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Zusammenfassung I

Zusammenfassung

Die Sepsis stellt weiterhin ein relevantes Krankheitsbild mit hoher Sterblichkeit und steigenden
Fallzahlen dar. Neben einer Beeintrdchtigung auf Ebene der Mikrozirkulation ist auch eine
mitochondriale Dysfunktion pathophysiologisch von Bedeutung. In Anbetracht dessen sind
adjuvante Therapiemdglichkeiten in den Fokus der Forschung geraten, um an diesen
Mechanismen anzugreifen und den Verlauf einer Sepsis giinstig zu beeinflussen. Das Fibrat
Gemfibrozil ist ein Ligand am Peroxisom-Proliferator-aktivierten-Rezeptor o (PPARa) und
konnte in bisherigen Studien neben seinen lipidsenkenden Eigenschaften auch Wirkungen auf die
Inflammation und das Outfcome unter septischen Bedingungen zeigen. Dariiber hinaus gibt es
Hinweise auf eine Beeinflussung der mitochondrialen Funktion durch das Fibrat. Die Leber kann
im Zuge einer Sepsis aufgrund ihrer hohen Durchblutung und ausgeprigten Stoffwechselaktivitit
rasch in ihrer Funktion beeintrichtigt werden und so eine mitochondriale Dysfunktion
begiinstigen. Vor diesem Hintergrund konnten unterstiitzende Effekte auf die
Mitochondrienfunktion in einer Sepsis von besonderer Relevanz sein. Ziel dieser Arbeit war es
daher zu untersuchen, ob Gemfibrozil die mitochondriale Funktion in der Leber unter septischen
Bedingungen und nach Durchfithrung einer sterilen Laparotomie beeinflusst. Zudem sollte
ausgemacht werden, ob diese Wirkung konzentrationsabhéngig ist und potenzielle Effekte iiber
den PPARa vermittelt werden. Da in der Sepsis ein enges Zusammenspiel von mitochondrialer
Funktion und dem Aufkommen von oxidativem Stress im Gewebe zu vermuten ist, sollte
auBerdem die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies in der Leber ermittelt werden.

Hierzu wurden nach Genehmigung durch das Landesamt fiir Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz (LANUV) Nordrhein-Westfalen (AZ: 84-02.04.2016.A398) 120 ménnliche
Wistar-Ratten in 12 Gruppen (n=10) randomisiert und entweder eine Sepsis mittels Colon
ascendens Stent Peritonitis (CASP) induziert oder eine sterile Laparotomie (Sham) durchgefiihrt.
24 Stunden und unmittelbar vor der Operation erfolgte die medikamentdse Vorbehandlung je
nach Kohorte (Kontrolle (K), Gemfibrozil (30 mg/kg), Gemfibrozil (100 mg/kg), PPARa-Blocker
GW6471 (1 mg/kg), Gemfibrozil (30 mg/kg) + GW6471, Gemfibrozil (100 mg/kg) + GW6471).
24 Stunden nach dem Eingriff wurde im Zuge einer erneuten Operation Lebergewebe
entnommen, homogenisiert und die Mitochondrienfunktion im Respirometer ermittelt. Unter
Zugabe von Glutamat und Malat als Substrate fiir Komplex I und Rotenon und Succinat zur
Messung von Komplex II der Atmungskette wurde die basale (State 2) und nach Hinzufiligen von
Adenosindiphosphat (ADP) die maximale (Sfate 3) Geschwindigkeit der oxidativen
Phosphorylierung (OXPHOS) berechnet. Die Respiratory Control Ratio (RCR)und ADP/O Ratio
wurden als Parameter der mitochondrialen Funktion ermittelt. Hierbei veranschaulicht die RCR
die Kopplung des Elektronentransportes der Atmungskette an die Synthese von
Adenosintriphosphat, wiahrend die ADP/O Ratio die Effizienz der oxidativen Phosphorylierung
beschreibt. Um zudem das Ausmal} an oxidativem Stress im Gewebe zu evaluieren, wurde die
Malondialdehyd-Konzentration (MDA) als Abbauprodukt der Lipidperoxidation im
Lebergewebe gemessen. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte anhand der
Statistiksoftware GraphPad Prism. Ein Kruskal-Wallis-Test sowie Dunns Post-hoc-Test wurden
durchgefiihrt und das Signifikanzniveau mit p<0,05 festgelegt.

Mit Blick auf die Studienergebnisse lieen sich weder in den Sham-operierten Tieren noch in den
CASP-Versuchsgruppen signifikante Unterschiede in der ADP/O Ratio und der RCR fiir
Komplex I und Komplex II der Atmungskette feststellen. Ferner blieb auch die hepatische MDA -
Konzentration in den einzelnen Interventionsgruppen unverandert.

Insgesamt zeigte die Vorbehandlung mit Gemfibrozil in der vorliegenden Studie keinen Einfluss
auf die mitochondriale Funktion in der septischen Leber. Da auch unter nicht-septischen
Bedingungen keine Verdnderung der Mitochondrienfunktion zu beobachten war, kann folglich
keine Aussage iiber eine konzentrationsabhidngige Wirkung von Gemfibrozil oder PPARa-
vermittelte Effekte des Fibrats getroffen werden.



Summary II

Summary

Sepsis continues to be a challenging disease with high mortality rates and increasing case
numbers. Under pathophysiological conditions, an impairment on microcirculatory level and the
development of mitochondrial dysfunction are particularly relevant. Therefore, adjuvant therapies
that target these mechanisms to improve the course of sepsis have become the focus of recent
research. The fibrate gemfibrozil functions as a ligand of peroxisome proliferator-activated
receptor alpha (PPAR«) and, in addition to its lipid-lowering properties, was able to show an
effect on inflammation and outcome under septic conditions in several studies. Moreover, there
is evidence that the fibrate affects mitochondrial function.

Due to its high blood flow and pronounced metabolic activity, the function of the liver can rapidly
be impaired during sepsis, thus promoting mitochondrial dysfunction. In this context, supportive
effects on mitochondrial function in sepsis could be of distinct importance. Hence, the aim of this
work was to investigate whether gemfibrozil affects mitochondrial function in the liver under
septic conditions and after performing a sterile laparotomy. Additionally, it was to be determined
whether potential effects occur in a concentration-dependent manner and are possibly mediated
via the PPARa. Since a close interplay between mitochondrial function and the extent of oxidative
stress in the tissue can be assumed in sepsis, a further approach of this study was to assess the
production of reactive oxygen species in the liver.

For this purpose, after approval by the Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
(LANUYV) Nordrhein-Westfalen (AZ: 84-02.04.2016.A398), 120 male Wistar rats were
randomised into 12 groups (n=10) and either an abdominal sepsis was induced using a colon
ascendens stent peritonitis (CASP) or a sterile laparotomy (Sham) was performed. 24 hours and
immediately before surgery, drug pretreatment was given according to the cohort (control (K),
gemfibrozil (30 mg/kg), gemfibrozil (100 mg/kg), PPARa-blocker GW6471 (1 mg/kg),
gemfibrozil (30 mg/kg) + GW6471, gemfibrozil (100 mg/kg) + GW6471). 24 hours after surgery
a second operation was performed, and liver tissue was extracted and homogenised. Afterwards,
mitochondrial function was determined respirometrically. With the addition of glutamate and
malate as substrates for complex I and rotenone and succinate to measure complex II of the
respiratory chain, the basal (state 2) and, after application of adenosine diphosphate (ADP), the
maximal (state 3) rate of oxidative phosphorylation (OXPHOS) was calculated. The respiratory
control ratio (RCR) and ADP/O ratio were determined as parameters of mitochondrial function.
Thereby, the RCR illustrates the coupling of respiratory chain electron transport and ATP-
synthesis, whereas the ADP/O ratio describes the efficiency of oxidative phosphorylation. To
evaluate the extent of oxidative stress in the hepatic tissue, the malondialdehyde concentration
(MDA) was measured as a degradation product of lipid peroxidation. Statistical analysis of the
data was carried out using GraphPad Prism statistical software. A Kruskal-Wallis test along with
a Dunn's post-hoc test were performed and the significance level was set at p<<0.05.

Regarding the study results, no significant differences in ADP/O ratio and RCR for complex [
and complex II of the respiratory chain could be detected in either the Sham-operated animals or
the CASP experimental group. Furthermore, hepatic MDA levels also remained unchanged in
each intervention group.

In conclusion, a pretreatment with gemfibrozil showed no effect on mitochondrial function in the
present study of sepsis. Since no gemfibrozil-mediated effects were shown under non-septic
conditions either, consequently no statement can be made about a concentration-dependent impact
of gemfibrozil or PPARa-mediated effects of the fibrate.
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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Bedeutung der Sepsis und Relevanz in der Klinik

Das Krankheitsbild der Sepsis stellt fortwéhrend eine groe Herausforderung in der Medizin dar,
wobei trotz intensiver Forschung und medizinischen Fortschrittes steigende Fallzahlen und hohe
Komplikationsraten zu verzeichnen sind! ? 35 . Neben einem kontinuierlichen Zuwachs der
Sepsis-Fallzahlen in Deutschland um jéhrlich 5,7 % nahm auch der Anteil an schweren Verlaufen
der Sepsis in den letzten Jahren stetig zu'. Auch wenn eine Abnahme der Letalititsrate im selben
Zeitraum zu beobachten ist, verstarben immer noch 24,3 % der Patienten mit oder an einer Sepsis'.
Die Krankenhausletalitit des septischen Schocks liegt mit mehr als 50 % noch weitaus hoher! 3.
In Anbetracht des demographischen Wandels in der Gesellschaft und der nahezu linear
ansteigenden Krankenhausletalitit im hoheren Alter, wird umso deutlicher, dass es sich bei der
Sepsis um ein relevantes Krankheitsbild der heutigen Medizin handelt!. Auch im internationalen
Vergleich sind steigende Fallzahlen und eine hohe Krankenhaussterblichkeit zu verzeichnen®.
Somit stellt die Sepsis in den USA eine der fithrenden Todesursachen dar*. In der aktuellen
Sepsis-3 Definition der European Society of Intensive Care Medicine (ESICM) und der Society
of Critical Care Medicine (SCCM) wird die Sepsis trotz des medizinischen Fortschrittes als die

Haupttodesursache bei Infektionen genannt’.

Neben der epidemiologischen Relevanz der Sepsis sind auch gesundheitsékonomische Aspekte
des Krankheitsbildes von Bedeutung. Somit verbleiben Patienten mit Sepsis oder septischem
Schock im Schnitt ldnger im Krankenhaus oder in intensivmedizinischer Behandlung?®. Auch die
mit der Behandlung der Sepsis verbundenen Kosten fiir das Gesundheitssystem sind hoch und

belaufen sich in Deutschland auf bis zu 7,7 Mrd. Euro jahrlich!.

1.2 Definition der Sepsis

Zentraler Aspekt der Sepsis ist die vom eigenen Korper ausgehende dysregulierte Immunantwort
auf eine Infektion, die zu einer lebensbedrohlichen Organdysfunktion mit multiplem
Organversagen fiihren kann’. Die urspriingliche Klassifizierung orientierend an den SIRS-
Kriterien in Sepsis, schwere Sepsis und septischer Schock wurde im Zuge neuer
wissenschaftlicher Erkenntnisse im Jahre 2016 aufgearbeitet und legt den Fokus nun mehr auf die
resultierende Organdysfunktion. Diese kann anhand des Sequential Organ Failure Assessment-
Scores (SOFA-Score) ermittelt werden’. Der SOFA-Score ordnet die Funktionalitit der einzelnen
Organsysteme anhand klinischer und laborchemischer Parameter einem Punktesystem zu®. Das

Vorliegen einer Organdysfunktion kann angenommen werden, wenn bei bestehender Infektion
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ein Anstieg des SOFA-Scores auf > 2 Punkte zu beobachten ist’. Gleichzeitig korreliert ein
Anstieg im SOFA-Score mit einem hoheren Mortalitdtsrisiko sowie einem prognostisch
schlechteren Quitcome der Patienten® °. Besonders im priklinischen Bereich ergeben sich jedoch
Einschrinkungen bei der Ermittlung des SOFA-Scores. Zur frithzeitigen Identifizierung und
Einschétzung von Patienten mit Verdacht auf eine Infektion eignet sich daher der quick SOFA-
Score (qSOFA-Score)!?, welcher sich allein klinischer Parameter bedient, ohne aufwendige
Labordiagnostik nétig zu machen. Bei einer Verdnderung des Bewusstseins (Glasgow Coma
Scale < 15), einer erh6hten Atemfrequenz von > 22 /min oder einem systolischen Blutdruck <
100 mmHg lasst sich bei > 2 Punkten eine Infektion vermuten und weitere MaBnahmen zur

Ermittlung einer Organdysfunktion sollten eingeleitet werden’.

Der septische Schock wird in der aktuellen Sepsis-3 Definition der ESICM und der SCCM als
Verlaufsform mit zunehmend beeintrachtigter Kreislauf- und Stoffwechselfunktion sowie daraus
resultierend erhohter Sterblichkeit beschrieben’. Klinisch manifestiert sich der septische Schock
durch eine persistierende Hypotension im Rahmen einer Sepsis, welche trotz Fliissigkeitstherapie
die Gabe von Vasopressoren notwendig macht, um einen mittleren arteriellen Druck von > 65
mmHg aufrechtzuerhalten. Als zusétzliches Kriterium dient ein Anstieg des Serum-Laktat Wertes
auf > 2 mmol/L. Bei Vorliegen eines septischen Schocks im Sinne dieser Parameter steigt die

Krankenhaussterblichkeit auf mehr als 40 % 711,

1.3  Pathophysiologie der Sepsis

Die Pathophysiologie der Sepsis umfasst im Zuge der weitreichenden Immunreaktion
Verdnderungen auf zelluldrer Ebene und auf Ebene der Mikrozirkulation, welche entscheidend

zur Entstehung moglicher Organschidden beitragen!>14,

Grundlegend fiir die komplexe
Entziindungsreaktion in einer Sepsis sind das Erkennen und die Bekdmpfung von Pathogenen
durch eine kaskadenartige Aktivierung sowohl zellvermittelter Prozesse und Mediatoren der

Immunabwehr, als auch humoraler Faktoren wie dem Komplementsystem !> 16,

1.3.1 Mikrozirkulationsstorung und Multiorganversagen

Des Weiteren kommt es zu himodynamischen Verédnderungen, welche vor allem auf Ebene der
Mikrozirkulation mit der Entwicklung eines Multiorganversagens assoziiert sind'4. Der Blutfluss
wird so modifiziert, dass vor allem lebenswichtige Organe wie das Herz und das Gehirn
durchblutet werden, wéhrend die Durchblutung in peripheren Organen abnimmt. Diese
Heterogenitit des Blutflusses zeigt sich dabei nicht nur auf Ebene der Makrozirkulation, sondern
auch in der Durchblutung der kleinsten Blutgefifle. Das Endothel ist das Hauptstellglied der

Mikrozirkulation, wobei die Regulation insbesondere iiber Stickstoffmonoxid (NO) und die
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endotheliale NO-Synthase (eNOS) vermittelt wird'* 7. In einer Sepsis wird das Endothel direkt
durch die systemische Entziindung und die Immunreaktion des Wirtes moduliert und folglich die
Versorgung im Bereich der Endstrombahn beeinflusst!” '8, Durch ein Zusammenwirken von
Hypovoldmie, Endothelzellschaden und dem Verlust der Autoregulation im Kapillarbett
entstehen Leckagen, welche Gewebeddeme verursachen und die Oxygenierung des Gewebes
weiter erschweren konnen'® 2°, Diese Veranderungen der Durchblutung und Minderversorgung
mit Sauerstoff begiinstigen schlieBlich Zellschdden und die Entstehung einer Organdysfunktion'?
14 Sakr et al. konnten nachweisen, dass andauernde Mikrozirkulationsstérungen in einer Sepsis
mit einer erhohten Mortalitdt und einem schlechteren Outcome der Patienten assoziiert waren'?,
Dieser Zusammenhang zeigte sich dabei unabhéngig von der Hé&modynamik der

Makrozirkulation!®.

Es wird deutlich, dass in der Pathophysiologiec der Sepsis sowohl eine Stérung der
Mikrozirkulation als auch eine Beeintrdchtigung auf zelluldrer Ebene relevant sind. Der
Zellschaden lésst sich durch die zytopathische Hypoxie beschreiben, wobei trotz ausreichendem
Sauerstoffangebot  vermindert ATP  produziert wird*!. Dieses Missverhiltnis von
Sauerstoffangebot und -verbrauch deutet auf ein Unvermodgen der Mitochondrien hin, den
Sauerstoff effizient zu gebrauchen und ldsst vermuten, dass ein Zellschaden in einer Sepsis
mafgeblich die Mitochondrienfunktion beeintrachtig!® 2!. Die Verkniipfung von
Mikrozirkulationsstorung und mitochondrialer Dysfunktion in einer Sepsis wird in der Literatur
daher als Microcirculatory and Mitochondrial Distress Syndrome (MMDS) beschrieben'®.
Dennoch bleibt zu kldren, ob ein eingeschrinktes Sauerstoffangebot im septischen Gewebe
primér durch eine Minderperfusion verursacht wird oder ob eine Dysfunktion der Mitochondrien

den Ausldser hierfiir darstellt!3 1°.

1.3.2 Die Leber als zentrales Stoffwechselorgan in der Sepsis

Die Leber stellt mit ihrer hohen metabolischen Aktivitit ein zentrales Stoffwechselorgan dar,
welches bei einer abdominellen Sepsis aufgrund seiner anatomischen Lage besonders schnell
beeintriachtigt wird?2. Im Laufe einer Infektion kommt es zum Verlust der Barrierefunktion im
Darm und so zur kontinuierlichen Translokation von Bakterien in den Blutstrom. Uber das
Pfortadersystem gelangen Pathogene rasch in die Leber, sodass diese das erste nachgeschaltete
Organ in der Sepsis darstellt?*~23. Durch ihre systemische und portalvendse Durchblutung ist die
Leber umso mehr von zirkulierenden Pathogenen betroffen?®. Es resultieren Sepsis-assoziierte
Leberschiden bis hin zum Leberversagen?’, welche sich zudem kritisch auf das Outcome und die

Mortalitit der Patienten auswirken kénnen?2 28,

Dartiber hinaus hat die Leber in der Sepsis die Funktion eines Immunorgans, welches sowohl die

Beseitigung von Erregern als auch die Regulation der Immunantwort vermittelt>. Nach der
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intestinalen Barriere nimmt die Leber eine wichtige Rolle in der Abwehr von Pathogenen ein, die
vor allem die systemische Verbreitung verhindern soll. Dennoch ist die Rolle der Leber in der
Sepsis ambivalent, denn die Immunreaktion kann in eine iibermiBige systemische
Entziindungsreaktion iibergehen und so Organschidden verursachen???. Ein Gleichgewicht dieser
immunregulatorischen Funktionen ist daher essentiell fiir das Behandlungsergebnis einer Sepsis??
2526 Folglich riicken die Modulation der Leberfunktion, Stéarkung ihrer Immunkompetenz und die

Privention eines Organschadens stirker in den Fokus moderner Therapieansitze?? 5.

1.4 Mitochondriale Funktion in der Sepsis

Auch wenn die Bedeutung der Mitochondrien in der Sepsis noch nicht eindeutig geklart ist, lasst
sich eine Beeintrachtigung auf zelluldrer Ebene und damit eine Verédnderung der mitochondrialen
Funktion zeigen, die in Zusammenhang mit der Entwicklung einer Organdysfunktion steht®.
Anhand von Ubersichtsarbeiten wird deutlich, dass die Mitochondrienfunktion in der Sepsis sehr
unterschiedlich ausfillt und unter Beriicksichtigung diverser Einflussfaktoren betrachtet werden
muss'?3132, Es lieB sich zeigen, dass die Mitochondrienfunktion in Abhéngigkeit vom jeweiligen
Gewebe, der Schwere der Sepsis, sowie dem Zeitpunkt zu welchem die Funktionsfahigkeit
ermittelt wird, stark wvariiert!® 3234 Auch beziiglich einer potenziellen mitochondrialen
Dysfunktion divergiert die Studienlage®>. Manche Quellen berichten von einer gesteigerten36-38,
andere von einer verminderten Mitochondrienfunktion®* 3 und weitere Studien weisen

unverianderte Effekte auf*0 4!

Geschédigte Lebermitochondrien und deren verminderte Reparaturkapazitit standen in
Zusammenhang  mit  Organschaden und einem  schlechteren  Oufcome  bei
Verbrennungstraumata*?. Auch im septischen Schock konnte eine Beziehung zwischen der
Schwere der Sepsis und einer verminderten Aktivitit der Mitochondrien und damit verbundenen
ATP-Produktion gezeigt werden?’. Ergebnisse mehrerer Studien weisen hier auf eine Korrelation
zwischen NO-Produktion und mitochondrialer Dysfunktion hin?! 33343 Auf der anderen Seite
waren Regenerationsprozesse und verbesserte Reparaturmechanismen der Mitochondrien mit
dem Uberleben schwer erkrankter Personen auf Intensivstation assoziiert**. In weiteren Studien
im Entziindungsmodell konnte eine Aktivierung der mitochondrialen Biogenese sowohl die
Mitochondrien- als auch die Organfunktion erhalten*® und eine gesteigerte Aktivitit der

oxidativen Phosphorylierung in Lebermitochondrien gezeigt werden?2.

Die Mitochondrien verbrauchen im Zuge der oxidativen Phosphorylierung und der Generierung
von ATP mehr als 90 Prozent des gesamten Sauerstoffangebotes. Die Atmungskette kann dabei
sowohl durch reaktive Sauerstoff-, als auch Stickstoffspezies (ROS, RNS) gehemmt werden'®. In

einer Sepsis korreliert die Uberproduktion dieser Molekiile mit einer mitochondrialen
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Dysfunktion, der Reduktion an erzeugtem ATP und der Entstehung eines Organschadens®. Es
wird deutlich, dass die Mitochondrien als zentrale Energieproduzenten des Korpers bei
Beeintrachtigung ihrer Funktionalitit eine tragende Rolle in der Pathophysiologie der Sepsis und
des Multiorganversagens haben? 46, Ob die Mitochondrien durch eine Sepsis primér in ihrer
Funktion beeintrachtigt werden, selber andere Zellstrukturen schiddigen oder eine mitochondriale

Dysfunktion eher als Begleiterscheinung in der Sepsis auftritt, ist bisher ungeklart3? 4047,

1.5 Reaktive Sauerstoffspezies in der Sepsis

Die Generierung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) im Zuge der Sepsis und ein Mangel an
antioxidativer Mechanismen setzen einen Kreislauf in Gang, in dem die Bildung oxidativen
Stresses mit Zellschdden und daraus resultierender mitochondrialer Dysfunktion eng
zusammenhéngen®® 4. Dennoch bleibt unklar, ob oxidativer Stress primér fiir den in Sepsis
entstehenden mitochondrialer Schaden verantwortlich ist oder erst durch die mitochondriale
Dysfunktion eine iiberméBige Produktion an ROS bewirkt wird*484°, Reaktive Sauerstoffspezies
umfassen eine heterogene Gruppe hochaktiver Sauerstoffformen, welche sich durch eine hohes
Oxidationsvermdgen auszeichnen®®. Im Korper entstechen sie unter anderem wihrend der
Zellatmung in den Mitochondrien oder werden im Zuge der Entziindungsantwort von
Immunzellen durch die NADPH-Oxidase generiert’!. Neben ihrer Funktion als Mediatoren der
Signalvermittlung spielen sie daher eine entscheidende Rolle im Entziindungsprozess und sind in
die Bekdmpfung von Pathogenen involviert’*>2, Bei einem Mangel an antioxidativen
Mechanismen kann ein Uberschuss an ROS allerdings zu Gewebs- und Zellschaden fiihren 54,
Die unter einer Sepsis entstehenden zelluldren und organischen Schidden lassen sich daher
moglicherweise auf das Ungleichgewicht zwischen ROS-vermittelter Pathogenbekdmpfung der

Immunzellen und deren antioxidativer Elimination zuriickfiihren!® 53 56,

Die Wirkung reaktiver Sauerstoffspezies auf das Endothel stellt im Zusammenhang mit der Sepsis
einen wichtigen Pathomechanismus dar. Unter entziindlichen Bedingungen ist das Endothel
sowohl Wirkungsort’’, als auch Entstehungsquelle von Radikalen und oxidativem Stress>®. ROS
schiadigen die endotheliale Barriere und fordern die vermehrte Translokation von
Entziindungszellen ins Gewebe!” 3°, Huet et al. schlussfolgern, dass die Entstehung einer
endothelialen Dysfunktion somit entscheidend zur Stérung der Mikrozirkulation in einer Sepsis

beitragt!”.

Auch Mitochondrien sind relevante Produzenten reaktiver Sauerstoffspezies (mtROS),
gleichzeitig stellen sie eine Zielstruktur fiir den durch oxidativen Stress bedingten Zellschaden
dar*. Es liegt die Vermutung nahe, dass eine Unterstiitzung mitochondrialer

Regenerationsprozesse und antioxidativer Mechanismen Zellschaden vermeiden und den Verlauf
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einer Sepsis giinstig beeinflussen kann* 3°. Vor diesem Hintergrund zeigten Korshunov et al.,
dass eine moderate Entkopplung der Atmungskette die mitochondriale ROS-Generierung
vermindern konnte, wodurch sich ein potentieller Angriffspunkt in der Therapie der Sepsis bieten
wiirde® ©, Weitere Uberlegungen zur Beeinflussung von ROS und oxidativem Stress in der
Sepsis sind Gegenstand aktueller Forschung. Das Fibrat Gemfibrozil zeigte in Studien bereits,
dass es neben entziindungshemmender Eigenschaften® auch die Produktion reaktiver

Sauerstoffspezies senken konnte und die Aktivitdt bestimmter Antioxidantien stimulierte® 3.

1.6 Therapiemoglichkeiten der Sepsis

Betrachtet man die Pathogenese der Sepsis genauer, wird deutlich, dass vor allem eine Stérung
der Mikrozirkulation und der mitochondrialen Funktion entscheidend zur Entwicklung der Sepsis
beitragen. Dennoch existieren bisher keine erprobten Begleittherapeutika, welche vor allem an
diesen Kernpunkten der Sepsis angreifen. Die aktuellen Leitlinien zur initialen Therapie der
Sepsis belaufen sich primdr auf die hdmodynamische Stabilisierung und antimikrobielle
Therapie®* . MafBinahmen, die vor allem auf Ebene der Immunmodulation greifen oder die
Mikrozirkulation in einer Sepsis unterstiitzen, sind bisher nicht etabliert'. Es besteht die
Problematik, dass eine Fliissigkeitstherapie im Sinne der Verbesserung der Makrozirkulation
nicht zwingend auch die Mikrozirkulationsstorungen behebt!® %, Ein ausreichendes Angebot an
Sauerstoff kann somit nicht addquat von den Zellen genutzt werden und die Entstehung einer
mitochondrialen Dysfunktion wird beglinstigt. Eine gezielte Therapie auf Ebene der
Mikrozirkulation kénnte somit auch die Mitochondrienfunktion unter septischen Bedingungen

verbessern!® .

Durch die zunehmenden Kenntnisse iiber die Pathogenese der Sepsis wurde die
Mitochondrienfunktion vermehrt Gegenstand aktueller Forschung. Die Optimierung der
mitochondrialen Funktion in einer Sepsis zeigte in experimentellen Studien sowohl eine
Verbesserung der Organfunktion als auch ein erhohtes Uberleben*t *° 7. Hierbei wird deutlich,
dass die Mitochondrienfunktion im Organismus auf unterschiedliche Weise beeinflusst werden

kann und sich daraus eine Vielzahl moglicher Angriffspunkte in der Sepsistherapie ergeben 444

59

Vor diesem Hintergrund sind einige Lipidsenker in den letzten Jahren in den Fokus der Forschung
geraten. Fibrate, Statine und einige Antidiabetika konnten in Studien sowohl den Sepsis-
induzierten Organschaden, als auch das Outcome der Erkrankten verbessern®® ¢! ¢ 7072/ Dag
Fibrat Gemfibrozil ist ein Ligand der Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPAR) und
wirkt iiber dessen Untergruppe PPARa. Der PPARa ist ein vornehmlich in der Leber exprimierter

nukledrer Rezeptor, der liberwiegend im Fettsduremetabolismus eine Rolle spielt’ 7+, Durch seine
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genregulatorischen Eigenschaften trigt PPARa dariiber hinaus zur Modulation der Inflammation
bei. Fibrate konnten in diesem Sinne PPARa-vermittelte Effekte auf die Entziindungsantwort
nachweisen” 7. Anhand dieser immunmodulatorischen Kompetenzen stellt Gemfibrozil eine
mogliche neue Therapieoption in der Sepsis dar. Neben der Reduktion der pro-inflammatorischen
Zytokinantwort in mehreren Entziindungsmodellen wirkte sich Gemfibrozil auch giinstig auf das

Uberleben im Mausmodell aus®! 77,

Wiahrend die Resultate aktueller Forschung beziiglich antiinflammatorischer und antioxidativer
Wirkung der Lipidsenker ziemlich einheitlich sind, variiert die Studienlage beziiglich ihrer
Modulation der mitochondrialen Funktion® 788! Sowohl Beeintrichtigung®® 3234 als auch
Steigerung der Mitochondrienfunktion iiber unterschiedliche Mechanismen werden berichtet®3 86,
Da die Gruppe der Peroxisomen-Proliferatoren sehr heterogen ist, konnen diese die
Funktionsfahigkeit der Mitochondrien {iber verschiedene Mechanismen verdndern®’. Es wird
vermutet, dass die Mitochondrienfunktion organspezifisch ist und sich aulerdem in Abhéngigkeit
von der Dosierung des jeweiligen Therapeutikums unterscheiden kann” ¥7. Die Wirkung von
Gemfibrozil unter septischen Bedingungen soll hier unter besonderer Betrachtung der

Mitochondrienfunktion in der Leber ndher untersucht werden.

1.7  Ziele der Arbeit

Es ergeben sich die folgenden Fragestellungen fiir die Arbeit:

1. Welchen Einfluss hat die Applikation von Gemfibrozil im septischen und Sham-operierten
Tiermodell auf die mitochondriale Funktion in der Leber?

2. Ist die Wirkung von Gemfibrozil konzentrationsabhéngig?

3. Wie wird die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies in der Leber im Sham- und CASP-
Modell durch Gemfibrozil beeinflusst?

4. Wird der Effekt von Gemfibrozil {iber den Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptor alpha

(PPAR) vermittelt?
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2. Material und Methoden

2.1 Tierexperimenteller Versuchsteil

2.1.1 Anmerkung zu den verwendeten Materialien und Geriiten

Eine detaillierte Auflistung der im Versuchsablauf verwendeten Materialien, Gerdte und

Chemikalien befindet sich im Anhang.

2.1.2 Versuchstiere

Die operativen Eingriffe, Substanzapplikationen und die Betreuung der Versuchstiere wurden
durch Frau Priv.-Doz. Dr. med. Anna Herminghaus und Veterindrmedizinerin Frau Katharina
Gross durchgefiihrt, sodass die Notwendigkeit eines Fachkundenachweises gemal des geltenden
Tierschutzgesetzes (TierSchG) fiir mich nicht bestand. Das tierexperimentelle Forschungsprojekt
wurde durch das Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz (LANUV) Nordrhein-
Westfalen genehmigt (AZ: 84-02.04.2016.A398).

Bei den Versuchstieren handelte es sich um 120 drei Monate alte Wistar Ratten mit einem
Korpergewicht von 350g = 35g. Es wurden ausschlieBlich gesunde, méinnliche Ratten in das
Forschungsprojekt eingeschlossen. Die Versuchstiere stammten von Janvier Labs und wurden
iiber die Zentrale Einrichtung fiir Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben der
Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf (ZETT) bezogen. Um die Akklimatisierung der
Versuchstiere zu gewihrleisten, wurde ein zeitlicher Abstand von sieben Tagen bis zum
Versuchsbeginn eingehalten. Den Tieren stand Rattenstandardnahrung und Trinkwasser
(ozonmisiertes Trinkwasser, mit Salzsdure angesduert, pH 2,6-3,0) aus einer Nippeltrinke ad
libitum zur Verfiigung. Die Unterbringung erfolgte in handelsiiblichen Kifigen (Makrolon®
Einzelkéfige Typ 3) bei einer Raumtemperatur von 22 + 2 °C (relative Luftfeuchtigkeit 50 =5 %,
Luftumwdélzrate 16-20/h). Zudem wurde ein kiinstlicher Tag-Nacht-Rhythmus von 12 Stunden
bei weillem Kunstlicht (300-320 Lux) eingehalten.

2.1.3 Gruppenzuteilung

Es handelt sich um eine verblindete in vivo Studie, bei der 120 gesunde, mannliche Wistar Ratten
je nach Gruppenzuteilung geméf Schema vorbehandelt und operiert wurden (s. Tabelle 1). Jede
Gruppe entsprach n=10 Versuchstieren. Die Versuchstiere erhielten je nach Zuordnung entweder
eine Colon ascendens Stent Peritonitis-Operation (CASP-Operation) oder eine Sham-Operation.

Des Weiteren erfolgte je nach Einteilung eine Vorbehandlung mit Gemfibrozil 30 mg/kg KG i.p.,
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100 mg/kg KG ip. oder der Trigersubstanz Dimethylsulfoxid (50% DMSO). Die zwei
unterschiedlichen Konzentrationen von Gemfibrozil basieren auf der Annahme, dass die Wirkung
von Gemfibrozil dosisabhéngig ist und sollte in dieser Versuchsreihe daher ndher untersucht
werden. Die Richtwerte entsprechen zum einen der iiblichen Dosierung in der Therapie von
Fettstoffwechselstorungen beim Menschen (30 mg/kg KG), zum anderen orientieren sie sich an
bereits durchgefiihrten Studien am Nagermodell (100 mg/kg KG)””. Um sicherzustellen, dass die
gezeigten Resultate tatsdchlich durch die Applikation des PPARa-Agonisten Gemfibrozil erzielt
wurden, wurden weitere Versuche mit einem selektiven PPARa-Antagonisten GW6471 (1 mg/kg
KG) oder dem Losungsvermittler DMSO (5%) durchgefiihrt. Alle Substanzen wurden
intraperitoneal appliziert. Der Zeitpunkt der Medikamentengabe lag 24 Stunden und unmittelbar
vor der CASP- oder Sham-Operation. Die Applikation des PPARa-Antagonisten oder der
Tragersubstanz DMSO erfolgte je 0,5 Stunden vor der Gabe von Gemfibrozil.

Gruppe Voroperation und medikamentose Vorbehandlung Anzahl
Gruppe 1 Sham + DMSO 50% + DMSO 5% i.p. n=10
Gruppe 2 Sham  + Gemfibrozil 100 mg/kg KGi.p. + DMSO 5% i.p. n=10
Gruppe 3 Sham  + Gemfibrozil 30 mg/kg KG i.p. + DMSO 5% i.p. n=10

Gruppe 4 Sham + Gemfibrozil 100 mg/kg KG i.p. + GW6471 1 mg/kg KG i.p. n=10

Gruppe 5 Sham  + Gemfibrozil 30 mg/kg KG i.p. + GW6471 1 mg/kg KG i.p. n=10

Gruppe 6 Sham + DMSO 50% i.p. +GW6471 1 mg/kg KG i.p. n=10
Gruppe 7 CASP + DMSO 50% i.p. + DMSO 5% i.p. n=10
Gruppe 8 CASP  + Gemfibrozil 100 mg/kg KGip. + DMSO 5% i.p. n=10
Gruppe 9 CASP + Gemfibrozil 30 mg/kg KG i.p. + DMSO 5% i.p. n=10

Gruppe 10 | CASP  + Gemfibrozil 100 mg/kg KGip. +GW6471 1 mg/kg KG i.p. n=10

Gruppe 11 | CASP  + Gemfibrozil 30 mg/kg KG i.p. +GW6471 1 mg/kg KG i.p. n=10

Gruppe 12 | CASP + DMSO 50% i.p. + GW6471 1 mg/kg KG i.p. n=10

Tabelle 1: Gruppenzuteilung der Versuchstiere

Zuordnung der Versuchstieren zu den 12 Versuchsgruppen mit entsprechender Voroperation (CASP- oder
Sham-OP) und Vorbehandlung mit Gemfibrozil (30 mg/kg KG i.p., 100 mg/kg KG i.p.); DMSO (50 % i.p,
5 % 1.p.); GW6471 (1 mg/kg KG i.p). DMSO als Tragersubstanz fiir Gemfibrozil und GW6471. Anzahl
Versuchstiere pro Gruppe n = 10; Anzahl Versuchstiere insgesamt n = 120; mg = Milligramm; kg =
Kilogramm; KG = Koérpergewicht; i.p = intraperitoneal.
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2.1.4 CASP-Operation

Zur Induktion einer abdominellen Sepsis wurde das bereits etablierte Modell der Colon ascendens
Stent Peritonitis (CASP-Modell) nach Traeger et al. verwendet®®. Die Operation wurde 24
Stunden nach Applikation der Medikamente durchgefiihrt. Zur Analgesie wurde sowohl pri- als
auch postoperativ Buprenorphin 0,05 mg/kg KG aufgel6st in einer 0,6 ml Natriumchlorid-Losung
subcutan verabreicht. Vor Beginn der Operation wurde das Gewicht des Versuchstieres ermittelt.
Zur Einleitung der Kurznarkose wurde mittels Glasglocke das volatile Anésthetikum Sevofluran
verabreicht und im Folgenden die Narkose unter Sevofluran aufrechterhalten. Das Versuchstier
wurde auf einer Wiarmematte gelagert und unter sterilen Bedingungen die Desinfektion des
Operationsgebietes durchgefiihrt. Zunéchst erfolgte eine 2 cm lange mediane Laparotomie zur
Er6ffnung der Bauchhdhle, darauffolgend wurde das Caecum fir die weitere Operation
vorverlagert. Mittels zweier Venenverweilkaniilen (16G) wurde das Colon punktiert und
anschliefend die verbleibenden Stents fixiert. Durch leichten Druck auf das Colon wurde Faeces
durch die Stents in die freie Bauchhdhle bewegt und so eine kontinuierliche
Bakterientranslokation gewéhrleistet. Nach Reposition des Caecums wurden 5 ml
Natriumchloridlésung zum Ausgleich des Fliissigkeitsverlustes appliziert und die Bauchdecke

wieder verschlossen.

Stent
Stent

CASP SHAM

Abb. 1: CASP-Operation und Sham-Operation

Die Abbildung zeigt den Unterschied zwischen der CASP-Operation und der Sham-Operation. Bei Ersterer
penetriert der Stent das Colon ascendens, wihrend er bei der Sham-Operation nur an die Darmwand
angendht wird. CASP = Colon ascendens stent peritonitis; Sham = sterile Laparotomie. Schematische
Darstellung orientierend an Zantl, et al.%’

Das Durchfiihren einer Sham-Operation ermoglichte es, vergleichbare Bedingungen zwischen
den Kohorten zu schaffen. Die Bauchhohle wurde auch hier er6ffnet, der Stent allerdings nur auf

die Darmwand aufgenéht, ohne das Colon zu penetrieren (sieche Abb. 1). Die mechanische



Material und Methoden 11

Beanspruchung durch eine sterile Laparotomie war somit in beiden Gruppen gegeben und der

Unterschied belief sich allein auf die Induktion der Sepsis.

2.1.5 Versuchsablauf

Postoperativ wurden die Versuchstiere in regelméBigen Abstdnden analgesiert und mit Fliissigkeit
versorgt. Alle 6-8 Stunden erfolgte die klinische Beurteilung der Tiere anhand des Septic Rat
Severity Scores (s. Anhang). Der Score dient der objektiven Einschitzung der Auspriagung der
Sepsis und ordnet die klinischen Symptome einem Punktesystem zu. Bei einem Score > 10
Punkten wurde das Versuchstier mittels Pentobarbital euthanasiert. 24 Stunden nach der CASP-
bzw. Sham-Operation erfolgte die Re-Laparotomie zwecks Organentnahme. Zuvor wurde in einer
zweistlindigen Messung unter Narkose die Mikrozirkulation in der Leber gemessen (siche Abb.
2). Die Messung erfolgte mithilfe der Reflektionsspektroskopie und ist Gegenstand eines weiteren
Promotionsprojektes. Die Versuchstiere wurden vor der Narkose zunéchst erneut gewogen und
analgesiert (Buprenorphin 0,05 mg/kg KG subcutan) und nach Abschluss der zweistlindigen
Mikrozirkulationsmessung standardgeméf und schmerzfrei iiber die Arteria carotis externa

exsanguiniert. Im Folgenden wurde der rechte Leberlappen zur weiteren Bearbeitung entnommen.

CASP-/Sham-OP, Organentnahme
medikamentdse medikamentdse Messung der der Leber
Vorbehandlung Vorbehandlung Mikrozirkulation

I .

-48 h 24 h 2h 0h Zeit [h]

Abb. 2: schematische Darstellung des Versuchsablaufs

Die medikamentdse Vorbehandlung erfolgte 48 und 24 Stunden vor Organentnahme. Die CASP- bzw.
Sham-Operation wurde 24 Stunden vor Organentnahme durchgefiihrt. Messung der Mikrozirkulation unter
Narkose 2 Stunden vor Organentnahme bis zum Zeitpunkt 0. Organentnahme zum Zeitpunkt 0. Zeit in
Stunden [h].

2.2  Laborexperimenteller Versuchsteil

2.2.1 Anmerkung zu den verwendeten Materialien, Geriten und Chemikalien

Eine detaillierte Auflistung der im Versuchsablauf verwendeten Materialien, Gerdte und

Chemikalien befindet sich im Anhang.
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2.2.2 Organentnahme und Homogenatherstellung

Fir  weitere  Untersuchungen, wie zum  Beispiel die  Bestimmung  der
Malondialdehydkonzentration in der Leber, wurde ein Teil des Gewebes separat in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Die verbleibende Gewebeprobe wurde sofort
in ein mit Isolationspuffer gefiilltes Becherglas gegeben und auf Eis gekiihlt, um die
Funktionsfdhigkeit der Zellorganellen zu konservieren. Zur weiteren Verarbeitung des Gewebes
wurde ein Verdiinnungsverhéltnis von 1:10 angestrebt. Hierfiir wurde das Gewebe zunéchst auf
1 g abgewogen und mit einer Schere in circa 2 mm grof3e Stiicke zerkleinert. Um das Lebergewebe
von Blutbestandteilen zu trennen wurde es zweimal mit Isolationspuffer gespiilt und der
Uberstand abgegossen. AbschlieBend wurde das Verhiltnis von 1:10 durch erneute Zugabe von
Pufferlosung erreicht. Zur Herstellung des Homogenates diente ein elektrisches Riithrwerk (Typ
IKA Eurostar 20 digital), welches das zerkleinerte Gewebe in einem Glasbehalter bei 2000 rpm
homogenisierte. AnschlieBend wurde das Homogenat durch eine keimarme Kompresse gesiebt
und die Zellsuspension in einem 50 ml Falcon aufgefangen. Wihrend des gesamten Prozesses

wurde das Lebergewebe kontinuierlich auf Eis gekiihlt.

2.2.3 Proteinbestimmung in der Leber

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in dem zu untersuchenden Leberhomogenat wurde die
Methode nach Lowry verwendet®. Die dabei ermittelte Proteinkonzentration diente als Grundlage
fiir die darauffolgende respirometrische Messung der mitochondrialen Funktion. Die
Proteinbestimmung nach Lowry besteht aus einer Biuretreaktion und einer Reduktion von
Kupferionen, die in einem weiteren Schritt einen Farbumschlag bewirkt. Im Zuge der
Biuretreaktion bilden Peptidbindungen mit Kupferionen Farbkomplexe in alkalischen Lésungen.
Cu(l), welches durch die Reduktion zweiwertiger Kupferionen (Cu II) entsteht, kann
darauffolgend das gelbe Folin-Ciocalteu reduzieren und es entsteht Molybdénblau. Die
Extinktion der Losung ldsst sich photometrisch bestimmen. Die Proteinkonzentration wird dann
in Relation zu einer Standardverdiinnungsreihe mit definierter Proteinkonzentration von bovinem

Serumalbumin bestimmt.

Zur Ermittlung der Proteinkonzentration wurde eine Dreifachbestimmung der Leberproben
durchgefiihrt. Das Homogenat wurde zunichst im Verhéltnis 1:100 mit Aqua dest. verdiinnt. Als
Standardreihe  wurde bovines Serumalbumin mit Aqua dest. in  definiertem
Konzentrationsverhiltnis verwendet (s. Anhang). Sowohl den Proben als auch der Standardreihe
wurden je 100 pl entnommen und mit 500 pl Losung 1 gemischt (Zusammensetzung s. Anhang).
Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten bei Raumtemperatur konnten je 50 ul Losung 2
(Zusammensetzung s. Anhang) hinzugegeben werden und eine weitere Inkubationszeit von 30

Minuten erfolgte. Danach wurden sowohl die Standardreihe als auch die drei Proben in einer
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Doppelbestimmung mit jeweils 200 pl pro Well in eine 96-Well-Platte pipettiert. Die
photometrische Messung erfolgte am Multi-Detection Microplate Reader Synergy™2 mit der

Software Gen5 Version 1.11.5 bei einer Wellenlédnge von 750 nm.

2.2.4 Respirometrische Messung

Das Verfahren der Respirometrie ermoglicht die Ermittlung der mitochondrialen Aktivitdt anhand
der Sauerstoffkonzentration und der Geschwindigkeit des Sauerstoffverbrauches wihrend der
oxidativen Phosphorylierung. Im Zuge der respirometrischen Messung kdnnen so die basale
(State 2) und die maximale (State 3) Geschwindigkeit des O,-Verbrauches gemessen, sowie die

Effizienz der oxidativen Phosphorylierung (ADP/O Ratio) berechnet werden.

Zur polarographischen Messung wurde ein System der Firma Strathkelvin Instruments verwendet.
Es besteht aus einer hermetisch verschlossenen Kammer, welche mit konstant 30 °C warmem
Wasser umspiilt wird (Mitocell MT200A) und einer Clark-Type Elektrode (Typ 1302). Die
Elektrode dient als elektrochemischer Sensor und erfasst die Sauerstoffkonzentration in einer
Loésung. Durch Zugabe von verschiedenen Substanzen iiber eine kleine Offnung im
Verschlussstopfen lassen sich so die einzelnen Stadien der Atmungskette imitieren. Eine
schematische Darstellung des Versuchsablaufes ist in Tabelle 2 und 3 zu sehen. Vor
Versuchsbeginn wurde zunichst eine Kalibrierung der Elektrode mit Aqua dest. und einer
Sodiumsulfit-Lésung durchgefiihrt, um Richtwerte fiir die maximale und minimale
Sauerstoffkonzentration zu ermitteln. Die bestmogliche Sauerstoffldslichkeit wurde basierend auf
den Herstellerangaben bei 223 umol 0,.171 bei 30 °C angenommen. Die Respirationsraten
wurden kontinuierlich mittels Strathkelvin Oxygen System 787 Version 4.4 aufgezeichnet und in
nmol/min/mg Protein angegeben. Um eine konstante Proteinmenge von 4 mg/ml in der
Messkammer zu erzielen, wurde das Leberhomogenat in einem zuvor ermittelten Mischverhéltnis
mit Respirationspuffer gebracht (Zusammensetzung s. Anhang) und 550 pl in die hermetisch
verschlossene Messkammer gegeben. Unter kontinuierlichem Durchmischen mit einem
Magnetrithrer wurden nun die Sauerstoffkonzentration und der Sauerstoffverbrauch
aufgezeichnet. Nach einer Minute wurden mithilfe einer Spritze je 2,5 mM Malat und 2,5 mM
Glutamat unter Sicht in die Kammer gegeben, welche als Substrate fiir den Komplex I der
Atmungskette dienen. Malat dient dem Transport der Elektronen des Reduktionsdquivalenten
NADH iiber die innere Mitochondrienmembran und Glutamat dient zur Aufrechterhaltung des
Transportes iiber die Membran. Zur Messung des Komplex II wurde zunichst der Komplex I der
Atmungskette durch 0,5 pM Rotenon gehemmt und dann 10 mM Succinat hinzugegeben.
Succinat bildet hier die Schnittstelle zum Citratzyklus und liefert iiber die gekoppelte Oxidation
von Succinat zu Fumarat und Reduktion von Flavinadenindinukleotid (FAD) zu FADH, die

Reduktionsdquivalente flir den Komplex II. Zur Bestimmung der maximalen Geschwindigkeit
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der Atmungskette wurde nach 2 Minuten 250 uM ADP hinzugegeben und so die Umwandlung
in ATP und die oxidative Phosphorylierung stimuliert. Bei gleichzeitig fallender

Sauerstoffkonzentration wurde die Messung nach Abflachen der Sauerstoffverbrauchskurve

beendet.
Zeitverlauf (min.) Substrat
0:00 Leberhomogenat + Respirationspuffer
1:00 Glutamat + Malat
2:00 ADP
3:30 Messung beenden

Tabelle 2: Versuchsablauf der respiratorischen Messung fiir Komplex I

Es wird der beispielhafte Messdurchlauf einer Messung fiir den Komplex I der Atmungskette dargestellt.
Im zeitlichen Abstand von einer Minute wurden Glutamat und Malat als Substrate fiir Komplex I und ADP
zur Messung der maximalen Geschwindigkeit der Atmungskette in State 3 hinzugegeben. Zeit in Minuten
[min.].

Zeitverlauf (min.) Substrat

0:00 Leberhomogenat + Respirationspuffer + Rotenon
1:00 Succinat

2:00 ADP

3:30 Messung beenden

Tabelle 3: Versuchsablauf der respiratorischen Messung fiir Komplex I1

Die Messung fiir den Komplex II der Atmungskette erfolgte analog zu dem in Tabelle 2 dargestellten
Messdurchlauf fiir Komplex I. Abweichend wurde zu Beginn der Messung Rotenon hinzugegeben, um den
Komplex I der Atmungskette zu hemmen. Succinat wurde an dieser Stelle als Substrat fiir Komplex II
verabreicht. Zeit in Minuten [min.].

Die in der respirometrischen Messung gewonnen Daten konnten in Stadien unterteilt werden.
Hierbei dienten die 1956 erstmalig nach Chance und Williams beschriebenen Respirationsstadien
und die spiter durch Ferguson und Nicholls iiberarbeiteten mitochondrialen Stadien der
Respirometrie als Orientierung®' °2. Die alleinige Messung der Zellsuspension ohne Angebot von
Substrat oder ADP wurde durch State 1 beschrieben. Die Zugabe von Substraten (Glutamat +
Malat oder Succinat) in die Messkammer und die Messung der basalen Geschwindigkeit des
Sauerstoffverbrauches in Abwesenheit von ADP entsprach dem State 2 nach Ferguson und
Nicholls. In State 3 wurde nach Zugabe von ADP die maximale Geschwindigkeit des
Sauerstoffverbrauches erzielt. Mit abfallender ADP-Konzentration kam es zur Verlangsamung

der mitochondrialen Atmung (State 4) und zu einer Reduktion des Sauerstoffangebotes, was im
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Endeffekt die mitochondriale Funktion limitierte (State 5). Aus dem Verhéltnis von
hinzugefligtem ADP zu verbrauchtem Sauerstoff lieB sich die ADP/O Ratio als MaB fiir die ATP-
Synthese und damit die Effizienz der oxidativen Phosphorylierung ermitteln. Die RCR
(Respiratory Control Ratio), welche sich aus dem Quotienten von State 3 / State 2 ergibt, gab
Aufschluss iiber die Kopplung des Elektronentransportes im Zuge der Atmungskette an die
oxidative Phosphorylierung. Zur Verdeutlichung der respiratorischen Stadien in Bezug auf den
Versuchsablauf und der daraus erhobenen mitochondrialen Funktionsparameter dient Abbildung
3.

= = = Sauerstoffverbrauch [nmol/min/mg] === Sauerstoffkonzentration [nmol/ml]

Substrat ADP

{ !

State 1

’ State 3 | )

State 4

0 1 2 3 4

Zeit [min]

Abb. 3: Stadien der Respirometrie

Substrat fiir Komplex I: Glutamat + Malat; Substrat fiir Komplex II: Succinat; State 1: Geschwindigkeit
des 0, — Verbrauches ohne Zugabe von Substrat oder ADP; State 2: basale Geschwindigkeit des 0, —
Verbrauches; State 3: maximale Geschwindigkeit des O, — Verbrauches; State 4: Geschwindigkeit des
0, — Verbrauches mit zunehmendem ADP — Verbrauch; Zeit in Minuten [min]; O, — Verbrauch in
nmol/min/mg/; O, — Konzentration in nmol/ml. Schematische Darstellung orientierend an Nicholls und
Ferguson??.




Material und Methoden 16

Zum Ausschluss aufbereitungsbedingter Beschddigungen der Mitochondrien wurden zusétzlich
Kontrollmessungen fiir Komplex I und II durchgefiihrt. Die Zugabe von 2,5 uM Cytochrom C
ermdglichte Aufschluss iiber die Integritidt der dulleren Mitochondrienmembran. Wurde nach
Applikation von Cytochrom C kein zusétzlicher entkoppelter Fluss iiber die Membran beobachtet,
lieB sich dadurch ein Defekt in der duleren Mitochondrienmembran ausschlieBen. Oligomycin,
als Hemmstoff des Komplex V, lieferte in einer Darreichung von 0,05 pg/ml Informationen tiber
die Integritit der inneren Mitochondrienmembran. Durch Hemmung der ATP-Synthase konnte
ein mogliches Protonen-Leck iiber die Membran detektiert werden und im Umkehrschluss auf
intakte Mitochondrien geschlossen werden. Des Weiteren konnte durch die Gabe von 0,5 uM
CCCP und somit Entkopplung der Atmungskette der maximale Sauerstoffverbrauch ohne ATP-
Erzeugung gemessen werden. 2,5 uM Antimycin A hemmte den Komplex III und diente der
Messung des nicht-respirationsbedingten Sauerstoffverbrauches. Hier wurde der O,-Verbrauch

von Enzymen auBerhalb der Atmungskette bestimmt®>.

2.2.5 Malondialdehydbestimmung in der Leber

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) konnen im Zuge oxidativen Stresses unter anderem Fettsduren
angreifen und so Strukturen schddigen®®. Als Biomarker fiir oxidativen Stress eignet sich
Malondialdehyd (MDA), welches als Abbauprodukt bei der Lipidperoxidation mehrfach
ungesittigter Fettsduren entsteht. In der Reaktion von einem Molekiil MDA mit zwei Molekiilen
Thiobarbitursdure (TBA) bildet sich ein rosafarbener Farbstoff, dessen Extinktion in Photometer
gemessen werden kann. Als Bezug werden die Extinktionswerte einer MDA-Standardreihe
(Standardreihe s. Anhang) gemessen. Die Menge an MDA wird in Anlehnung an die

Proteinkonzentration bestimmt und dann in nmol MDA / mg Protein angegeben®.

Zur Messung der Leberproben wurden 50 pg Gewebe, welches bei -80°C tiefgefroren war, mit
500 pl 1,15 %iger Kaliumchlorid Lésung (KCI) homogenisiert und auf Eis gestellt. 250 ul der
Probe wurden mit 1,5 ml 1 %iger Phosphorsdure und 500 pl 0,6 %iger Thiobarbitursdure
vermengt und anschlieBend fiir 45 Minuten bei 95°C inkubiert. Nach Abkiihlung auf
Raumtemperatur wurden je 2 ml 1-Butanol zu der Probe hinzugegeben und das Gemisch bei 2465
rcf 15 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der dabei entstandene rosafarbene Uberstand wurde im
Verhiltnis 1:1 mit Kaliumchlorid Losung verdiinnt und dann als Doppelbestimmung von je 200
pl in eine 96-Well Platte pipettiert. Die photometrische Messung erfolgte bei 535 und 520 nm
Wellenldnge und wurde anschlieBend in Verhiltnis zu der nach Lowry bestimmten Proteinmenge
der Probe gesetzt. Sowohl die Proteinbestimmung nach Lowry®° als auch der TBA-Assay wurden
photometrisch am Multi-Detection Microplate Reader Synergy™2 mit der Software GenS5

Version 1.11.5 ausgewertet.
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2.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Messergebnisse erfolgte mithilfe der Statistiksoftware GraphPad
Prism® 8.0. Als Test auf Normalverteilung diente der Kolmogorov-Smirnov Test. AnschlieBend
wurde ein Kruskal-Wallis Test auf Unterschiedlichkeit der Gruppen durchgefiihrt und ein Post-
hoc Test nach Dunn angeschlossen, um die Unterschiede der einzelnen Gruppen untereinander zu
ermitteln. Es wurden Unterschiede innerhalb der Sham- und CASP-Gruppen ermittelt und ein
Signifikanzniveau von p < 0,05 festgelegt. Die graphische Darstellung der Daten erfolgte
ebenfalls mittels GraphPad Prism® 8.0. Eine Illustration durch Box-Whisker-Plots wurde

gewihlt und die Ergebnisse als Minimum/ Median/ Maximum beschrieben.
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3. Ergebnisse

3.1 Effekt von Gemfibrozil auf die Mitochondrienfunktion in der
Leber im Sham- und CASP-Modell

3.1.1 Effekt von Gemfibrozil auf die RCR in der Leber im Sham- und CASP-
Modell

Die Respiratory Control Ratio (RCR) wurde als Parameter fiir die mitochondriale Funktion
bestimmt und beschreibt die Kopplung des Elektronentransportes im Zuge der Atmungskette an

die oxidative Phosphorylierung. Die Abbildung 4 A-D stellt die Messergebnisse dar.

Sowohl fiir Komplex I (siche Abb. 4 A), als auch fiir Komplex II (siche Abb. 4 B) der Sham-
operierten Tiere zeigte die RCR keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen (Kontrollgruppe; Gemfibrozil 30 mg/kg; Gemfibrozil 100 mg/kg; Gemfibrozil 30 mg/kg
+ GW6471 1 mg/kg; Gemfibrozil 100 mg/kg + GW6471 1 mg/kg; GW6471 1 mg/kg).

Bei den septischen Versuchstieren zeigte sich ebenfalls keine signifikante Verdnderung der RCR

fiir Komplex I (siche Abb. 4 C) und 1II (siche Abb. 4 D) zwischen den einzelnen Gruppen.

Insgesamt lagen die Werte der RCR sowohl fiir Komplex I als auch fiir Komplex II der Sham-
und CASP-Kohorten in einem dhnlichen Spektrum. Eine detaillierte Darstellung der RCR-Werte
fiir beide Komplexe im Sham- und CASP-Modell findet sich in Tabellen 4 und 5.



Ergebnisse

19

A Sham Leber Komplex |

25058

204

1 5m

10-

RCR

20+

15+

Sham Leber Komplex I

119
10
x ¥
(5]
[ 2
T
RN
@ e gt
S OSSP
FES TS
Ce
& 5
&“BG.-.&‘
CASP Leber Komplex II
11m
10+
v
(%]
T g
T—
E L] || | | | | |
] M LY iy,
&S S L
P o
<
S
o &
&

Abb. 4: RCR im Sham- und CASP-Modell der Leber

Respiratory Control Ratio (RCR) der Sham-operierten Tiere fiir Komplex I (A) und Komplex II (B), sowie
der CASP-operierten Tiere fiir Komplex I (C) und Komplex II (D). Darstellung der Werte als Box-Whisker-
Plots mit Minimum, Median, Maximum und Interquartilsabstand (25. bis 75. Perzentile); Kohorten mit

Vorbehandlung geméal Schema, n = 10.

RCR Kontrolle Gemfibrozil Gemfibrozil Gemfibrozil Gemfibrozil GW6471
Komplex 30 100 30+GW6471 | 100+GW6471

I Sham | CASP | Sham | CASP | Sham | CASP | Sham CASP | Sham CASP | Sham | CASP
Minimum | 8,33 9,65 8,8 9,14 8,23 7,57 8,59 5,44 8,12 9,53 6,17 8,34
Median 10,35 | 10,26 | 12,26 | 10,52 | 10,43 | 9,8 10,61 | 10,39 | 10,81 | 11,52 | 10,95 | 10,53
Maximum | 12,01 | 11,61 | 15,61 | 11,76 | 13,58 | 14,76 | 14,76 | 13,02 | 15,74 | 13,72 | 15,18 | 12,8

Tabelle 4: Vergleich der RCR des Komplex I im Sham- und CASP-Modell

Tabellarische Gegeniiberstellung der Respiratory Control Ratio (RCR) fiir Komplex I der Sham-operierten
Tiere und der CASP-operierten Tiere in den einzelnen Kohorten. Angaben der Werte als Minimum, Median
und Maximum. Dosierung von Gemfibrozil und GW6471 in mg/kg Korpergewicht.
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RCR Kontrolle Gemfibrozil Gemfibrozil Gemfibrozil Gemfibrozil GW6471
Komplex 30 100 30+GW6471 | 100+GW6471

I Sham | CASP | Sham | CASP | Sham | CASP | Sham | CASP | Sham | CASP | Sham | CASP
Minimum 73 7,57 8,05 7,32 7,54 7,64 7,54 7,17 7,14 6,81 7,09 6,61
Median 8,62 8,24 8,68 8,25 8,64 8,24 8,46 8,39 8,9 8,87 8,44 8,35
Maximum 10,22 | 8,86 9,76 10,14 | 9,88 10,3 10,09 | 10,45 | 10,07 | 10,29 | 9,7 8,92

Tabelle 5: Vergleich der RCR des Komplex II im Sham- und CASP-Modell

Tabellarische Gegeniiberstellung der Respiratory Control Ratio (RCR) fiir Komplex II der Sham-operierten
Tiere und der CASP-operierten Tiere in den einzelnen Kohorten. Angaben der Werte als Minimum, Median
und Maximum. Dosierung von Gemfibrozil und GW6471 in mg/kg Korpergewicht.

3.1.2 Effekt von Gemfibrozil auf den ADP/O-Quotienten in der Leber im Sham-
und CASP-Modell

Als MabB fiir die Effizienz der oxidativen Phosphorylierung wurde der ADP/O-Quotient bestimmt.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 5 A-D dargestellt.

Der ADP/O-Quotient der Sham-operierten Tiere wies keine signifikante Verdnderung zwischen
den einzelnen Gruppen (Kontrollgruppe; Gemfibrozil 30 mg/kg; Gemfibrozil 100 mg/kg;
Gemfibrozil 30 mg/kg + GW6471 1 mg/kg; Gemfibrozil 100 mg/kg + GW6471 1 mg/kg;
GW6471 1 mg/kg) fiir Komplex I auf (siche Abb. 5 A). Auch fiir Komplex II ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede des ADP/O-Quotienten der einzelnen Gruppen (siche Abb. 5 B).

Im CASP-Modell wurde ebenfalls kein signifikanter Unterschied des ADP/O-Quotienten
zwischen den einzelnen Gruppen gezeigt. Sowohl fiir Komplex I (siche Abb. 5 C) als auch fiir

Komplex II (siche Abb. 5 D) blieb der ADP/O-Quotient unveréndert.

Insgesamt lagen die Werte des ADP/O-Quotienten der Sham- und der CASP-Kohorten sowohl
fiir Komplex I als auch fiir Komplex II in einem dhnlichen Spektrum. In den Tabellen 6 und 7
werden die Werte des ADP/O-Quotienten beider Komplexe im Sham- und CASP-Modell
detailliert dargestellt.
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Abb. 5: ADP/O-Quotient im Sham- und CASP-Modell der Leber

ADP/O-Quotient der Sham-operierten Tiere fiir Komplex I (A) und Komplex II (B), sowie der CASP-
operierten Tiere fiir Komplex I (C) und Komplex II (D). Darstellung der Werte als Box-Whisker-Plots mit
Minimum, Median, Maximum und Interquartilsabstand (25. bis 75. Perzentile); Kohorten mit
Vorbehandlung gemél Schema, n = 10.

ADP/O Kontrolle Gemfibrozil Gemfibrozil Gemfibrozil Gemfibrozil GW6471
Komplex I 30 100 30+GW6471 | 100+GW6471

Sham | CASP | Sham | CASP | Sham | CASP | Sham | CASP | Sham CASP | Sham | CASP
Minimum 3,03 |3 2,51 3,31 2,78 | 2,77 2,78 | 3,46 2,82 3,18 2,44 | 2,68
Median 3,68 | 448 3,33 | 4,1 423 | 4,13 3,73 | 4,17 3,88 3,74 3,57 | 3,62
Maximum 5,26 | 5,46 404 | 4.8 499 | 5,17 43 4,99 4,7 4,68 4,72 | 6,43

Tabelle 6: Vergleich der ADP/O-Werte fiir Komplex I im Sham- und CASP-Modell

Tabellarische Gegeniiberstellung der ADP/O-Quotienten fiir Komplex I der Sham-operierten Tiere und der
CASP-operierten Tiere in den einzelnen Kohorten. Angaben der Werte als Minimum, Median und
Maximum. Dosierung von Gemfibrozil und GW6471 in mg/kg Korpergewicht.
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ADP/O Kontrolle Gemfibrozil Gemfibrozil Gemfibrozil Gemfibrozil GW6471
Komplex 30 100 30+GW6471 | 100+GW6471
I Sham | CASP | Sham | CASP | Sham | CASP | Sham | CASP | Sham CASP | Sham | CASP
Minimum 1,89 | 2,06 1,82 | 2,19 1,85 1,95 1,95 | 2,38 1,88 1,92 1,88 1,81
Median 2,47 | 2,75 2,36 | 2,54 2,63 | 2,55 2,45 | 2,73 2,45 2,45 2,36 | 241
Maximum 3,35 | 3,39 2,67 | 3,13 293 | 4,5 2.8 3,37 3,24 2,97 325 | 342

Tabelle 7: Vergleich der ADP/O-Werte fiir Komplex II im Sham- und CASP-Modell

Tabellarische Gegeniiberstellung der ADP/O-Quotienten fiir Komplex II der Sham-operierten Tiere und
der CASP-operierten Tiere in den einzelnen Kohorten. Angaben der Werte als Minimum, Median und
Maximum. Dosierung von Gemfibrozil und GW6471 in mg/kg Korpergewicht.

Effekt von Gemfibrozil auf die MDA-Konzentration in der Leber
im Sham- und CASP-Modell

3.2

Zur Bestimmung der reaktiven Sauerstoffspezies in der Leber im Sham- und CASP-Modell wurde
die MDA-Konzentration als Marker fiir den oxidativen Stress im Lebergewebe bestimmt. Die
MDA-Menge wurde in nmol/ mg Protein angegeben. Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede in der MDA-Konzentration zwischen der Kontrollgruppe und den mit Gemfibrozil
30 mg/kg und 100 mg/kg behandelten Sham-Tieren. Auch die Kohorten mit gleichzeitiger oder
alleiniger Applikation des selektiven PPARa-Antagonisten GW6471 (1 mg/kg) zeigten keine
signifikante Verdnderung in der MDA -Konzentration (sieche Abb. 6 A).

Im CASP-Modell der Leber zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied in der Menge an
MDA zwischen der Kontrollgruppe und den mit Gemfibrozil (30 mg/kg; 100 mg/kg) bzw.
Gemfibrozil (30 mg/kg; 100 mg/kg) und GW6471 (1 mg/kg) behandelten Tieren. Auch die
Kohorte der alleinigen Applikation von GW6471 (1 mg/kg) zeigte keine signifikante
Verdnderung der MDA-Konzentration im Vergleich (sieche Abb. 6 B).

Sowohl in den Kohorten der Sham-operierten Tiere, als auch in den septischen Versuchsgruppen
lagen die Werte fir MDA in einem é&hnlichen Spektrum und wiesen keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen auf. Die MD A-Konzentrationen der einzelnen Sham- und
CASP-Kohorten sind in Tabelle 8 als Minimum, Median und Maximum in nmol/mg Protein

aufgefiihrt.
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Abb. 6: MDA-Konzentration im Sham- und CASP-Modell der Leber

MDA-Konzentration der Sham-operierten Tiere (A) und der CASP-operierten Tiere (B) in nmol/mg
Protein. Darstellung der Werte als Box-Whisker-Plots mit Minimum, Median, Maximum und
Interquartilsabstand (25. bis 75. Perzentile). (6 A Sham: Kontrolle n = 9; Gemfibrozil 30 mg/kg n = 10;
Gemfibrozil 100 mg/kg n = 9; Gemfibrozil 30 mg/kg + GW6471 1 mg/kg n = 10; Gemfibrozil 100 mg/kg
+GW6471 1 mg/kg n=10; GW6471 1 mg/kg n=10. 6 B CASP: Kontrolle n = 10; Gemfibrozil 30 mg/kg
n =9; Gemfibrozil 100 mg/kg n = 10; Gemfibrozil 30 mg/kg + GW6471 1 mg/kg n = 10; Gemfibrozil 100
mg/kg + GW6471 1 mg/kg n=10; GW6471 1 mg/kg n=9).

MDA Kontrolle Gemfibrozil Gemfibrozil Gemfibrozil Gemfibrozil GW6471

Protein] Sham | CASP | Sham | CASP | Sham | CASP | Sham | CASP | Sham | CASP | Sham | CASP
Minimum 0,016 | 0,062 | 0,011 | 0,093 | 0,009 | 0,025 | 0,023 | 0,091 | 0,024 | 0,194 | 0,017 | 0,008
Median 0,189 | 0,171 | 0,110 | 0,141 | 0,151 | 0,166 | 0,100 | 0,173 | 0,171 | 0,250 | 0,114 | 0,134
Maximum 0,407 | 0,316 | 0,208 | 0,411 | 0,317 | 0,460 | 0,404 | 0,243 | 0,369 | 0,478 | 0,285 | 0,313

Tabelle 8: Vergleich der MDA-Konzentrationen in den Sham- und CASP-Kohorten

Tabellarische Gegeniiberstellung der MDA-Konzentrationen der Sham-operierten Tiere und der CASP-
operierten Tiere in den einzelnen Kohorten . MDA-Konzentration in nmol/mg Protein. Angaben der Werte
als Minimum, Median und Maximum. Dosierung von Gemfibrozil und GW6471 in mg/kg Korpergewicht.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit sollte die Wirkung des Fibrats Gemfibrozil auf die Mitochondrienfunktion in der
Leber unter septischen und nicht-septischen Bedingungen untersucht werden. Hierzu wurde
entweder mittels Colon Ascendens Stent Peritonitis (CASP) eine Sepsis induziert oder mithilfe
einer sterilen Laparotomie (Sham) nicht-septische Kontroll-Bedingungen geschaffen. Im
weiteren Verlauf wurde das Lebergewebe hinsichtlich der mitochondrialen Funktion betrachtet.
Ferner galt es zu untersuchen, ob die Wirkung von Gemfibrozil iiber den PPARa vermittelt wird.
Da die Pathophysiologie der Sepsis ein enges Zusammenspiel von oxidativem Stress und
mitochondrialer Funktion aufweist*?*%, wurde in weiterfiihrenden Experimenten die Generierung

reaktiver Sauerstoffspezies im septischen und Sham-operierten Modell ermittelt.
Folgende Aussagen konnen im Hinblick auf die Fragestellungen dieser Arbeit getroffen werden:

1. In diesem experimentellen Modell einer Sepsis zeigte die Vorbehandlung mit Gemfibrozil
keine signifikanten Effekte auf die Parameter der Mitochondrienfunktion in der Leber. Auch
nach einer sterilen Laparotomie blieb die hepatische Mitochondrienfunktion durch die Gabe
von Gemfibrozil unbeeintrichtigt.

2. Nach Applikation verschiedener Dosierungen von Gemfibrozil konnten keine signifikanten
Unterschiede der Mitochondrienfunktion und oxidativem Stress beobachtet werden, sodass
aus den Ergebnissen dieser Arbeit keine konzentrationsabhidngige Wirkung von Gemfibrozil
hervorgeht.

3. Hinsichtlich der Entstehung von oxidativem Stress beeinflusste Gemfibrozil weder unter
septischen Bedingungen noch unter nicht-septischen Bedingungen die Produktion von MDA
in der Leber und zeigt somit auch keinen Effekt auf die Generierung reaktiver
Sauerstoffspezies.

4. Durch die zusitzliche Gabe eines selektiven PPARa-Blockers im Vergleich zur alleinigen
Darreichung von Gemfibrozil konnten keine Veranderungen der mitochondrialen Funktion
festgestellt werden. Es lassen sich daraus keine Aussagen iiber PPARa-vermittelte Effekte

von Gemfibrozil ableiten.

4.1 Methodendiskussion

4.1.1 Tiermodell und Laborbedingungen

In der vorliegenden Arbeit wurde die mitochondriale Funktion anhand eines in vivo Tiermodells
der Ratte untersucht. Hierbei wurde der Einfluss von zuvor intraperitoneal appliziertem

Gemfibrozil auf die Mitochondrienfunktion im septischen Tier sowie unter nicht septischen
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Bedingungen untersucht. Studien am Tiermodell lassen sich nicht vollstindig auf den
menschlichen Organismus iibertragen. Da die Sepsisforschung am Menschen jedoch stark
limitiert ist und sich auf wenige Gewebe beschrinkt, sind alternative Versuchsmodelle
notwendig, um die Auswirkungen auf septisch beeintrichtigte Organe zu verstehen®!. Eine
Ubersichtsarbeit von Jeger et al. macht deutlich, dass dem Sepsismodell bei Nagern in der
Mitochondrienforschung eine hohe Bedeutung zukommt3!. Einschrinkungen hinsichtlich der
Ubertragbarkeit PPARa-vermittelter Effekte von Nagern auf den Menschen sind bekannt und
betreffen neben der unterschiedlichen Expression von PPARa in der Leber” auch die Regulierung
der Peroxisomenproliferation®’. Cunningham et al. konnten zeigen, dass gerade im Rattenmodell
mit einem hohen Ansprechen von Gemfibrozil in der Leber zu rechnen ist?®. Pharmakologische
Unterschiede in der Wirkung von Gemfibrozil zwischen Tier und Mensch konnten auch die
Ergebnisse in dieser Studie beeinflusst haben. In einer direkten Gegeniiberstellung zeigte der
Wirkstoff Clofibrat bei Ratten eine geringere Halbwertszeit und ein schnelleres Anfluten als beim
Menschen®. Vergleichbare Studien mit Gemfibrozil fehlen bislang. Wenn man jedoch von einem
dhnlichen Wirkungsprofil beider Fibrate ausgeht!®, konnten Unterschiede in der
Pharmakokinetik zwischen den Spezies eine mogliche Erkldrung fiir den ausbleibenden Effekt

von Gemfibrozil in dieser Arbeit sein.

4.1.2 Operationsverfahren

Zur Nachbildung einer abdominellen Sepsis im Tiermodell wurde in der vorliegenden Arbeit eine
CASP-Operation durchgefiihrt, welche ein etabliertes Verfahren zur Herleitung eines diffusen
Entziindungsprozesses darstellt!®! 192, Es existieren eine Vielzahl an experimenteller Methoden,
um die menschliche Sepsis im Tiermodell nachzubilden!®. Die Injektion von Bakterientoxinen
(LPS) stellt eine Mdglichkeit dar, um einen endotoxischen Schock experimentell herbeizufiihren.
Dieses Sepsismodell gilt jedoch als ungeeignet, um den natiirlichen Verlauf einer generalisierten
Infektion zu imitieren'??. Als alternatives Operationsverfahren zur CASP bietet sich die Cecal
Ligation and Puncture (CLP) an, wobei sich hier im Vergleich ein eher umschriebener
Entziindungsherd bildet und die CASP daher hinsichtlich der Entwicklung einer systemischen
Reaktion liberlegen ist!'?2. Dariiber hinaus kann die CASP-induzierte Sepsis mithilfe von Stents
verschiedener Durchmesser in ihrer Auspragung moduliert werden3* 8%, Nicht zuletzt aufgrund
dieser guten Steuerbarkeit gilt die CASP als geeignetes Verfahren zur Induktion einer

experimentellen Sepsis und Sepsis assoziierten Leberschadens!?! 104,

In den vorliegenden Versuchsreihen wurde neben der CASP zur Sepsisinduktion bei weiteren
Kohorten eine Sham-Operation durchgefiihrt, um den Effekt einer sterilen Laparotomie
nachzustellen, ohne dabei eine Sepsis auszulosen. Die Sham-OP ist ein etabliertes Modell, um

CASP- mit Kontrollkohorten hinsichtlich der abdominellen Manipulation durch einen operativen
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Eingriff vergleichbar zu machen. Wenngleich auch die sterile Laparotomie einen Einfluss auf das
Entziindungsgeschehen hat, sind die Effekte einer CASP-OP vergleichsweise ausgepragter und
lassen so eine Abstufung im Entziindungsgeschehen zwischen beiden Methoden zu34 191 195 Der
Effekt einer sterilen Laparotomie im Vergleich zu einer CASP-induzierten Sepsis auf die
mitochondriale Funktion wurde bereits in Vorarbeiten dieser Arbeitsgruppe untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass auch ein operativ-induziertes Bauchtrauma allein Auswirkungen auf die
Mitochondrienfunktion hat, jedoch in geringerem Ausmal} als eine moderate abdominelle

Sepsis®*.

4.1.3 Messung der mitochondrialen Funktion

Ziel dieser Arbeit war es, die mitochondriale Funktion im Lebergewebe zu ermitteln und folglich
Aussagen liber eine mogliche Beeinflussung der Mitochondrien zu treffen. Hierbei lésst sich die
Mitochondrienfunktion anhand verschiedenster Parameter und Messmethoden beurteilen,
wodurch die Vergleichbarkeit von Studienergebnissen eingeschrinkt wird?! 1%, Dariiber hinaus
ist auch der Begriff der mitochondrialen Dysfunktion nicht eindeutig definiert und beschreibt
vielmehr die Gesamtheit an pathophysiologischen Prozessen in Zusammenhang mit einer
Beeintrachtigung der Mitochondrien®! *3. Um die mitochondriale Funktion zu messen, wurde die
polarographische Messung mittels Clark-Type Elektrode genutzt. Obwohl mittels Respirometrie
nicht alle mitochondrialen Funktionsparameter erhoben werden konnen, gelten die RCR und die
ADP/O Ratio als aussagekréftiges MaB3, um die mitochondriale Funktion fiir Komplex I und II

der Atmungskette getrennt abzubilden**3.

Zur respirometrischen Messung der Lebermitochondrien wurde ein Gewebehomogenat erstellt.
In vorangegangenen Studien dieser Arbeitsgruppe konnte die Mitochondrienfunktion unter
Verwendung von Homogenaten verschiedener Gewebe bereits im gesunden’ und septischen* 1%
Tiermodell betrachtet werden. Wéhrend der Gebrauch von isolierten Mitochondrien sehr
Material- und zeitaufwendig ist, kann bei der Verwendung von Homogenaten das Risiko grof3erer
Mitochondrienverluste vermindert werden'%, Untersuchungen von Pecinova et al. zeigten zudem,
dass die Ergebnisse aus Arbeiten mit Gewebehomogenaten in Bezug auf die mitochondrialen
Funktionsparameter vergleichbar mit denen isolierter Mitochondrien sind!%. Im Zuge der
Homogenisierung ist es dennoch mdglich, dass einzelne Mitochondrien beschédigt werden und
somit die respirometrischen Messungen beeinflussen. Um eine potentielle Verfilschung der
Ergebnisse durch mechanisch geschiadigte Mitochondrien auszuschlieen, wurden daher in jeder
Versuchsreihe die in  Abschnitt 2.2.4 erlduterten Kontrollversuche durchgefiihrt.
Ubersichtsarbeiten, wie die von Jeger et al. weisen auf eine gewisse Anfilligkeit der
Mitochondrien auf externe Einflussfaktoren hin, die es bei der Betrachtung der respirometrischen

Ergebnisse zu beriicksichtigen gilt’!. Es ergeben sich unter anderem Einschrankungen in der
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Ubertragbarkeit der erhobenen Daten auf den Menschen, da die mitochondriale Funktion nicht
unter korperphysiologischen Temperaturen durchgefiihrt wurde, sondern nach standardisierter

Messmethodik unter 30° Celsius ermittelt wurde.

4.1.4 Gemfibrozil im Vergleich mit weiteren PPAR-Agonisten

Wie zuvor in Abschnitt 1.6 erwéhnt, sind pleiotrope Effekte von PPARa-Agonisten wie
Gemfibrozil auf die Mitochondrienfunktion bekannt, wobei deutlich wird, dass sich die Vertreter
dieser Wirkstoffklasse hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Mitochondrienfunktion unterscheiden®’.
Im direkten Vergleich der Medikamente untereinander, beeintrichtigten Fibrate die
Mitochondrienfunktion in geringerem Ausmal als Statine oder Thiazolidindione!'”’. Auch
innerhalb der Wirkstoffklasse der Fibrate lassen sich Unterschiede feststellen, sodass Gemfibrozil
ein vergleichsweise schwicheres hemmendes Potential aufweist®* ®’. Ebenfalls zeigte Gemfibrozil
eine geringere Bindungsaffinitit am PPARa als andere Lipidsenker!'%®. Daher vermuten manche
Autoren eine stirkere Auspragung pleiotroper Effekte, die Gemfibrozil unabhéngig vom PPARa

vermittelto2.

Im klinischen Gebrauch wird Gemfibrozil per os verabreicht, wodurch Abweichungen in der
Medikamentenwirkung zur hier vorliegenden intraperitonealen Applikation bedingt sein konnen.
Trotz unterschiedlicher Absorptionsorte ist die Verteilung iiber die Blutbahn (z.B. First-pass
Effekt in der Leber) bei beiden Applikationswegen jedoch dhnlich!®. Insgesamt wurden die
pharmakologischen Effekte unterschiedlicher Applikationsarten in Nagern noch nicht
ausreichend erforscht. Die intraperitoneale Gabe von Gemfibrozil im Tiermodell wurde bereits
beschrieben, dennoch bleibt eine Einschrinkung bei der Ubertragbarkeit auf den klinischen

Nutzen beim Menschen®!.

Der experimentelle Versuchsaufbau machte auerdem die Darreichung weiterer Arzneimittel wie
Buprenorphin, Sevofluran oder dem Loésungsvermittler DMSO notwendig, sodass sich ein
potentieller Einfluss durch diese Substanzen auf die mitochondriale Funktion nicht sicher
ausschlieBen ldsst. Der Versuchsauftbau wurde dahingehend bereits in Vorarbeiten dieser
Arbeitsgruppe etabliert und eine potentielle Beeinflussung wére in allen Versuchsgruppen

gleichermalen gegeben.

4.2 Ergebnisdiskussion

4.2.1 Die Wirkung von Gemfibrozil auf die Mitochondrienfunktion in der Sepsis

Unter dem Einfluss einer Sepsis zeigte Gemfibrozil in der vorliegenden Studie keine Wirkung auf

die untersuchten Parameter der mitochondrialen Funktion in der Leber. Bisher gibt es keine
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vergleichbaren Arbeiten mit Fibraten wie Gemfibrozil, entsprechende Studien sind jedoch mit
anderen Lipidsenkern und PPAR-Agonisten durchgefiihrt worden: Ahnlich den Ergebnissen aus
dieser Studie zeigte der Cholesterinsenker Simvastatin keine Auswirkung auf die hepatische
Mitochondrienfunktion bei LPS-induzierter Sepsis in Ratten!!’. Andererseits werden in der
Literatur auch vorteilhafte Effekte einer Statinbehandlung auf die Mitochondrienfunktion
beschrieben!!! 12, So konnten Statine in verschiedenen Sepsismodellen die Funktionsfahigkeit

T oder eine beeintrichtigte Funktion wiederherstellen!'?. Die

der Mitochondrien aufrechterhalten
Gabe des PPARY-Agonist Rosiglitazon wirkte sich giinstig auf das Uberleben und den Erhalt
kardialer Mitochondrien im septischen Mausmodell aus''®. Auch von weiteren PPARy-Agonisten
werden in diesem Kontext ein verbessertes Outcome bei einer Sepsis und entziindungshemmende
Effekte beschrieben’' ''*. Dennoch bleibt die Ubertragbarkeit der Ergebnisse aufgrund der
unterschiedlichen Wirkstoffgruppen und der abweichenden Studiendesigns eingeschrankt.
Fibrate und deren Wirkstoffvertreter Gemfibrozil konnten in verschiedenen Modellen
experimentell-induzierter Sepsis ebenfalls das Uberleben verbessern und die Entziindungsantwort
regulieren!'> © 77, In Anbetracht der Mitochondrienfunktion wirkte sich eine unterstiitzende
Therapie mit Fenofibrat giinstig auf die Enzymaktivitit und den Stoffwechsel der Mitochondrien
bei kritisch kranken Patienten mit Verbrennungstraumata aus®!. Insgesamt fehlt es bisher jedoch

an Studien, die die Wirkung von Fibraten wie Gemfibrozil auf die Mitochondrienfunktion explizit

unter septischen Bedingungen oder im generalisierten Entziindungsmodell untersuchen.

Es wird vermutet, dass Gemfibrozil die Offnung der mitochondrialen Permeabilitiits-Transitions-
Pore (mPTP) bewirkt und infolgedessen das Transmembranpotential aufgelost und die
mitochondriale Atmungskette in ihrer Funktion beeintrachtigt wird®®. Die Modulation der mPTP
konnte somit moglicherweise eine tragende Rolle in der Gemfibrozil-vermittelten Wirkung auf
die Mitochondrienfunktion in einer Sepsis haben. Larche et al. stellten im septischen Mausmodell
eine reduzierte RCR und beeintréichtigte kardiale Mitochondrienfunktion fest und folgerten einen
unmittelbaren Zusammenhang zwischen der mitochondrialen Permeabilitdits-Transition (MPT)
und Sepsis-assoziiertem Organversagen''S. Analog dazu konnte die Blockierung der mPTP-
Offnung durch den mPTP-Inhibitor Cyclosporin A in einer weiteren Studie die RCR und somit
die Funktion von Lebermitochondrien nach LPS-induzierter Endotoxdmie verbessern'!.
Demgegeniiber mutmaBen Morel et al. in ihrer Ubersichtsarbeit, ob eine Hemmung der
Mitochondrienfunktion durch Lipidsenker eine Reduktion der mitochondrialen ROS-Produktion
bedingen wiirde und folglich das Krankheitsgeschehen einer Sepsis giinstig beeinflusst werden
konnte®. Auch in einer in vitro Vorarbeit dieser Arbeitsgruppe wirkte sich Gemfibrozil hemmend
auf die RCR und ADP/O Ratio aus und beeintréchtigte so die oxidative Phosphorylierung in
gesunden Lebermitochondrien”. Ferner konnte in experimentellen Vorarbeiten zum Thema

Sepsis gezeigt werden, dass eine CASP-Operation im Zeitverlauf von 24 Stunden zu einem
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Anstieg der RCR und ADP/O Ratio in Lebermitochondrien fiihrt** 15, Gemfibrozil-vermittelt
wire daher auch in dieser Arbeit eine Reduktion der mitochondrialen Funktionsparameter zu den
Ausgangswerten moglich, welche im Zuge der Sepsis anfangs erhoht waren. Bei dieser moglichen
Erklérung fiir die ausbleibende Gemfibrozilwirkung in dieser Versuchsreihe muss jedoch in
Betracht gezogen werden, dass die Ergebnisse aus in vitro Versuchen nicht uneingeschréankt auf
in vivo Bedingungen iibertragen werden konnen. Auch Abweichungen hinsichtlich der
verwendeten Konzentrationen von Gemfibrozil und der Einwirkzeit miissen beriicksichtigt

werden.

Die zuvor beschriebene hemmende Wirkung auf die Mitochondrienfunktion durch Gemfibrozil
wurde in gesunden Leberzellen beobachtet”. In Anbetracht der hier vorliegenden ausbleibenden
Effekte nach einer CASP-Operation ist auch eine verdnderte Medikamentenwirkung im
septischen ~ Milieu denkbar. Gerade wunter entziindlichen Bedingungen konnen
Mikrozirkulationsstorungen dazu fithren, dass die Aufnahme und Verteilung von Gemfibrozil in
die Zielorgane stark eingeschrinkt ist, sodass folglich eine geringere Arzneimittelwirkung in der
Leber zu erwarten wire!!8. Neben potentiellen pharmakologischen Verdnderungen in der Sepsis
miissen auch weitere Einflussfaktoren auf die Mitochondrienfunktion in Betracht gezogen
werden, die das Ausbleiben einer Gemfibrozil-vermittelten Wirkung erkléren konnten. Wie
bereits in Kapitel 1.4 erwidhnt, weisen Studien eine variable Mitochondrienfunktion je nach
Schweregrad der Sepsis, untersuchtem Organ und Messzeitpunkt nach!® 3234, Daher ist nicht
auszuschlieBen, dass weitere Faktoren die Mitochondrienfunktion unabhédngig von der
medikamentdsen Vorbehandlung beeinflusst haben. Ergdnzende Studien sind notwendig, um die
Mitochondrienfunktion in Anbetracht der zahlreichen Einflussfaktoren besser zu verstehen und

folglich auch Schliisse daraus fiir die Gemfibrozil-vermittelten Effekten zu ziehen.

4.2.2 Die Wirkung von Gemfibrozil auf die Mitochondrienfunktion unter nicht-

septischen Bedingungen

In der vorliegenden in vivo Studie lieB sich auch nach einer Sham-Operation und damit unter
nicht-septischen Bedingungen kein Effekt von Gemfibrozil auf die Mitochondrienfunktion im
Lebergewebe feststellen. Ein potentieller Einfluss einer sterilen Laparotomie auf die
mitochondrialen Funktionsparameter wurde bereits in Vorarbeiten von Herminghaus et al.
untersucht. Hier konnte bei dhnlichem Versuchsaufbau eine gesteigerte RCR im Vergleich zu
gesunden Kontrollkohorten und somit der Effekt einer operativen Manipulation durch eine sterile
Laparotomie auf die Mitochondrienfunktion dargestellt werden®*!%. Demnach konnte auch in der
vorliegenden Arbeit die sterile Laparotomie einen Anstieg der mitochondrialen
Funktionsparameter bedingt haben. Ahnlich den Uberlegungen aus Kapitel 4.2.1 zum Einfluss

von Gemfibrozil auf die Mitochondrienfunktion unter septischen Bedingungen koénnte
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Gemfibrozil auch in den Sham-Kohorten die Mitochondrienfunktion gehemmt und erhdhte RCR-
Werte so ausgeglichen haben™. Insgesamt ist jedoch noch unklar, wie genau Gemfibrozil auf die
mitochondriale Funktion im Sham-Modell wirkt, da dieser Aspekt in Studien noch nicht

ausreichend untersucht worden ist.

Aus den Ergebnissen einer Vielzahl von in vitro Studien wird deutlich, dass den Effekten von
Gemfibrozil auf die mitochondriale Funktion eine gewisse Gewebs- und
Konzentrationsabhingigkeit zugrunde liegt’ 3487197, Im Vergleich mehrerer PPAR-Liganden und
deren Wirkung auf die Mitochondrienfunktion konnten Zhou et al. einen hemmenden Einfluss
vieler Fibrate tiiber verschiedene Mechanismen feststellen®?. In diesem Kontext zeigte
Gemfibrozil konzentrationsabhéngige Effekte und bewirkte eine Hemmung der RCR und
Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS)¥. Auch in Versuchen von Brunmair
et al. beeintrachtigte Gemfibrozil die Mitochondrienfunktion im Skelettmuskel®*. Die Autoren
fiihrten diese Effekte #hnlich wie Zhou et al. auf die Offnung der mitochondrialen
Permeabilitits-Transitions-Pore (mPTP) zuriick, wodurch sich eine Komplex I-unabhingige
Beeintrachtigung der OXPHOS erklédren lieBe®*. Ein hemmender Einfluss von Gemfibrozil auf
die Mitochondrienfunktion konnte auch in Vorarbeiten von Herminghaus et al. dargestellt
werden. Hier reduzierte Gemfibrozil die ADP/O Ratio (fiir Komplex I) und RCR (fiir beide
Komplexe) und beeinflusste somit sowohl die Effizienz-, als auch die Kopplung des
Elektronentransportes an die oxidative Phosphorylierung’. Des Weiteren konnte Gemfibrozil in
héheren Konzentrationen von 300 uM und 1000 pM éhnliche entkoppelnde Effekte wie bei Zhou
et al. nachweisen” 3°. Andererseits sind in manchen Studien auch Angaben zu ausbleibenden
Effekten von Gemfibrozil auf die Mitochondrienfunktion zu finden, die sich mit den Ergebnissen
aus dieser Arbeit decken: Wie bereits zuvor erldutert, konnten Brunmair et al. eine
Beeintriachtigung der Mitochondrienfunktion isolierter Skelettmuskelzellen prisentieren. In
derselben Studie hatte Gemfibrozil jedoch keinen Einfluss auf die Aktivitit von Komplex I der
OXPHOS in Lebermitochondrien®*. In Studien von Nadanaciva et al. lief sich zwar eine
geringfiigige Hemmung von Komplex I demonstrieren, die Aktivitdt der anderen Komplexe der
OXPHOS blieb durch die Gabe von Gemfibrozil in dieser Studie jedoch unbeeinflusst!?’. Auch
in der beschriebenen Vorarbeit dieser Arbeitsgruppe fiihrten niedrigere Konzentrationen (100uM)

von Gemfibrozil nicht zu der genannten Beeintrachtigung der Lebermitochondrien™.

Wie bereits erwdhnt basieren diese Ergebnisse auf in vitro Studien. Eine mogliche Abweichung
der Gemfibrozilwirkung in vivo ist nicht auszuschlieBen. Davey und Clark et al. erklérten in ihrer
Arbeit an Nervenzellen, dass die Komplexe der Atmungskette erst in bestimmtem Ausmal
gehemmt werden miissen, bevor sich dies in einer mitochondrialen Dysfunktion widerspiegelt'!°.
Dieser Schwellenwert ist fiir die einzelnen Komplexe unterschiedlich hoch!'®. In Zusammenschau

mit der beschriebenen konzentrationsabhidngigen Wirkung von Gemfibrozil ldsst sich vermuten,
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dass die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Dosierungen nicht ausreichend waren, um einen
Effekt auf die Mitochondrienfunktion zu bewirken. Um eine konzentrationsabhingige Wirkung
von Gemfibrozil auf die Mitochondrienfunktion in vivo zu untersuchen, wurden in dieser
Versuchsreihe 30 und 100 mg/kg KG Gemfibrozil i.p. verabreicht. Dabei entsprechen 30 mg/kg
KG Gemfibrozil anndhernd der klinisch iiblichen Administration von 1200 mg/Tag beim
Menschen, wéhrend sich die Applikation von 100 mg/kg KG Gemfibrozil an zuvor etablierten
Studiendesigns im Nagermodell orientierte’””. Ein moglicher Erkldrungsansatz fiir die
ausbleibenden Effekte in vivo konnte somit die héhere Dosierung von Gemfibrozil in den in vitro
Versuchen sein. Herminghaus et al. verabreichten zwischen 100 uM und 1000 uM Gemfibrozil
und somit eine hohere Dosis als therapeutisch tiblich”. Auch Nadanaciva et al. konnten bei
geringeren Dosierungen von 62,5 nmol/mg mitochondrialer Proteinmenge keine Wirkung von
Gemfibrozil auf die mitochondriale Funktion nachweisen, jedoch lie3 sich die hemmende
Wirkung auf die OXPHOS durch die kombinierte Gabe mit einem Statin verstirken!?’. Da in
dieser in vivo Versuchsreihe keine Bestimmung der Endkonzentration im Lebergewebe erfolgte,
bleibt unklar, mit welcher Gemfibrozilmenge die Mitochondrien hier tatséchlich konfrontiert

wurden.

Auch der Zeitpunkt der Medikamentengabe konnte einen Einfluss auf die Mitochondrienfunktion
und somit auf die Ergebnisse der einzelnen Studien haben. Gemfibrozil ist bei den in vitro
Versuchen unmittelbar vor Versuchsbeginn hinzugefiigt worden”™ 8 197 wihrend die
intraperitoneale Gabe in dieser in vivo Arbeit bereits 48 Stunden und 24 Stunden vor der
respirometrischen Messung erfolgte. Bei entsprechenden Zeitpunkten konnten Camara-Lemarroy
et al. bereits einen gilinstigen Einfluss von Gemfibrozil auf die Inflammation im Sepsismodell
nachweisen’”’. Eine Auswirkung auf die mitochondriale Funktion durch die Verabreichung von
Gemfibrozil zu diesen Zeitpunkten konnte hier nicht demonstriert werden. Auch die
postinfektiose Gabe von Gemfibrozil wies giinstige Effekte auf, welche mit einem gesteigerten
Uberleben Influenza-infizierter Mause assoziiert warS!. Es bleibt zu untersuchen, wie Gemfibrozil
die mitochondriale Funktion beeinflusst, wenn die Darreichung als Begleittherapie in Sepsis oder

zu einem spateren Zeitpunkt erfolgt.

Zusammenfassend présentiert sich die Studienlage zu Gemfibrozil-vermittelten Effekten auf die
Mitochondrienfunktion sowohl unter septischen, als auch unter nicht-septischen Bedingungen
sehr heterogen. Es ist anzunehmen, dass die Mitochondrienfunktion hoch variabel ist und daher
von Gemfibrozil in konzentrations- und gewebsspezifischer Weise beeinflusst wird*?°. In einer
Sepsis sind vermutlich weitere Einflussfaktoren in Betracht zu ziehen, welche die Interaktion
zwischen Gemfibrozil und Mitochondrium modulieren. Daher ist es sinnvoll, die Effekte von
Gemfibrozil auf die mitochondriale Funktion in weiteren Studienmodellen zur Sepsis zu

untersuchen.
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4.2.3 Der Einfluss von Gemfibrozil auf die Produktion von ROS in der Leber

In der vorliegenden Studie zeigte Gemfibrozil keinen Effekt auf die Entstehung von
Malondialdehyd (MDA) in der Leber im septischen Rattenmodell. Auch unter nicht-septischen
Bedingungen konnte Gemfibrozil die MDA-Produktion als Parameter fiir den oxidativen Stress
im Lebergewebe nicht beeinflussen. Die Zusammenhdnge zwischen der Entstehung von
oxidativem Stress unter septischem Einfluss und daraus resultierender Mikrozirkulationsstorung
und Organversagen wurden bereits in Ubersichtsarbeiten von Mittal et al. und Huet et al.
verdeutlicht!”3°, Da die Mitochondrien als Hauptproduzenten von reaktiven Sauerstoffspezies im
Organismus gelten '*° wird unter septischen Bedingungen ein Zusammenhang zwischen der
Mitochondrienfunktion und oxidativem Stress diskutiert*® 4°. Vermutlich werden die
Mitochondrien in einer Sepsis einerseits durch ROS beeintrichtigt, tragen aber auch zur

Produktion reaktiver Sauerstoffspezies bei 12!

. Auch im septischen Lebergewebe konnten
Studien eine gesteigerte mitochondriale ROS-Produktion nachweisen, deren Auspragung je nach
Organ und Messzeitpunkt variierte'??> ', In Vorarbeiten dieser Arbeitsgruppe wurde die
Entstehung von oxidativem Stress in der Leber anhand der Produktion von MDA gemessen3* 193,
Im zeitlichen Verlauf einer Sepsis oder nach steriler Laparotomie konnte eine gesteigerte ROS-
Produktion festgestellt werden, die dhnlich wie bei Llesuy et al. organspezifisch ausfiel'% 23,
Wihrend sich in der Leber sowohl im CASP-, als auch im Sham-Modell erh6hte MDA -Werte im
Vergleich zur Kontrollgruppe darstellten, konnten im Colon keine signifikanten Unterschiede der
MDA -Konzentration nachgewiesen werden!%. Auch in der vorliegenden Arbeit wire folglich ein
Anstieg der hepatischen MDA-Werte durch CASP- und Sham-Operation denkbar. Dass sich in
dieser Arbeit unverinderte MDA -Konzentrationen zeigen, konnte somit auf einen modulierenden
Effekt von Gemfibrozil hindeuten, der die initial erhohten MDA-Werte normalisiert haben
konnte. In einer weiteren Studie von Herminghaus et al. lie3 sich hingegen keine Verdnderung
der hepatischen MDA-Konzentration nach Sham- und CASP-Operation verzeichnen, sodass sich
neben der Organspezifitit weitere Einflussfaktoren vermuten lassen, die die ROS-Produktion
beeinflussen®*. Auch in diesem Versuchsmodell von Sepsis und steriler Laparotomie wire es
daher moglich, dass dhnlich den Resultaten von Herminghaus et al. die ROS-Produktion
unverdndert blieb**. Ob und inwiefern Gemfibrozil einen Einfluss auf die MDA -Konstellationen

hat, kann somit nicht abschlieBend beurteilt werden.

In Anbetracht der Modulation von oxidativem Stress in der Sepsis ist Gemfibrozil in den Fokus
geraten, da es verschiedene antioxidative Effekte aufzuweisen scheint. In einer systematischen
Ubersichtsarbeit von Roy et al. wurde der Stellenwert von Gemfibrozil diesbeziiglich
aufgearbeitet: Somit dient Gemfibrozil als Radikalfinger und kann durch Hemmung der
Lipidperoxidation die Entstehung von MDA giinstig beeinflussen®?. Des Weiteren wirkt

Gemfibrozil tiiber verschiedene Mechanismen regulierend auf die Aktivitit pro- und
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antioxidativer Enzyme®? 24, Entsprechende antioxidative Mechanismen und die Reduktion von
MDA in der Leber durch Gemfibrozil konnten auch im Rahmen von experimentellen Studien
demonstriert werden!? 126, Demgegeniiber lief sich in einer Arbeit von Macan et al. ein
Gemfibrozil-assoziierter Anstieg von MDA in Ratten verzeichnen, welcher sich nach Absetzten
des Medikamentes wieder reduzierte!'?’. Macan et al. fiihrten dies auf eine durch Gemfibrozil
stimulierte Peroxisomenproliferation und daraus resultierendem Lipidperoxidation-assoziierten
Leberzellschaden zuriick. In der Studien wurde Gemfibrozil jedoch iiber einen Zeitraum von drei
Wochen und in gesunden Ratten untersucht. Wie sich Gemfibrozil bei einem kiirzeren
Applikationszeitraum und unter septischen Bedingungen verhélt, geht aus dieser Studien nicht
hervor!?’. In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von Gemfibrozil unter septischen und
nicht-septischen Bedingungen ermittelt, wobei sich kein Unterschied in der MDA -Produktion der
einzelnen Kohorten nachweisen lie. Diese Ergebnisse stimmen mit einer Studie von Camara-
Lemarroy et al. {iberein, in welcher Gemfibrozil keinen Effekt auf die MDA-Werte bei CLP-
induzierter Sepsis hatte”’. Bei anderen Vertretern der Wirkstoffklasse konnen &hnlich heterogene
Effekte auf die MDA-Produktion festgestellt werden. Fenofibrat konnte in Erythrozyten
diabetischer Ratten eine Reduktion von MDA bewirken, diese Fibrat-assoziierten Effekte blieben
im Lebergewebe jedoch aus'?®. Auch Skrha et al. untersuchten die Wirkung von Fenofibrat auf
oxidativen Stress. Wihrend eine Behandlung mit Fenofibrat zwar zu einer Reduktion des MDA -
Plasmalevels fiihrte, konnten keine direkten antioxidativen Effekte des Fibrats festgestellt
werden'?. Es wird deutlich, dass die Studienmodelle zur Wirkung von Gemfibrozil auf die
MDA -Produktion und die Entstehung von oxidativem Stress in der Leber stark variieren und sich
diesbeziiglich kein einheitliches Bild darstellen ldsst. Gerade unter septischen Bedingungen sind
weitere Studien notwendig, um zu verstehen, ob Gemfibrozil prooxidative, antioxidative oder

keine Effekte in der Leber vermittelt.

4.2.4 Die Bedeutung PPARa-vermittelter Effekte von Gemfibrozil

Das Fibrat Gemfibrozil wirkt als Ligand am Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptor alpha.
Die vorliegende Versuchsreihe untersuchte daher, ob die Wirkung von Gemfibrozil iiber den
PPARa vermittelt wird, indem ergénzend die Gabe des selektiven PPARa-Blockers GW6471
erfolgte. Da sich insgesamt keine Unterschiede der Mitochondrienfunktion und der ROS-
Produktion zwischen den einzelnen Kohorten feststellen lieBen, ist auch die abschlieBende

Bewertung PPARa-vermittelter Effekte von Gemfibrozil in diesem Studienmodell eingeschrénkt.

Die genaue Interaktion zwischen dem PPAR o und Gemfibrozil ist bisher nicht vollstindig geklért.
Es gibt Hinweise darauf, dass das Fibrat sowohl iiber den PPARo Effekte vermittelt, als auch
Wirkungen unabhéngig von dem Rezeptor entfalten kann®?. Auch das Meinungsbild zu PPARa-

vermittelten Effekten von Gemfibrozil in der Sepsis divergiert. Anti-inflammatorische



Diskussion 34

Wirkungen von PPAR werden beschrieben und umfassen liberwiegend die Modulation der
Entziindungsantwort auf Ebene der Transkriptionsfaktoren und Zytokinproduktion!3? 131,
Gemfibrozil konnte bereits eine giinstige Beeinflussung der Inflammation im experimentellen
Modell einer Autoimmun-Enzephalomyelitis aufweisen, welche sich PPARa-vermittelt
darstellte®. Rezeptor-unabhingig hingegen bewirkte Gemfibrozil eine Reduktion der

Entziindungsantwort von Gliazellen des Zentralnervensystems!3? 133,

Unter septischen
Bedingungen beobachteten van Wyngene et al. eine reduzierte PPARa-Aktivitdt in der Leber.
Unter Einsatz des PPARa-Agonist Pemafibrat zeigten sich neben einer gesteigerten PPARa-
Genexpression reduzierte Entziindungsparameter und eine verbesserte Organfunktion, sodass ein

positiver Einfluss des Fibrats auf den Krankheitsverlauf einer Sepsis vermutet wurde!34.

Uberlegungen zu PPARa-vermittelten Effekten von Fibraten auf die Mitochondrienfunktion sind
schon lange Gegenstand der Forschung, jedoch variiert die Studienlage auch hier. Zhou et al.
zeigten bereits im Jahr 1998, dass Fibrate und andere PPAR -Liganden die Mitochondrienfunktion
iiber verschiedene Mechanismen beeinflussen, welche unabhingig vom PPARa zu seien
scheinen. Dennoch schlossen sie eine PPARa-Aktivierung nicht aus, sondern ordneten diese eher
als Konsequenz auf eine mitochondriale Beeintrachtigung ein, die folglich die
Peroxisomenproliferation stimuliert®’. Die Vermutung von Zhou et al., dass PPAR-Agonisten die
Mitochondrienfunktion ohne Einfluss auf den PPARa modulieren, wurde auch in weiteren in vitro
Arbeiten thematisiert. Der PPARa-Ligand Bezafibrat zeigte eine Rezeptor-unabhéngige
Beeinflussung der Mitochondrienfunktion’®. Brunmair et al. argumentierten, dass eine Hemmung
der Atmungskette durch Fenofibrat schon innerhalb kurzer Zeit nach Wirkstoffgabe auftrat, was
gegen die Genregulierung durch PPARa und damit fiir einen Rezeptor-unabhéngigen Effekt
spreche®®. Andererseits konnten in Studien auch Effekte dargestellt werden, die iiber PPAR
vermittelte wurden: Im Lebergewebe wiesen Nagai et al. eine gesteigerte Expression
mitochondrialer Transkriptionsfaktoren durch Fenofibrat nach und fiithrten dies auf eine
Stimulation des Rezeptors zuriick, da Fenofibrat ebenfalls eine Zunahme der PPARa-
Proteinkonzentration bewirkte®>. Bastin et al. zeigten, dass Bezafibrat die mitochondriale
Genexpression giinstig beeinflussen konnte, indem es die Aktivitdt des PPARy-Koaktivators
PGC-1a stimulierte!*>. Auch Interaktion zwischen dem Koaktivator PGC-1 und PPARo werden
beschrieben'*¢. Folglich wire auch eine PPARa-vermittelte Modulation der mitochondrialen
Funktion durch Gemfibrozil als PPARa-Ligand mdglich. Die Studienlage liefert diesbeziiglich
bisher jedoch keine eindeutigen Anhaltspunkte®> '37. Ferner gibt es Hinweise darauf, dass
Gemfibrozil auch an weiteren PPAR (PPARB/6 und PPARY) binden kann, sodass moglicherweise
auch tiber diese Rezeptoren pleiotrope Effekte hervorgerufen werden® 3%, Ob eine
Gemfibrozilwirkung auf die Mitochondrienfunktion in der Sepsis iiber diese oder sogar mehrere

Rezeptoren moglich ist, muss in weiteren Studien geklért werden.
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Im Allgemeinen sollten auch Unterschiede in der Expression und Regulierung vom PPARa
zwischen Mensch und Nager in Betracht gezogen werden, welche abweichende Rezeptor-
vermittelte Effekte von Fibraten zwischen den Spezies erkldren konnten®” 8 3% In dieser
tierexperimentellen Studie konnte Gemfibrozil keinen Effekt auf die Mitochondrienfunktion
nachweisen. Analog dazu zeigte sich auch keine Modulation der Gemfibrozilwirkung durch die
zusitzliche Gabe des PPARa-Blockers GW6471. Da Verdnderungen in allen Versuchsgruppen
ausblieben, konnen dementsprechend keine richtungsweisenden Aussagen zu PPARa-
vermittelten Effekten von Gemfibrozil gemacht werden. Palmer et al. vermuten, dass
Unterschiede in der Expression von PPARa zwischen Tier und Mensch neben der geringeren
Auspriagung unerwiinschter Nebenwirkungen von Fibraten auch malgeblich fiir deren
therapeutische Effekte beim Menschen sind®®. Die Fragestellung, wie genau sich die Modulation
des PPARa durch Gemfibrozil beim Menschen auswirkt, kann daher auch als Anhaltspunkt fiir

zukiinftige klinische Arbeiten zum Thema Sepsis dienen.

4.3 Schlussfolgerung

Die Sepsis stellt weltweit ein relevantes Krankheitsbild dar und der Forschung hinsichtlich
unterstiitzender Therapieansétze kommt eine hohe Bedeutung zu®4°¢7 ¢, In dieser Arbeit sollte
der Frage nachgegangen werden, ob das Fibrat Gemfibrozil die medikamentose Therapie einer
Sepsis sinnvoll ergdnzen kann, indem es die Mitochondrienfunktion und den oxidativen Stress im
Lebergewebe moduliert. Die Ergebnisse dieser experimentellen Studie zeigen, dass die
intraperitoneale Verabreichung von Gemfibrozil keinen Effekt auf die hepatische
Mitochondrienfunktion in einer Sepsis hatte. Auch die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies, als
Zeichen fiir das Aufkommen von oxidativem Stress im Lebergewebe, wurde durch die Gabe von
Gemfibrozil unter septischen Bedingungen nicht beeinflusst. Ergdnzend dazu lieB sich auch nach
Durchfiihrung einer sterilen Laparotomie keine Modulation der mitochondrialen Funktion und
der ROS-Produktion im Lebergewebe durch Gemfibrozil feststellen.

Wenngleich in dieser Arbeit keine giinstigen Effekte von Gemfibrozil auf den Verlauf einer
Sepsis gezeigt werden konnten, sind weitere Studien notwendig, um das komplexe Krankheitsbild
der Sepsis und deren Pathophysiologie besser zu verstehen. Im Hinblick auf den Stellenwert von
Gemfibrozil als Begleittherapie in einer Sepsis sind insbesondere klinische Studien von Interesse,
um auch patientenindividuelle Faktoren wie Multimorbiditdt und deren Effekten auf die

Mitochondrienfunktion beriicksichtigen zu kénnen.
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8. Anhang

8.1 Material, Geriite, Chemikalien des tierexperimentellen

Versuchsteils

Material und Geriite

4-0 Faden resorbierbar, geflochten

6-0 Faden nicht resorbierbar

Aufzeichnung hiimodynamischer und

respiratorische Parameter

Beatmungsger:iit

Blutdruckmessger:it

Blutgasanalyse

Inhalationsger:iit

Kapnograph

Kompressen

Lochtuch

Perfusor secura

VCP304 Ethicon Vicryl Plus, Johnson &

Johnson, Neuss, Deutschland

EH7403, Ethicon Prolene, Ethicon Inc,
Somerville, USA

PowerLab, AD Instruments, Castle Hill,

Australien

Inspira asv, Harvard Apparatus, Holliston,

Massachusetts, USA

Gould Statham Druckwandler P231D,
GOULD, Elk Grove, USA

ABL 800 Flex, Radiometer, Kopenhagen,

Danemark

Sulla 808, Drager Medica, Liibeck,
Deutschland

Capnograph Typ 340, Hugo Sachs
Elektronik, Harvard Apparatus GmbH,
March-Hugstetten, Deutschland

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

Raucodrape, 45x75 cm, 2-lagig, Lohmann &
Rauscher International GmbH & Co KG,
Rengsdorf, Deutschland

B. Braun, Melsungen AG, Melsungen
Deutschland
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Spritzen

Venenverweilkaniile 16 G + 14 G

Venenverweilkaniile 24 G

Wairmematte

Chemikalien und Medikamente
Atemgas

Bepanthen Augensalbe

Buprenorphin

CO; — Gasgemisch

Desinfektionsmittel

Dimethylsulfoxid (DMSQO)

Gemfibrozil

GW6471

Isotonische Kochsalzlosung (NaCl 0,9%)

Pancuroniumbromid

Pentobarbital-Natrium

Ringerlosung

Omnifix-F, latex free, B. Braun Melsungen

AG, Melsungen, Deutschland

VasofixSafety, B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

IntrocanSafety-Winged, B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Julabo 6, Julabo Labortechnik GmbH,
Seelbach, Deutschland

Linde AG, Dublin, Irland

Bayer Vital GmbH, Leverkusen,
Deutschland

Temgesic, Reckitt Benckiser, Mannheim,

Deutschland
Linde Gruppe, Leuna, Deutschland

Kodan, Schiilke&Mayr GmbH, Norderstedt,
Deutschland

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA

(9518 Sigma, Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, USA

4618, Tocris Bioscience, Bristol, UK

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg, Deutschland

Rotexmedica GmbH Arzneimittelwerk,

Trittau, Deutschland

Narcoren, Boehringer Ingelheim Vetmedica

GmbH, Ingelheim am Rhein, Deutschland

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

SEVOrane, AbbVie Deutschland GmbH &
Co. KG, Ludwigshafen, Deutschland

8.2 Material, Gerite, Chemikalien des laborexperimentellen

Versuchsteils

Material und Gerite

Becherglas Borosilikat 25 ml

Becherglas Borosilikat 600 ml

Behilter zum Homogenisieren

Brutschrank

Clark-Elektrode

Elektrisches Riihrwerk

Falcon 15 ml

Falcon 50 ml

Flockeneisbereiter

Gefrierschrank -80 °C

Keimarme Kompressen

Magnetriihrer

Messzylinder

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

UT 6060, Heraeus Instruments, Hanau,

Deutschland

SI130 Microcathode Oxygen Electrode,
Strathkelvin Instruments Ltd., North
Lanarkshire, Schottland

EUROSTAR 20 digital, IKA Labortechnik,
Staufen, Deutschland

Tube 15ml, 120x17mm, PP, SARSTEDT AG
& Co. KG, Niimbrecht, Deutschland

Tube 50ml, 144x28mm, PP, SARSTEDT AG
& Co. KG, Niumbrecht, Deutschland

AF 80, Scotman, Venon Hills, USA

Forma 900 Ultratiefkiihlschrank, Thermo
Fisher Scientific, Waltham MA, USA

ES-Kompressen, Paul Hartmann AG,

Heidenheim an der Brenz, Deutschland

Variomag Mono Direct, Variomag-USA,
USA

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
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Mikrotestplatte

pH-Meter

Pipetten

Pipettenspitzen

Pipetus

Plattenleseger:it

Reaktionsgefifl 1,5 ml

Reaktionsgefafl 2 ml

Respirometer

Software Plattenleseger:it

Software Respirometer

Spritzen

Statistiksoftware

Trockenschrank

Vortexger:iit

Mikrotestplatte 96-Well, Sarstedt,
Niimbrecht, Deutschland

Digital-pH-Meter 646, Laborausriistung
Klees, Diisseldorf, Deutschland

Eppendorf Research, Hamburg, Deutschland

Starlab International GmbH, Hamburg,
Deutschland

Pipetus, Hirschmann, Ebeerstadt,
Deutschland

Multi-Detection Microplate Reader Synergy
™) Software Gen5 Version 1.11.5, BioTek,
Winooski, Vermont, USA

Micro Tubel,5Sml, SARSTEDT AG & Co.
KG, Niimbrecht, Deutschland

SafeSeal Micro Tube 2ml, PP, SARSTEDT
AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland

Mitocell MT200/200A, Strathkelvin
Instruments Ltd., North Lanarkshire,
Schottland

Gen5 Version 1.11.5, BioTek, Winooski,
Vermont, USA

Strathkelvin Oxygen 782 System, Version
4.4, Strathkelvin Instruments Ltd., North
Lanarkshire, Schottland

Exmire Microsyringe MS*R25, Ito

Corporation, Fuji, Shizuoka, Japan
GraphPad Software 8.0, La Jolla, USA

UT 6060, Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland

Vortex-Genie 1 Touch Mixer, Scientific

Industries, New York, USA
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Waage

Wasserbad

Zentrifuge

Chemikalien

1, 1, 3, 3,-Tetramethoxypropane
(Malonaldehydbis(dimethylacetal))

1-Butanol

2-Thiobarbitursiure (TBA)

3-MOPS

85 % Ortho-Phosphorsiure (H3P0,)

Adenosin 5°-diphosphat (ADP)

Antimycin A

Aqua destillata

Bovines Serum Albumin

Bovines Serum Albumin (fatty acid free)

Carbonylcyanid-m-chlorphenylhydrazon

(CCCP)

Cytochrom C

Sartorius LA230 S, Sartorius, Gottingen,
Deutschland

Julabo ED, Julabo GmbH, Seelbach,
Deutschland

Rotina 420R, Hettich Lab Technology,
Miihlheim an der Ruhr, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis,
USA

EMPLURA®, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Merck KGaA , Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis,
USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis,
USA

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Pasching,

Osterreich

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis,
USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis,
USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis,
USA
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Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-
N,N,N’,N'-tetraessigsiure, EGTA

Fliissiger Stickstoff

Glutamat

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)

Kaliumhydroxid (KOH)

Kalium-Natrium-Tartrat (KNa-Tartrat)

Kupfersulfatpentahydrat (CuSO, 5 H;0)

Malat

Mannitol

Natriumcarbonat, wasserfrei (Na;CO3)
Natriumhydroxid (NaOH)

Natriumsulfid

Oligomycin

Rotenon

Saccharose

Succinat

Tetranatriumpyrophosphat ( Na,P,0-)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Linde AG, Dublin, Irland

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis,
USA

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis,
USA

Calbiochem®, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis,
USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis,
USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis,
USA
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Losungen und Puffer

0,6 % 2-

Thiobarbitursiure (TBA)

1 % Phosphorsiure
(H3PO4)

1,15 %

Kaliumchloridlésung

Folin-Ciocalteu-

Phenolreagenz

Isolationspuffer

(pH 7,15)

Lowry - Losung 1

Lowry- Losung 2

Reagenz A

Reagenz B

Reagenz C

150 mg 2-Thiobarbitursiure

25 ml Aqua dest.

85 % Ortho-Phosphorsédure 1:85 verdiinnen z.B.
0,5 ml 85 % Ortho-Phosphorsdure

42 ml Aqua dest.

0,575 g Kaliumchlorid

50 ml Aqua dest.

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis, USA

Mannitol 200 mM

Saccharose 50 mM

KH,PO, 5mM

MOPS 5mM

BSA 0,1 %

EGTA 1 mM

10 ml Reagenz A (s. u.)

100 pl Reagenz B (s. u.)

100 pl Reagenz C (s. u.)

1 ml Folin-Ciocalteu-Phenolreagenz
1 ml Aqua dest.

10 g Natriumcarbonat

in 500 ml 0,1 M Natriumhydroxidlésung gelost
2 g Natrium-Kalium-Tartrat

in 100 ml Aqua dest. gelost

1 g Kupfersulfatpentahydrat

in 100 ml Aqua dest. geldst
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Respirationspuffer

(pH 7.4)

Standardreihe BSA

Standardreihe MDA

KCI1 130 mM
KH,PO, 5 mM
MOPS 20 mM
EGTA 2,5 mM
Na,P,0, 1 uyM
BSA 0,1%

KO KI | K2 K3 K4 | K5 | K6

Konzentration | 0 | 62,5 125 250 500 750 1000
(in pg/ml) *

* BSA (1 mg/ml) in Aqua dest.

Stock | St.20 | St.10 | St.5 | St.2,5 | St.0

Konzentration = 20.000 | 20 10 5 2,5 0
(in nM)*

* MDA-Verdiinnung mit KCI
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8.3 SRSS - Septic Rat Severity Score
Untersuchungsbogen
Experiment: OP-Datum:
Stentdurchmesser: Ratte Nr.:
Uhrzeit:
Klinische Untersuchung:
Ergebnis Beurteilung Uhrzeit
Korpergewicht 1. préop. Gewicht (pG) g A% <5 >0P
2. Momentanwert (mW) g A%<15>1P
3. A=% des mW vom pG___ A% A% <20>2P
5%= g 15%= g A% >20->3P
Erscheinung 1. normale Erscheinung, Fell anliegend, sauber geputzt | > 0 P
2. geringes Pflegedefizit, Fell gestraubt 2>1P
3. zunechmendes Pflegedefizit, Rander an Auge/ Anus >2P
4. deutliches Pflegedefizit, Augen verklebt, Einstreu 2>3P
haftet an Anus
Verhalten 1. Ratte ( R) erkundet Kéfig, aktiv >0P
spontan 2. R sitzt auf einer Stelle, Ganzkorperbewegung 2>1P
vorhanden
3. buckelige Haltung, schwankender Gang >2P
4. immobil, Seitenlage 2>3P
Verhalten 1. R flieht aus Kéfigoffnung, starker Muskeltonus >0P
provoziert 2. R flieht erst bei Annidherung der Hand 2>1P
3. R flieht erst bei Beriihrung >2P
4. Fluchtreflex erloschen 2>3P
Atemfrequenz 1. prdop. Wert (pW) ___ 1/s A%<10>0P
2. Momentanwert (mW) __ 1/s A% <20>1P
3.A=%des mW vompW A% A% <50>2P
A% >50>3P
Exspiratorisches Nein >0P
Atemgeriusch Ja >1P
Abd.-Palpation 1. kein Druckschmerz bei AP, weiches Abdomen 2>0P
(AP) 2. geringe Reaktion auf AP, weiches Abdomen 2>1P
3. deutliche Schmerzzeichen auf AP, abd. Resistenz >2P
4. deutliche Schmerzzeichen auf AP, hartes Abdomen >3P
Kotbeschaffenheit | 1. viel normaler Kot im Kifig, koten bei Untersuchung | = 0 P
2. viel Kot im Kifig, Kot blutig, diinnfliissig o. 2>1P
schleimig
3. wenig Kot im Kéfig, unabhingig von 2>2P
Beschaffenheit
4. kein Kot im Kifig ( seit letzter Untersuchung) 2>3P
Auswertung:
Pro Kategorie Erklarung: bewertet wird jeweils nur einmal die maximal erreichte Punktzahl pro
erreichte Kategorie. Ist in wenigstens zwei Kategorien die maximal erreichbare Punktzahl von 3
Punktzahl Punkten erreicht, werden alle 3-Punkte Werte auf 4 Punkte aufgewertet. Die Gabe von
Schmerzmitteln wird durch Umkreisung dokumentiert. Opferung des Tieres bei 12 und
mehr Punkten.
Insgesamt erreichte Punktzahl (Addition der einzelnen Kategorien):
Opferung des Tieres notwendig bei 10 oder mehr Punkten Nein o
Ja m]

Unterschrift des Untersuchers:




Danksagung

Ich mochte mich herzlich bei allen Personen bedanken, die mich wéhrend meiner

Dissertationsarbeit begleitet haben.

Ein grofler Dank gilt an erster Stelle meinem Doktorvater Herrn Prof. Dr. med. Olaf Picker fiir
das Angebot der Dissertation zu diesem Thema, das Vertrauen und die Unterstiitzung bei meiner
Arbeit von Beginn an. Aulerdem mdchte ich mich bei meiner Ko-Betreuerin Frau Priv.-Doz. Dr.

med. Kathrin Scheckenbach fiir die Mitbetreuung der Dissertation bedanken.

Frau Priv.-Doz. Dr. med. Anna Herminghaus danke ich an dieser Stelle besonders fiir die
zuverldssige, auflerordentlich engagierte Betreuung und Hilfestellung in Rat und Tat in der
gesamten Zeit meines Promotionsvorhabens. Vielen Dank fiir die Einfiilhrung in das

wissenschaftliche Arbeiten und die konstruktiven Ratschldge in jeder Phase meines Projekts.

Bei Frau Prof. Dr. rer. nat. Inge Bauer mochte ich mich fiir die Betreuung im Labor und dariiber
hinaus fiir die Unterstiitzung in allen wissenschaftlichen Fragen im Rahmen von Vortrdgen und
Symposien bedanken. Des Weiteren danke ich der medizinisch-technischen Assistentin Frau
Claudia Dohle fiir die Hilfestellungen, Anleitungen und Projektunterstiitzung wéhrend meiner
Zeit im Labor. Nicht zuletzt mochte ich mich bei meinen Mit-Doktoranden Max Sonnenschein
und Tiermedizinerin Katharina Gross fiir die gute Zusammenarbeit und gegenseitige
Unterstiitzung im Rahmen des Forschungsprojekts bedanken. Insgesamt war die Arbeit an der
Dissertation fiir mich einer sehr lehrreiche und prigende Zeit. In diesem Sinne mochte ich auch
allen weiteren Personen im Labor danken, die eine freundliche und hilfsbereite Atmosphére

geschaffen haben.

Meiner Familie und meinen Freunden bin ich dankbar fiir den bedingungslosen Beistand und die
Motivation in allen Phasen meiner Dissertationsarbeit. Danke, dass ihr immer fiir mich da seid

und mir jederzeit unterstiitzend zur Seite steht.



