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Zusammenfassung

Die Therapie der Sepsis stellt im klinischen Alltag aufgrund der hohen Mortalitdt und der
Schwere ihres Verlaufes eine besondere Herausforderung dar. In klinischen Studien konnte
beobachtet werden, dass Patienten/-innen, die HMG-CoA-Reduktase-Hemmer (HRH)
einnahmen, weniger haufig eine schwere Sepsis entwickelten und so seltener intensivpflichtig
wurden. Auch in zahlreichen tierexperimentellen Studien konnte der positive Einfluss von
HRH auf die Mortalitdt und die inflammatorische Reaktion gezeigt werden. Als Ursache fiir
die Entwicklung eines septischen Multiorganversagens werden mikrozirkulatorische
Storungen sowie eine mitochondriale Dysfunktion betrachtet. Es ist allerdings weiterhin
unklar, ob HRH die mitochondriale Funktion (MF) wihrend einer Sepsis beeinflussen. Auch
molekulare Mechanismen einer Wirkung der HRH auf die MF sind nicht vollstdndig geklart.
Ein moglicher Wirkmechanismus konnte in der Modulation des intrazelluldren Peroxisom-
Proliferator-aktivierten-Rezeptors-a. (PPARa) liegen. Aufgrund der besonders schwierigen
Therapierbarkeit einer Sepsis-induzierten Leberinsuffizienz ist die Betrachtung der
hepatischen MF besonders interessant. Eine Verbesserung der MF hepatischer Zellen kdnnte
prognostisch giinstig sein. Ziel dieser Arbeit ist es zu untersuchen, ob die Gabe des HRH
Pravastatin in vivo die MF hepatischer Zellen unter nicht-septischen und septischen
Bedingungen im Rattenmodell beeinflusst und ob dieser mdgliche Effekt iiber den PPARa
vermittelt wird. Die Versuche wurden mit Genehmigung des Landesamtes fiir Natur, Umwelt
und Verbraucherschutz des Landes Nordrhein-Westfalen (Az.: 84-02.04.2016.A398)
durchgefiihrt. Insgesamt wurden 77 ménnliche Wistar-Ratten randomisiert in septische
(n=37) und nicht-septische (n=40) Gruppen eingeteilt. Die abdominelle Sepsis wurde mittels
einer Colon ascendens stent peritonitis (CASP)-Operation induziert. Die nicht-septische
Gruppe (Sham) wurde ebenfalls operiert, wobei der Stent hier das Colon nicht penetrierte und
es somit nicht zur Sepsis kam. Innerhalb der Gruppen wurde die Wirkung auf die MF in
Abhéangigkeit von der zuvor applizierten, gewichtsadaptierten Gabe von Pravastatin mit oder
ohne PPARa-Blocker sowie eine Kontrolle mit den Trégersubstanzen untersucht. Es wurde
24 Stunden nach der Operation in einer erneuten Laparotomie das Lebergewebe entnommen
und aufbereitet. Respirometrisch wurde im Anschluss sowohl die Sauerstoftkonzentration als
auch die Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit gemessen. Zur Quantifizierung der MF
wurden der Respiratory Control Index (RCI) als Mal} fiir die Kopplung zwischen
Atmungskette und Adenosintriphosphat-Synthese und die Adenosindiphosphat/oxygen-ratio
(ADP/O-R) errechnet. Die ADP/O-R gilt als Marker der Effizienz der oxidativen
Phosphorylierung, welcher sich aus der zugegebenen ADP Menge und dem verbrauchten
Sauerstoff ergibt. Ebenfalls wurde im Lebergewebe die Menge an Malonyldialdehyd (MDA)
als Indikator flir den oxidativen Stress ermittelt. Die statistische Datenanalyse wurde mittels
One-way ANOVA mit Tukey’s post-hoc-Test durchgefiihrt und die Ergebnisse als Mittelwert
+ Standardabweichung dargestellt. Als statistisch signifikant wurde p < 0,05 betrachtet. In
der Auswertung zeigte die Vorbehandlung mit Pravastatin weder bei CASP- noch bei Sham-
Tieren einen Effekt auf die Parameter der MF in der Leber. Auch die Gabe des PPARa-
Blockers hatte keinen signifikanten Einfluss auf die MF. Die hepatische MDA -K onzentration
blieb ebenfalls unveréndert. In der Studie konnte folglich weder ein signifikanter Effekt von
Pravastatin auf die hepatische MF im nicht-septischen und septischen Rattenmodell noch auf
den oxidativen Stress gezeigt werden.



Summary

The therapy of sepsis represents a special challenge in everyday clinical routine due to its
high mortality rate and the severity of its course. Clinical studies have shown that patients
treated with HMG-CoA reductase inhibitors (HRI) were less likely to develop a severe sepsis
and therefore required intensive care less frequently. The positive influence of HRI on
mortality and inflammatory response has been demonstrated in numerous animal studies.
Microcirculatory disorders and mitochondrial dysfunction are considered to be the cause of
the development of septic multi-organ failure. However, it remains unclear whether HRI
affect mitochondrial function (MF) during sepsis. The molecular mechanisms of an effect of
HRI on MF are also not fully understood. A possible mechanism of action might be the
modulation of the intracellular peroxisome proliferator-activated receptor o (PPARa). Due
to the difficult treatability of sepsis-induced liver insufficiency, the consideration of hepatic
MF is particularly interesting. An improvement of MF in hepatic cells could be prognostically
favourable. The aim of this study is to investigate whether the administration of the HRI
pravastatin influences the MF of hepatic cells under non-septic and septic conditions in the
in vivo rat model and whether this possible effect is mediated via the PPARa. The
experiments were performed with permission of the local Animal Care and Use Committee
(Az.: 84-02.04.2016.A398). 77 male Wistar rats were randomly divided into septic (n=37)
and non-septic (n=40) groups. Abdominal sepsis was induced by colon ascending stent
peritonitis (CASP) surgery. The non-septic groups (sham) were also operated, although the
stent did not penetrate the colon and sepsis did not occur. Within the groups, the effect on
MF was investigated depending on the weight-adapted administration of pravastatin with or
without PPARa blocker and a control. For this purpose, liver tissue was removed and
prepared in a second laparotomy 24 hours after the operation. Subsequently, both oxygen
concentration and oxygen consumption rate were measured respirometrically. To quantify
MF, the Respiratory Control Index (RCI) was then calculated as a marker of coupling
between respiratory chain and adenosine triphosphate-synthesis. Also, the adenosine
diphosphate oxygen ratio (ADP/O-R) was calculated. ADP/O-R is regarded as a marker of
efficiency of oxidative phosphorylation, which results from the amount of ADP added and
the oxygen consumed. The amount of malonyldialdehyde (MDA) in liver tissue as an
indicator of oxidative stress was also determined. Statistical analysis was performed using a
one-way ANOVA with Tukey’s post-hoc test and the results were presented as mean +
standard deviation. P -values < 0.05 were considered statistically significant. In the statistical
analysis the pre-treatment with pravastatin showed no effect on the parameters of MF in the
liver, neither in CASP nor in sham animals. The administration of the PPAR o blocker had
no significant effect on MF. Hepatic MDA concentration remained unchanged. The study did
not show a significant effect of pravastatin on hepatic MF during abdominal sepsis or in non-
septic animals. An effect on the oxidative stress could also not be shown.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Krankheitsbild der Sepsis

1.1.1 Definition

Das Krankheitsbild der Sepsis ist definiert als lebensbedrohliche Organdysfunktion durch eine
dysregulierte Immunreaktion des Wirtes auf eine mutmaBliche Infektion (Singer et al., 2016).
Diese Definition 16ste 2016 die alten Diagnosekriterien der Sepsis ab, welche aufgrund ihrer
fehlenden Spezifitit in der Kritik standen (Vincent et al., 2013). Dabei waren in erster Linie die
Inflammation im Rahmen eines sogenannten systemic inflammatoric response syndrome (SIRS)
und ein Erregernachweis definierend fiir das septische Krankheitsbild (Bone et al., 1992).
Durch den damit verbundenen diagnostischen Fokus auf die Infektion wurden sowohl
Diagnosesicherung und gezielte Therapie als auch die Abgrenzung zu anderen Syndromen
erschwert (Vincent et al., 2013). Heute steht das Organversagen als spezifisches Zeichen der
Immunreaktion des Wirtes und nicht mehr die Inflammation selbst im Vordergrund der klinischen

Diagnosefindung (Singer et al., 2016).

1.1.2 Klinische Scores

Um die Schwere einer Organdysfunktion in einfachen und objektiven Kriterien abzuschitzen,
wurde der Sepsis relatet Organ Failure Assessment (SOFA)-Score entwickelt (Vincent et al.,
1996). Hierbei werden insgesamt sechs Organsysteme iiber die respiratorische Funktion,
die Glascow Coma Scale (GCS), den mittleren artericllen Blutdruck (MAP), die Anzahl der
Blutplattchen sowie die Nieren- und Leberfunktion beurteilt (Vincent et al., 1996). Die Hohe des
SOFA-Scores korreliert sowohl mit dem Auftreten von Komplikationen als auch mit der
Mortalitdt (Seymour et al., 2016; Vincent et al., 1996). Hierfir werden die im Score
beriicksichtigten  spezifischen Organparameter mit Punktwerten von jeweils 0-4
zusammengerechnet (sieche Abb. 1). Werte von liber zwei Punkten schétzen ein Mortalititsrisiko
von iiber 10 % ab (Seymour et al., 2016). Der komplexe SOFA-Score ist besonders fiir Patienten/-
innen auf der Intensivstation geeignet. Um auch potentiell septische Patienten/-innen im nicht-
intensivmedizinischen Setting beurteilen zu konnen, wurde als schnelle und einfache Methode
der quick Sepsis relatet Organ Failure Assessment-Score (QSOFA) entwickelt. Patienten/-innen
mit zwei der drei folgenden Faktoren gelten als Risikopatienten/-innen: verdndertes Bewusstsein
wie Verwirrtheit und Benommenheit, Atemfrequenz (AF) groBer 22/min sowie ein systolischer

Blutdruck kleiner 100 mmHg (Singer et al., 2016).
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SOFA score 1 2 3 4

Respiration

Pa0,/FiO,, mmHg <400 <300 <200 <100
with respiratory support

Coagulation

Platelets x 10°/mm? <130 <100 <50 <20

Liver

Bilirubin, mg/dl 1.2-1.9 2.0-59 6.0-11.9 >12.0

(umol/1) (20-32) (33-101) (102 -204) (<204)

Cardiovascular

Hypotension MAP < 70 mmHg Dopamine =35 Dopamine >3 Dopamine >15

or dobutamine (any dose)® or epinephrine =0.1 or epinephrine > 0.1

or norepinephrine =(.1 or norepinephrine >0.1

Central nervous system
Glasgow Coma Score  13-14 10-12 6-9 <6
Renal
Creatinine, mg/dl 1.2-1.9 2.0-3.4 3.5-49 >5.0
(umol/1) or urine (110 —170) (171 —299) (300 — 440) (>440)

or < 500mi/day

or <200 ml/day

output

= Adrenergic agents administered for at least 1 h (doses given are in pg/kg-min)

Abb. 1: Der SOFA-Score zum Abschétzen des Organversagens bei Sepsis

Zum Abschitzen des Grades und des Verlaufs der Organdysfunktion bei septischen Patienten/-innen
werden sechs Organsysteme nach spezifischen Parametern beurteilt. Jedem System kann eine Punktzahl
von 0 (normale Funktion) bis 4 (stark eingeschriankte Funktion) zugeordnet werden. PaO, = arterieller
Sauerstoffpartialdruck, FiO, = Inspiratorische Sauerstofffraktion, mmHg = Millimeter-Quecksilbersiule,
mm?® = Kubikmillimeter, mg/dl = Milligramm/Deziliter, umol/l = Mikromol/Liter, ml/day = Milliliter/Tag.
Quelle: Vincent et al., 1996.

1.1.3 Erreger und Pathogenese

Das Spektrum einer Sepsis umfasst bakterielle, virale, mykotische und parasitire Erreger
(Martin, 2012). Hierbei ist der Anteil an Infektionen, der durch gram-positive Bakterien ausgelost
wird, am grofiten, gefolgt von den gram-negativen und polymikrobiellen Infektionen
(Dellinger et al., 2013). Ein Nachweis dieser Erreger erfolgt allerdings nur etwa in der Halfte der
Félle (Cohen, 2002). Die haufigsten Infektionen, die einer Sepsis vorausgehen, sind Infektionen
des Respirationstraktes, der Bauchhohle, der Harnwege sowie primére Infektionen der Blutbahn
(Cohen, 2002). Pathophysiologisch fiihren diese Infektionen zu einer Immunantwort des Korpers,
die tiber die Aktivierung pro- und antiinflammatorischer sowie nicht immunologischer Kaskaden
beglinstigt
(Hotchkiss et al., 2013). Im Rahmen dieses Prozesses flihren mikrobielle Mediatoren, sogenannte

eine Gewebehypoxie und die daraus resultierende Organdysfunktion

pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), zu einer Immunantwort des angeborenen
Immunsystems (Cohen, 2002). Besonders mononukleédre Zellen setzten nach Kontakt mit einem

PAMP  proinflammatorische IL-1 IL-6 und TNF
(Tumornekrosefaktor) frei (Cohen, 2002). Neben der Aktivierung der Entziindungskaskade

Zytokine wie (Interleukin-1),
aktivieren die Zytokine auch das Gerinnungssystem. Dabei entsteht durch die Proteolyse von
Prothrombin Thrombin als wichtigstes Enzym der Gerinnungskaskade. Antithrombin und Protein
C als Gegenspieler der Blutgerinnung werden hingegen gehemmt. Das fiihrt zu einem
Ungleichgewicht des Gerinnungssystems, welches sich in erster Linie in der sogenannten
disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC) &uBert (Levi et al., 1993). Dadurch kommt es
wiederum, vor allem in den Endstrombahnen der kleinen Gefdlle, zur Hypoxie. Zum Ausgleich

der anfangs iiberschiefenden Reaktion des angeborenen Immunsystems auf die Infektion wird
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gegenregulatorisch das Immunsystem heruntergefahren, indem 16sliche IL-1 Rezeptor- und TNF-
Rezeptor-Antagonisten sowie antiinflammatorische Zytokine wie IL-10 gebildet werden und
Lymphozyten in Apoptose gehen (Cohen, 2002). Es wird vermutet, dass vor allem diese
kompensatorische Gegenregulation des Immunsystems zum Multiorganversagen (MOV) im
Rahmen der Sepsis fiihrt (Cohen, 2002). Der genaue Mechanismus des MOV ist jedoch nicht
vollstindig gekldrt. Eine Rolle spielen aulerdem die durch DIC bedingte Hypoperfusion,
Storungen der mikrovaskuliren Homoostase durch vasoaktive Substanzen wie Histamin,
Gewebeexsudate und direkt schddigende Einfliisse durch lysosomale Enzyme und reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) (Sygitowicz and Sitkiewicz, 2020). Besonders die Stérungen der
Mikrozirkulation sind mit einer erh6hten Mortalitdt assoziiert (Sakr et al., 2004). Neben den
Mikrozirkulationsstérungen kommt es iiber nicht vollstindig verstandene Prozesse auch zu
Storungen der Zellatmung in den Mitochondrien, wodurch die Energiebereitstellung fiir den

Organismus gestort wird (Graham and Stacy, 2020).

Zusammenfassend folgt der Amplifikation der Immunreaktion pathophysiologisch eine
Dysregulation. Diese fehlregulierte Antwort des Kdrpers mit Stérungen in der Mikrozirkulation
und der mitochondrialen Dysfunktion (MD) fithren zum Krankheitsbild der Sepsis mit MOV.

1.1.4 Epidemiologie und Kosten

Das komplexe klinische Syndrom der Sepsis stellt im klinischen Alltag eine besondere
Herausforderung dar. In einer US-amerikanischen Kohortenstudie war die Sepsis die
hiufigste unmittelbare Todesursache, meist in Kombination mit anderen schweren
Komorbiditdten (Rhee et al., 2019). Obwohl die Letalitdt der Sepsis, die bei etwa 10-30% liegt
(Fleischmann et al., 2016; Martin, 2012), sinkt, steigt die Inzidenz weiterhin an (Stoller et al.,
2016). AuBlerdem nimmt die Inzidenz an schwer therapierbaren Erregern wie nosokomialen
Pilzinfektionen zu (Cohen, 2002). Insgesamt ist die Sepsis flir 2% aller Krankenhausaufenthalte
verantwortlich (Martin, 2012). Die durch die Hospitalisierung und damit verbundene héufig
intensivmedizinische Versorgung septischer Patienten/-innen entstehenden Kosten stellen fiir das
Gesundheitssystem eine grole Herausforderung dar. Wihrend die Sepsis in den USA zu den
kostenintensivsten Krankheitsbildern im Krankenhaus zéhlt (Torio and Andrews, 2006), liegen
die Kosten in Deutschland pro Sepsisfall im Jahr 2013 durchschnittlich bei 27.467,92 Euro
(Fleischmann et al., 2016). Die Gesamtkosten fiir die stationdre und nachfolgende ambulante
Behandlung der Sepsisfolgen liegen bei rund 7,7 Milliarden Euro (Fleischmann et al., 2016).
Neben den direkten Behandlungskosten kommen neben der lange andauernden
Erwerbsminderung fiir die Patienten/-innen auch langfristige kognitive, psychosoziale und

funktionelle Einschrinkungen hinzu (Iwashyna et al., 2010).
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1.1.5 Therapie der Sepsis

Eine 2018 erneuerte Leitlinie der Surviving Sepsis Campaign hat die Wichtigkeit eines schnellen
Vorgehens bei einer Sepsis im Rahmen eines one-hour-bundle auf Grundlage der neuen
diagnostischen Mittel wie dem qSOFA verdeutlicht (Levy et al., 2018). Innerhalb einer Stunde
sollte nun ein im Folgenden beschriebenes, spezifisches Malnahmenbiindel durchgefiihrt werden
(Levy et al., 2018): Zur initialen Abschitzung wird Laktat im Blut bestimmt, welches ein
Indikator fiir einen anaeroben Stoffwechsel und zelluldre Hypoxie ist. Ebenfalls kann der
Laktatspiegel zur Verlaufsbeurteilung genutzt werden. Bevor eine Antibiotikatherapie mit
breitem Erregerspektrum unter Beriicksichtigung des Patientenprofils sowie lokaler Resistenzen
intravenos appliziert wird, sollten Blutkulturen und weitere Laborparameter wie ein Blutbild und
Infektparameter abgenommen werden. Zur Kreislaufstabilisierung werden kristalloide
Infusionsldosungen infundiert. Der MAP sollte stets > 65 mmHg betragen. Zur Stabilisierung kann
Noradrenalin oder Vasopressin appliziert werden. Wenn trotz Noradrenalingabe keine
Kreislaufstabilisation erreicht wird, kann einer Nebennierenrindeninsuffizienz mit einer
zusitzlichen Gabe von Hydrocortison entgegengewirkt werden. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist
eine intensivierte Insulintherapie mit Zielblutzuckerwerten zwischen 80-180 mg/dl. In einem
Zeitfenster von 6-12 Stunden sollte eine sogenannte source control stattfinden. Hierbei soll eine
definitive Diagnose getroffen und auch entschieden werden, ob ein sanierbarer Fokus, wie ein
Abszess oder ein infizierter Katheter, entfernt werden kann. Im Verlauf der Intensivtherapie sind
noch  weitere therapeutische MalBnahmen moglich: lungenprotektive  Beatmung,
Thromboembolieprophylaxe, Stressulkus-prophylaxe sowie Komplikationsmanagement. Da
trotz der Behandlungsleitlinie, die eine schnelle und umfassende Therapie gewéhrleisten soll, die
Sterblichkeit einer Sepsis weiterhin hoch ist, sind weitere Studien mit neuen Therapieansétzen
notwendig. Fokus kann auf einem Eingriff in die Entstehung und Ausbreitung einer Sepsis,
Unterstlitzung der anti-inflammatorischen und metabolischen Korperfunktionen und

Verhinderung von Sepsis bedingten Komplikationen wie der DIC liegen.

1.1.6 Bedeutung der Leber in der Sepsis

Die Leber spielt als zentrales Stoffwechselorgan eine besondere Rolle in der Abwehrfunktion des
Korpers. Zu den hepatischen Funktionen gehéren die Entgiftung, Energieproduktion und
-speicherung, Hormonproduktion, Homdostase, Blutgerinnung, Produktion von akute Phase
Proteinen und viele weitere. Bei einer Sepsis filhren PAMPs, Toxine und inflammatorische
Mediatoren iiber eine hepatozellulire Dysfunktion gefolgt von einem Leberschaden zum
irreversiblen Leberversagen, das bei einer Schidigung von 80 - 90 % der Hepatozyten auftritt
(Yan et al., 2014). Laut Yan entwickeln 39,9 % der Patienten/-innen mit einer Sepsis eine
hepatische Dysfunktion, 8,5 % sogar ein Leberversagen (Yan et al., 2014). Es fehlen allerdings
genaue Definitionen von Sepsis-induzierten-Leberschddigungen, z.B. in Form von hypoxischer

Hepatitis, Sepsis-induzierter-Cholestase und Synthesestdrungen, um genaue Inzidenzen zu
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ermitteln  (Woznica et al, 2018). Aufgrund der hohen Regenerationskapazitdt und
Widerstandsfahigkeit der Leber ist die Inzidenz von Leberversagen in der Sepsis niedriger und
andere Organbeteiligungen, wie das Lungen- und Nierenversagen, hdufiger (Baue, 1975). Eine
hepatische Mitbeteiligung gilt allerdings als prognostisch besonders ungiinstig und ist mit einer
erhohten Mortalitit assoziiert (Kramer et al., 2007; Woznica et al., 2018). Neben einem
therapeutisch oder supportiv durchgefiihrten Leberersatzverfahren fehlen etablierte diagnostische
Werkzeuge zum Abschétzen eines bestehenden oder sich entwickelnden Leberschadens (Nesseler
et al., 2012; Woznica et al., 2018). Eine US- amerikanische Datenbankanalyse konnte zeigen,
dass Patienten/-innen, die vorbestehende Leberschidden wie z.B. eine Hepatitisinfektion oder
Zirrhose hatten, im Rahmen von Infektionen hiufiger eine Sepsis entwickelten (Foreman et al.,
2003). Leberschaden und Sepsisprogression scheinen sich also gegenseitig zu beeinflussen. Aus
diesen Griinden ist das Verhindern eines Leberschadens auch ein wichtiger therapeutischer

Ansatz in der Sepsisbehandlung.
1.2 Sepsis und Mitochondrien

1.2.1 Mitochondrien

Mitochondrien werden auch als die ,,Kraftwerke™ der Zellen bezeichnet, da sie dem K&rper durch
Oxidative Phosphorylierung (OxPhos) Energie bereitstellen. Sie befinden sich im Zytoplasma
eukaryotischer Zellen und ihr Zyklus findet unabhéngig vom Zellzyklus statt. Aufgebaut sind sie
aus einer duBeren und inneren Membran, zwischen denen ein Protonengradient fiir die
Energiebereitstellung in Form von Adenosintriphosphat (ATP) (siche Kapitel 3.2.3.1) aufgebaut
wird. Zur OberflachenvergroBerung ist die innere Membran, in der sich die Komplexe der
Atmungskette  befinden, in sogenannte Cristae aufgefaltet (siche Abb. 2).
In der Mitochondrienmatrix befindet sich aulerdem die mitochondriale Desoxyribonukleinsdure
(mtDNA), die fiir die mitochondrialen Proteine kodiert. Insgesamt dhneln die Mitochondrien in
ithrem Aufbau aus 2 Membranen den Bakterien. Klinisch bedeutsam ist hierbei, dass insbesondere
bakterizide Antibiotika wie Flourochinolone und p-Laktamantiobiotika eine MD sowie die
Produktion von ROS bedingen konnen (Kalghatgi et al., 2013). Neben ihrer Hauptaufgabe der
Energieerzeugung spielen Mitochondrien eine wichtige Rolle in verschiedenen Signalwegen
sowie der Kalzium- und Eisenhomoostase (Kakkar and Singh, 2007) sowie der Steuerung der

Apoptose (Jeong and Seol, 2008) und sind Ort der B-Oxidation von Fettsduren.
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Abb. 2: Schematischer Aufbau eines Mitochondriums
Quelle: Ruiz, 2006.

1.2.2 Mitochondriale Funktion wihrend einer Sepsis

Welche Rolle Mitochondrien in der Pathogenese der Sepsis spielen (Arulkumaran et al., 2016),
ist ebenso wenig geklirt wie der Mechanismus der MD (Graham and Stacy, 2020).
Insgesamt ist die Studienlage zur mitochondrialen Funktion (MF) verschiedener Organe im
Rahmen einer Sepsis sehr variabel (Jeger et al., 2013). Auch die Studienlage zur hepatischen MF
ist kontrovers: Einige Studien zeigten eine verschlechterte (Brealey et al., 2004; Jeger et al.,
2015), eine unveranderte (Trumbeckaite et al., 2013) oder sogar verbesserte (Kozlov et al., 2006)
MF. Ebenso ist die MF der Leber im zeitlichen Verlauf einer Sepsis unterschiedlich. In frithen
Phasen einer abdominellen Sepsis sind die Kopplung von Atmungskette und OxPhos sowie die
Effizienz der OxPhos nach Stimulation der Komplexe I und II der Atmungskette erhoht, wihrend
sich im weiteren Verlauf die Effizienz nach Stimulation von des Komplex I reduziert
(Herminghaus et al., 2019b). So nimmt insgesamt die Effizienz der OxPhos in den frithen Phasen
zu und fillt im Verlauf wieder auf Kontrollwerte ab (Herminghaus et al., 2019b;
Morel et al., 2017). Ein moglicher Grund fiir eine Abnahme der MF im Verlauf einer Sepsis
konnte eine Schutzreaktion der Zellen bei allgemeiner Abnahme der Energieverfiigbarkeit im
Stoffwechsel sowie der Schutz vor einer iiberméfBigen Produktion von toxischen ROS durch die

Mitochondrien sein (Lelubre and Vincent, 2018; Singer, 2007).

Tierexperimentelle Untersuchungen, die die MD in Abhéngigkeit von der Schwere der Sepsis
beobachtet haben, kamen zu folgenden Ergebnissen: Bei einer milden Sepsis wird die MF
kompensatorisch hochreguliert. Bei einer schweren Sepsis hingegen fallen diese adaptiv
wirkenden Mechanismen weg und ein schlechtes klinisches Outcome kann begiinstigt werden
(Herminghaus et al., 2015). So zeigt die MF in frithen Phasen sowie bei einer moderaten Sepsis

adaptive Mechanismen, die genauer untersucht werden miissen.
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Moégliche Mechanismen einer MD laufen iiber einen poreninduzierten Kalziumeinstrom in die
Mitochondrien, der Aktivierung fragmentierender Mechanismen und genetischer Verdnderungen
ab (Lobet et al., 2015). Ebenfalls kommt es zu erhéhten mitochondrialen ROS-Konzentrationen
(Graham and Stacy, 2020). Diese ROS sind Molekiile mit einem ungepaarten Elektronenpaar,
genannt freie Radikale, die hochreaktiv mit umgebenden Molekiilen reagieren kdnnen und
unkontrolliert schadlich wirken konnen (Galley, 2011). Eine experimentelle Studie konnte zeigen,
dass im Lebergewebe neben dem direkten Kontakt von inflammatorischen Mediatoren wie
PAMPs besonders die sekundire Hypoxie, beispielsweise durch die Akkumulation von freiem
Eisen, ebenfalls zur MD fiihren kann (Weidinger et al., 2013). Zur sekunddren Hypoxie kommt
es hierbei vor allem durch die aktivierte Gerinnung, die Odembildung sowie durch
GefaBverschliisse, die Teil des zuvor beschriebenen Pathomechanismus sind.
Paradoxerweise fiithrt eine Hypoxie zur Zunahme von ROS durch Elektronenabgabe aus der
Atmungskette und Hemmung des Komplex II der Atmungskette mit einer Akkumulation von
Succinat (Bar-Or et al., 2015). Die Zunahme von ROS sowie die Abnahme der antioxidativen
Mechanismen fiihrt iiber oxidativen Stress zu mitochondrialem Versagen und schlussendlich auch

zum Organversagen (Duran-Bedolla et al., 2014).

Zusammenfassend bleibt die MF in ihrer Modulation und im zeitlichen Ablauf sowie die
Entstehung einer MD im Rahmen einer Sepsis weiterhin nicht vollstindig geklirt und es sind

weitere Untersuchungen notwendig.
1.3  Statine und Sepsis

1.3.1 Statine

Statine sind bekannt als ,fettsenkende® Medikamente und zeichnen sich durch eine
reversible, kompetitive Hemmung der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A-Reduktase
(HMG-CoA-Reduktase) aus (Istvan and Deisenhofer, 2001). Wichtige klinische Indikationen der
HMG-CoA-Reduktase-Hemmer (HRH) sind kardiovaskuldre Erkrankungen wie Atherosklerose,

die koronare Herzerkrankung und die peripherie arterielle Verschlusskrankheit.

Die HMG-CoA-Reduktase katalysiert die Reduktion des HMG-CoA zu Mevalonat (Istvan and
Deisenhofer, 2001). Uber weitere Schritte wird anschlieBend das Isoprenoid Cholesterin
synthetisiert, welches ein wichtiger Bestandteil der Zellmembranen und der Vorldufer von
Steroidhormonen sowie Gallenséuren ist. Die ,,fettsenkende* Wirkung der HRH wird durch zwei
Mechanismen, der Cholesterinsynthese-hemmung sowie der Hochregulation der low densitiy
lipoprotein (LDL)-Rezeptoren der Leber, vermittelt. So wird vermehrt LDL, welches das
hydrophobe Cholesterin im Blutplasma transportiert, in die Leber aufgenommen. HRH hemmen

nicht nur die Synthese von Cholesterin, sondern auch die Synthese weiterer Isoprenoide, wie dem
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Geranylpyrpphosphat (GPP) und dem Farnesylpyrophosphat (FPP). Die Synthesehemmung
dieser Isoprenoide fiihrt unter anderem zu den sogenannten pleiotropen Effekte der Statine
(Arnaud et al., 2005). Hierzu gehoren Effekte, die antiinflammatorisch, immunmodulatorisch,

antioxidativ, antithrombotisch sowie am Endothel wirken (siche Abb. 3).

Uber eine verminderte posttranslationale Modifikation der kleinen Signalmolekiile wie den
Rho- und Ras-GTPasen durch die Isoprenoide GPP und FPP, der sogenannten Isoprenylation,
konnen die entsprechenden Signalwege und Genexpressionen verdndert werden (De Loecker and
Preiser, 2012). Hierdurch kommt es zu einer verminderten Expression von proinflammatorischen
Zytokinen und akute Phase Proteinen wie dem C-reaktiven Protein (CRP), einer Inhibition der
adaptiven Immunantwort und vermehrten Aktivierung der Him-Oxygenase zur antioxidativen
Abwehr (De Loecker and Preiser, 2012). Am Endothel der Gefédle fiihren die Mechanismen zu
protektiven Effekten durch Induktion der endothelialen Stickstoffsynthase (eNOS) und Inhibition
der Proliferation von glatten Muskelzellen (Liao and Laufs, 2005).

ANTIINFLAMMATORY:
¥ CRP
¥ Chemokines release (MCP-1, RANTES)
¥ Adhesion molecules
(P-selectin, VLA- 4, CD11a, CD11b, CD18)
¥ Cytokines expression (IL-1p, TNF a, IL-6, IL-8)

IMMUNOMODULATORY:

¥ MHC II expression and activity

¥ TLR- 4 expression

¥ T-cell activation via LFA- 1 blockade

¥ Proliferation monocytes, macrophages

ANTIOXYDANT:

\
¥ NADPH oxid:
STATINS I A Haem ox)c";eln:llz: activation
[

ENDOTHELIAL FUNCTION: ANTITHROMBOTIC:
¥ iNOS expression ¥ Platelet activity
¥ Leucocyte adhesion ¥ Plasminogen activator inhibitor levels

A Tissue plasminogen activator
4 Thrombomodulin expression and activity

Abb. 3: Pleiotrope Effekte von Statinen

Neben ihrer fettsenkenden Eigenschaft haben Statine durch Modulation der Entziindungsreaktion
antiinflammatorische, immunmodulatorische, antioxidative und antithrombotische Effekte.

CRP = C-reaktives Protein, MHC = Haupthistokompatibilititskomplex, TLR = Tol! like receptor,
LFA = lymphocyte function antigen, NADPH = Nicotinamidadenindinukleotidphosphat,

iNOS = Stickstoffmonoxid-Synthase.

Quelle: De Loecker and Preiser, 2012.
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1.3.2 Klinische Beobachtungen

Ob Statine einen positiven Einfluss bei schweren Erkrankungen wie einer Sepsis haben, ist
Gegenstand vieler klinischer und tierexperimenteller Studien. In einer prospektiven
Kohortenstudie konnte ein Zusammenhang zwischen einer vorherigen Statineinnahme und einer
selteneren Entwicklung einer Sepsis bei Infektionen und Vermeidung von intensivmedizinischen
Behandlungen gezeigt werden (Almog et al., 2004). Retrospektiv konnte dariiber hinaus ein
Uberlebensvorteil bei Bakteriimie mit fortgefiihrter Statineinnahme beobachtet werden
(Kruger et al., 2006). Ebenfalls konnte in einer kontrollierten, randomisierten Studie ein Benefit
im Hinblick auf Verhinderung einer Sepsisprogression durch eine akute Statingabe bei Statin-
naiven Patienten/-innen mit beginnender Sepsis beobachtet werden (Patel et al., 2012).
In einer Studie, in der das Uberleben von Patienten/-innen mit beatmungsassoziierten
Pneumonien in Abhéngigkeit von der vorherigen Gabe von Statinen oder Placebos untersucht
wurde, zeigte sich allerdings kein signifikanter Unterschied (Papazian et al., 2013).
Eine Metaanalyse von 8 randomisierten, kontrollierten Studien konnte weder einen Effekt der
vorherigen Statingabe auf die Mortalitdt noch Unterschiede zwischen hohen und niedrigen
Statindosen nachweisen (Quinn et al., 2016). In einer weiteren retrospektiven Analyse zeigte sich
sogar eine signifikant erhdhte Krankenhausmortalitdt bei Patienten/-innen mit Infektionen und
vorheriger Statineinnahme (Fernandez et al., 2006). Die 2018 veroffentlichte Metaanalyse von
Chen zeigte anhand von 9 randomisierten Studien keinen Vorteil einer Statingabe bei Sepsis auf
die Krankenhaus- sowie 28-Tage-Mortalitit (Chen et al., 2018). Eine weitere systematische
Ubersichtarbeit schlussfolgerte aufgrund fehlender Mortalitits- und Komplikationsreduktion

durch Statine, dass der Einsatz von Statinen nicht empfohlen wird (Pertzov et al., 2019).

Insgesamt ist die Studienlage zur Wirksamkeit einer Statingabe zur Pravention und Behandlung
von septischen Patienten/-innen uneindeutig (Dobesh and Olsen, 2014). Daher miissen bei
schwerkranken Patienten/-innen nach wie vor individuell Nutzen, Risiken und

Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten abgewogen werden (Omar et al., 2017).

1.3.3 Experimentelle Beobachtungen

Um die Wirkmechanismen von Statinen auf schwere Erkrankungen wie der Sepsis genauer zu
verstehen, wurden in vivo und in vitro Versuche durchgefiihrt. Einige tierexperimentelle Studien
zeigten nach Gabe eines Statins ein erhdhtes Uberleben bei septischen Miusen (Ando et al., 2000;
Merx et al., 2005) sowie Ratten (Morel et al., 2017). Stolf untersuchte eine 30-tdgige Statingabe
vor Sepsisinduktion bei Ratten und analysierte verschiedene Parameter wie oxidativen Stresses,
Enzymaktivitit in Lebermitochondrien, Leberhistologien sowie Plasma- und Genmarker fiir
Entzlindungsreaktionen. Einzig konnte ein Einfluss von Statinen auf die durch Sepsis verminderte
mitochondriale Enzymaktivitét der Leber gemessen werden (Stolf et al., 2012). Morel untersuchte

den zeitlichen Einfluss von einer Statingabe bei Sepsis im Rattenmodell. Lediglich in der Gruppe,
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die Simvastatin vor Sepsisinduktion erhielt, zeigte sich ein statistisch signifikanter
Uberlebensvorteil (Morel et al., 2017). Eine vorherige Studie der Arbeitsgruppe konnte zeigen,
dass eine Vorbehandlung mit Pravastatin die mikrovaskuldre Sauerstoffversorgung des Darms
verbessert und somit eine Translokation von Erregern vermindert werden konnte (Schulz et al.,
2019). Terblanche fasst in seinem Review verschiedene Modulationswege von Statinen mit
Beeinflussung von Signalwegen, Gentranskription, Induktion von der H&moxygenase und
erhohter Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen zusammen. Uber direkt und indirekte
immunmodulatorische Wirkungen wird die Immunantwort des septischen Organismus moduliert
und positiv beeinflusst (Terblanche et al., 2007). Die genaue Untersuchung weiterer

Mechanismen von Statinen ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
1.4 Statine und Mitochondrien

Statine wirken liber ihre fettsenkenden und pleiotropen Effekte an vielen verschiedenen zelluldren
Strukturen und Geweben (De Loecker and Preiser, 2012). Die Einflussnahme von Statinen auf
verschiedene inflammatorische, antioxidative und antikoagulative Prozesse wurde bereits
beschrieben (Liao and Laufs, 2005). Interessant ist es weiterhin, inwieweit Statine auf
Mitochondrien wirken. Es wurden vier mogliche Mechanismen beschrieben, durch die Statine
Mitochondrien in ihrer Morphologie und Funktion beeinflussen (Broniarek and Jarmuszkiewicz,
2016). Sie flihren erstens zu einem Mangel an Ubiquinon, einem wichtigen Elektronentrager
zwischen den Komplexen I, II und III der Atmungskette und begiinstigen dadurch z.B. eine
Myopathie (Deichmann et al.,, 2010; Vaughan et al., 2013). Zweitens hemmen sie direkt
Komplexe der Atmungskette sowie die ATP-Synthase. Drittens vermindern sie die Isoprenylation
von Signalmolekiilen und induzieren viertens die mitochondriale Apoptose (Broniarek and
Jarmuszkiewicz, 2016). Die Wirkung von Statinen auf Mitochondrien unterscheidet sich
weiterhin in verschiedenen Gewebetypen und ist dosisabhingig (Herminghaus et al., 2019a).
Wihrend sie in Herzmuskelzellen iiber Mitohermesis die Biogenese von Mitochondrien und
damit die oxidative Kapazitdt fordern, konnen sie in der Skelettmuskulatur iiber einen erhdhten
oxidativen Stress zur geflirchteten Nebenwirkung der Myopathie fiihren (Bouitbir et al., 2012).
Die Leber ist durch die Hemmung der HMG-CoA-Reduktase in den Hepatozyten der
Hauptwirkort von Statinen (Brealey et al., 2011). Allerdings ist die Studienlage zum Einfluss von
Statinen auf hepatische Mitochondrien nicht ganz eindeutig. Es gibt Studien, die keinen Effekt
von Pravastatin auf Mitochondrien der Leber zeigen (Kaufmann et al., 2006; Marques et al.,
2018), Herminghaus konnte allerdings dosisabhéngig eine Entkopplung der Atmungskette und
der OxPhos ohne Beeintriachtigung der Effizienz der OxPhos zeigen (Herminghaus et al., 2019a).

Eine mogliche Toxizitdit von Statinen ist unter anderem abhingig vom gewihlten Préparat.
Hydrophile Statine wie das Pravastatin zeigt sich auf Muskelzellen weniger toxisch als

vergleichbare lipophile Statine wie z.B. Atorvastatin, Simvastatin und Cerivastatin
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(Kaufmann et al., 2006). Effekte von Statinen auf Mitochondrien in Thrombozyten zeigten sich
in vivo bei hohen tierexperimentellen Dosen mit 30 mg/kg KG deutlich stirker ausgeprigt als bei
therapeutischen Dosen humaner Untersuchungen mit 0,2-0,5 mg/kg KG (Vevera et al., 2016).
Bei einer Dosiserhohung mit dem Ziel der Erhdhung der Plasmakonzentrationen beim Menschen
sind Wechselwirkungen mit anderen Arzneimitteln sowie Komorbidititen wie Leber- und
Nierenfunktionsstérungen mit méglichen toxischen Folgen von Statinen zu beachten (Bjorkhem-

Bergman et al., 2011; Herminghaus et al., 2019a).

Insgesamt bleibt der Einfluss von Statinen auf Mitochondrien verschiedener Gewebe nicht ganz
verstanden und es bleibt auch im Rahmen der klinischen Anwendung bei Sepsis nicht eindeutig,
ob die pleiotropen Mechanismen durch Starkung der Immunantwort, die antioxidativen Effekte
und Herunterregulierung der OxPhos oder die schdadigenden Einfliisse durch gestorte Signalwege,

verdnderte Zellatmung und oxidativen Stress iiberwiegen (Morel et al., 2017).

1.5 Statine und PPARa

Peroxisom-Proliferator-aktivierte-Rezeptoren (PPAR) sind nukledre Rezeptoren und dienen als
Transkriptionsfaktoren zur Regulation der Genexpression (Issemann and Green, 1990).
Die drei bisher identifizierten Subtypen PPAR -a, -B/6 und -y unterscheiden sich in ihrer
Lokalisation und ihrem Genexpressionsmuster (Tyagi et al., 2011). Wéhrend eine Aktivierung
des PPARY, z.B. durch die Antidiabetika Rosiglitazon and Pioglitazon, die Insulinsensibilitdt
sowie den Glukosestoffwechsel steigert, flihrt eine Aktivierung des PPARB/S zur Expression von
Genen des Fettsduremetabolismus (Balakumar et al., 2007; Tyagi et al, 2011).
Der PPARo, dessen Expression in Hepatozyten, Enterozyten sowie immunologischen und
vaskuldren Zellen hoch ist, spielt durch Stimulation der Glukoneogenese, der 3-Oxidation von
Fettsduren und der high  densitiy lipoprotein ~ (HDL)-Synthese sowie  der
Adipozytendifferenzierung (Schoonjans et al., 1996; Seo et al., 2008) ebenfalls eine
entscheidende Rolle im Glukose- und Fettmetabolismus. Besonders Fibrate senken iiber direkte
Bindung an den PPARa die Triglyceridlevel im Blutplasma (Kersten, 2008).
Neben den metabolischen Effekten zeigt der PPARa auch immunmodulatorische Wirkungen.
In einer tierexperimentellen Studie konnten Einfliisse des PPARa auf die Dauer einer
Immunantwort gezeigt werden (Devchand et al., 1996). Mogliche Zusammenhénge zwischen den
metabolischen und inflammatorischen Funktionen des PPARa im Rahmen einer Sepsis wurden
von Paumelle untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass durch eine Sepsis die PPARa Aktivitét
erhoht und so iiber eine Aktivierung des Fettsduremetabolismus vermehrt Ketonkoérper zur
Deckung des erhdhten Energiebedarfs produziert werden (Paumelle et al., 2019). Van Wyngene
zeigte in seiner experimentellen Studie hingegen eine Verminderung der PPARa-mRNA Level
und -aktivitit bei einer Sepsis und schlussfolgert, dass die dadurch bedingten metabolische

Storungen mallgeblich an der Sepsis beteiligt sind (Van Wyngene et al., 2020). Statine, besonders
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die hydrophilen wie Pravastatin, induzieren auf bislang ungeklérte Weise ebenfalls die PPARa
Promoter Aktivitét, die PPARa mRNA Expression und die PPARa Level insgesamt (Seo et al.,
2008). Im Review von Balakumar and Mahadevan wird vermutet, dass die Hochregulierung
sowie Aktivierung vom PPARa zu den pleiotropen Effekten der Statine gehdrt, indem sie
antiinflammatorisch, kardio- und renoprotektiv sowie antithrombotisch wirken (Balakumar and
Mahadevan, 2012). Insgesamt ist die Rolle und Beeinflussung des PPARa in der Leber im

Rahmen einer Sepsis unvollstindig geklart.
1.6 Reaktive Sauerstoffspezies

In vitro Beobachtungen der mitochondrialen Aktivitdt (MA) an humanen Zelllinien ergaben, dass
die Aktivitat der OxPhos durch die Hemmung der Komplexe I und IV der Atmungskette durch
NO, welches im Rahmen einer Sepsis entsteht, herunterreguliert ist (Beltran et al., 2000).
Gleichzeitig steigt die Konzentration von Superoxiden als ROS, welche von den Komplexen I, I1
und III produziert werden, an (Arulkumaran et al., 2016). Die Superoxide kdnnen dann mit NO
reagieren und weitere reaktive Stickstoffspezies (RNS) bilden (Weidinger et al., 2015).
Der Mechanismus, der in den Mitochondrien nach Kontakt mit PAMPs zur ROS und RNS-
Synthese fithrt und letztendlich eine MD verursacht, ist nicht vollstindig geklért.
Vermutlich dienen die ROS und RNS zur Aktivierung des angeborenen Immunsystems (Victor
et al., 2009). Es ist unklar, wann die Erzeugung von mitochondrialen ROS aufhért, adaptiv zu

sein und schadlich wird (Arulkumaran et al., 2016).

Die vermehrte Anzahl an ROS in einer lipidreichen Umgebung wie der Leber induziert hier eine
Lipidperoxidation, die darauf hochreaktive aldehydische Derivate wie Malonyldialdehyd (MDA)
freisetzt. Das MDA hat neben der direkt toxischen Wirkung der ROS wiederum schddigende
Einfliisse auf das umgebende Gewebe, die Atmungskette und die DNA. Die MD fiihrt nun erneut
zu einer vermehrten ROS Produktion und es kommt zu einem schidigenden Kreislauf
(Begriche et al., 2006). Bei einer Sepsis kommt es neben der Erhohung des oxidativen Stresses
durch ROS und RNS auch zu einem Versagen des antioxidativen Systems, z.B. bestehend aus
Glutathion (Galley, 2011). Die kausalen Zusammenhidnge der Ungleichgewichts zwischen

oxidativem Stress und antioxidativen Mechanismen sind allerdings unklar (Brealey et al., 2004).

Ebenfalls fiihrt ein erhohter Energiebedarf bei einer Sepsis zu einer vermehrten Lipolyse im
Fettgewebe mit folgendem Anfall von freien Fettsduren. Durch eine verminderte PPARa-
Aktivitdit in der Leber mit Reduktion der f3-Oxidation dieser Fettsduren konnen diese
akkumulieren und tiber Lipotoxizitit mit weiterem Anfall von MDA wiederum direkt die Leber

schadigen (Van Wyngene et al., 2020).
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1.7 Ziele der Arbeit

Die Sepsis stellt als lebensbedrohliche Organdysfunktion durch eine dysregulierte Immunantwort
des Wirtes auf eine mutmaBliche Infektion (Singer et al., 2016) auch im Zeitalter fortgeschrittener
intensivmedizinischer Versorgung eine besondere Herausforderung dar (Martin, 2012). Neben
Mikrozirkulationsstorungen (Sakr et al., 2004) ist auch die MD (Brealey et al., 2002) am Sepsis-
induzierten Organversagen beteiligt, wobei eine Mitbeteiligung der Leber als prognostisch
besonders ungiinstig gilt und eine gezielte Therapie bendtigt wird (Yan et al, 2014).
Studien gaben Hinweise auf eine positive Beeinflussung von Statinen auf die Entwicklung und
Progression einer Sepsis (Almog et al., 2004), die iiber die pleiotropen Effekte von Statinen
vermittelt wird. Ebenfalls beeinflussen Statine die PPARa-Aktivitdit und haben so einen

immunmodulatorischen Einfluss (Balakumar and Mahadevan, 2012; Seo et al., 2008).

Ziel dieser Arbeit ist es zu untersuchen, ob der HRH Pravastatin in vivo die MF der Leber unter
nicht-septischen und septischen Bedingungen beeinflusst und ob dieser Einfluss durch
Modulation am PPARa bedingt ist. AuBerdem soll untersucht werden, ob Pravastatin einen

Einfluss auf den oxidativen Stress in den Mitochondrien hat und so protektiv wirkt.

Mithilfe der vorliegenden Arbeit sollen die folgenden Fragestellungen beantwortet werden:

1. Welchen Effekt hat Pravastatin auf die mitochondriale Funktion in der Leber unter septischen

und nicht-septischen Bedingungen?

2. Wird eine Pravastatin-Wirkung auf die hepatischen Mitochondrien iiber den PPARa

ubermittelt?

3. Hat Pravastatin einen Einfluss auf die ROS-Produktion und damit auf den oxidativen Stress

in der Leber unter septischen und nicht-septischen Bedingungen?

In der vorliegenden Arbeit wurde hierflir ein etabliertes CASP (Colon ascendens stent
peritonitis)-Modell angewandt, mit dem eine abdominelle Sepsis hervorgerufen wurde.
Die Kontrollgruppen wurden steril laparotomiert. AnschlieBend wurden Parameter der
Zellatmung am septischen und nicht-septischen Lebergewebe untersucht. Mittels weiterer

Analysen konnte aulerdem der oxidative Stress quantitativ erfasst werden.
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2 Materialien

2.1 Materialien und Gerite des tierexperimentellen Teils

4-0 Faden

VCP304H, Ethicon Vicryl Plus, Johnson-

Johnson, Neuss, Deutschland

6-0 Faden

EH7403, Prolene, Ethicon Inc., Somerville,
USA

Aufzeichnung himodynamischer und

PowerLab, AD Instruments, Castle Hill,

respiratorischer Parameter Australien

Beatmungsgerit Inspira asv, Harvard Apparatus, Holliston,
USA

Blutgasanalyseger:it ABL 715, Radiometer, Kopenhagen,
Dénemark

Buprenorphin Temgesic, Reckitt Benckiser, Mannheim,
Deutschland

Desinfektionsmittel Octeniderm, Schiilke & Mayr GmbH,

Norderstedt, Deutschland

DMSO, Dimethylsulfoxid

D8418, Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis, USA

Kompressen 4078217, ES-Kompressen, Paul Hartmann
AG, Heidenheim, Deutschland

Lochtuch 33040, Raucodrape, Lohmann & Rauscher
GmbH & Co. KG, Rengsdorf, Deutschland

NaCl, Natriumchlorid B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Pancuroniumbromid Rotexmedica GmbH Arzneimittelwerk,

Trittau, Deutschland

Pentobarbital-Natrium

Narcoren, Boehringer Ingelheim Vetmedica

GmbH, Ingelheim am Rhein, Deutschland

Perfusor secura

Typ 8717/02/8, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

PPARGa - Blocker GW6471

4618, Tocris Bioscience, Bristol, UK

Pravastatin P4498, Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis, USA

Ringerlosung 6737462.00.01, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

Sevofluran SEVOrane, AbbVie Deutschland GmbH &

Co. KG, Ludwigshafen, Deutschland
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Spritzen Omnifix-F, latex-free, B. Braun Melsungen
AG, Melsungen, Deutschland

Sterile Handschuhe Sempermed, SATRA Technology Centre
Wyndham Wayy, Northamptonshire, UK

Stents/ Zuginge Vasofix Safety, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

Thermometer EMB 2200-0, KERN & Sohn GmbH,
Balingen, Deutschland

Waage MT1831, Microlife AG, Windau, Schweiz

Wirmematte Julabo 6, Labortechnik GmbH, Seelbach,

Deutschland

Tabelle 1: Materialien und Geriite des tierexperimentellen Versuchsteils

2.2 Materialien und Geriite des laborexperimentellen Teils

Eismaschine AF 80, Scotsman Ice Systems, Vernon Hills,
USA
Falcons 15 ml und 50 ml, SARSTEDT AG & Co.

KG, Niimbrecht, Deutschland

Glasgefall Homogenisierer

60 ml, Sartorius AG, Géttingen, Deutschland

Hitzeschrank UT 6200, Heraeus Instruments, Hanau,
Deutschland

Homogenisierer Eurostar 20 digital, IKA-Werke GmbH &Co.
KG, Staufen, Deutschland

Kompresse ES-Kompressen, Paul Hartmann AG,
Heidenheim an der Brenz, Deutschland

Mikrospritzen ITO Corporation, Shizouka, Japan

Mikrotestplatte 96 Well

82.1581, Sarstedt AG & Co., Niimbrecht,
Deutschland

Multi-Detektions-Plattenleseger:it

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

Winooski, USA

pH-Meter Digital-pH-Meter 646, Knick Elektronische
Messgerite GmbH & Co. KG, Berlin,
Deutschland

Pipetten Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen StarLab International GmbH, Hamburg,
Deutschland

Respirometer Model 782, Strathkelvin Instruments
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Statistiksoftware GraphPad Software 8.0, La Jolla, USA
Mikroreaktionsgefilie Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Vortexger:iit Vortex Genie Mixer 1,

Scientific Industries, New York, USA
Waage LA230S, Sartorius, Gottingen, Deutschland
Wasserbad Julabo GmbH, Seelbach, Deutschland
Zentrifuge Rotina 420 R, Andreas Hettich GmbH & Co.

KG@G, Tuttlingen, Deutschland

Tabelle 2: Materialien und Geriite des laborexperimentellen Versuchsteils

2.3  Puffer und Losungen des laborexperimentellen Teils

DMSO, Dimethylsulfoxid D8418, A-6003, Sigma-Aldrich Corporation,
St. Louis, USA

Folin & Ciocalteu's phenol reagent F9252, A-6003, Sigma-Aldrich Corporation,
St. Louis, USA

Isolationspuffer (pH 7,15) 200 mM Mannitol

50 mM Saccharose

5 mM Kaliumdihydrogenphosphat

5 mM MOPS

0,1% BSA fatty acid free

1 mM EGTA

1,15% Kaliumchloridlésung 1,15 g KClin 100 ml VE Wasser, kiihl

lagern

Lowry Reagenz A 10 g Natriumcarbonat in 500 ml
0,1 M Natriumhydroxid auf Eis gelost
Lowry Reagenz B 2 g Kalium-Natrium-Tartrat-Tetrahydrat in

100 ml Aqua dest. gelost

Lowry Reagenz C 1 g Kupfersulfatpentahydrat in 100ml Aqua

dest. gelost
n-Butanol 101990, Merck, Darmstadt, Deutschland
1% Phosphorsiure 84 ml Aqua dest. mit 1 ml 85%

Phosphorséure, kiihl gelagert
85% Phosphorsiiure AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Respirationspuffer (pH 7,4) 130 mM Kaliumchlorid

5 mM Kaliumdihydrogenphosphat
20 mM MOPS

2,5 mM EGTA

1 uM Natriumdiphosphat

0,1% BSA
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0,6% 2-Thiobarbitursiure-Losung

| 0,3 g TBA in 50 ml Aqua dest.

Tabelle 3: Puffer und Losungen des laborexperimentellen Versuchsteils

2.4

ADP, Adenosin-5'-Diphosphat-
Monokaliumsalz-Dihydrat

Chemikalien und Reagenzien des laborexperimentellen Teils

A5285, Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis, USA

BSA, Bovine Serum Albumin

K45-001, PAA Laboratories GmbH,

Pasching, Osterreich

BSA, Bovine Serum Albumin (fatty acid

free)

A-6003, Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis, USA

CCCP, Carbonylcyanid-m-
Chlorophenylhydrazon

C2759, Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis, USA

Cytochrome ¢

C2037, Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis, USA

EGTA, Ethylenglykol-bis-

(aminoethylether)-tetraessigsiure

3054.1, Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Glutamat

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

Kaliumchlorid

60130, Fluka Chemie GmbH, Buchs,

Schweiz

Kaliumdihydrogenphosphat

104873, Merck, Darmstadt, Deutschland

Kalium-Natrium-Tartrat-Tetrahydrat

108087, Merck, Darmstadt, Deutschland

Kupfersulfatpentahydrat

102790, Merck, Darmstadt, Deutschland

Malat Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Mannitol 4175.1, Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

MDA, Malonyldialdehyd 108383, Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis, USA

3-MOPS, 6979.4, Carl Roth GmbH +Co. KG,

3-(N-Morpholino)propansulfonsiure

Karlsruhe, Deutschland

Natriumdiphosphat 106591, Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumcarbonat 71351, Fluka Chemie GmbH, Buchs,
Schweiz

Natriumhydroxid 106462, Merck, Darmstadt, Deutschland

Oligomycin 495455, Calbiochem by Merck, Darmstadt,
Deutschland

Rotenon 477737, Sigma-Aldrich Corporation, St.

Louis, USA
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Saccharose 4621.2, Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Sodiumsulfid S4762, Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis, USA

Succinat S2378, Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis, USA

2-Thiobarbitursiure 108180, Merck, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 4: Chemikalien und Reagenzien des laborexperimentellen Versuchsteil
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3 Methoden

3.1 Tierexperimenteller Teil

3.1.1 Genehmigung

Die Versuche wurden mit Genehmigung des Landesamtes fiir Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz (LANUV, Recklinghausen, Deutschland) des Landes Nordrhein-Westfalen
(Az.: 84-02.04.2016.A398) im Labor der Experimentellen Anisthesiologie des
Universitdtsklinikums Diisseldorf durchgefiihrt. Alle an den Tierversuchen beteiligten Personen

verfiigten liber einen Fachkundenachweis gemif des Artikel 9 des geltenden Tierschutzgesetztes.

3.1.2 Versuchstiere

Die insgesamt 103 mannlichen Wistar-Ratten (ca. 3 Monate alt, K&rpergewicht zwischen 320g
und 380g) stammten aus der Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitét.
In der Auswertung wurden die Ergebnisse von 77 Versuchstieren beriicksichtigt. Wahrend des
gesamten Versuches wurden die Tiere in Typ III Kéfigen (Bodenfliche 810 cm?) bei
Zimmertemperatur in einem 12-Stunden Hell-Dunkel-Zyklus gehalten und hatten Futter und

Wasser ad libitum.

3.1.3 Versuchsablauf

In der hier durchgefiihrten randomisierten, Placebo-kontrollierten in vivo Studie gab es insgesamt
8 Versuchsgruppen (siehe Tabelle 5). Zu Beginn des Versuches wurden die Tiere mit jeweils zwei
Substanzen, Pravastatin (200 pg/kg KG in Kochsalzlosung (NaCl)) oder NaCl und PPARa-
Blocker (1 mg/kg KG in 5% Dimethylsufoxid (DMSQO)) oder 5% DMSO, vorbehandelt. Nach 18
Stunden wurde mittels der CASP-Methode eine abdominelle Sepsis induziert, indem zwei Stents
in das Colon ascendens implantiert wurden. Die Kontrollgruppen (Sham) wurden ebenfalls
operiert, durch eine sterile Laparotomie kam es aber nicht zum Krankheitsbild der Sepsis. Nach
weiteren 24 Stunden mit kontinuierlicher Versorgung mit Wasser, Futter und Analgetika erfolgte
nach einer dreistiindigen Intervention die tierschutzkonforme Tétung durch Exsanguination in
Narkose und die Organentnahme (sieche Abb. 4). Alle zuvor genannten Schritte wurden
fachkundlich von Frau Priv.-Doz. Dr. med. Anna Herminghaus (Projektleiterin), Frau Claudia
Hansen (Tierérztin) oder Frau Katharina Gross (Tierdrztin) durchgefiihrt. Die Untersuchung der

mitochondrialen Funktion wurde hinsichtlich der Gruppenaufteilung verblindet durchgefiihrt.
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Gruppe Versuch n
Gruppe 1 Sham + NaCl s.c. + 5% DMSO i.p. 10
Gruppe 2 Sham + Pravastatin s.c. + 5% DMSO i.p. 10
Gruppe 3 Sham + Pravastatin s.c. + PPARa Blocker i.p. 10
Gruppe 4 Sham + NaCl s.c. + PPARa Blocker i.p. 10
Gruppe 5 CASP + NaCl s.c. + 5% DMSO i.p. 10
Gruppe 6 CASP + Pravastatin s.c. + 5% DMSO i.p. 8
Gruppe 7 CASP + Pravastatin s.c. + PPARa Blocker i.p. 9
Gruppe 8 CASP + NaCl s.c. + PPARa Blocker i.p. 10

Tabelle 5: Gruppenzuordnung

Insgesamt gab es acht Versuchsgruppen in Abhingigkeit von den vier verschiedenen Moglichkeiten der
Vorbehandlung: Pravastatin (200 pg/kg KG in Kochsalzlgsung (NaCl)) oder NaCl und Peroxisom-
Proliferator-aktivierten-Rezeptor-a. (PPARa)-Blocker (1 mg/kg KG in 5% Dimethylsufoxid (DMSO)) oder
5% DMSO und den zwei verschiedenen Operationsmethoden (CASP = Colon ascendens stent peritonitis
oder Sham). s.c. = Subcutan, i.p. = intraperitoneal. Anzahl (n) insgesamt = 77; n Sham = 40; n CASP = 37).

Vorbehandlung

Pravastatin + DMSO OoP . Tétung durch
Pravastatin + PPARa Blocker CASP-OP Exsan;uination
NaCl + DMSO Sham-OP

NaCl + PPARa Blocker
-42h -24h -3h Oh
Wasser und Futter Wasser, Futter und Analgetika Blut- und

Gewebeentnahme

Abb. 4: Tierexperimenteller Versuchsablauf

18 Stunden (h) nach der Vorbehandlung mit jeweils zwei Substanzen, Pravastatin oder Kochsalzldsung
(NaCl) und dem Peroxisom-Proliferator-aktivierten-Rezeptors-o. (PPARa)-Blocker oder Dimethylsufoxid
(DMSO), erfolgte die colon ascendens stent peritonitis (CASP)- bzw. Sham-OP. Nach weiteren 24 Stunden
erfolgte dann postinterventionell die T6tung und Organentnahme.

3.1.4 Vorbehandlung

Zu Beginn des Versuchs wurden die Versuchstiere randomisiert mit jeweils zwei Substanzen
vorbehandelt. Den Versuchstieren wurde entweder Pravastatin (200 pg/kg KG in 0,7 ml NaCl)
oder 0,7 ml NaCl subkutan (s.c.) und ein PPARa-Blocker (GW6471; 1 mg/kg KG in 0,6 ml 5%
DMSO) oder 0,6 ml 5% DMSO intraperitoneal (i.p.) appliziert. Die Kontrollen mit NaCl und
DMSO wurden durchgefiihrt, da es sich hierbei um die Trégersubstanz des Pravastatins bzw. das

organische Losungsmittel fiir den PPARa-Blocker handelt.
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3.1.5 Sham-/CASP-OP

Um die abdominelle Sepsis in den Versuchstieren zu erzeugen, wurde eine CASP-OP
(Traeger et al., 2010) durchgefiihrt. Bei den Sham-Tieren verlief der folgende Ablauf identisch,
allerdings wurde nur ein Stent von aulen an die Tunica serosa der Darmwand befestigt, ohne
diese zu penetrieren.

Die Tiere wurden inhalativ mit Sevofluran in die Narkose eingeleitet und anschlieBend auf dem
OP-Tisch gelagert. Die Narkose wurde in einer Sauerstoffglocke unter Spontanatmung mit
3-3,5 Vol. % Sevofluran bei einer inspiratorischen Sauerstofffraktion (FiO.) von 0,5
aufrechterhalten. Zur Analgesie bekamen die Versuchstiere eine gewichtsadaptierte Menge
Buprenorphin (0,05 mg/kg KG) s.c. appliziert. Vor Beginn des Eingriffs wurde die Narkosetiefe
mittels Schmerzreiz iiberpriift. Der Bauch wurde mit einem sterilen Lochtuch abgedeckt,
desinfiziert und in der Mittellinie iiber die Lange von 2 cm gedffnet. Das Caecum wurde mit Hilfe
zweier befeuchteter Tupferstibe aufgesucht, nach aullen gelagert und zwei 16 G Stents
(am colocaecalem Ubergang und 1 cm weiter dorsal) wurden platziert. Durch leichten Druck auf
den Darm wurden die Stents mit Kot gefiillt, sodass ein kontinuierlicher Ausfluss ermdglicht
wurde. Im Anschluss wurde der Darm ins Peritoneum riickverlagert und erneut mit Ringerlésung
befeuchtet. Die Muskelschicht wurde mit einem 4-0 Faden fortlaufend und die Haut mit 6-0
Einzelknopfndhten zugenidht. Die OP-Wunde wurde nun noch einmal desinfiziert und
begutachtet. Die OPs dauerten insgesamt zirka 15 min. Nach dem Wiegen wurden die Tiere
zuriick in den Kafig gelegt und anschliefend alle 6-8 Stunden erneut gewogen, analgetisch mit
Buprenorphin versorgt und mittels des SRSS (Septic rat severity score, siehe S. 53) evaluiert.

Bei SRSS Werten > 10 wurden die Tiere mittels Pentobarbital (120 mg/kg KG i.p.) euthanasiert.

3.1.6 Intervention

Zu Beginn der Intervention wurden die Tiere erneut gewogen und der SRSS erhoben.
Zur Narkoseeinleitung wurde Pentobarbital i.p. (60 mg/kg KG) und Buprenorphin s.c.
(0,05 mg/kg KG in 0,6 ml NaCl) verabreicht. Die Tiere wurden auf einer Warmematte platziert
und zur Temperaturmessung wurde ein Thermometer rektal eingefiihrt. Die Narkosetiefe wurde
durch einen Schmerzreflex gepriift. Im Folgenden wurden die Tiere tracheotomiert und
bekamen einen vendsen (V. jugularis) sowie arteriellen (4. carotis communis) Zugang.
Als Standardbeatmungsparameter wurde eine AF von 75/min sowie ein Tidalvolumen von 1,8 ml
eingestellt. Im weiteren Versuch wurden diese Parameter individuell angepasst. Computergestiitzt
wurde die Atemflussgeschwindigkeit visualisiert. Nach Anlage der Zuginge wurde vends
1 ml mit 2 mg Pancuronium (1/2 Ampulle der 4 mg/2 ml Injektionsldsung) als Muskelrelaxans
appliziert. AnschlieBend wurde iiber den Zugang zur Narkoseaufrechterhaltung Pentobarbital

(10 mg/kg KG/h) verabreicht. Uber den arteriellen Zugang wurde mittels Perfusor 4 ml/h
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Ringerlosung als Volumensubstitution gegeben und der Blutdruck gemessen, der ebenfalls
computergestiitzt visualisiert wurde. Nach der Anlage der Katheter wurde nun laparotomiert und
die Bauchnaht wieder aufgetrennt. Das Caecum wurde nach extrakorporal vorverlagert und die
Stents begutachtet. Um fiir weitere Fragestellungen, die nicht Teil dieser Dissertation sind, die
Oxygenierung der Mikrozirkulation in der Leber und im Colon zu messen, wurden 2 Messsonden
auf die jeweiligen Organe platziert. Das O2C-Gerit hat diese Messwerte visualisiert. Nach einer
Baseline-Messung von 30 min erfolgten nun fiinf Blutgasanalysen (BGA)-Messungen im
Abstand von 30 min Intervallen, indem am arteriellen Zugang 0,2 ml Blut abgenommen wurden.
Anhand der BGA konnten die Atemparameter AF und Tidalvolumen optimiert werden. Nach der
letzten Intervallphase wurde das Versuchstier iiber den arteriellen Zugang exsanguiniert.

Direkt im Anschluss wurde das Gewebe entnommen.

3.1.7 Gewebeentnahme

Es wurde ein zirka 1x1 cm grof3es Leberstiick des rechten Leberlappens entnommen und direkt
in ein 50 ml Becherglas mit Isolationspuffer auf Eis gelagert. Unter kontinuierlicher Kiihlung in

einer Styroporkiste mit Eis begann direkt im Anschluss der laborexperimentelle Teil.
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3.2 Laborexperimenteller Teil

Im folgenden laborexperimentellen Teil wurde die MF am vorbehandelten Lebergewebe
analysiert: hierfir wurde das Gewebe homogenisiert, die in der Gewebeprobe enthaltene
Proteinmenge mittels Lowry-Methode bestimmt und in der Respirometrie die Aktivitdt der

OxPhos ermittelt.

3.2.1 Gewebehomogenisierung

Das Lebergewebe wurde auf ein Gewicht von 1 g verkleinert mit 10 ml Isolationspuffer mehrfach
gespiilt und mittels einer Schere in 2-3 mm® groBe Stiicke geschnitten. Der Puffer wurde erneut
weggegossen und das Becherglas mit 10 ml Isolationspuffer befiillt. Die Gewebe-
homogenisierung erfolgte mittels Potter-Elvehjem-Verfahren (fiinf Mal, 2000 rounds per minute
(rpm)). Hierbei wurden durch die entstehenden Scherkrifte zwischen dem Kolben und dem Glas
die Zellen des Lebergewebes im Puffer gesprengt und es entstand ein Homogenat mit erhaltenen
Zellorganellen. Das Homogenat wurde anschlieBend durch eine aufgeklappte unsterile

Kompresse in ein 50 ml Falcon gefiltert und darauf auf Eis gelagert.

3.2.2 Proteinbestimmung nach Lowry
3.2.2.1 allgemeines Prinzip

Die Methode nach Lowry (Lowry et al, 1951) ist ein Verfahren zur Bestimmung der
Gesamtproteinmenge in einer Probe und eine der am meisten zitierten laborexperimentellen
Methoden (Van Noorden et al., 2014). Das kolorimetrische Verfahren beruht auf 2 Schritten:
zuerst wird ein Kupfer-Protein-Komplex in alkalischer Losung gebildet, der darauf durch Zugabe
einer Phosphomolybdat-Phosphowolframat-Reagenz (Folin) diese und sein eigenes Kupfer
reduziert. In Abhdngigkeit von der vorhandenen Proteinmenge fiarbt sich die Ldosung
unterschiedlich intensiv blau. Die genaue Proteinmenge kann mithilfe einer Standardreihe mit

bovine serum protein (BSA) anschlieBend mittels Photometrie bestimmt werden.

3.2.2.2 Ablauf

Fiir die Proteinmessung wurden zwei Losungen, Losung 1 und 2, benétigt. Zu Beginn wurde
Losung 1, bestehend aus 14 ml Reagenz A und jeweils 140 pl Reagenz B und C (siehe S. 16),
hergestellt. Die verwendeten Losungen wurden im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert. Je 500 pl
Losung 1 wurden nun in zehn 1,5 ml Mikroreaktionsgefédf3e pipettiert. Von den zehn Gefél3en fiir
die Proteinbestimmung waren sieben (K0.-K6.) fiir die Standardreihe und drei (L1.-L3.) fiir das
Leberhomogenat. Um in der Photometrie Angaben zur Proteinkonzentration im Leberhomogenat
machen zu konnen, wurde eine Standardreihe bendtigt. Die Standardreihe wurde mittels BSA
(1 mg /ml) in den folgenden Konzentrationen in beschrifteten Mikroreaktionsgefa3en (K0-K6)
hergestellt:
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KO: 500 pl Aqua dest. (Negativkontrolle)

KI: 62,5 ug BSA /ml Aqua dest.

K2: 125 pg BSA /ml Aqua dest.

K3: 250 ug BSA /ml Aqua dest.

K4: 500 pg BSA /ml Aqua dest.

KS: 750 ug BSA /ml Aqua dest.

Keé6: 1000 ug BSA/ml Aqua dest. (Positivkontrolle)

Die hergestellte Standardreihe wurde anschlieBend auf Eis gelagert. Von dem Homogenat wurden
nach dem Vortexen jeweils drei MikroreaktionsgefaB3e (L1-L3) mit 990 ul Aqua dest. und 10 pl
Homogenat angefertigt. Aus der Standardreihe sowie aus den verdiinnten Homogenaten wurden
nach dem Vortexen 100 ul in die Gefda3e mit Losung 1 pipettiert und 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Losung 2 wurde aus 2 ml Aqua dest. und 2 ml Folin hergestellt und gut gevortext.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 50 pl Losung 2 in die alle Proben pipettiert und fiir
weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden jeweils zwei Mal 200
ul aus den Mikroreaktionsgefaen auf eine 96-Well-Platte pipettiert. Bei einer Wellenldnge von
750 nm wurde in einem Multi-Detektions-Plattenlesegerdat die Gesamtproteinkonzentration

photometrisch bestimmt.

3.2.3 Respirometrie
3.2.3.1 Biochemischer Hintergrund

Wihrend der OxPhos entsteht in den Mitochondrien in vielen aufeinander folgenden Reaktionen
ATP, welches die wichtigste Energiespeicherform des Kérpers darstellt. Uber die verschiedenen
Abbauwege der Nahrungsbestandteile Proteine, Fette und Kohlenhydrate werden direkt oder iiber
Acetyl-CoA im Citratzyklus die Reduktionsdquivalente Nicotinamidadenindinukleotid
(NADH/H") und Flavin-Adenin-Dinukleotid (FADH,) produziert. Diese werden darauf in die
Atmungskette zum Elektronentransport iiber die innere Mitochondrienmembran geschleust.
Ebenfalls wird im Verlauf Sauerstoff benétigt. So wird in der Atmungskette {iber insgesamt vier
Redoxsystem-Komplexe ein chemischer und elektrischer Gradient durch den Protonentransport
iiber die innere Mitochondrienmembran aufgebaut. Die ATP-Synthase nutzt nun die Energie des
Protonengradienten zwischen der Mitochondrienmatrix und dem Intermembranraum (IMR) der
Mitochondrien, um ATP zu erzeugen. Insgesamt werden pro NADH/H', welches in die
Atmungskette eintritt, 10 Protonen in den IMR gepumpt und 2,5 Molekiile ATP gewonnen.
Pro FADHo», welches erst in Komplex II eintritt, entstehen {iber 6 gepumpte Protonen 1,5 ATP.
Reguliert wird die OxPhos iiber den Energiestatus: bei einem Energieliberschuss liegt wenig
Adenosindiphosphat (ADP) vor, welches von der ATP-Synthase umgesetzt werden kann.

Durch die Inaktivitit des Enzyms stauen sich die Protonen im IMR zuriick und es kommt zu einer
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Hemmung der Komplexe der Atmungskette und des Citratzyklus. Manipulativ gehemmt werden
kann die Atmungskette auBerdem auf verschiedene Wege. Barbiturate und Rotenon hemmen den
Komplex I, Blausdure den Komplex 4 und Oligomycin die ATP-Synthase. Entkopplung der
Atmungskette, also die Ablosung des Elektronentransports von der ATP-Synthese, erfolgt durch
Carbonylcyanid-m-chlorphenylhydrazon (CCCP) sowie physiologisch durch Thermogenin zur

zitterfreien Warmebildung.
3.2.3.2 Prinzip

Bei der Respirometrie erfolgt die Messung der MA iiber die Aktivitdt der OxPhos. Diese wird
durch die Sauerstoffkonzentration der Losung in der Messkammer erfasst, die mit der Zunahme
der OxPhos und damit steigender ATP Konzentration abnimmt. Uber die Sauerstoffkonzentration

wird dann die Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit ermittelt.

Gemessen wurde mittels einer Clark-Elektrode im Respirometer. Die Losung in der Messkammer
des Respirometers wurde thermisch konstant auf 30° Celsius durch ein die Messkammer
umspiilendes Wasser, erhitzt durch ein Typ ED Wasserbad, gehalten. AuBlerdem wurde die
Losung kontinuierlich von einem Magnetrithrer durchmischt. Die Kammer war abgeschlossen,
durch eine kleine Offnung konnten mittels Mikrospritzen Substanzen hinzugefiigt werden.
Um die MA ab Komplex I zu ermitteln, wurden als Substanzen Glutamat und Malat hinzugefiigt.
Das Glutamat ermdglicht iber a-Ketoglutarat den Shuttle von Malat in die mitochondriale Matrix,
wo iiber die mitochondriale Malatdehydrogenase NADH/H" als Substrat fiir den Kompex I
bereitgestellt wird. Fiir die Analyse der Atmungskette nach Stimulation {iber Komplex II wurde
vor Messbeginn in das Homogenat Rotenon als Inhibitor des Komplexes I hinzugegeben.
Im Verlauf der Messung wurde Succinat appliziert, welches im Komplex II, der Succinat-
Dehydrogenase, zu Fumarat oxidiert wird. Uber FADHa, welches hierbei reduziert wird, kann die

Atmungskette weiter ablaufen.

3.2.3.3 Ablauf

Zu Beginn jeder Messung wurde das Gerét kalibriert. Die Positivkontrolle erfolgte mittels Aqua
dest. (Referenzwert 500-700 pA). Fiir die Negativkontrolle wurde in Aqua dest. gelostes
Sodiumsulfid verwendet, welches Sauerstoff bindet und so zu Werten von <50 pA fiihrte.

Die Messung erfolgt mit einem Gemisch aus dem zuvor hergestellten Leberhomogenat und

Respirationspuffer, was auf 4 mg Protein/ml adjustiert wurde.

500 pl des Gemisches wurde in die Messkammer der Respirometers pipettiert und die Messung
wurde gestartet. Insgesamt wurden pro Versuch acht Messungen durchgefiihrt: je 3 Messung nach
Stimulation der Atmungskette iiber Komplex I und II sowie eine Kontrolle fiir Komplex I und II
(siche Abb. 5). Nach Messbeginn wurden nach einer Minute Substrate hinzugegeben: fiir den

Komplex I Glutamat (2,5 mM) und Malat (2,5 mM), die vorher in eine Spritze zusammen
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aufgezogen wurden und fiir den Komplex II wurde vor Messbeginn Rotenon (0,5 uM) zur
Hemmung von Komplex I in die Homogenat-Puffer-Ldsung hinzugegeben und anschlieSend
erfolgte die Zugabe von Succinat (10 mM). Nach einer weiteren Messminute wurden jeweils ADP
(250 upM) hinzugefiigt. Insgesamt dauerten die Messungen zirka 5 Minuten.
Fiir die Kontrollversuche (s.u.) wurden jeweils nach einer weiteren Minute Cytochrom ¢ (2,5 uM)
und dann Oligomycin (0,05 pg/ml) hinzugefiigt. Darauf folgte im 30 Sekunden Abstand die
dreimalige Zugabe von Carbonylcyanid-m-chlorphenylhydrazon (CCCP; 0,5 pM). Die
Loslichkeit von Sauerstoff wurde im Versuch gemafl dem Strathkelvin-Geratehandbuch mit 223
umol O»/1 bei 30 °C angenommen. Die gemessenen Respirationsraten wurden anschlieBend in

Nanomol pro Minute pro Milligramm Protein angegeben (siche Abb. 6).

Glutamat
3 Homogenaf (2,5 mM) ADP
X | + Respirationspuffer (500 ul) (250 uM)
+ Malat (2,5 mM)
Glutamat
Homogenat (2,5 mM) 3 )
1X | + Respirationspuffer (500 ul) Az?(})) M Czy;ocl;/rlom ¢ %llog;my/mr; 38(5(:(:1\(/:[}) —|
+ Malat 2.5 mM) (250 uM) @5uM) (0,05 pg/ml) || (0,5 pM)
Homogenat Succinat
x|t Respirationspuffer (500 pl) (10 mM) ADP
+ Rotenon (0,5 uM ) (250 uM)
Homogenat Succinat ; ;
1x | T Respirationspuffer (500 pl) (10 mM) ADP Cytochrom C Oligomycin 3x CCCP _|
+ Rotenon (0,5 pM ) (250 uM) (2,5 uM) (0,05 pg/ml) (0,5 uM)
Beginn 1min 2min 3min 4min 5min 6min

Abb. 5: Versuchsablauf Respirometrie

Die Versuche (n = 8) begannen mit einem Gemisch aus Homogenat und Respirationspuffer und fiir die
Analyse des Komplexes II ebenfalls Rotenon. Nach 1 Minute (min) wurden die Substrate hinzugefiigt, nach
einer weiteren Minute Adenosindiphosphat (ADP) als Stimulator der Atmungskette. Fiir die
Kontrollversuche wurden im Anschluss jeweils nach einer weiteren Minute die Kontrollsubstanzen
hinzugefiigt. ul = Mikroliter, pM = Mikromolar, mM = Millimolar, pg/ml = Mikrogramm/Milliliter.

[mM] 03
‘/State 2‘/+ ADP
0,2

ADP
0, AO State 3 Verbraucht
011 , / 0

+Substrat

2
State4  verbraucht

0,0

0 1 2 3 4t [min]
Zeit

Abb. 6: Messwerte der Respirometrie

Dargestellt ist die Sauerstoffkonzentration in Nanomolar (nM) iiber die Zeit (t) in Minuten (min) in
Abhiéngigkeit von der Zugabe verschiedener Substanzen. ADP = Adenosindiphosphat, O, = Sauerstoff.
Quelle: in Anlehnung an Simonnet et al., 2014.
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3.2.3.4 Messwerte

State 2 reprasentiert die basale Geschwindigkeit der OxPhos. Durch Zugabe der Substrate fiir den
Citratzyklus werden die Reduktionsiquivalente NADH/H" fiir Komplex 1 und FADH, fiir
Komplex II hergestellt, die Atmungskette ist dann aktiv, Sauerstoff wird verbraucht und ATP
hergestellt.

State 3 beginnt mit der Zugabe von ADP, welches die OxPhos und den Sauerstoffverbrauch auf
ein Maximum ansteigen ldsst, da ADP als stirkster Stimulator der Atmungskette wirkt.

Ebenfalls wird hier die Menge an verbrauchtem Sauerstoff in mM (AO) bestimmt.

State 4 stellt sich ein, nachdem das ADP verbraucht wurde und somit erreicht die OxPhos wieder
ihre basale Geschwindigkeit, die allerdings etwas hoher als State 2 sein kann, da das zuvor
hergestellte ATP wieder in ADP und Phosphat dissoziiert und ADP die Atmungskette wiederum

stimuliert.

Der Respiratory Control Index (RCI) spiegelt die Kopplung zwischen Atmungskette und ATP-
Synthese wider. Je hoher der RCI Wert, umso stiarker die Kopplung.
RCI = State 3/State 2

Die Adenosindiphosphat-oxygen Ratio (ADP/O-Ratio) verdeutlicht die Effizienz der OxPhos
und ergibt sich aus dem ADP, welches pro Sauerstoffatom, das wahrend State 3 verbraucht wurde,

in ATP phosphoryliert wurde.
3.2.3.5 Kontrollsubstanzen

Cytochrom ¢ wurde im State 3 in die Messkammer appliziert, um die Integritidt der &duBeren
Mitochondrienmembran zu priifen. Cytochrom c befindet sich frei beweglich in der inneren
Membran. Kommt es zu einem Defekt der auBleren Membran, so 16st sich das Cytochrom ¢ und
die Atmungskette stagniert. Wird nun Cytochrom c¢ hinzugegen, so wiirde der

Sauerstoffverbrauch durch Induktion der OxPhos deutlich steigen.

Oligomycin dient der Uberpriifung des Membranpotenzials. Als Makrolid-Antibiotikum hemmt
es die ATP-Synthase und somit den Riickstrom der Protonen in die Mitochondrienmatrix.
Die riickgestauten Protonen im IMR hemmen wiederum die Atmungskette, die dann nur noch der
Aufrechterhaltung des Membranpotenzials dient und dem Ruhezustand in State 2 entspricht.
Ist das Membranpotential durch ein Leck in der inneren Mitochondrienmembran bereits gestort,
kommt es dagegen zu einem Anstieg der Atmungskette, da durch einen erhohten

Protonentransport versucht wird, das Membranpotenzial zu erhalten.
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CCCEP dient als Entkoppler der Atmungskette. Durch den von der ATP-Synthase unabhéngigen
Transport von Protonen zuriick in die Mitochondrienmatrix steigen die Aktivitit der
Atmungskette und dadurch der Sauerstoffverbrauch maximal an, um so das Membranpotential

aufrecht zu erhalten.

3.2.4 MDA Assay

Zum Nachweis von oxidativem Stress im Gewebe wurde ein Endprodukt der Lipidoxidation,
Malonyldialdehyd (MDA), nachgewiesen (Tsikas, 2017). Hierfiir wurde eine Verbindung von
MDA mit Thiobarbitursdure (TBA) hergestellt, die photometrisch nachgewiesen werden konnte
(Janero, 1990).

Zu Beginn wurde 50 mg Lebergewebe, welches zuvor bei -80 °C gelagert wurde, in 500 ul
1,15 % Kaliumchloridlésung (KCI1) homogenisiert. Die Mikroreaktionsgefaf3e wurden darauf auf
Eis gelagert.

Fiir die Standardreihe aus MDA und KCI wurden fiinf verschiedenen Verdiinnungen angefertigt:
20 uM: 1 ul MDA-Standard + 302,5 ul KC1

20 nM: 1 plaus 20 uM-Losung und 999 ul KClI

10 nM: 500 pl 20 nM-Losung und 500 pl KCl1

5 nM: 500 pl 10 nM-Lésung und 500 pl KCl1

2,5nM: 500 pl 5 nM-Lésung und 500 ul KCI

0 nM: 500 pl KC1

Darauf wurde 250 pl der jeweiligen Standardlosung bzw. der Gewebehomogenate mit 1,5 ml
1% Phosphorsédure und 0,5 ml 0,6% TBA in ein 15 ml Falcon gegeben und gevortext. Die Proben
wurden darauf 45 min bei 95 °C inkubiert und anschlieend auf Eis gekiihlt. Je nach MDA Gehalt
haben die Proben eine pinke Farbe angenommen. In jedes Falcon wurden nun 2 ml n-Butanol
hinzugegeben und die Proben 15 min bei 3500 rpm zentrifugiert. Von den Proben wurden nun
200 pl der Losung mit je 200 pl KCI in ein Eppendorf Gefill verdiinnt und anschlieBend
gevortext. Je 200 pl wurden nun als Doppelwerte in eine 96-Well-Platte pipettiert.
Gemessen wurden im Anschluss im Multi-Detektions-Plattenlesegerit die Gesamtkonzentration

bei Wellenldngen von 535 nm und 520 nm.

Um die Konzentrationen des nachgewiesenen MDA auf die Gesamtproteinkonzentration in den
Proben des Lebergewebes zu beziehen, wurden ebenfalls wie in Kapitel 3.2.2 mittels des Lowry
Verfahrens die Proteinkonzentrationen in den im Versuch hergestellten Gewebehomogenaten

ermittelt. Im Anschluss wurde die MDA Menge als nmol MDA/mg Protein angegeben.
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3.3 Statistik

Fiir die statistische Datenanalyse wurde das Programm GraphPad Prism 8.0 verwendet. Es
wurden mit den parametrischen Daten einfaktorielle Varianzanalysen (one-way ANOVA)
durchgefiihrt. Fiir die Ermittlung von Unterschieden zwischen den Gruppen erfolgten
anschlieBend  Tukey's  post-hoc-Tests. Die  Ergebnisse wurden als  Mittelwert
(MW) £ Standardabweichung (SD) dargestellt. Als statistisch signifikant wurde p < 0,05
betrachtet.

29



Ergebnisse

4  Ergebnisse

Um den Einfluss von Pravastatin auf die hepatische MF in nicht-septischen und septischen Tieren
zu untersuchen, wurde die Atmungskette getrennt {iber die Komplexe I und II durch Zugabe der
jeweiligen Substrate analysiert. AuBerdem wurde gepriift, ob ein mdglicher Effekt des
Pravastatins auf die MF {iber die Modulation des intrazelluliren PPARa erfolgt. Dafiir wurde ein
selektiver PPARa-Blocker GW6471 ecingesetzt. Als Kontrolle diente 0,9% NaCl als
Tragersubstanz des Pravastatins und 5% DMSO als Tragersubstanz des PPARa-Blockers
GW6471. Die Ergebnisse zeigten weder im nicht-septischen noch im septischen Lebergewebe
signifikante Unterschiede in Abhéngigkeit von der Vorbehandlung. Somit kann keine
Schlussfolgerung tliber eine PPARa-vermittelte Wirkung von Pravastatins auf die MF der Leber
gezogen werden. Ebenfalls zeigten die Analysen des MDA als Indikator fiir oxidativen Stress

keine Beeinflussung durch die Vorbehandlungen.
4.1 Einfluss auf die MF unter nicht-septischen Bedingungen

4.1.1 Messung nach Zugabe von Glutamat und Malat (Komplex I)

Bei der Untersuchung des Einflusses von Pravastatin auf die MF im Lebergewebe unter nicht-
septischen Bedingungen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den vier
verschiedenen Vorbehandlungen (siche Abb. 7). Untersucht wurde der Einfluss einer
Vorbehandlung mit Pravastatin, Pravastatin und einem PPARa-Blocker GW6471, dem PPARa-
Blocker alleine und einer Kontrolle mit NaCl und 5% DMSO auf die gesamte Atmungskette ab
Komplex I. Hierfiir wurden wéhrend des Versuches die Substrate Glutamat und Malat appliziert.
Keine der Substanzen scheint einen Einfluss auf die Effizienz der OxPhos (ADP/O Ratio)
(Abb. 7 A: Kontrolle: 3,97 £ 1,35; GW 6471: 3,96 £+ 1,33; Pravastatin: 3,95 + 0,53;
Pava/GW 6471: 4,25 + 1,33) sowie die Kopplung von Atmungskette und ATP-Synthese (RCI)
ab Komplex I in der Atmungskette zu haben (Abb. 7 B: Kontrolle: 10,93 + 1,48; GW 6471: 11,65
+ 1,33; Pravastatin: 10,62 £1,83; Prava/GW 6471: 10,9 + 1,98).

4.1.2 Messung nach Zugabe von Succinat (Komplex II)

Um den Einfluss der verschiedenen Vorbehandlungen auf die Atmungskette nach Stimulation
iiber Komplex II zu analysieren, wurde vor Versuchsbeginn Rotenon zur Hemmung des Komplex
I in die Probe zugefiigt und wéhrend des Versuchs Succinat als Substrat von Komplex II
appliziert. Die Effizienz der OxPhos (ADP/O Ratio) ab Komplex II der Atmungskette zeigte keine
signifikante Beeinflussung durch die verschiedenen Vorbehandlungen mit Pravastatin alleine, mit
dem PPARa Blocker als Ergénzung, dem PPAR a-Blocker alleine oder einer Kontrolle mit NaCl
und 5% DMSO (Abb. 8 A: Kontrolle: 2,53 £ 0,95; GW 6471: 2,65 £ 0,7; Pravastatin: 2,38 + 0,51;
Prava/GW 6471: 2,52 + 0,95). Ebenfalls konnte sich ein Einfluss der Vorbehandlungen auf die
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Kopplung von Atmungskette und ATP-Synthese (RCI) nicht verdeutlichen (Abb. 8 B: Kontrolle:
8,24 £0,79; GW 6471: 8,63 £ 1,1; Pravastatin: 8,06 + 1,03; Prava/GW 6471: 8,02 + 0,8).

A B

61 151

Abb. 7: Sham Komplex I

Die verschiedenen Vorbehandlungen (Kontrolle mit NaCl und 5% DMSO, PPARa-Blocker
GW6471, Pravastatin und eine Kombination aus Pravastatin und dem PPARa-Blocker) zeigten
keinen signifikanten Einfluss auf die Effizienz der Oxidativen Phosphorylierung, errechnet als
Adenosindiphosphat-oxygen Ratio (ADP/O-R) aus der zugegebenen ADP Menge und dem
verbrauchten Sauerstoff (A) sowie auf die Kopplung zwischen Atmungskette und ATP-
Synthese, erkennbar am Respiratory Control Index (RCI) als MaB fiir die Kopplung zwischen
Atmungskette und ATP (Adenosintriphosphat) Synthese (State 3/State 2) (B) bei nicht-
septischen Tieren nach Zugabe von Glutamat und Malat. MW + SD; n = 40.

Abb. 8: Sham Komplex II

Die unterschiedlichen Vorbehandlungen zeigten keine signifikanten Unterschiede in der
Effizienz der Oxidativen Phosphorylierung, errechnet als Adenosindiphosphat-oxygen Ratio
(ADP/O-R) aus der zugegebenen ADP Menge und dem verbrauchten Sauerstoff (A) sowie die
Kopplung zwischen Atmungskette und ATP-Synthese (B), erkennbar am Respiratory Control
Index (RCI) als Ma8 fiir die Kopplung zwischen Atmungskette und ATP (Adenosintriphosphat)
Synthese (State 3/State 2) (B) im nicht-septischen Lebergewebe nach Zugabe von Succinat.
MW =+ SD; n = 40.
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4.2 Einfluss auf die MF unter septischen Bedingungen

4.2.1 Messung nach Zugabe von Glutamat und Malat (Komplex I)

Ebenfalls wurde der Einfluss von Pravastatin auf die MF in septischen Tieren untersucht (siche
Abb. 9). Auch unter septischen Bedingungen zeigte sich kein signifikanter Einfluss der
unterschiedlichen Vorbehandlungen auf die Effizienz der OxPhos (Abb. 9 A: Kontrolle:
3,23 +£0,77; GW 6471: 3,44 = 1,27; Pravastatin: 3,58 + 1,03; Prava/GW 6471: 4,02 = 0,79) und
auf die Kopplung zwischen Atmungskette und ATP-Synthese (Abb. 9 B: Kontrolle: 13,08 = 2,13;
GW 6471: 10 £ 2,88; Pravastatin: 12,04 +2,49; Prava/GW 6471: 11,65 + 1,99).

4.2.2 Messung nach Zugabe von Succinat (Komplex II)

Bei der Untersuchung der MF nach Stimulation der Atmungskette {iber Komplex II (siche Abb.
10) in Abhéngigkeit von den vier verschiedenen Vorbehandlungen (Kontrolle, GW 6471,
Pravastatin und Prava/GW 6471) zeigte sich im septischen Lebergewebe kein signifikanter
Unterschied weder auf die Effizienz der OxPhos (Abb. 10 A: Kontrolle: 2,21 £ 0,77; GW 6471:
2,14 £ 0,79; Pravastatin: 2,18 £+ 0,73; Prava/GW: 6471 2,76 £+ 0,66) noch auf die Kopplung
zwischen Atmungskette und ATP-Synthese (Abb. 10 B: Kontrolle: 9,49 + 1,09; GW 6471:
8,32 +£0,82; Pravastatin: 8,41 + 1,04; Prava/GW 6471: 8,84 + 2,64).

Abb. 9: CASP Komplex I

Die verschiedenen Vorbehandlungen zeigten keinen Einfluss auf die Effizienz der Oxidativen
Phosphorylierung, errechnet als Adenosindiphosphat-oxygen Ratio (ADP/O-R) aus der
zugegebenen ADP Menge und dem verbrauchten Sauerstoff (A) sowie Kopplung zwischen
Atmungskette und ATP-Synthese, erkennbar am Respiratory Control Index (RCI) als Mal} fiir
die Kopplung zwischen Atmungskette und ATP (Adenosintriphosphat) Synthese (State 3/State
2) (B) im Lebergewebe septischer Tiere nach Zugabe von Glutamat und Malat.
MW =+ SD; n = 37.
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4= 15

RCI

Abb. 10: CASP Komplex II

Die unterschiedlichen Vorbehandlungen zeigten keine Unterschiede in der Effizienz der
OxPhos, errechnet als Adenosindiphosphat-oxygen Ratio (ADP/O-R) aus der zugegebenen ADP
Menge und dem verbrauchten Sauerstoff (A) sowie die Kopplung zwischen Atmungskette und
ATP-Synthese, erkennbar am Respiratory Control Index (RCI) als Mal} fiir die Kopplung
zwischen Atmungskette und ATP (Adenosintriphosphat) Synthese (State 3/State 2) (B) im
Lebergewebe septischer Tiere nach Zugabe von Succinat. MW + SD; n = 37.

4.3 MDA-Assay

4.3.1 Einfluss auf die MDA Menge unter nicht-septischen Bedingungen

Bei der Untersuchung der Menge des MDA pro mg Protein als Indikator fiir oxidativen Stress im
nicht-septischen Lebergewebe (siche Abb. 11) zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in
den Gruppen (Kontrolle: 0,295 + 0,105; GW 6471: 0,239 £ 0,152; Pravastatin: 0,261 + 0,132;
Prava/GW 6471: 0,327 £ 0,199).
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Abb. 11: Sham MDA

Die Menge an MDA in nmol/mg (Nanomol pro Milligramm) Protein im Lebergewebe nicht-
septischer Tiere zeigte in Abhéngigkeit von den unterschiedlichen Vorbehandlungen (Kontrolle
mit NaCl und 5% DMSO, der PPARa-Blocker GW 6471, Pravastatin und eine Kombination aus
Pravastatin und dem Blocker) keine signifikanten Unterscheide. MW = SD; n = 40.
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4.3.2 Einfluss auf die MDA Menge unter septischen Bedingungen

Um zu untersuchen, ob Pravastatin einen Einfluss auf den oxidativen Stress wihrend einer Sepsis
hat, wurde die Menge des MDA im septischen Lebergewebe untersucht (siche Abb. 12).
In Abhéngigkeit von der vorherigen Gabe von Pravastatin sowie von Pravastatin mit PPARa-
Blocker konnte eine Reduktion der MDA Menge gefunden werden, die sich allerdings in der
Tukey post-hoc Analyse zwischen den Gruppen als statistisch nicht signifikant darstellte.
Insgesamt haben so die vier verschiedenen Vorbehandlungen zu keinen Unterschieden der MDA
Menge gefiihrt (Kontrolle: 0,341 + 0,14; GW 6471: 0,325 £+ 0,118; Pravastatin: 0,217 + 0,054;
Prava/GW 6471: 0,213 £ 0,056).
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Abb. 12: CASP MDA

Die Menge an MDA in nmol/mg (nanomol pro Milligramm) Protein im Lebergewebe septischer
Tiere zeigte in Abhingigkeit von den unterschiedlichen Vorbehandlungen (Kontrolle mit NaCl,
der PPARo-Blocker GW 6471, Pravastatin und eine Kombination aus Pravastatin und dem
Blocker) keine signifikanten Unterscheide. MW + SD; n = 37.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde mittels CASP-Methode eine abdominelle Sepsis induziert, um
die Effekte von Pravastatin auf die MF im Lebergewebe unter septischen Bedingungen zu
untersuchen. Durch eine Sham-OP wurden die Effekte auch im nicht-septischen Lebergewebe
analysiert. Ebenfalls wurde ein mdglicher Wirkmechanismus des Pravastatins tiber den PPARa-
Rezeptor sowie der Einfluss von Pravastatin auf oxidativen Stress untersucht. Das Krankheitsbild
der Sepsis ist durch die begleitende MD und Mikrozirkulationsstorungen, die auf bisher nicht
vollstandig verstandene Weise zum MOV fiihren (Arulkumaran et al., 2016), mit einer hohen
Mortalitdt assoziiert (Fleischmann et al., 2016). Die Leber spielt eine zentrale Rolle in der
Immunantwort bei Sepsis und eine hepatische Mitbeteiligung am MOV ist mit einer schlechten
Prognose verbunden (Yan et al., 2014). Ein wichtiger therapeutischer Ansatz konnte also in der

Modulation der hepatischen Funktionen, speziell der MF der Leber, liegen.
5.1 Kernaussagen

Aus den in Kapitel 1.7 ,,Ziele der Arbeit* aufgestellten Fragestellungen lassen sich aufgrund der

vorliegenden Arbeit folgende Kernaussagen treffen:

1. Eine Vorbehandlung mit Pravastatin zeigte weder bei abdomineller Sepsis noch nach einer
Sham-OP eine Wirkung auf die Parameter der MF im Lebergewebe. Da kein Effekt auf die
MF hepatischer Zellen in Abhdngigkeit von der Pravastatingabe nachgewiesen werden
konnte, konnen keine Schlussfolgerungen iiber protektive, unverdndernde oder sogar

schédliche Einfliisse Pravastatins in der Sepsis gezogen werden.

2. In der Beeinflussung der MF zeigten sich nach Zugabe des PPARa-Blockers GW6471 zum
Pravastatin keine Unterscheide im Vergleich zur alleinigen Pravastatin-Gabe oder Kontrolle
mit NaCl. Demzufolge konnen keine Riickschliisse iiber einen Wirkmechanismus von

Pravastatin am PPARa-Rezeptor gezogen werden.

3. Die Expression von MDA in der Leber wurde weder im nicht-septischen noch im septischen
Gewebe durch die vorherige Gabe von Pravastatin mit oder ohne den PPARa-Blocker
GW6471 beeinflusst. Demnach scheinen die Substanzen keine Wirkung auf den oxidativen

Stress zu haben.
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5.2 Methodendiskussion

Die vorliegende Studie untersuchte in vivo den Einfluss von s.c. appliziertem Pravastatin im
Rattenmodell auf die Parameter der MF von Leberzellen. Vorarbeiten dieser Arbeitsgruppe haben
den Einfluss von Pravastatin auf die MF der Leber bereits im in vitro Modell analysiert

(Herminghaus et al., 2019a).

Arbeiten, die den Einfluss von Statinen auf die MF verschiedener Organe untersuchten, zeigten
heterogene und organspezifische Studienergebnisse (Bouitbir et al., 2012; Herminghaus et al.,
2019a). Bislang haben die meisten Studien den Effekt von Statinen auf die MF von Muskelzellen
untersucht (Bouitbir et al., 2012; Broniarek and Jarmuszkiewicz, 2016; Kaufmann et al., 2006),
da die MD als Ursache fiir die Statin-Nebenwirkungen Myopathie und Rhabdomyolyse
angesehen wird (Apostolopoulou et al., 2015). In dieser Studie wurde speziell das Lebergewebe
untersucht. Die Leber ist im Hinblick auf die Inhibition der HMG-CoA-Reduktase der Haupt-
Wirkort von Statinen und die Pravastatin-Aufnahme nach intravendser (i.v.) Gabe im
Rattenmodell ist in der Leber am groBten (Hatanaka et al., 1998). Besonders im Rahmen einer
Sepsis ist die Mitbeteiligung der Leber am MOV prognostisch ungiinstig und es mangelt an
therapeutischen Ansédtzen zur Unterstiitzung der hepatischen Funktion. Deshalb ist die
Untersuchung der Wirkung von Statinen auf die Leber allgemein sowie speziell die MF der Leber

von besonderem Interesse.

Pravastatin gehort zu den hydrophilen Statinen und hat damit eine geringere Proteinbindung im
Plasma als lipophile Statine wie Atorvastatin, Simvastatin und Lovastatin (Brealey et al., 2011).
Dadurch steigt bei einer Hypalbuminimie, z.B. im Rahmen von Lebererkrankungen oder Sepsis,
die Konzentration des freien, aktiven Medikaments, welches dann vermehrt toxische Wirkungen
haben kann, weniger stark an (Brealey et al., 2011). AuBBerdem wirkt Pravastatin besonders
leberspezifisch und verursacht deshalb weniger extra-hepatische Nebenwirkungen wie z.B. eine
Myopathie (Brealey et al., 2011). In Kaufmanns Studie wurde die Mitotoxizitit verschiedener
Statine auf Skelettmuskelzellen von Ratten untersucht (Kaufmann et al., 2006). Er zeigte, dass
Pravastatin signifikant weniger und im Vergleich zu lipophilen Statinen erst bei deutlich hoheren
Dosen toxische Einfliisse auf Mitochondrien hat. Eine experimentelle Studie, die den Einfluss
von hydrophilem Pravastatin und lipophilem Atorvastatin auf die MF in J-Zellen des Pankreas
untersuchte, zeigte, dass nur Atorvastatin den mitochondrialen Metabolismus beeinflusst und zu
erhohtem oxidativen Stress filhrt (Urbano et al., 2017). In der vorliegenden Studie wurde
Pravastatin aufgrund seiner geringeren Mitotoxizitdt sowie weniger extra-hepatischen
Nebenwirkungen verwendet, um den Einfluss von Pravastatin auf die MF der Leber unter nicht-
septischen Bedingungen und speziell bei Sepsis zu untersuchen. Im vorliegenden Versuch wurde

den Ratten 200 pg/kg KG Pravastatin in NaCl s.c. appliziert. Diese Dosierung wurde in der
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Literatur bereits bei Ratten angewandt (McGown et al., 2010) und entspricht gewichtsadaptiert
ungeféhr der humanen Dosis zur Therapie der Hypercholesterindmie (200pg*80 kg KG =16 mg
Pravastatin). Eine Wirkung von s.c. verabreichtem Pravastatin auf die HMG-CoA Reduktase
Aktivitdt und damit die Aufnahme der Substanz in Leberzellen von Ratten wurde bereits gezeigt
(Joles et al., 1992). Im Gegensatz zur iv. Applikation wurde die Aufnahme bzw. eine
Bestimmung der Endkonzentration des s.c. appliziertem Pravastatins im Lebergewebe bisher
nicht quantitativ untersucht (Hatanaka et al., 1998). Es bleibt daher auch fraglich, ob die
Endkonzentration des Pravastatins im Lebergewebe erst bei hdheren s.c. applizierten Dosierungen
ausreichend gewesen wire, um in der vorliegenden Arbeit einen Effekt auf die MF zu zeigen.
Auch konnte der Zeitpunkt der s.c. Applikation des Pravastatins einen Einfluss auf die zum
Messzeitpunkt erreichten Endkonzentrationen gehabt haben. Klinische und experimentelle
Vorstudien zeigten, dass eine vorherige Statingabe einen grofleren Benefit als eine verzdgerte
Gabe nach Sepsisbeginn hat (Almog et al., 2004; Morel et al., 2017; Morel and Singer, 2014).
Im klinischen Setting ist eine gezielte Gabe vor Sepsisbeginn in der Regel nicht umsetzbar, da
Patienten/-innen meist erst mit Symptomen und bereits positiven q-/SOFA diagnostiziert werden.
Bei Nachweis eines deutlichen Benefits konnte die Gabe eines Statins allerdings in das o.g.
one-hour-bundle aufgenommen werden. In diesem Versuch wurde Pravastatin einmalig 18
Stunden vor der Sham- bzw. CASP-OP verabreicht, bevor insgesamt 42 Stunden spiter das
Lebergewebe entnommen wurde. Eine Abnahme der Pravastatin Wirkung im Laufe der 18 bzw.
42 Stunden kann nicht ausgeschlossen werden. Eine Studie, in der die Plasmakonzentration von
Pravastatin nach i.v. Gabe einer Dosis von 80ug/kg KG gemessen wurde, zeigte sich eine
Plasmahalbwertszeit von 72,4 min (Koitabashi et al., 2006). Fiir eine s.c. Applikation sind
normalerweise ldngere Halbwertszeiten zu erwarten. Studien zur Pharmakokinetik von s.c.

applizierten Pravastatin in Ratten fehlen bisher allerdings.

Als Methode zur Messung der MA wurde die Respirometrie analog zu Vorarbeiten dieser
Arbeitsgruppe gewidhlt (Herminghaus et al., 2019a, 2019b, 2015). In der Respirometrie wird die
Sauerstoffkonzentration sowie der mitochondriale Sauerstoffverbrauch iiber die Zeit im
homogenisierten Gewebe gemessen. Diese Parameter stellen allerdings nur einen Aspekt der MF
dar und spiegeln nicht die Gesamtheit der komplexen Vorgédnge in den Mitochondrien sowie der
gesamten Zelle wider. Im Vergleich zu den deutlich aufwendigeren Messungen an intakten,
isolierten Mitochondrien bietet die Messung an Gewebehomogenaten allerdings mitochondriale
Parameter vergleichbarer Qualitédt (Pecinova et al., 2011). Zum Ausschluss von Messfehlern, die
durch Stérungen der Membranintegritit oder des Membranpotenzials auftreten konnen, erfolgten
bei jeder Respirometrie die in Kapitel 3.2.3.5 beschriebenen Kontrollschritte. Auerdem wurde
jede Messung dreimal wiederholt und der Mittelwert aus diesen Messungen fiir die
Datenauswertung verwendet. In der Messkammer des Respirometers herrschten 30 °C. Diese

Temperatur entspricht zwar nicht der physiologischen Korpertemperatur, ist allerdings
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methodischer Standard. Ein direkter Bezug der Messdaten auf den menschlichen Organismus ist

dadurch jedoch eingeschrankt.

40 Versuchstiere wurden nach der Pravastatingabe Sham-operiert. Dazu wurde ein Stent von
auBlen an der Darmwand befestigt, ohne den Darm zu penetrieren. Die Tiere wurden zwar nicht
septisch, wurden aber trotzdem einer Narkose und Operation unterzogen. Die Studienlage zum
Einfluss der Sham-OP auf die MF ist variabel. Mittal untersuchte den Effekt der Sham-OP auf
verschiedene Organe und beobachtete in der respirometrischen Messung keine Beeinflussung der
MF der Leber (Mittal et al., 2011). In Herminghaus Vorarbeit zum Einfluss der Schwere der
Sepsis auf die MF zeigten die Sham-Versuchstiere im Vergleich zu nicht-operierten
Kontrolltieren ab Komplex II der Atmungskette statistisch signifikant erhohte RCI-Werte von
etwa 8,5 im Vergleich zu ca. 6 bei den Kontrolltieren (Herminghaus et al., 2015). Die RCI-Werte
in den Sham-operierten Tieren dieser Studie befinden sich in einer dhnlichen Gréenordnung wie
die Sham-Werte in der Vorstudie (8,24 & 0,79). Das bedeutet, dass das untersuchte Lebergewebe
zwar nicht septisch, aber dennoch durch die Sham-OP beeinflusst gewesen zu sein scheint und

die MF der Leber erhoht wird.

Um einen Effekt von Pravastatin auf das septische Lebergewebe zu untersuchen, wurde als
Sepsismodell die CASP-Methode verwendet (Traeger et al., 2010). Sie ist der humanen
abdominellen Sepsis aufgrund einer Anastomoseninsuffizienz dhnlich (Lustig et al., 2007).
Die CASP-Methode ist der Goldstandard fiir das septische Rattenmodell und sorgt fiir eine frithe
und stetig ansteigende abdominelle und systemische Inflammation (Lustig et al., 2007). Andere
Methoden wie die Lipopolysaccharid (LPS)-Injektion oder ceacal ligation and puncture (CLP)-
Methode werden nicht empfohlen, da die CLP-Methode z.B. vermehrt zu lokalen
intraabdominellen Abszessen, nicht jedoch zur systemischen Sepsis fiihrt (Lustig et al., 2007).
Die ermittelten RCI-Werte der septischen Kontrollgruppen dieser Studie (Komplex I: 13,08
+ 2,13, Komplex II: 9,49 + 1,09) entsprechen ungefdhr den Sepsis-RCI-Werten einer Vorstudie
dieser Arbeitsgruppe (Herminghaus et al., 2015). Allerdings wurden im Gegensatz zur
vorliegenden Studie mit zwei 16G-Stents in der Vorstudie jeweils nur einen 14G (Komplex I:
ca. 11; Komplex II: ca. 8) bzw. 16G-Sent (Komplex I: ca. 15; Komplex II: ca. 9,5) verwendet
(Herminghaus et al., 2015). Da in der Vorstudie der RCI nach 16G Sepsisinduktion signifikant
zur nicht-operierten Kontrollgruppe sowie Sham-Gruppe erhdht war, kann vermutet werden, dass
auch bei den vorliegenden Daten die RCI-Werte durch die CASP-OP gesteigert wurden
(Herminghaus et al., 2015).

Nach den Sham- bzw. CASP-Operationen bekamen alle Versuchstiere zur analgetischen Therapie

0,05 mg/kg KG Buprenorphin s.c. verabreicht. Falls dieses einen Effekt auf die untersuchten

Parameter haben sollte, so wire dieser in allen Versuchsgruppen gleich. Da die Versuchstiere
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auBler der analgetischen keine weitere Sepsistherapie, wie in Kapitel 1.1.5 beschrieben, bekamen,

ist die Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf septische Patienten/-innen allerdings eingeschrinkt.

5.3 Effekt von Pravastatin auf die MF der Leber unter nicht-

septischen Bedingungen

In der vorliegenden Studie konnte weder ein Effekt von s.c. appliziertem Pravastatin auf den RCI
noch auf die ADP/O im nicht-septischen Lebergewebe nachgewiesen werden. Insgesamt ist die
Studienlage zum Einfluss von Statinen auf die MF wie bereits im Kapitel 1.4 beschrieben sehr
unterschiedlich und die Daten weisen auf ein organspezifisches und dosisabhdngiges
Wirkungsprofil hin (Bouitbir et al., 2012; Herminghaus et al., 2019a). Auch die Resultate aus
Analysen der Wirkung von Statinen auf die hepatische MF sind variabel.

Mullen zeigte in seiner Arbeit ebenfalls keinen Effekt von Statinen auf die MF von Leberzellen
(Mullen et al., 2011). Er verdeutlichte, dass Simvastatin toxisch auf Muskelzellen, jedoch nicht
auf hepatische Zellen wirkt und vermutet, dass Leberzellen die Toxizitdt von Statinen durch
Aufrechterhaltung des Akt-Signalweges unterbinden (Mullen et al., 2011). Mullen verwendete in
seiner Studie allerdings ausschlieflich das lipophile Simvastatin und untersuchte die MF an
Hep2G Zellen aus Zellkulturen. Auch Marques konnte im Mausmodell keinen Effekt einer 3-
monatigen oralen Gabe von 40 mg/kg KG Pravastatin auf den RCI nachweisen (Marques et al.,
2018). Die Messwerte in State 2 und State 3 wurden in Marques Studie ebenfalls respirometrisch
ermittelt (Marques et al., 2018). Die in vitro Vorarbeit dieser Arbeitsgruppe zeigte hingegen einen
dosisabhdngigen Effekt von Pravastatin auf den RCI, nicht jedoch auf die ADP/O (Herminghaus
et al., 2019a). Es wurden Konzentrationen von 100 bis 1000 M Pravastatin in die Proben mit
Leberhomogenat hinzugefiigt (Herminghaus et al., 2019a). Erst bei einer Konzentration von 300
uM konnten in Herminghaus Studie eine verminderte MF der Leber durch Pravastatin
nachgewiesen werden (Herminghaus et al., 2019a). Im Gegensatz zur vorliegenden Studie konnte
im in vitro Versuch das Gewebe direkt vor der Messung mit einer bestimmten Konzentration von
Pravastatin inkubiert werden. So konnen Faktoren wie die Applikationszeit und Dosierung die

vorliegenden in vivo Ergebnisse beeinflusst haben.

Wie bereits im Abschnitt ,,Methodendiskussion verdeutlicht, kann operativer Stress im Rahmen
der Sham-OP zu erhohten RCI-Werte im Vergleich zu nicht operierten Versuchstieren fiihren
(Herminghaus et al., 2015). Folglich fiihrt operativer Stress vermutlich zu einer Hochregulierung
der MF der Leber (Herminghaus et al., 2015). Im in vitro Versuch dieser Arbeitsgruppe zeigte
sich eine dosisabhidngige Verminderung der MF der Leber durch Pravastatin (Herminghaus et al.,
2019a). Falls Pravastatin also einen hemmenden Einfluss auf State 3 und den RCI der Leber hat,

konnte dieser hemmende Einfluss den steigernden Einfluss der Sham-OP auf die MF der Leber
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ausgleichen. So konnte ein fehlender Effekt von Pravastatin auf die MF in Lebergewebe von
Sham-operierten Ratten erkldrt werden. Die Parameter der MF der Leber zeigen im vorliegenden
Versuch allerdings auch zwischen den Gruppen, also mit oder ohne Pravastatingabe, keine
Unterschiede. Neben der moglichen Verminderung der MF durch Pravastatin liegen vermutlich
weitere Faktoren vor, die dazu flihren, dass in deinem Versuch keine Beeinflussung des nicht-

septischen Lebergewebes durch die verschiedenen Vorbehandlungen gezeigt werden konnte.

Eine abschlieende Aussage iiber die Wirkung von Pravastatin auf die MF der Leber in vivo kann
aufgrund der vorliegenden Ergebnisse sowie der Literatur nicht getroffen werden.
Eine Replikation des dosisabhidngigen Effektes von Pravastatin in vitro konnte in der
vorliegenden in vivo Studie sowie Mullens Vorstudien zur Wirkung von Simvastatin nicht
erfolgen (Herminghaus et al., 2019a; Mullen et al., 2011). Es bleibt zu untersuchen, ob die in vivo
Versuchsbedingungen und im Speziellen die Applikationsart sowie -zeit und weitere unbekannte
Faktoren ursdchlich hierfiir sein konnten. Weitere Studien sind fiir ein besseres Verstindnis der

Wirkung von HRH im Lebergewebe notwendig.

5.4 Effekt von Pravastatin auf die MF der Leber unter septischen

Bedingungen

In dieser Studie konnte kein Einfluss von s.c. appliziertem Pravastatin auf die Parameter der MF
der Leber im Rahmen einer abdominellen Sepsis im Rattenmodell gezeigt werden.
Ahnliche Ergebnisse sind aus der Literatur bekannt. Yorulmaz untersuchte in einem Modell mit
i.p. LPS-Injektion die Wirkung von Simvastatin auf die mitochondriale Enzymaktivitét der Leber
(Yorulmaz et al., 2015). Sie fand jedoch keine signifikanten Unterschiede in der Aktivitit der
Atmungskettenkomplexe in den 4 verschiedenen Versuchsgruppen (Kontrolle; LPS;
LPS + Simvastatin; Simvastatin). Morel konnte in seiner Studie hingegen einen positiven Effekt
einer Statingabe auf die MF im septischen Rattenmodell zeigen (Morel et al., 2017). Eine durch
Sepsis verminderte MF wurde durch die Statingabe wieder auf Normwerte der Kontrolltiere
gesteigert (Morel et al., 2017). Allerdings induzierte Morel die Sepsis durch i.p. Féziesinjektion,
verabreichte Simvastatin oral zu verschiedenen Zeitpunkten und untersuchte anschliefend die MF
an Muskelgewebe (Morel et al., 2017). Auch Stolf konnte einen positiven Statineffekt auf
Leberzellen nachweisen, er verabreichte das Statin allerdings fiir eine Dauer von insgesamt 30
Tagen vor Sepsisinduktion mittels der CLP-Methode (Stolf et al., 2012). Stolf konnte minimale
Effekte einer Atorvastatin- und Simvastatingabe auf die Enzymaktivitét der Lebermitochondrien

feststellen (Stolf et al., 2012).

Was konnten Griinde fiir den vorliegenden fehlenden Nachweis der Pravastatinwirkung auf die

MF im septischen Lebergewebe sein?
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Vorstudien dieser Arbeitsgruppe konnten unter dhnlichen methodischen Bedingungen zeigen,
dass das verwendete CASP-Sepsismodell zu Verdnderungen der hepatischen MF gefiihrt hat
(Herminghaus et al., 2019b, 2015). Eine Vorarbeit zeigte den zeitlichen Verlauf der MF im
Rahmen der Sepsis und beschreibt einen initialen (bis 48h nach Sepsisinduktion) Anstieg von
RCTI und ADP/O nach Stimulation von Komplex I und II (Herminghaus et al., 2019b). Weiterhin
konnte in Vorarbeiten dieser Arbeitsgruppe ein dosisabhingiger Effekt von Pravastatin - mit
Verminderung des RCI in gesunden Leberzellen in vitro beobachtet werden (Herminghaus et al.,
2019a). Es konnte also sein, dass &hnlich wie nach einer Sham-OP, die Sepsis zu einem RCI
Anstieg fiihrt, der durch die Pravastatingabe wieder aufgehoben wird. Eine weitere Erklarung fir
den fehlenden Effekt konnte sein, dass nach einer s.c. Applikation keine ausreichende
Gewebekonzentration vorhanden war, um den Effekt auf die Mitochondrien zu erreichen.
Die genaue Konzentration von Pravastatin im Lebergewebe nach s.c. Injektion ist, wie bereits
beschrieben, nicht bekannt. Es fehlen in vivo Studien, die einen dosisabhingigen Effekt
untersuchen. Ebenfalls kann Sepsis einen Einfluss auf die Pharmakokinetik haben (Morel et al.,
2017). Morel =zeigte in seiner Studie eine deutliche Varianz an Simvastatin-
Plasmakonzentrationen bei Gabe von 80 mg/Tag bei Statin-naiven Patienten mit acute lung injury
(Morel et al., 2017). Er vermutet, dass die Pharmakokinetik von Statinen in kritisch kranken
Organismen sehr variabel ist und so die spezifische Wirkung individuell verschieden sein konnte.
Folglich sind aber auch Studien, die eine Pravastatinwirkung zwischen nicht-septischen und

septischen Bedingungen vergleichen, von besonderem Interesse.

Wie bei den geschilderten experimentellen Studien, ist die Studienlage zum Einfluss von Statinen
bei Sepsis auch in klinischen Studien kontrovers. Einige Studien gaben Hinweise, dass Statine
bei Sepsis einen positiven Effekt auf das Outcome haben (Almog et al., 2004; Patel et al., 2012).
Ubersichtsabreiten zweifeln allerdings an einem deutlichen Effekt. So kritisiert Chen die
Metaanalyse von Janda, die bei 20 eingeschlossenen Studien nur 1 randomisierte kontrollierte
Studie beinhaltet und auf Grundlage dessen einen protektiven Effekt von Statinen bei Sepsis
beschreibt (Chen et al., 2018; Janda et al., 2010). Pertzov kritisiert in seiner systematischen
Ubersichtarbeit, dass die bisherigen Studien mit positiven Statin-Effekten meist retrospektive
Studien waren, die Patienten/-innen mit und ohne Statineinnahme vor Sepsis analysiert haben
(Pertzov et al., 2019). Es sei zu bedenken, dass eine indication bias mit der Statineinnahme als
Confounder sowie eine well-managed-patient bias der Statin-therapierten Gruppe vorliegen
konnten (Pertzov et al., 2019). Es konnte also sein, dass die Patienten/-innen mit Statineinnahme
sowieso die ,,geslinderen” und ,,medizinisch besser versorgten” Patienten/-innen sind und ein
positiver Effekt nicht direkt auf die Statineinnahme, sondern auf weitere unbekannte Faktoren
zurlick zu fiihren ist. Weitere klinische sowie experimentelle Studien sind folglich notwendig, um
zu ergriinden, welche Rolle HRH im Rahmen einer Sepsis und speziell bei der MF der septischen

Leber spielen.
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5.5 Beeinflussung des PPARa durch Pravastatin

In dieser Studie zeigte sich keine Verdnderung der Pravastatinwirkung auf die Parameter der MF
der Leber unter nicht-septischen und septischen Bedingungen durch die zusitzliche Gabe des
PPARa-Blockers. Zur Untersuchung einer Modulation des PPARa durch Pravastatin wurde der
PPARa-Blocker GW6471 alleine sowie in Kombination mit Pravastatin verabreicht. Bereits in
Vorstudien war bei einer i.p. Applikation von GW6471 eine Dosis von 1 mg/kg KG angewandt
worden (More et al., 2017).

Wie die Rolle der Mitochondrien sowie die MF bei Sepsis, ist auch die Studienlage in Bezug auf
die Bedeutung des PPARa im Rahmen der Sepsis insgesamt sehr heterogen. Es ist weder geklart,
ob die PPARa-Aktivitdt bei Sepsis hoch- oder herunterreguliert und wie sie in verschiedenen
Geweben ausgepriagt ist, noch durch welche genauen Mechanismen sie beeinflusst wird
(Van Wyngene et al., 2020). Es wird vermutet, dass bei einer Sepsis PPARa-bedingt die MF
sowie die Fettsdureoxidation in den Mitochondrien herunterreguliert ist und dadurch wiederum
lipotoxische Schiaden bedingt werden (Van Wyngene et al., 2020). Dass Statine einen Einfluss
auf PPARa haben, konnte in einigen Studien gezeigt werden. Seo untersuchte den Einfluss
verschiedener Statine auf die PPARa Promotoraktivitdt sowie PPARa mRNA und zeigte, dass im
Vergleich zu anderen HRH von Pravastatin deutlich hohere Dosen verwendet werden mussten,
um ecinen Effekt auf die untersuchten Parameter zu haben (Seo et al., 2008). Balakumar und
Mahadevan fassten in ihrem Review verschiedene Studien zusammen, die einen Einfluss von
Statinen auf PPARa und PPARY beschreiben und schlussfolgern, dass die pleiotropen Effekte von
Statinen iiber diese PPAR vermittelt sind (Balakumar and Mahadevan, 2012). Keine dieser
Studien untersuchte allerdings explizit die PPARa im Lebergewebe. Lediglich in einer anderen
tierexperimentellen Studie bei Hamstern konnte eine Aktivierung von PPARa durch Pravastatin

in der Leber festgestellt werden (Dong et al., 2011).

Auch wenn andere Studien einen Einfluss von Statinen auf PPARa zeigen konnten (Balakumar
and Mahadevan, 2012; Seo et al., 2008), wurde in dieser Studie keine Verdnderung durch die
zusitzliche Gabe des PPARo-Blockers GW6471 sichtbar. Da allerdings auch keine
Verdnderungen der MF durch Pravastatingabe gezeigt werden konnten, kann ein
Wirkmechanismus von Pravastatin {iber den PPARa in der Leber weder bestitigt noch
ausgeschlossen werden. Weitere Studien zur genauen Analyse des Rezeptorstatus in
Abhéngigkeit vom Zustand des Organismus sowie der Modulation durch Statine sind daher

notwendig.
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5.6 Effekt von Pravastatin auf den oxidativen Stress im Lebergewebe

In der vorliegenden Studie konnte weder im nicht-septischen noch im septischen Lebergewebe
ein Effekt von Pravastatin auf den oxidativen Stress, gemessen an der MDA-Menge als Indikator
der Lipidperoxidation, festgestellt werden. Bereits in Vorstudien dieser Arbeitsgruppe wurde in
verschiedenen Versuchen MDA gemessen (Herminghaus et al., 2019b, 2015). In Abhéngigkeit
von der Schwere der Sepsis zeigte sich im CASP-Modell 24 Stunden nach Sepsisinduktion keine
Verdnderungen in den MDA Konzentrationen im Vergleich zur Sham-Gruppe oder Kontrolle
ohne Operation (Herminghaus et al., 2015). In einer Arbeit von 2019 wurde die MDA
Konzentration in Sham- und CASP-Ratten im Zeitverlauf gemessen (Herminghaus et al., 2019b).
In beiden Gruppen zeigten sich im Vergleich zur nicht-operierten Kontrollgruppe nach 24
Stunden jedoch deutlich erhéhte MDA Konzentrationen, die im Verlauf stetig und nach 96
Stunden signifikant abfielen (Herminghaus et al., 2019b). Da in der zuvor genannten Studie initial
auch die Parameter der hepatischen MF erhoht waren und Mitochondrien Hauptproduzent von
ROS und oxidativem Stress sind, war eine Erhéhung der MDA Konzentration im untersuchten
Sepsismodell zu erwarten. Die ermittelten MDA Konzentrationen der vorliegenden Studie sind
vergleichbar mit den Werten der Arbeit von 2015 (Herminghaus et al., 2015), in der keine
Erh6éhung durch die Sham- oder CASP-OP sichtbar war. Folglich kann es sein, dass die
Operationen in diesem Versuch gar nicht zu erhéhten MDA Konzentrationen gefiihrt haben und

auch nicht durch die Vorbehandlungen und speziell Pravastatin gesenkt werden konnten.

Studien zum Einfluss von Statinen auf den oxidativen Stress wurden im systematischen Review
mit Metaanalyse von Zinellu untersucht, in den 35 Studien eingeschlossen wurden (Zinellu et al.,
2019). Insgesamt zeigte sich zwar eine signifikante Reduktion der MDA Plasmakonzentration
nach Statingabe, dennoch ist zu beachten, dass die eingeschlossenen Studien sehr heterogen sind.
Auch untersuchten nur drei der eingeschlossenen Studien den Effekt von Pravastatin
(Karatzis et al., 2005; Murrow et al., 2012; Zhang et al., 1995). Nur eine davon zeigte eine
signifikante Verminderung von MDA nach oraler Gabe bei Patienten/-innen mit instabiler Angina
pectoris (Karatzis et al., 2005). Murrow konnte ich seiner Studie zeigen, dass nur Atorvastatin,
nicht aber das hydrophile Pravastatin, nach 12-wochiger Therapie bei Patienten/-innen mit
metabolischem Syndrom zu einer signifikanten Reduktion von MDA fiihrt (Murrow et al., 2012).
Stolfs Studie zum Einfluss einer 30-tégigen Statingabe auf Parameter des oxidativen Stresses
zeigte ebenfalls keine protektiven Effekte von Statinen (Stolf et al., 2012).
Van Wyngene untersuchte in seiner Studie einen Zusammenhang der Wirkung auf oxidativen
Stress mit dem PPARa (Van Wyngene et al., 2020). Durch den PPARa-Agonisten Pemafibrat
lieB sich ein durch die CLP-induzierte Sepsis bedingter MDA Anstieg um 45% reduzieren.
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In der vorliegenden Studie konnte im Lebergewebe kein Einfluss von Pravastatin mit oder ohne
den PPARa-Blocker GW6471 auf die Parameter der Mitochondrien, die Hauptproduzent von
oxidativem Stress sind, nachgewiesen werden. Ubereinstimmend dazu wurde eben auch kein

Einfluss auf den oxidativen Stress, gemessen mittels MDA-Konzentrationen, festgestellt.
5.7 Klinischer Bezug

Auch im fortgeschritten intensivmedizinischen Zeitalter bleibt die Therapie der Sepsis eine
besondere Herausforderung. Neben den bestehenden Therapiesdulen mit Erreger-eliminierenden
und Korperabwehr-unterstiitzenden Ansédtzen wird intensiv nach weiteren Therapiestrategien

gesucht - bislang zeigte sich kein bahnbrechender Erfolg (Dellinger et al., 2013).

Einige klinische sowie experimentelle Studien deuten auf einen positiven Effekt von Statinen im
Rahmen einer Sepsis hin (Almog et al., 2004; Janda et al.,, 2010; Merx et al., 2005;
Morel et al., 2017). Statine konnten dann als kostengiinstige Therapieerginzung zur
Sepsistherapie eingesetzt werden. Als Grund fiir den positiven Effekt werden Beeinflussungen
der Mikrozirkulation, der Stoffwechsellage, der antiinflammatorischen Systeme sowie der
Mitochondrien vermutet (Terblanche et al., 2007). In dieser tierexperimentellen Studie konnte im
septischen Rattenmodell keine Beeinflussung der MF der Leber durch Pravastatin gezeigt werden.
Insgesamt bleibt die Studienlage zum klinischen Einfluss von Statinen bei einer Sepsis wie auch
zu den molekularen Effekten von Statinen auf Organe, Gewebe und Zellen kontrovers.
So sind auch die immunmodulatorischen Wirkmechanismen von Statinen nicht genug erforscht.
Bei der klinischen Anwendung muss ebenfalls das Nebenwirkungsprofil von Statinen mit der
kiirzlich in den Hintergrund tretenden Lebertoxizitit (Francis and Forman, 2020) sowie der

Myotoxizitdt mit Rhabdomyolyse-Gefahr (du Souich et al., 2017) bedacht werden.
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6  Schlussfolgerung

Auch wenn in dieser Studie kein Einfluss von Pravastatin auf die Parameter der MF im
Lebergewebe sichtbar war, gibt es Hinweise, dass Pravastatin als HRH auf Mitochondrien wirkt
und positive Effekte bei Sepsis haben kdnnte. Moglicherweise spielt hier die Modulation am
PPARa mit sogenannten pleiotropen Effekten eine Rolle. Auch kdnnte durch die Pravastatingabe
der oxidative Stress in Zellen mit den moglichen Folgen bis zum Organversagen reduziert werden.
Bis dato sind allerdings die Meinungen zu Handlungsempfehlungen und zum Einsatz von Statinen
im klinischen Sepsis-Setting kontrovers. Weitere klinische sowie experimentelle Studien zur
genauen Analyse sind folglich notwendig. Dabei miissen besonders Unterschiede durch die
verwendeten HRH sowie Einfliisse durch verschiedene Versuchsbedingungen, Messmethoden
und mégliche Confounder untersucht werden. Weitere interessante Fragestellung sind weiterhin:
Wirkt Pravastatin auf gesunde Mitochondrien eher schidlich, auf dysfunktionale Mitochondrien
hingegen protektiv? Gibt es einen Zeitverlauf im Wirkungsprofil von Pravastatin? Wirkt
Pravastatin in frilhen Phasen einer Sepsis protektiv, im spéteren Verlauf hingegen schiddlich?

Oder hat Pravastatin gar keinen Effekt auf die MF der Leber?
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Anhang

8 Anhang

8.1 Septic rat severity scoring system

Untersuchungsbogen
Experiment: OP Datum:
Stentdurchmesser: G Ratte-Nr: Stentimplantation: Uhr
Klinische Untersuchung:
Uhrzeit

Ergebnis Beurteilung
Kérperge- 1. préop. Gewicht (pG) £ A% <5 = 0P
wicht 2. Momentanwert (mW) 3 A%<15=1P

3. A=% des mW vom pG A% A%=20=2P

Sh=____p 15%=__g A% >20=3P
Erscheinung 1. normale Erscheinung, Fell anliegend, sauber =0P

geputzt

2. geringes Pflegedefizit, Fell gestriubt =1P

3. zunehmendes Pflegedef., Rinder an Au- —2P

ge/Anus

4. deutliches Pflegedef., Augen verklebt, Einstren | — 3 p

haftet am Anus
Verhalten 1. Ratte (R} erkundet Kiifig, aktiv =0P
spontan 2. R sitzt auf einer Stelle, Ganzkorperbewegung = 1P

vorhanden

3. buckelige Haltung, schwankender Gang —=2P

4, immobil, Seitenlage —13Pp
Verhalten 1. R flieht bei Kifigéffnung, starker Muskeltonus | = 0P
provoziert 2. R flieht erst bei Anndherung der Iand 1P

3. R flieht erst bei Beriihrung —=2P

4. Fluchtreflex erloschen —3p
Atemfre- 1. préop. Wert (pW) 1/s A% <10=>0P
quenz 2. Momentanwert (mW) ___ /s A% <20=1P

3. A= % des mW vom pW ___ A% A% <50=2P

A%U>50=3P

Exp. Nein =0P
Atemge- Ia =1P
riusch
Abd.- 1. kein Druckschmerz bei AP, weiches Abdomen | = 0P
palpation 2. geringe Reaktion auf AP, weiches Abdomen =1P

3. deutliche Schmerzzeichen auf AP, abd. Resis- —=2P

tenz

4. deutl. Schmerzzeichen auf AP, hartes Abdo- —13p

men
Kotbeschaf- 1. viel normaler Kot im Kifig, koten wihrend der | = 0P
fenheit Untersuchung

2. viel Kot im Kiifig, Kot blutig, dinnfliissig oder | = 1P

schleimig

3. kein Kot im Kifig —2p
Auswertung:

Erkldrung: bewertet wird jeweils nur einmal die maximal erreichte Punktzahl pro Katego-
rie. Ist in wenigstens zwei Kategorien die maximal erreichbare Punktzahl von 3 Punkten
erreicht, werden alle 3-Punkte Werte auf 4 Punkte aufgewertet. Die Gabe von Schmerzmit-
tel wird durch Umkreisung dokumentiert. Opferung des Tieres bei 12 und mehr Punkten!

Untersucher

Obduktionsbefund:

Tabelle 6: Septic rat severity scoring system
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