebt, so sind die
Langzeitfolgen meist gravierend fiir das weitere gesundheitliche und soziale Leben. Hiufige
Folgen einer iiberlebten Sepsis sind kognitive Storungen,”® critical illness myopathy (CIM)’
und critical illness neuropathy (CIP). Oft kénnen Patienten nur schwerstpflegebediirftig
entlassen werden und kehren letztendlich aufgrund von dauerhaft geschiadigten Organsystemen
und einem kompromittierten Immunsystem (Persistent Inflammation and Immunosuppression
Syndrom; PICS) zuriick auf die Intensivstation.® Viele Patienten entwickeln, aufgrund des
Erlebten, posttraumatische Belastungsstorungen (PTBS) und Depressionen.’ Insbesondere
Neugeborene und Menschen in hohen Lebensaltern sind gefahrdet, eine Sepsis zu entwickeln,
da ihr Immunsystem deutlich schwiicher ausgebildet ist.° Hinzu kommt, dass mit dem
Fortschritt der Medizin auch invasive Mallnahmen zunehmend auf diese extremen
Altersgruppen  ausgeweitet werden. Septische Komplikationen werden dadurch
wahrscheinlicher.® Weil es inzwischen immer mehr invasive und immunmodulatorische
Mafnahmen gibt, wird die Immunkompetenz der Patienten zunehmend auch nosokomial
geschwicht. Vor allem Intensivpatienten weisen ein erhohtes Risiko auf, eine Sepsis
auszubilden.!” Des Weiteren ist es durch eine sicherere Sepsis-Definition und ein erhohtes
Bewusstsein unter medizinischem Personal zu einer verstirkten Kodierung und damit

statistischen Erfassung von Sepsisfillen gekommen.'!

Trotz immer neuer Fortschritte in der Intensivmedizin ist die Sterblichkeitsrate der Sepsis
nahezu unverindert. Starben im Jahre 2007 27% der hospitalisierten Sepsis-Patienten, so

betrug die Krankenhausmortalitit im Jahr 2013 immer noch 24,3%.6
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1 Einleitung

Wegen der intensiven, medizinischen Bediirftigkeit von Sepsis-Patienten, sowohl stationir als
auch nachfolgend ambulant, kam es im Jahre 2013 zu Kosten um die 7,7 Milliarden Euro fiir
das deutsche Gesundheitssystem.® Darin sind noch nicht die Kosten fiir eine mdgliche
Erwerbsunfahigkeit enthalten. Das Krankheitsbild Sepsis bedeutet dementsprechend nicht nur
schweres individuelles Leid fiir den Patienten, sondern erzeugt enorme soziodkonomische
Kosten fiir das deutsche Gesundheitssystem. Die Entwicklung von neuen Priventions-,
Fritherkennungs- und TherapiemaBBnahmen ist somit sowohl fiir den einzelnen Patienten als

auch fur die Gesellschaft erstrebenswert.

1.2 Die Rolle der Mitochondrien bei einer Sepsis

Trotz jahrelanger, intensiver Forschung ist die Pathophysiologie der Sepsis weiterhin nicht
vollstindig geklirt.!> Seit einiger Zeit wird vermutet, dass die Mitochondrien eine wichtige
Rolle bei der Entstehung von Sepsis, septischem Schock und MOF innehaben.!'*!* Vermutet
wird, dass eine Storung der Mikrozirkulation zu einer Beeintrichtigung der mitochondrialen
Funktion (Microcirculatory and mitochondrial distress syndrome; MMDS) und damit zu
Gewebeschiden fiihrt.!> Eine weitere Theorie geht davon aus, dass nicht eine beeintrichtigte
Mikrozirkulation verantwortlich fiir die Organschiddigung ist, sondern vielmehr ein gestorter
Sauerstoffverbrauch durch die Zellen.* Dieses Phinomen wird als zytopathische Hypoxie
bezeichnet.* Gestiitzt wird letztere Theorie dadurch, dass der Sauerstoffpartialdruck (pO.) im
Gewebe von septischen Tieren und Patienten normal oder sogar hoher ist, als bei gesunden

Individuen.'6!”

Bisher ist es noch nicht gelungen, die Rolle der Mitochondrien sicher in die zelluldre und

molekulare Pathophysiologie der Sepsis einzuordnen.

Dazu publizierte Ergebnisse sind groBtenteils kontrovers.'* Einerseits wurde ein verstirkter
mitochondrialer Sauerstoffverbrauch in aus septischen Ratten isolierten Mitochondrien
beobachtet,'®!° andererseits wurde auch ein verminderter mitochondrialer Sauerstoffverbrauch

beschrieben.?%%

Die Auswirkungen einer Sepsis auf die mitochondriale Funktion scheinen abhédngig von der
untersuchten Spezies zu sein. Wiéhrend die meisten Veranderungen der mitochondrialen
Funktion an Nagetieren beobachtet wurden, konnten Untersuchungen an septischen Schweinen
nur geringe Verinderungen der mitochondrialen Funktion nachweisen?*?*. Untersuchungen an
Menschen mit einer Sepsis sind aus ethischen Griinden natiirlich nur bedingt durchfiihrbar und

auf Muskel- oder Blutzellen beschrinkt. Dabei wurden vor allem Verdnderungen der
2



1 Einleitung

mitochondrialen Funktion bei Patienten gefunden, die an einem septischen Schock verstorben
sind.?67
Teilweise wurde, anstatt einer Verschlechterung der mitochondrialen Funktion, eine

Verminderung der Mitochondriendichte als méglicher Pathomechanismus beschrieben.?®?

1.3% in Herzmuskelzellen der Ratte nachweisen, dass es im

Passend dazu konnten Zeng et a
Rahmen einer Sepsis zu einer Hochregulation der Caspase 3, einem Schliisselenzym der

mitochondrialen Apoptose, kommt.

Des Weiteren scheint die mitochondriale Funktion abhédngig vom Untersuchungszeitpunkt

wihrend einer Sepsis zu sein. So konnten Singer et al.’!

zeigen, dass sich die mitochondriale
Funktion im Verlauf der Erkrankung verdndert. Initial kommt es zu einer Verbesserung der
mitochondrialen Funktion. In spéteren Krankheitsstadien nimmt die mitochondriale Funktion
ab. Auch Herminghaus et al.’> konnten im Jahre 2019 an Lebermitochondrien der Ratte
beobachten, dass die mitochondriale Funktion sich im Verlauf einer Sepsis dndert. So kam es
in den ersten 48 Stunden nach abdomineller Infektion zu einer Zunahme und nach 72 Stunden
zu einer Abnahme der mitochondrialen Aktivitit. Nach 96 Stunden erholte sich die

mitochondriale Funktion. Mitochondrien des Colons schienen dagegen nicht beeinflusst zu

werden.

Wie dadurch schon angedeutet wird, scheint neben der untersuchten Spezies und dem Zeitpunkt
der Untersuchung, auch der Ursprung des untersuchten Gewebes eine wichtige Rolle zu spielen.
In Skelettmuskelzellen, Herzmuskelzellen und Zellen des Diaphragmas von septischen

Nagetieren wurde eine Verminderung der mitochondrialen Funktion beobachtet.'*

Dagegen
kam es in Leberzellen zu einer Verbesserung der mitochondrialen Funktion.'* Eine genaue
Ursache fiir die Verdnderung der mitochondrialen Funktion ist bisher noch nicht bekannt.
Durch exzessive Freisetzung von Stresshormonen bei septischen Patienten, wurden
biochemische Verdnderungen wie verstirkter Energieverbrauch, Proteinkatabolismus,

t,33 diese konnten aber nicht als

gesteigerte Lipolyse und vermehrte Gluconeogenese beobachte
Ausldser identifiziert werden. Grip et al.'? untersuchten im Jahre 2016, ob die mitochondriale
Funktion, in Skelettmuskelfasern der Ratte, durch Inkubation mit dem Blutplasma von
septischen Patienten, beeintrdchtigt wird. Es sollte gepriift werden, ob ein im Blut
zirkulierender Faktor die mitochondriale Funktion verdndert. Dabei konnte keine

Beeinflussung der mitochondrialen Funktion beobachtet werden.

Es bleibt also weiterhin unklar, welche genaue Rolle die Mitochondrien bei der

Pathophysiologie der Sepsis und dem septischen MOF {ibernehmen.

3



1 Einleitung

1.3 Beeinflussung des Sepsis-Outcome durch Fibrate und Statine

Auf der Suche nach moglichen Therapieoptionen der Sepsis wurden auch immer wieder
Cholesterinsenker wie Fibrate und Statine untersucht, da man beobachtet hatte, dass diese
zahlreiche pleiotrope Effekte, wie eine Beeinflussung der mitochondrialen Funktion, der
immunologischen Antwort, sowie des Outcomes in verschiedenen Sepsismodellen entfalten.
Basierend auf der Annahme, dass eine mitochondriale Fehlfunktion einen wichtigen Bestandteil
in der Pathophysiologie der Sepsis darstellt, wurden zahlreiche Studien zum Einsatz von
Fibraten und Statinen bei Sepsis durchgefiihrt. Dabei konnte mehrfach eine Verbesserung des
Outcomes beobachtet werden. Merx et al.** konnten beispielsweise zeigen, dass Miuse, die vor
Sepsis-Induktion mit Simvastatin behandelt wurden, eine viermal hohere Uberlebensrate haben,
als unbehandelte Miause. Des Weiteren wurde beobachtet, dass mit Statinen behandelte
Patienten seltener eine Sepsis entwickeln®®>, wahrscheinlich seltener Sepsis-bedingt
intensivpflichtig werden®® und im Falle einer Sepsis eine erniedrigte Mortalititsrate
aufweisen.’” Morel et al.*® zeigten im Jahr 2017, dass Statine die mitochondriale Funktion in
Muskelzellen vor septischen Schidden schiitzen konnen. Eine Verbesserung des Outcomes
wurde nur erreicht, wenn Statine bereits vor Sepsis-Induktion verabreicht wurden. Dagegen
zeigte eine Studie aus dem Jahr 2017, von Paricahua et al,*° keinen Uberlebensvorteil fiir
Patienten, die bereits vor Beginn der Sepsis Statine einnahmen. Aufgrund der zum Teil
kontroversen Ergebnisse bedarf es sicherlich weiteren Untersuchungen, um eine definitive
Entscheidung iiber den Nutzen von Statinen als Adjuvanzien in der Sepsistherapie zu fallen.
Auch im Falle der Fibrate konnte ein positiver Einfluss auf das Outcome einer Sepsis
beobachtet werden. Durch Budd et al.* konnte gezeigt werden, dass Miuse nach Infektion mit
Influenza-Viren oder LPS-Injektion, eine signifikant niedrigere Letalitdt aufweisen, wenn sie
mit Gemfibrozil behandelt werden. Eine Vorbehandlung von Ratten mit Gemfibrozil
verminderte in der Arbeit von Camara-Lemarroy et al.*! die Freisetzung von TNFa, IL-1 und
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), den Gewebeschaden und den oxidativen Stress bei einer

abdominellen Sepsis.

Wie diese Cholesterinsenker das Outcome einer Sepsis genau beeinflussen ist nicht sicher
geklirt. Eine mogliche Ursache ist die antiinflammatorische Wirkung***! dieser Substanzen.
Denkbar wire auch eine positive Beeinflussung der mitochondrialen Funktion, wodurch
eventuell eine Schadigung der Organe durch das MMDS oder eine zytopathische Hypoxie

verhindert werden konnte.
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1.4 Auswirkung von Fibraten und Statinen auf die Mitochondrienfunktion

Wie sich Fibrate und Statine auf die mitochondriale Funktion auswirken, ist bisher
unvollstindig untersucht und die vorhandenen Ergebnisse sind groBtenteils widerspriichlich.
Fiir beide Medikamentengruppen gibt es Hinweise auf eine inhibitorische Wirkung. So konnten
Mullen et al.** an Skelettmuskelzellen aus Miusen zeigen, dass 10 uM Simvastatin, in vitro,
das mitochondriale Membranpotenzial storen. Des Weiteren zeigten sie, dass auch der
mitochondriale Sauerstoffverbrauch durch Zugabe von 10 uM Simvastatin signifikant reduziert

1.9 fanden heraus, dass Cerivastatin in Skelettmuskelzellen der Ratte die

wird. Kaufmann et a
Atmungskette von der ATP-Synthase entkoppelt. Auch konnten sie nachweisen, dass
verschiedene Statine die mitochondriale Integritdit herabsetzen, wodurch es zur
Mitochondrienschwellung, Cytochrom C Freisetzung und Apoptose kommt. Insgesamt scheint
die Toxizitdt von lipophilen Statinen (z.B. Simvastatin) deutlich héher zu sein, als die von
hydrophilen Statinen (z.B. Pravastatin).*® Diese Beobachtung wurde durch Godoy et al.
ebenfalls bestititgt.**

Positive Effekte wurden dagegen von Bouitbir et. al* an Herzmuskelzellen beoachtet. Sie
fanden heraus, dass Statine zu einem leichten Anstieg der Menge an ROS fiihren konnen. In
geringer Konzentration stimulieren mitochondriale ROS die mitochondriale Biogenese. Dies

4648 Auferdem konnten Bouitbir et. al*® eine

wird als Mitohormesis bezeichne
Mengenzunahme der mtDNA in Herzmuskelzellen nachweisen.

Fiir Fibrate konnten ebenfalls negative und positive Auswirkungen présentiert werden.
Brunmair et al.* fanden heraus, dass Fenofibrat und Clofibrat in der Lage sind, die Aktivitit
der NADH-Dehydrogenase, aus homogenisierten Skelettmuskelzellen der Ratte, herabzusetzen
und den mitochondrialen Sauerstoffverbrauch zu reduzieren. Fenofibrat schien auflerdem die
ATP-Synthese zu storen.*’ Einige Fibrate depolarisieren, in isolierten Leber-Mitochondrien der
Ratte, nachweislich das mitochondriale Membranpotenzial.50 Wy-14,643 zéhlt, wie die
therapeutisch angewandten Fibrate, zu den PPARa-Agonisten. Fiir Wy-14,643 konnte an
Ratten nach in vivo Gabe gezeigt werden, dass es zu einer Entkopplung von Atmungskette und
ATP-Synthese in Herzmuskelzellen fiihrt.”!

Bezafibrat hemmt in Mikrogliazellen von P301S-Méusen die Bildung von Stickstoffmonoxid
(NO-), durch verminderte Expression der induzierbaren NO--Synthase (iNOS).>? iNOS wird
von Makrophagen und Mikrogliazellen genutzt, um zytotoxisches NO- zu produzieren, mit dem
Bakterien abgetotet werden. Bei einem septischen Schock kommt es durch massive NO--
Uberproduktion zur Vasodilatation und zur Hypotonie. NO- hemmt zudem die Cytochrom-C-
Oxidase und beeintriichtigt somit die mitochondriale Funktion.**-* GroBe Mengen NO- und

Hyperoxid-Anionen (O2") reagieren aulerdem zu Peroxinitrit-Anionen (ONOQO"), welche die
5
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mitochondrialen Komplexe I, II und V irreversibel inhibieren.’> Indem Fibrate dies

verhindern, konnten sie die mitochondriale Funktion schiitzen.
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2 Fragestellung

Die steigende Inzidenz, die trotz intensiver Forschung unveridndert hohe Mortalitit und die
gravierenden soziodkonomischen Folgen bedingen den dringenden Bedarf an neuen
Therapieansédtzen fiir die Sepsis. Nach aktueller Studienlage spielen Mitochondrien eine
wichtige Rolle in der Pathophysiologie der Sepsis. Verschiedene Untersuchungen lassen
positive Effekte von Fibraten und Statinen auf das Outcome einer Sepsis vermuten. Die
Wirkung von Fibraten und Statinen an den Mitochondrien ist bisher unklar. Bisher gibt es keine
Untersuchungen, wie sich Fibrate und Statine auf die mitochondriale Funktion im Colon
auswirken, obwohl gerade der Darm im Rahmen einer Sepsis eine wichtige Rolle zu spielen
scheint.’”%" Kommt es zur Schwiichung der intestinalen Mucosa-Barriere, so kdnnen enterale
Bakterien, bakterielle Toxine und andere Antigene in den Blutkreislauf, umliegende Gewebe
und das Lymphsystem eindringen (bakterielle Translokation).’! Auf diese Weise konnte eine
Sepsis entstehen.®! Denkbar wire auch, dass es auf dem Boden einer Sepsis zur Stérung der
Mikrozirkulation, mit daraus resultierender Schwichung der intestinalen Mucosa und
bakteriellen Translokation kommt.®? Die eindringenden Pathogene konnten auf diese Weise
eine weitere Immunantwort triggern und somit die schidliche Uberreaktion des Immunsystems

potenzieren.’> Sowohl Nazli et. al®® als auch Saxena et. al®

konnten zeigen, dass eine Stérung
der mitochondrialen Funktion zu einer verstirkten baktericllen Translokation fithren kann.
Daraus lasst sich ableiten, dass ein Schutz der intestinalen Mitochondrienfunktion und damit

der intestinalen Mucosa, die Schwere einer Sepsis reduzieren konnte.

Es gibt auch noch keine eindeutigen Ergebnisse, wie und ob sich Fibrate und Statine auf die
hepatische Mitochondrienfunktion auswirken. Da die Leber aber entscheidend an der
Produktion von Akute-Phase-Proteinen beteiligt ist, wére es denkbar, dass eine Modulation der
hepatischen Mitochondrienfunktion auch die Akute-Phase-Reaktion und damit den Verlauf
einer Sepsis beeinflusst. Es wurde beispielsweise gezeigt, dass die hepatische
Zytokinproduktion, zumindest teilweise, von der mitochondrialen Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies abhiingt.®> Selvaraj et al.®® beobachteten, dass die Hemmung der
mitochondrialen ROS-Produktion in hepatischen Kupffer-Zellen durch Ceriumoxid-

Nanopartikel zu einer verminderten Zytokinfreisetzung und Mortalitét fiihren.



2 Fragestellung

Ausgehend von diesen Uberlegungen ergeben sich folgende Fragestellungen:

1. Beeinflussen Pravastatin und Gemfibrozil die mitochondriale Funktion in Colon- und

Leberhomogenaten von gesunden Ratten?
2. Ist die Wirkung der beiden Substanzen dosis- und/ oder abhéngig?

3. Konnen aus der Wirkung auf die mitochondriale Funktion positive Effekte, auf das

Outcome einer Sepsis, hergeleitet werden?

3 Versuchstiere, Material und Methoden

Angaben zu den benutzten Substanzen und Geréten befinden sich im Anhang (s. S. V)

3.1 Versuchstiere

Colon und Leber wurden aus gesunden, ca. 2 Monate alten Wistar-Ratten (270 — 290 g)
gewonnen. Es handelte sich dabei lediglich um eine Organentnahme (internes AZ: 027/12), so
dass keine Genehmigung durch das Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
bendtigt wurde. Alle Tiere waren méannlich, um zyklische, hormonelle Schwankungen und
deren Einfliisse auf die Organfunktionen auszuschlieBen. Bis zum Tag der Organentnahme
lebten die Tiere in der Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf und

wurden mit Alleinfuttermittel fiir Ratten und Mduse - Haltung versorgt.

3.2 Organentnahme

Vor der Organentnahme wurden die Ratten mit einer intraperitonealen Injektion von 32 mg
Pentobarbital narkotisiert und erhielten 1000 I.E. Heparin-Natrium. Nach 5 Minuten wurde
untersucht, ob das Tier eine Areflexie bot und demnach tiefkomatos war. Bei Bedarf wurde in
8 mg Schritten Pentobarbital nachtitriert, bis die gewlinschte Narkosetiefe erreicht wurde. Das
tiefkomatose Tier wurde dann mittels Dekapitation getdtet. Bis zu diesem Moment erfolgte
jeglicher Umgang mit den Tieren, durch Mitglieder der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Dr. med.
Ragnar Huhn-Wientgen (internes AZ: O27/12). Ein Stiick Leber und das gesamte Colon wurden
entnommen. Die Leber wurde sofort in eiskalten Isolationspuffer (pH 7,15) gegeben, das Colon
wurde durch Ausstreichen, grob von Kot gereinigt, von anhdngendem Fettgewebe befreit und

ebenfalls in eiskalten Isolationspuffer gegeben.
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3.3 Gewebehomogenisierung

3.3.1 Leber

Von dem entnommenen Stiick Leber wurde 1 g, in einem zweiten Becherglas, mit eiskaltem
Isolationspuffer, abgewogen und mit einer Schere zerkleinert. Um das Lebergewebe von Blut
zu befreien, wurde der Puffer abgegossen. Diese Schritte wurden einmal wiederholt. Dann

wurden 10 ml Isolationspuffer zum Lebergewebe hinzugegeben. Das Lebergewebe wurde im
Anschluss mittels Potter-Elvehjem-Verfahren homogenisiert. Dabei wird, unter stindiger
Kiihlung des Gewebes, ein rotierender Teflonkolben (2000 U/min.) in einem eng anliegenden
(< 0,05mm) Glaszylinder (60 ml) fiinfmal auf und ab bewegt. Durch die dabei auftretenden
Scherkriafte werden die zelluldren Strukturen, in dem zu homogenisierenden Gewebe,
aufgeschlossen und die Zellorganellen werden freigesetzt. Dieses Verfahren gilt als besonders

schonend und ist deswegen gut geeignet, um Zellorganellen zu gewinnen.

3.3.2 Colon

Das gesamte entnommene Colon wurde in einem zweiten Becherglas mit eiskaltem
Isolationspuffer abgewogen. Auf einer mit kaltem Isolationspuffer gefiillten Petrischale wurde
das Colon dann mit einer Schere in der Langsachse aufgeschnitten. Riickstindiger Kot und die
Mucosa wurden, durch eine mit Isolationspuffer getrainkte Kompresse, abgerieben.
AnschlieBend wurde das Colon fiir 5 Minuten mit 7Trypsin-EDTA (0,05%) versetzt. Die Menge
Trypsin-EDTA in ml orientierte sich dabei an dem gemessenen Darmgewicht (Darmgewicht x
2). Trypsin ist eine Peptidase und spaltet die interzelluldren Adhdsionsmolekiile, so dass die
Zellen aus dem Zellverband herausgeldst werden. Nach Ablauf der 5 Minuten wurde das Colon
in ein Becherglas mit eiskaltem Isolationspuffer, mit erhéhtem BSA-Gehalt (Puffermenge in ml
= Darmgewicht in g x 4) und dem Protease-Inhibitor cOMPLETE (cOMPLETE in ml = ml
Pufter/100) gegeben, um zu verhindern, dass neben den extrazelluliren Proteinen auch
intrazelluldre Proteine zerstort werden. Im Anschluss wurde das Colon ebenfalls mit einer
Schere grob zerkleinert und nach dem oben beschriebenen Potter-Elvehjem-Verfahren
homogenisiert. Auch dieses Homogenat wurde mittels Kompresse filtriert und in einem 50 ml

Zentrifugenrohrchen auf Eis gelegt.
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3.4 Proteinbestimmung nach Lowry

3.4.1 Prinzip

Den bei der Respirometrie bestimmten Sauerstoffverbrauch normierten wir auf die
Gesamtproteinmenge in den Homogenaten. Zur Bestimmung der Gesamtproteinmenge nutzten
wir das Verfahren nach Lowry (H. Lowry, Washington University School of Medicine, St.
Louis, Missouri, USA, 1951). Grundlegend sind dabei zwei Reaktionen. Stoffe, die mindestens
2 Peptidbindungen haben, bilden in wissrig-alkalischer Losung, einen dunkel-violetten
Komplex mit zweiwertigen Kupferionen. Gibt man nun gelbes Folin-Ciocalteu-Reagenz
(Phosphomolybdat-Phosphowolframat) hinzu, so wird dieses durch den Kupfer-Peptid-
Komplex zu Molybdinblau reduziert. Gleichzeitig wird das zweiwertige Kupfer zu
einwertigem Kupfer reduziert. Es kommt zu einer intensiven Blaufdrbung, die photometrisch

bei A = 750 nm quantifiziert wird.

3.4.2 praktisches Vorgehen bei der Proteinbestimmung

Zundchst wurde Losung 1 hergestellt. Diese ist ein Gemisch aus drei verschiedenen

Reagenzien:
Reagenz A: 10 g Na>CO;3 werden in 500 ml 0,1 M NaOH gelost. Da es bei der Zugabe von

NaOH zu einer starken Warmefreisetzung kommt, muss dies auf Eis erfolgen.

Reagenz B: 2 g Kaliumnatrium-Tartrat-Tetrahydrat werden in 100 ml Aqua dest. gelost.

Reagenz C: 1 g Kupfersulfatpentahydrat wird in 100 ml Aqua dest. gelost.

Reagenz A, B und C wurden im Verhéltnis 100:1:1 gemischt.
Losung 2 ist ein 1:1 Gemisch aus Aqua dest. und Folin & Ciocalteu's phenol reagent.
Die Proteinkonzentration in den Homogenaten wurde gegen eine Standardreihe aus

Bovinem Serum Albumin (1mg/ml, pH 7,0) gemessen. Die Standardreihe setzte sich wie folgt

zusammen:
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KO: 0 png/ml BSA (Negativkontrolle)
K1: 62,4 ng/ml BSA

K2: 125 ng/ml BSA

K3: 250 pg/ml BSA

K4: 500 pg/ml BSA

KS5: 750 pg/ml BSA

Keé: 1000 pg/ml BSA (Positivkontrolle)

Colon- und Leberhomogenat wurden jeweils 1:100 verdiinnt.

Aus der Standardreihe, sowie aus den verdiinnten Homogenaten, wurden

100 pl in Mikroreaktionsgefdfle mit jeweils 500 pl Losung 1 tiberfiihrt und fiir 10 min. bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 50 pl Losung 2
dazugegeben und fiir mindestens weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurden jeweils zweimal 200 pl aus den Mikroreaktionsgefiaf3en auf eine 96-
Well-Platte verteilt. Bei einer Wellenldnge von A = 750 nm wurde in einem Microplate

Reader die Gesamtproteinkonzentration photometrisch bestimmt.

3.5 Respirometrie

3.5.1 oxidative Phosphorylierung

Die oxidative Phosphorylierung (OXPHOS) ist die Hauptaufgabe aller Mitochondrien, mit dem
Ziel, aus Adenosindiphosphat (ADP), Adenosintriphosphat (ATP) herzustellen (s. Abb. 1). ATP
ist der wichtigste Energiespeicher fiir alle biochemischen Vorgédnge in tierischen Zellen. Im
ersten Schritt der OXPHOS wird iiber vier Enzymkomplexe der Atmungskette ein
Protonengradient zwischen Mitochondrienmatrix und dem Raum zwischen innerer und &duf3erer
Mitochondrienmembran (intermembrandrer Raum, IMR) aufgebaut. Der
Hydridioneniibertriger Nicotinamidadenindinukleotid (NAD™), welcher in seiner reduzierten
Form (NADH/H") hauptsichlich im Citratzyklus generiert wird, dient der Atmungskette als
einer von zwei Elektronenlieferanten. Am Enzymkomplex I, der NADH-Dehydrogenase, wird
NADH/H" oxidiert. Die beiden freigesetzten Elektronen werden auf Ubichinon (Q) {ibertragen.
Ubichinon, ein lipophiles Keton, kann sich aufgrund seiner lipophilen Seitenkette in
Biomembranen, wie beispielsweise der inneren Mitochondrienmembran, bewegen. Durch die
Aufnahme der beiden Elektronen aus der NADH-Dehydrogenase wird Ubichinon (Q) zu

Ubichinol (QH2) reduziert. Die bei diesen Redoxreaktionen freiwerdende Energie wird dann

11



3 Versuchstiere, Material und Methoden

genutzt, um vier Protonen aus der Mitochondrienmatrix in den IMR zu transportieren. Eine
weitere Moglichkeit, Elektronen in die Atmungskette einflieBen zu lassen, entsteht durch das
zweite Reduktionsdquivalent Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD), welches in seiner reduzierten
Form, FADH>, ebenfalls im Citratzyklus gebildet wird. Zwei Elektronen des Succinats werden
auf die prosthetische Gruppe (FAD) der Succinat-Dehydrogenase (Enzymkomplex II)
iibertragen, welches so zu FADH; reduziert wird. Die Succinat-Dehydrogenase nutzt die
Elektronen, um Ubichinon zu Ubichinol zu reduzieren. Hierbei werden keine Protonen aus der
Mitochondrienmatrix in den IMR befordert. Am Enzymkomplex III, der Cytochrom-C-
Reduktase, wird Ubichinol wieder zu Ubichinon oxidiert, wihrend Cytochrom C reduziert
wird. Die bei diesen Redoxreaktionen freiwerdende Energie wird wieder genutzt, um weitere
vier Protonen aus der Mitochondrienmatrix in den IMR zu befordern. Cytochrom C dient als
Elektronentibertrager zwischen den Enzymkomplexen III und IV. Komplex IV, die Cytochrom-
C-Oxidase, ist das letzte Enzym der Atmungskette und der eigentliche Verbraucher des iiber
unsere Lungen aufgenommenen Sauerstoffs. Cytochrom C wird oxidiert. Die beiden
freigesetzten Elektronen werden genutzt, um ein Molekiil Sauerstoff mit vier Protonen aus der
Mitochondrienmatrix zu zwei Molekiilen Wasser zu reduzieren. Aullerdem werden durch die
Cytochrom-C-Oxidase = zwei  Protonen aus der Mitochondrienmatrix in den
Intermembrandrenraum transportiert. Aufgrund der Protoneniibertragung aus der
Mitochondrienmatrix in den IMR, entsteht an der inneren Mitochondrienmembran ein
elektrochemischer Gradient. Dieser Gradient wird von einem fiinften Enzymkomplex, der ATP-
Synthase, zur Umwandlung von ADP zu ATP genutzt. Es werden zwei Anteile der ATP-
Synthase unterschieden. Die innere Mitochondrienmembran wird vom sogenannten Fo-Teil
penetriert. Dabei handelt es sich um einen Kanal, welcher den Riickfluss von Protonen aus dem
IMR in die Mitochondrienmatrix ermodglicht. Mit dem Fo-Teil ist der F;-Teil verbunden. Dieser
ragt in die Mitochondrienmatrix hinein und dient der eigentlichen Verbindung von ADP und
Phosphat zu ATP. Durch Riickstrom der Protonen aus dem IMR in die Mitochondrienmatrix
wird Energie freigesetzt, welche nicht benétigt wird, um die Bindung zwischen ADP und
Phosphat zu kniipfen, sondern um das fertige ATP von der ATP-Synthase abzulGsen. Die
Atmungskette unterliegt einer strengen Regulation, damit nur so viel ATP erzeugt wird, wie
auch benotigt wird. Liegt ein sehr hoher Protonengradient zwischen IMR und
Mitochondrienmatrix vor, so kommt es zu einer negativen Riickkopplung, indem der
Elektronentransport der Atmungskette unterbunden wird. Der wichtigste Regulationsparameter
der Atmungskette ist die intrazellulire ADP-Konzentration. Eine hohe ADP-Konzentration in
der Zelle signalisiert einen hohen Energiebedarf. Es kommt zur Induktion der Atmungskette.

Liegt dagegen nur wenig oder kein ADP vor, so wird der Elektronentransport in der
12
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Atmungskette unterbunden und die ATP-Synthese kommt zum Erliegen. Diesen Mechanismus

bezeichnet man als Atmungskontrolle.

Intermembranérer Raum

Mitochondrienmatrix

NADH/H* > Succinat  Fumarat

NADH-Dehydrogenase Succinat-Dehydrogenase Cytochrom-C-Reduktase Cytochrom-C-Oxidase ATP-Synthase
m 0} (1) () (v)

Abb. 1: Oxidative Phosphorylierung

3.5.2 Prinzip der Respirometrie

Bei der Respirometrie handelt es sich um die kontinuierliche Messung der
Sauerstoffkonzentration und der Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit, in einer Losung. Dazu
wird eine Clark-Elektrode (L. Clark, Antioch College, Yellow Springs, Ohio, USA, 1953)
verwendet.  Sauerstoffkonzentration und  Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit  sind
Referenzwerte fiir die OXPHOS und damit fiir die mitochondriale Aktivitit. Die Messung
erfolgt unter kontrollierten Bedingungen. Dabei befindet sich die zu untersuchende Losung in
einer Messkammer, welche stdndig von temperiertem Wasser umspiilt wird, um eine konstante
Temperatur in der Messkammer aufrecht zu erhalten. Dies ist besonders wichtig, da die
Geschwindigkeit der OXPHOS sehr temperaturabhéngig ist. Die Messkammer wird hermetisch
abgeschlossen, um keine direkte Beeinflussung der Sauerstoffkonzentration, in der zu
messenden Losung, durch Diffusion zu ermdglichen. In der Messkammer befindet sich ein
Magnetriihrer, welcher zu einer stindigen Durchmischung der Losung fiihrt. Dadurch soll
verhindert werden, dass es wihrend der Messung, lokal begrenzt an der Clark-Elektrode, zu
einer Verarmung an Sauerstoff kommt. Fiihrt man von extern Substrate des Citratzyklus hinzu,

so werden diese in der Mitochondrienmatrix zu den Reduktionsiquivalenten NADH/H" bzw.
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FADH; umgewandelt. Die Zugabe von ADP in die Messkammer signalisiert den
Mitochondrien, dass in ihren Zellen ein Energiemangel vorliegt (Atmungskontrolle). Es kommt
zur Stimulation der Atmungskette und letztendlich zur OXPHOS. Durch Induktion der
Atmungskette kommt es zum Anstieg der Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit und damit zum
Abfall der Sauerstoffkonzentration in der Messkammer. Diese Werte werden mittels Oximeter

erfasst und computergestiitzt visualisiert.
3.5.3 Untersuchungsparameter bei der Respirometrie

3.5.3.1 State 2 Respiration

Die State 2 Respiration reprisentiert die Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit nach Zugabe der
Substrate, welche dann im Citratzyklus der Mitochondrien in die Reduktionsdquivalente,
NADH/H" bzw. FADH», umgewandelt werden. In dieser Phase ist die OXPHOS in ihrer

Ruheform.

3.5.3.2 State 3 Respiration

Als State 3 Respiration wird die Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit nach Zugabe von ADP
bezeichnet. Durch Erhoéhung der ADP-Konzentration in der Messkammer, wird den
Mitochondrien ein Energie-, also ATP-Mangel signalisiert. Der Sauerstoftfverbrauch steigt bei
gesunden Mitochondrien auf sein Maximum an, da das gesamte ADP energicaufwendig
phosphoryliert wird. AuBerdem wird wiahrend der State 3 Respiration die Menge an

verbrauchtem Sauerstoff in mM (AO) gemessen.

3.5.3.3 State 4 Respiration

Nach Verbrauch des hinzugegebenen ADP stellt sich der State 4 ein, bei dem sich die
Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit wieder der Geschwindigkeit in Ruhe annéhert. Weil ein
Teil des neugebildeten ATP sofort durch ATPasen wieder in ADP und Phosphat gespalten wird,
ist die State 4 Respiration meist etwas hoher als der State 2, da das ADP unter
Sauerstoffverbrauch erneut zu ATP umgewandelt wird. Bei einem Protonenleck in der inneren
Mitochondrienmembran steigt die State 4 Respiration an, weil {iber die Atmungskette versucht

wird, dem Zusammenbrechen des Membranpotenzials entgegenzuwirken.

3.5.3.4 Respiratory Control Index (RCI)
Der Respiratory Control Index macht Angaben iiber den Kopplungsgrad zwischen
Atmungskette und ATP-Synthese. Er errechnet sich als:

RCI = State 3
State 2

14
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Je kleiner der RCI, desto stirker die Entkopplung zwischen Substratoxidation und ATP-
Synthese.

3.5.3.5 ADP/O-Ratio

Die ADP/O-Ratio gibt an, wie viel ADP, pro in State 3 verbrauchtem Sauerstoff, in ATP
umgewandelt wurde. Sie ist somit ein MaB fiir die Effizienz der OXPHOS. Bei vollstdndiger
Entkopplung der Atmungskette von der ATP-Synthese ist die ADP/O-Ratio gleich 0.

3.5.4 Praktisches Vorgehen bei der Respirometrie

3.5.4.1 Vorbereitung der Respirometrie

Zur Messung der Sauerstoffkonzentration und der Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit im
Colon- bzw. Leber-Homogenat wurde ein M7200-Respirometer, mit einem Fassungsvolumen
der Messkammer von 500 pl, verwendet. Die Messkammer des Respirometers wurde von
konstant 30,0 °C warmen Wasser umspiilt. Zur Erwidrmung des Wassers diente ein Typ ED
Wasserbad. Sauerstoftkonzentration und Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit wurden mittels
Oximeter errechnet und am Computer iiber ein Analyseprogramm visualisiert. Die Kalibrierung
des Oximeters erfolgte tdglich vor Beginn der Messung mit Aqua dest. und einer
Sodiumsulfidlosung. Das destillierte Wasser wurde durch kriftiges Schiitteln mit Sauerstoff
angereichert und diente als Referenzwert fiir hohe Sauerstoftkonzentrationen (Normwert: 500
— 700 pA). Sodiumsulfid bindet in wassriger LOosung Sauerstoff und diente somit als

Referenzwert fiir niedrige Sauerstoffkonzentrationen (<50 pA).

Alle Messungen erfolgten, nach Mischung des Homogenats, mit 30°C warmen
Respirationspuffer (pH 7,4) und einer Proteinendkonzentration von 4 mg/ml (Leber) bzw. 6
mg/ml (Colon).

Als Substrate fiir den Citratzyklus wurden Glutamat (2,5 mM) und Malat (2,5 mM) oder
Succinat (Leber: 10 mM; Colon: 5 mM) verwendet. Da Succinat zu geringen Teilen auch iiber
die NADH-Dehydrogenase oxidiert wird, wurde zu jeder Messung mit Succinat, zusitzlich
Rotenon (0,5 puM), ein Hemmstoff des Enzymkomplexes I, hinzugegeben, um selektiv die
Aktivitit der Succinat-Dehydrogenase zu untersuchen. Die Zugabe der Substrate erfolgte stets

nach einer Minute Messzeit. Nach einer weiteren Minute Messzeit, erfolgte die Zugabe von

ADP (Leber: 250 uM; Colon: 50 uM).
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3.5.4.2 Qualititskontrollen

Durch Zugabe von Cytochrom C (2,5 puM) wurde die Integritit der duleren
Mitochondrienmembran tiberpriift. Kommt es bei der Homogenisierung der Gewebe zu einer
Beschidigung der dufleren Mitochondrienmembran, so entfernt sich Cyfochrom C von der
inneren Mitochondrienmembran, die Atmungskettenaktivitit nimmt ab. Wird in diesem Fall
Cytochrom C von extern hinzugefiigt, so nimmt die Atmungskettenaktivitit stark zu, was sich
in einem massiven Anstieg der Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit darstellt. Die Zugabe des
Cytochrom C erfolgte auf dem Maximum der State 3 Respiration. Um das Membranpotenzial
der Mitochondrien zu {iberpriifen, wurde Oligomycin (0,05 pg/ml) nach fehlender Reaktion auf
Cytochrom C verabreicht. Oligomycin ist ein Makrolid-Antibiotikum, welches an die Fo-
Untereinheit der ATP-Synthase bindet und den Protonenriickstrom aus dem IMR in die
Mitochondrienmatrix  verhindert. Die ATP-Synthese wird dadurch gehemmt. Der
Elektronentransport in der Atmungskette dient dann lediglich der Aufrechterhaltung des
mitochondrialen Membranpotenzials und wird deswegen auf den Ruhezustand (State 2)
minimiert. Bei bereits gestortem Membranpotenzial, durch einen unkontrollierten
Protonenfluss iiber der inneren Mitochondrienmembran, kommt es nach Zugabe von
Oligomycin nicht zu einem Abfall der Atmungskettenaktivitdt und damit des mitochondrialen
Sauerstoffverbrauchs, da die Atmungskette versucht, dem Protonenleck entgegen zu wirken. Im
Falle der Leber wurde auBBerdem noch Carbonylcyanid-m-chlorphenylhydrazon (CCCP) in 0,5
uM-Schritten fraktioniert verabreicht. Damit wurde tiberpriift, ob die Atmungskette entkoppelt
werden kann. CCCP ist ein Protonophor, also ein Transporter flir Protonen durch
Biomembranen. Nach Zugabe von CCCP werden die im IMR akkumulierten Protonen durch
die innere Mitochondrienmembran zuriick in die Mitochondrienmatrix geschleust. Die
Atmungskette wird von der ATP-Synthase getrennt und maximal induziert, um das
Membranpotenzial aufrecht zu erhalten. Beim Colon wurde auf die Zugabe von CCCP
verzichtet, da nach mehrmaliger Kontrolle mit CCCP nie eine Entkopplung beobachtet werden
konnte. Die Qualitédtskontrollen mit Cytochrom C, Oligomycin und CCCP wurden bei jeder

Messung, einmal pro Homogenat, mit Succinat als Substrat, durchgefiihrt.

3.5.4.3 Untersuchung der Medikamentenwirkung

Als Referenz fiir alle weiteren Messungen, wurden nur bei der Untersuchung der
Gemfibrozilwirkung jeweils drei Messungen nach dreiminiitiger Inkubation der Homogenate,
bei Raumtemperatur, mit Dimethylsulfoxid (DMSO; 3 ul, 9 ul, 30 ul;), dem Losungsmittel von
Gemfibrozil durchgefiihrt (s. Abb. 2). Damit wurden die Wirkungen der Tragerlosung und der
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drei Minuten Inkubation, bei Raumtemperatur, auf die mitochondriale Funktion beriicksichtigt.
Fiir die Pravastatin-Messreihe erfolgten diese Messungen ohne Zugabe weiterer Substanzen, da
Pravastatin in Aqua dest. geldst wird. Hier wurden nach dreiminiitiger Inkubation lediglich die
Auswirkungen der Inkubation bei Raumtemperatur untersucht. Pro Substrat wurden drei
Messungen nach dreiminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur mit Gemfibrozil bzw.
Pravastatin durchgefiihrt (s. Abb. 2). Es wurden jeweils drei Konzentrationen von Gemfibrozil
(100 uM, 300 uM, 1000 uM) und Pravastatin (100 uM, 300 uM, 1000 uM) untersucht. Alle
Messungen des Colonhomogenats erfolgten mit einer Dauer von sechs Minuten. Die
Messungen der Leberhomogenate wurden nach Erreichen einer stabilen State 4 Respiration
beendet. Jede Konzentration wurde an den biologischen Replikaten von mindestens n = 8 Tieren
untersucht. Um nachzuweisen, dass die Mitochondrien in den Leberhomogenaten nach Zugabe
von 1000 pM bzw. 300 uM Gemfibrozil durch eine Entkoppelung nahezu funktionsunfihig
sind, wurde zusétzlich mittels CCCP iberpriift, ob die Atmungskette unter

Medikamenteneinwirkung noch weiter entkoppelt werden kann.

Respirometrie
Homogenat + Substrat
- = - - -

A) Referenzr g kubati

H lomogenat
(+ DMSO bei Gemfi-Reihe)

Homogenat + Medlkament Homogenat + Medikament
+ Substrat

Medikamentenwirkung

-3 min. Dmin 1min. 2 min. 6 min.

1 ] -

Zugabe Medikament Zugabe Substrat Zugabe ADP

Abb. 2: Untersuchungsablauf

Die Homogenate von jedem Tier wurden fiir drei Minuten bei Raumtemperatur (xMedikament) inkubiert. Danach
erfolgte eine Minute Respirometrie. Im Anschluss wurde das Substrat (GM/ SR) hinzugegeben und fiir eine weitere
Minute gemessen. Schlief3lich wurde ADP hinzugefiigt und es wurde fiir weitere vier Minuten gemessen.

3.6 Statistik

Die generierten Daten wurden mittels GraphPad Prism® 7 ausgewertet und visualisiert. Um die
Daten auf eine Normalverteilung zu iiberpriifen, wurde ein Kolmogorov-Smirnov-Test
angewandt.

Da nicht alle Daten normal verteilt waren, wurden Kruskal-Wallis-Tests mit Dunn’s Post-hoc-
Tests fiir multiples Testen durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde mit p <0,05 festgelegt.

Dariiber hinaus wurden p-Werte zwischen 0,05 und 0,07 als Tendenz gewertet.



4 Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Leber, Gemfibrozil

Um zu untersuchen, ob Gemfibrozil die mitochondriale Funktion in der Leber beeinflusst,
wurden Leberhomogenate aus gesunden Wistar-Ratten fiir drei Minuten mit unterschiedlichen
Dosierungen Gemfibrozil bei Raumtemperatur inkubiert und mit unbehandelten Proben
verglichen. Die State 3 Respiration wurde sowohl in Glutamat-Malat- (GM-) als auch in
Succinat- (S-) stimulierten Leberhomogenaten durch dreiminiitige Inkubation mit Gemfibrozil,
im Vergleich zu reinen Leberhomogenaten, reduziert. 100 uM Gemfibrozil bewirkten im
Vergleich zur Kontrollprobe keine statistisch signifikante Veranderung der State 3 Respiration.
Erst ab einer Dosis von 300 uM stellte sich eine statistisch signifikante Senkung der State 3
Respiration um 43,14 % (£5,47 %) in GM-stimulierten Proben und um 12,16 % (£18,46 %) in
S-stimulierten Homogenaten ein (s. Abb. 3). Nach dreiminiitiger Inkubation mit 1000 uM
Gemfibrozil, wurde die mitochondriale State 3 Respiration in GM-stimulierten Homogenaten
um durchschnittlich 75,62% (+2,49 %) und in S-stimulierten Proben um durchschnittlich 49,1
% (£11,44 %) signifikant reduziert (s. Abb 3).

Durch Zugabe von Gemfibrozil kam es zu einer Abnahme des mitochondrialen RCI in GM-
und S-stimulierten Leberhomogenaten. 100 uM Gemfibrozil bewirkten dabei keine statistisch
signifikante Verdnderung des RCI. Dagegen bewirkten 300 uM Gemfibrozil eine statistisch
signifikante Verminderung des RCI in GM-stimulierten Homogenaten um durchschnittlich
54,92 % (£5,22 %) und in S-stimulierten Proben um 29,65 % (£5,47 %) (s. Abb. 3). Durch
1000 uM Gemfibrozil konnte der RCI in GM-stimulierten Proben statistisch signifikant um
durchschnittlich 78,46 % (£2,76 %) und in S-stimulierten Homogenaten um durchschnittlich
62,24 % (£8,27 %) gesenkt werden (s. Abb. 3).

Durch Gemfibrozil wurde die ADP/O-Ratio beeinflusst. Die ADP/O-Ratio konnte durch 100
und 1000 uM Gemfibrozil nicht signifikant verdndert werden. 300 uM Gemfibrozil bewirkten
nur in GM-stimulierten Proben eine statistisch signifikante Reduktion der ADP/O-Ratio um
durchschnittlich 18,47 % (£7,64 %) (s. Abb. 3). Nach Behandlung der Leberhomogenate mit
1000 uM Gemfibrozil kam es, im Vergleich zu unbehandelten Proben, zu einem deutlichen,
aber nicht signifikanten Anstieg der ADP/O-Ratio, welcher am ehesten durch einen

vollstdndigen Funktionsverlust der Mitochondrien erklart werden kann.
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Abb. 3: in vitro Gemfibrozilwirkung auf Lebermitochondrien der Ratte

State 3 Respiration, RCI und ADP/O-Ratio in GM-stimulierten (Komplex 1) und S-stimulierten (Komplex II)
Leberhomogenaten von gesunden Wistar-Ratten im prozentualen Vergleich vor und nach dreiminiitiger Inkubation
mit verschiedenen Dosierungen Gemfibrozil bei Raumtemperatur, Kruskal-Wallis + Dunn, p<0,05, * vs. Kontrolle,
™ p < 0,05 zwischen den Gruppen, n=8
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4.2 Leber, Pravastatin

Nach dreiminiitiger Inkubation von Leberhomogenaten, bei Raumtemperatur, mit
verschiedenen Dosierungen Pravastatin (100 uM, 300 uM und 1000 uM), konnte im Vergleich
zu unbehandelten Proben gezeigt werden, dass Pravastatin die mitochondriale Funktion in vitro
beeinflusst. Die State 3 Respiration wurde durch dreiminiitige Inkubation mit 100 pM
Pravastatin nicht signifikant verdndert. Erst 300 uM Pravastatin bewirkten eine statistisch
signifikante Abnahme der State 3 Respiration, in GM-stimulierten Homogenaten um
durchschnittlich 22,55 % (£3,24 %) und in S-stimulierten Proben um gemittelt 15,17 (£2,35 %)
(s. Abb. 4). 1000 uM Pravastatin fiihrten in GM-stimulierten Homogenaten zu einer statistisch
signifikanten Reduktion der State 3 Respiration um durchschnittlich 39,35 % (£5,34 %) und in
S-stimulierten Homogenaten um durchschnittlich 27,73 % (£6,19 %) (s. Abb. 4).

Durch Pravastatin wurde im Vergleich zu unbehandelten Proben der RCI beeinflusst. 100 uM
Pravastatin konnten nach dreiminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur den RCI nicht
signifikant verdndern. 300 uM Pravastatin bewirkten dagegen in GM-stimulierten
Homogenaten einen signifikanten Abfall des RCI um durchschnittlich 24,72 % (£5,03 %) und
in S-stimulierten Leberhomogenaten um 17,39 % (+6,10 %) (s. Abb. 4). Durch 1000 uM
Pravastatin konnte der RCI statistisch signifikant gesenkt werden (s. Abb. 4). In GM-
stimulierten Leberhomogenaten kam es zu einem Abfall um durchschnittlich 33,65% (+4,21

%) und in S-stimulierten Proben um durchschnittlich 27,81 % (5,93 %).

Pravastatin beeinflusste in keiner der untersuchten Dosierungen die ADP/O-Ratio im Vergleich
zu unbehandelten Leberhomogenaten signifikant. Fiir 100 uM zeigte sich nur bei den Succinat-
stimulierten Homogenaten eine signifikante Erh6hung der ADP/O-Ratio im Vergleich zu 1000

uM Pravastatin.
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Abb. 4 in vitro Pravastatinwirkung auf Lebermitochondrien der Ratte
State 3 Respiration, RCI und ADP/O-Ratio in GM-stimulierten (Komplex I) und S-stimulierten (Komplex II)
Leberhomogenaten von gesunden Wistar-Ratten im prozentualen Vergleich vor und nach dreiminiitiger Inkubation
mit verschiedenen Dosierungen Pravastatin bei Raumtemperatur, Kruskal-Wallis + Dunn, p<0,05, * vs.
Kontrolle, ™1 p < 0,05 zwischen den Gruppen, n=7-8
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4.3 Colon, Gemfibrozil

Um zu tiberpriifen, ob Gemfibrozil die mitochondriale Funktion im Colon beeinflusst, wurden
Colonhomogenate von gesunden Wistar-Ratten fiir drei Minuten mit unterschiedlichen
Dosierungen Gemfibrozil bei Raumtemperatur inkubiert und mit unbehandelten Proben

verglichen.

Die State 3 Respiration in Colonhomogenaten aus gesunden Wistar-Ratten wurde durch 100
uM Gemfibrozil nur in GM-stimulierten Proben statistisch signifikant um durchschnittlich
10,74 % (£5,53 %) reduziert (s. Abb. 5). In den GM-stimulierten Homogenaten verringerten
300 uM Gemfibrozil die State 3 Respiration im Vergleich zu den unbehandelten Proben nur
tendenziell (p=0,0604). Erst 1000 uM Gemfibrozil reduzierten sowohl in GM-stimulierten
Colonhomogenaten, als auch in S-stimulierten Colonhomogenaten die State 3 Respiration
statistisch signifikant (s. Abb. 5). Nach GM-Stimulation betrug die Abnahme der State 3
Respiration 19,16 % (£6,55 %) und nach S-Stimulation 7,49 % (£15,17 %).

Colonhomogenate die fiir drei Minuten mit 100 uM, 300 pM oder 1000 pM Gemfibrozil
inkubiert wurden, zeigten im Vergleich zu unbehandelten Proben nur eine geringe und

statistisch nicht signifikante Verédnderung des RCI.

Auch die ADP/O-Ratio wurde in Colonhomogenaten durch Inkubation mit 100 uM und 300
uM Gemfibrozil nicht signifikant beeinflusst. Erst durch 1000 uM Gemfibrozil konnte in GM-
stimulierten Colon-Proben eine statistisch signifikante Zunahme der ADP/O-Ratio um 33,65 %
(£33,76 %) beobachtet werden (s. Abb. 5). Fiir S-stimulierte Colonhomogenate konnte jedoch
kein statistisch signifikanter Effekt von 1000 uM Gemfibrozil beobachtet werden.
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Abb. 5: in vitro Gemfibrozilwirkung auf Colonmitochondrien der Ratte

State 3 Respiration, RCI und ADP/O-Ratio in GM-stimulierten (Komplex I) und S-stimulierten (Komplex II)
Colonhomogenaten von gesunden Wistar-Ratten im prozentualen Vergleich vor und nach dreiminiitiger
Inkubation mit verschiedenen Dosierungen Gemfibrozil bei Raumtemperatur, Kruskal-Wallis + Dunn, p < 0,05,
*vs. Kontrolle, ™1 p < 0,05 zwischen den Gruppen, n = 8
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4.4 Colon, Pravastatin

Pravastatin beeinflusste nach dreiminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur in Dosen von 300
uM und 1000 pM die mitochondriale in vitro Funktion in Colonhomogenaten von gesunden
Wistar-Ratten. In GM-stimulierten Homogenaten bewirkten 100 uM und 300 uM Pravastatin
keine signifikante Verdnderung der State 3 Respiration. In S-stimulierten Proben kam es erst
durch 300 uM Pravastatin zu einer statistisch signifikanten Reduktion der State 3 Respiration
um 13,89 % (+4,79 %) (s. Abb. 6). Bei einer Pravastatin-Dosis von 1000 uM konnte sowohl in
GM-stimulierten Proben als auch in S-stimulierten Homogenaten eine statistisch signifikante
Abnahme der State 3 Respiration beobachtet werden (s. Abb. 6). In GM-stimulierten Proben
kam es zu einer durchschnittlichen Abnahme um 36,36 % (£8,15 %) und in S-stimulierten

Proben um 22,70 % (£4,09 %).

Der RCI wurde lediglich in S-stimulierten Colonhomogenaten durch 1000 puM Pravastatin
statistisch signifikant um 16,25 % (+12,59 %) reduziert (s. Abb. 6). In GM-stimulierten Proben

und bei Inkubation mit niedrigeren Dosierungen Pravastatin konnte im Vergleich zu

unbehandelten Colonhomogenaten keine statistische Signifikanz erreicht werden.

Sowohl in GM-stimulierten Homogenaten, als auch in S-stimulierten Proben konnte durch 1000
UM Pravastatin ein statistisch signifikanter Anstieg der ADP/O-Ratio beobachtet werden (s.
Abb. 6). In den GM-stimulierten Colonhomogenaten kam es zu einer Zunahme der ADP/O-
Ratio um 51,49 % (£50,35 %) und in den S-stimulierten Proben zu einer Zunahme um 36,36 %
(£24,90 %). Durch 100 uM und 300 uM Pravastatin konnten keine signitkanten Verdnderungen
der ADP/O-Ratio bewirkt werden.
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State 3 Respiration, RCI und ADP/O-Ratio in GM-stimulierten (Komplex 1) und S-stimulierten (Komplex II)

Colonhomogenaten von gesunden Wistar-Ratten im prozentualen Vergleich vor und nach dreiminiitiger Inkubation

mit verschiedenen Dosierungen Pravastatin bei Raumtemperatur, Kruskal-Wallis + Dunn, p < 0,05, * vs.
Kontrolle, ™1 p < 0,05 zwischen den Gruppen, n = 7-8
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5 Diskussion

5 Diskussion

5.1 Ergebnisdiskussion
Durch die Forschungsarbeit im Rahmen dieser Dissertation kdnnen die eingangs gestellten

Fragen folgendermallen beantwortet werden:

1. Gemfibrozil und Pravastatin beeinflussen in vitro, organspezifisch, die mitochondriale
Funktion in Colon- und Leberhomogenaten von gesunden Ratten. In der Leber fiihrten
sowohl Pravastatin als auch Gemfibrozil zu einer Beeintrachtigung der mitochondrialen
Funktion. Im Colon scheint die Wirkung eher protektiv zu sein. Beide Substanzen
vermindern die State 3 Respiration im Colon, verbessern aber gleichzeitig die Effizienz
der OXPHOS.

2. Die Wirkung von Gemfibrozil und Pravastatin ist sowohl in der Leber als auch im Colon
dosisabhdngig. Die Wirkung unterscheidet sich zwischen beiden Geweben.

3. Anhand dieser Ergebnisse konnen positive Effekte auf das Outcome einer Sepsis
vermutet werden. Theoretisch konnte eine Effizienzsteigerung der Atmungskette im
Colon die intestinale Mucosa schiitzen und somit eine bakterielle Translokation
verhindern oder zumindest abschwéchen. Durch Beeintrachtigung der mitochondrialen
Funktion in der Leber konnten Gemfibrozil und Pravastatin die Synthese von Akute-
Phase-Proteinen vermindern und dadurch die pathologische Reaktion des

Immunsystems abschwéchen.

Mittels Respirometrie konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Gemfibrozil die State 3
Respiration in der Leber erniedrigt. Die Abnahme der State 3 Respiration war flir 300 uM und
1000 uM Gemfibrozil signifikant. Eine hohere Dosis flihrte zu einer stirkeren Wirkung, so dass
hier auf eine Dosis-Wirkungs-Beziehung geschlossen werden kann. Dieses Ergebnis stimmt
mit den Beobachtungen, die Nadanaciva et. al®’ im Jahre 2007 machten, iiberein. Sie fanden
heraus, dass 500 nmol/mg mitochondrialer Proteine Gemfibrozil (= 2000 uM Gemfibrozil) die
State 3 Respiration von aus Rattenlebern isolierten Mitochondrien um mehr als 50% hemmen.
Bei niedrigeren Dosierungen (250 nmol/mg mitochondrialer Proteine) wurde dieser Effekt in
geringerem Ausmal} ebenfalls beobachtet. Mit der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden,

dass auch in deutlich niedrigerer Dosierung ein vergleichbarer Effekt erzielt werden kann.

Dosisabhingig bewirkten 300 und 1000 uM Gemfibrozil eine Entkoppelung der Atmungskette
von der ADP-Synthese. Zhou et. al>* konnten 1998 damit iibereinstimmend eine signifikant

entkoppelnde Wirkung von 75 uM Gemfibrozil auf isolierte Lebermitochondrien der Ratte
30



5 Diskussion

nachweisen. Sie fiihrten dies auf eine Gemfibrozil-induzierte Offnung der mitochondrialen

Permeabilitatits-Transitions-Pore (mPTP) zuriick. Ihre Theorie stiitzten Zhou et. al*

darauf,
dass die entkoppelnde Wirkung von Gemfibrozil durch den mPTP-Blocker Cyclosporin A
aufgehoben werden konnte. In den Untersuchungen zu dieser Dissertation konnte kein
signifikant entkoppelnder Effekt durch 100 uM Gemfibrozil nachgewiesen werden. Dass Zhou
et. al’® dagegen bereits bei 75 uM eine signifikante Wirkung beobachten konnten, konnte an
der Verwendung von isolierten Lebermitochondrien liegen, wéhrend in der vorliegenden Arbeit

Homogenate aus Lebergewebe verwendet wurden.

Zu diesen Beobachtungen passt auch die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene
Effizienzminderung der Glutamat-Malat-induzierten OXPHOS (ADP/O-Ratio|) durch 300 uM
Gemfibrozil. Durch vermehrte Entkoppelung der Atmungskette von der ATP-Synthase kommt
es zu starkem Sauerstoffverbrauch bei gleichzeitig leicht verlangsamter Umwandlung von ADP
zu ATP. Dies konnten Zhou et. al* ebenfalls bereits 1998 an isolierten Lebermitochondrien der
Ratte beobachten. Nach Zugabe von 75 uM Gemfibrozil kam es zu einer signifikanten

Abnahme der ADP/O-Ratio.

Nach Zugabe von 1000 uM kam es in der vorliegenden Arbeit zu einem nicht signifikanten
Anstieg der ADP/O-Ratio. Diese scheinbare Effizienzsteigerung ist darauf zuriick zu fiihren,
dass der Sauerstoffverbrauch (AO) durch 1000 uM Gemfibrozil massiv eingebrochen ist. Durch
ergdnzende Messungen, mit Zugabe von CCCP nach dreiminiitiger Gemfibrozil-Inkubation,
konnte gezeigt werden, dass die Lebermitochondrien nach 1000 uM Gemfibrozil nahezu
funktionslos waren und somit keinen Sauerstoff verbrauchen konnten. Es liegt in dem Fall keine

echte Effizienzsteigerung vor.

Fiir Pravastatin konnte in dieser Arbeit ebenfalls eine beeintrachtigende Wirkung auf die
mitochondriale Funktion in der Leber nachgewiesen werden. Die State 3 Respiration wurde
sowohl bei Glutamat-Malat-, als auch bei Succinat-stimulierten Mitochondrien durch 300 und
1000 uM Pravastatin signifikant gehemmt. Der Abfall der State 3 Respiration war dabei
dosisabhiingig. Kontrovers dazu findet sich bisher nur eine einzige Studie von Marques et. al®®
aus dem Jahre 2018. In dieser Studie untersuchten Marques et. al unter anderem die Auswirkung
von 40 mg Pravastatin’kg KG/d per os iiber einen Zeitraum von drei Monaten auf die
mitochondriale Funktion in LDL-Rezeptor-Knockout-Méusen. Dabei konnten sie keine
Verianderungen der State 3 Respiration zwischen den Méusen aus der Kontrollgruppe und den
Pravastatin-behandelten Tieren beobachten. Dieser Unterschied konnte durch die in vivo
Bedingungen des Versuchs, im Gegensatz zu den hier vorliegenden in vitro Bedingungen,

erklart werden.
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In der vorliegenden Arbeit konnte nach Zugabe von 300 und 1000 uM Pravastatin ein Abfall
des RCI beobachtet werden. Dieser Abfall kann jedoch am ehesten durch eine Abnahme der
State 3 Respiration, bei gleichzeitig unverdnderter oder nur geringfiigig verminderter State 2
Respiration (s. Anhang S. VIII), erklidrt werden. Gegen eine Entkoppelung spricht zudem eine
unverdnderte oder leicht verminderte State 4 Respiration (s. Anhang S. VIII) und ein nahezu
unverdnderter Sauerstoffverbrauch (s. Anhang S. VIII). Im Rahmen einer Entkoppelung

miissten die State 4 Respiration und der Sauerstoffverbrauch stark ansteigen.

1*? aus dem Jahre 2011, welche

Ubereinstimmend damit sind die Ergebnisse von Mullen et. a
ebenfalls keine Auswirkungen von 10 pM Simvastatin auf das mitochondriale

Membranpotenzial und den Sauerstoffverbrauch aus humanen HepG2-Zellen zeigten.

Velho et. al® untersuchten aber im Jahre 2005 an Lebermitochondrien der Ratte, wie sich
Statine auf die Offnung des mPTP auswirken. Sie fanden heraus, dass Statine eine Offnung
induzieren konnen. 40 uM Pravastatin hatten dabei eine schwéchere Wirkung als hydrophobe
Statine wie Simvastatin (40 uM) und Lovastatin (40 uM). Demnach miisste auch Pravastatin
iiber Offnung der mPTP zu einer Entkoppelung und somit zu einer Hemmung der ATP-

Synthese flihren.

Geht man davon aus, dass Statine tatsichlich zu einer mPTP-Offnung fithren, so konnte die
fehlende Entkoppelung durch unterschiedliche Inkubations- und damit Einwirkzeiten erklért
werden. Eventuell fiihren erst lingere Inkubationszeiten zu einer mPTP-Offnung und

1‘69

Entkoppelung. Velho et al.”” machten dazu keine Angaben.

Im Gegensatz zu Gemfibrozil konnte nach dreiminiitiger Inkubation mit Pravastatin keine
signifikante Verdanderung der Effizienz der OXPHOS gemessen werden. Diese Beobachtung
lasst sich dadurch erklaren, dass auch der Sauerstoffverbrauch nahezu unveriandert blieb. Zu
diesem Ergebnis gibt es ebenfalls keine direkt vergleichbaren Daten in der Literatur. Satoh et.
al’® untersuchten im Jahre 1995 die Wirkung von Pravastatin auf die mitochondriale Funktion
in ischdmischen Hundeherzen. Dabei konnten sie keine signifikante Verdnderung der ADP/O-
Ratio beobachten. Allerdings beobachteten Satoh et. al’ in diesem Versuchsmodell auch keine

entkoppelnde Wirkung von Pravastatin.

Zusammenfassend kann die Wirkung von Gemfibrozil und Pravastatin auf die mitochondriale
Funktion in der Leber als hemmend bewertet werden. Welche Effekte diese Medikamente an
Mitochondrien aus septischen Tieren entfalten, muss durch weitere Untersuchungen geklart
werden. Ob dabei positive Effekte auf das Outcome einer Sepsis erzielt werden kdnnen, muss

durch weitere Untersuchungen an septischen Tieren geklart werden.
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Bisher gibt es keine Untersuchungen zur Auswirkung von Gemfibrozil und Pravastatin auf die

mitochondriale Funktion im Colon.

Gemfibrozil bewirkte in der vorliegenden Arbeit eine Verminderung der State 3 Respiration.
Die Wirkung war bei Glutamat-Malat-stimulierten Mitochondrien fiir 100 und 1000 uM
signifikant, bei 300 uM zeigte sich lediglich eine inhibitorische Tendenz. Succinat-stimulierte
Mitochondrien zeigten nur nach Zugabe von 1000 pM Gemfibrozil eine verminderte State 3
Respiration. Weder bei Glutamat-Malat-, noch bei Succinat-stimulierten Mitochondrien kam es
zu einer Entkoppelung der Atmungskette von der ATP-Synthese. Auch ein Anstieg der State 4
Respiration, als weiterer Indikator fiir eine Entkoppelung, blieb aus. Die State 4 Respiration
sank sogar signifikant und dosisabhingig bei Glutamat-Malat-stimulierten Mitochondrien (s.
Anhang S. VIII). Succinat-stimulierte Mitochondrien zeigten eine signifikant verminderte State
4 Respiration nach Zugabe von 100 uM Gemfibrozil, paradoxerweise jedoch nicht bei 300 und
1000 uM. Eine Abnahme der State 4 Respiration nach Gemfibrozilgabe konnte auf eine
Stabilisierung des Membranpotenzials hinweisen. Das Membranpotenzial konnte in diesem

Fall mit einer geringeren Atmungskettenaktivitédt aufrechterhalten werden.

Im Gegensatz zur Leber kann die Hemmung der State 3 Respiration somit nicht durch eine
Entkoppelung erkldrt werden. Gemfibrozil scheint eine direkte Auswirkung auf mitochondriale
Enzymkomplexe oder andere Strukturen zu haben. Um dies weiter zu evaluieren sind

molekularbiologische Studien notwendig.

Die ADP/O-Ratio, als Marker fiir die Effizienz der mitochondrialen Respiration, wurde in
Glutamat-Malat-stimulierten Mitochondrien durch 1000 pM Gemfibrozil signifikant erhoht.
Dies wird bedingt durch einen verminderten Sauerstoffverbrauch, bei gleichbleibendem ADP-

Umsatz.

Insgesamt fiihrt Gemfibrozil im Colon zwar zu einem verlangsamten Sauerstoffverbrauch nach
ADP-Stimulation, verbessert dabei aber teilweise die Effizienz der OXPHOS und scheint das
mitochondriale Membranpotenzial zu stabilisieren. Im Vergleich zur Wirkung auf

Lebermitochondrien, scheint Gemfibrozil im Colon eher Mitochondrien-protektiv zu agieren.

Es gibt bisher keine vergleichbaren Daten, die eine direkt Mitochondrien-protektive Wirkung
von Fibraten bestitigen. Dumont et. al’> konnten aber nach Bezafibrat-Applikation eine
verminderte Menge an iNOS und deren mRNA nachweisen. Denkbar wire somit eine indirekte
Verbesserung der mitochondrialen Funktion durch verminderte NO--Synthese. Johri et. al’!
konnten an einem Chorea Huntington Mausmodell (R 6/2 Méuse) beobachten, dass eine

dreimonatige Diét mit 0,5% Bezafibrat zu einer vermehrten Expression von Cytochrom C und
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ATP-Synthasen in Hirn- und Muskelzellen fiihrt. Durch Bastin et. al’> konnte nachgewiesen
werden, dass eine dreitidgige Inkubation mit 200 und 400 uM Bezafibrat in vitro, die Aktivitit
der Atmungskettenkomplexe I, III und IV in humanen Fibroblasten und Myoblasten steigert.
AuBerdem beobachteten sie einen Anstieg der Respirationsraten und eine Mengenzunahme der

mRNA fiir Atmungskettenkomplexe.

Da die Kontaktzeit zwischen Mitochondrien und Gemfibrozil in der vorliegenden Arbeit nur
drei Minuten betrug, ist nicht davon auszugehen, dass Gemfibrozil die mitochondriale Funktion
durch Beeinflussung der Genexpression verbessert hat. Weitere Untersuchungen sind nétig, um

die direkte Wirkung von Gemfibrozil auf die Mitochondrien des Colons zu verstehen.
Auch Pravastatin bewirkt im Colon eine Hemmung der State 3 Respiration.

Die Abnahme war nach Glutamat-Malat-Stimulation fiir 1000 uM Pravastatin signifikant. In
Succinat-stimulierten Mitochondrien stellte sich bereits bei 300 uM eine signifikante Abnahme
der State 3 Respiration dar. Dieser Unterschied konnte ein Hinweis darauf sein, dass Pravastatin
eher die Succinatdehydrogenase, als die NADH-Dehydrogenase beeinflusst. Genauere

Untersuchungen gibt es dazu bisher nicht.

Eine entkoppelnde Wirkung von Pravastatin konnte bei den Colon-Homogenaten nicht
beobachtet werden. Nach 1000 puM kam es zwar bei Succinat-Stimulation zu einem
signifikanten Abfall des RCI, dieser ldsst sich aber durch eine Abnahme der State 3 Respiration,
bei nahezu gleichbleibender State 2 Respiration (s. Anhang S. IX) erkldren. Gegen eine
Entkoppelung der Atmungskette spricht zudem eine Abnahme der State 4 Respiration nach 300
und 1000 uM Pravastatin (s. Anhang S. IX). Dies kann als Hinweis auf eine Stabilisierung des

Membranpotenzials gewertet werden.

Fir 1000 pM Pravastatin wurde sowohl nach Glutamat-Malat-Stimulation, als auch nach
Succinat-Stimulation eine signifikante Zunahme der ADP/O-Ratio beobachtet. Dieser Effekt
scheint im Falle der Succinat-Stimulation dosisabhédngig zu sein, war aber nur bei 1000 uM
Pravastatin signifikant. ATP wird mit geringerem Sauerstoffverbrauch hergestellt. Dies konnte
eventuell bei einer Gewebehypoxie, zum Beispiel im Rahmen einer Sepsis, die zelluldre

Energiebereitstellung sichern.

Zusammenfassend kann gemutmalit werden, dass Pravastatin eher einen positiven Effekt auf

die mitochondriale Funktion im Colon hat.
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5.2 Methodenkritik

Es handelte sich um in vitro-Versuche bei gesunden Ratten. Dadurch kann nicht mit
hundertprozentiger Sicherheit, auf die in vivo-Wirkung geschlossen werden. Wie die Wirkung
beim septischen Tier ist, kann durch diese Arbeit ebenfalls nicht beantwortet werden. Die
Sepsis konnte das Zusammenspiel von Medikamenten und Mitochondrien vollstindig
veridndern. Stolf et. al”® konnten beispielsweise in einer in vivo Studie an septischen Ratten
beobachten, dass eine 30-tigige Verabreichung von Simvastatin oder Atorvastatin, vor Sepsis-

Induktion, zu einer Verbesserung der mitochondrialen Funktion in der Leber fiihrt.

Es sind lediglich theoretische Uberlegungen iiber einen eventuellen Nutzen im Rahmen der
Sepsis-Therapie moglich. Eine in vivo Studie zur Wirkung von Pravastatin bei septischen

Ratten ist bereits in Arbeit. AuBerdem ist eine in vivo Studie mit Gemfibrozil geplant.

Da nur Ratten untersucht wurden, kdnnen auch keine Aussagen iiber die Wirkung bei anderen
Lebewesen (Problem der Interspezies) gemacht werden. Sollten die Ergebnisse der in vivo
Studie ebenfalls vielversprechend sein, so miissten erst ndhere Untersuchungen iiber die
Wirkung im menschlichen Organismus erfolgen, bevor klinisch-pharmakologische Studien
initiiert werden konnten, um einen eventuellen Nutzen in der humanen Sepsis-Therapie zu

untersuchen.

5.3 Fazit

Zusammengefasst konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Cholesterinsenker
Gemfibrozil und Pravastatin die mitochondriale Funktion in Colon und Leber beeinflussen.
Beide Medikamente scheinen im Colon eher Mitochondrien-protektiv, in der Leber eher
Mitochondrien-toxisch zu wirken. In Folgeuntersuchungen muss nun gezeigt werden, ob diese
Wirkung auch im septischen Tiermodell vorliegt und ob daraus positive Effekte auf das

Outcome einer Sepsis entstehen.
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6.2 Material und Gerite des laborexperimentellen Teils

96-Well-Platte

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Deutschland

ADP

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Alleinfuttermittel fiir Ratten und Méuse —
Haltung

Ssniff-Spezialdidten GmbH, Soest,

Deutschland

Analyseprogramm zur Respirometrie

Strathkelvin 782 System Version 4.4 HID,

Strathkelvin ~ Instruments, = Motherwell,
Grof3britannien

Bovines Serum Albumin PAA Laboratories GmbH, Colbe,
Deutschland

cOMPLETE

Roche Diagnostics GmbH, Heiligenhaus,
Deutschland

Cytochrom C

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Carbonylcyanid-m-chlorphenylhydrazon
(CCCP)

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Dimethylsulfoxid

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

ED Wasserbad

Julabo GmbH, Seelbach, Deutschland

Folin & Ciocalteu’s phenol reagent

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Gemfibrozil Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Glaszylinder (60 ml) Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Glutamat Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

Heparin-Natrium

25.000 LE./ 5 ml; Rotexmedica GmbH,
Trittau, Deutschland

Isolationspuffer 200mM Mannitol, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA;
50 mM Sucrose, Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland;
5 mM KH>PO4, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland;
5 mM MOPS, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA;
0,1% BSA essentially fatty acid free, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA;
1 mM EGTA, Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
Isolationspuffer, mit erhohtem BSA- |20 mg/ml BSA essentially fatty acid free,
Gehalt Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Vi
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Kaliumnatrium-Tartrat-Tetrahydrat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Kupfersulfatpentahydrat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Malat

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Microplate-Reader

Synergy 2 Plate Reader, Gen5.1.11 Data
Analysis Software, BioTek Instruments,

Inc., Winooski, Vermont, USA

MT200-Respirometer Strathkelvin ~ Instruments, = Motherwell,
Grof3britannien

Na:CO3 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

NaOH Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Oligomycin Calbiochem by Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Oximeter Oxygen Meter Model 782; Strathkelvin
Instruments, Motherwell, Grof3britannien

Pentobarbital Narcoren®, Merial GmbH, Hallbergmoos,
Deutschland

Pravastatin Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Respirationspuffer 130 mM KCIl, Fluka Chemie GmbH, Buchs,

Schweiz;

5 mM KH;PO4, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland;

20 mM MOPS, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA;

2,5 mM EGTA, Carl Roth GmbH + Co KG,
Karlsruhe, Deutschland;

1uM NasP>0O7, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA;

0,1% BSA essentially fatty acid free, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

VI
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Rotenon Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sodiumsulfidlésung Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Succinat Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Teflonkolben IKA Eurostar 20 digital Homogenisator, IKA

GmbH + Co. KG, Staufen im Breisgau,
Deutschland

Trypsin-EDTA

Gibco®, ThermoFisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA

Vil
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6.3 Hilfsdaten

300 pM 1000 pM
GM S GM S
State 2
Kontrolle [nmol/min/mg] 1,05 (£0,12) 2,04 (£0,19) 1,12 (£0,15) 2,01 (£0,30)
Pravastatin [nmol/min/mg] 1,08 (£0,10) 2,11 (£0,31) 1,01 (x0,12) 2,01 (£0,33)

Pravastatin vs. Kontrolle [%]

103,33 (+6,89)

103,25 (£10,18)

91,04 (+6,47)

100,04 (£5,38)

State 4
Kontrolle [nmol/min/mg]
Pravastatin [nmol/min/mg]

Pravastatin vs. Kontrolle [%]

2,98 (+0,18)
2,70 (£0,20)
90,74 (£5,79)°

4,82 (+0,59)
4,86 (+0,60)
101,89 (+£16,14)

2,81 (+0,18)
2,64 (£0,25)
93,84 (£6,61)

4,69 (+0,50)
5,06 (+0,30)
108,91(13,41)

AO
Kontrolle [nmol/min/mg]

Pravastatin [nmol/min/mg]

Pravastatin vs. Kontrolle [%]

19,46 (3,59)
21,22 (£3,99)
109,38 (£12,24)

34,00 (£5,32)
34,59 (+3,07)
102,54 (£6,14)

Pravastatinwirkung auf Lebermitochondrien der Ratte
In vitro Effekte von 300 uM und 1000 uM Pravastatin auf die mitochondriale Funktion in
Leberhomogenaten von gesunden Wistar-Ratten. Alle Werte sind Mittelwerte

(£ Standardabweichung) von jeweils 8 Leberhomogenaten, vor Pravastatingabe, nach

19,83 (£1,20)
23,16 (+2,66)
117,06(14,00)

36,73 (£5,09)
40,26 (£4,27)
111,15(17,78)

dreiminiitiger Inkubation mit Pravastatin bei Raumtemperatur und im prozentualen Vergleich
zwischen diesen beiden Gruppen. * p<0,05 vs. Kontrolle, n=7-8

1000 pM
GM S
State 4
Kontrolle [nmol/min/mg] 1,22 (+£0,32) 1,55 (x0,46)
Gemfibrozil [nmol/min/mg] 0,96 (+£0,27) 1,39 (+0,50)
Gemfibrozil vs. Kontrolle [%] 79,19 (£13,00)" 89,14 (£15,86)

Gemfibrozilwirkung auf die State 4 Respiration in Colonmitochondrien der Ratte

In vitro Effek von 1000 uM Gemfibrozil auf die mitochondriale Funktion in
Leberhomogenaten von gesunden Wistar-Ratten. Alle Werte sind Mittelwerte

(x Standardabweichung) von jeweils 8§ Colonhomogenaten, vor Gemfibrozilgabe,
nach dreiminiitiger Inkubation mit Gemfibrozil bei Raumtemperatur und im prozentualen
Vergleich zwischen diesen beiden Gruppen. * p<0,05 vs. Kontrolle, n=8
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1000 pM
GM S
State 2
Kontrolle [nmol/min/mg] 0,43 (£0,12) 0,48 (£0,09)
Pravastatin [nmol/min/mg] 0,32 (£0,06) 0,44 (£0,06)
Pravastatin vs. Kontrolle [%] 79,23 (£20,74) 94,21 (£10,85)

Pravastatinwirkung auf die State 2 Respiration in Colonmitochondrien der Ratte

In vitro Effekt von 1000 uM Pravastatin auf die State 2 Respiration in Colonhomogenaten von
gesunden Wistar-Ratten. Alle Werte sind Mittelwerte (+ Standardabweichung) von jeweils 8
Colonhomogenaten, vor Pravastatingabe, nach dreiminiitiger Inkubation mit Pravastatin

bei Raumtemperatur und im prozentualen Vergleich zwischen diesen beiden Gruppen.

* p<0,05 vs. Kontrolle, n=7-8

300 pM 1000 pM

GM S GM S

State 4
Kontrolle [nmol/min/mg] 1,07 (£0,21) 1,48 (+0,33) 1,12 (+0,34) 1,36 (+0,30)
Pravastatin [nmol/min/mg] 0,88 (£0,24)  1,35(£0,33) |0,69 (x0,18) 1,05 (+0,21)
Pravastatin vs. Kontrolle [%] |81,61(£9,91)" 91,04 (£9,57)" | 67,08 (+24,52) 77,90(+8,76)"

Pravastatinwirkung auf die State 4 Respiration in Colonmitochondrien der Ratte
In vitro Effekte von 300 uM und 1000 uM Pravastatin auf die State 4 Respiration in
Colonhomogenaten von gesunden Wistar-Ratten. Alle Werte sind Mittelwerte (£
Standardabweichung) von jeweils 8 Colonhomogenaten, vor Pravastatingabe, nach
dreiminiitiger Inkubation mit Pravastatin bei Raumtemperatur und im prozentualen
Vergleich zwischen diesen beiden Gruppen. * p<0,05 vs. Kontrolle, n=7-8
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