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Zusammenfassung

Die Sepsis und ihre potenziellen Folgen wie septischer Schock oder
Multiorganversagen sind auch in Zeiten hochmoderner Medizin eine der
haufigsten Erkrankungen und Todesursachen weltweit. Aktuell wird die Sepsis
als Organdysfunktion mit fehlregulierter Wirtsantwort im Rahmen einer Infektion
definiert. Dem Colon als Organ mit dem gréf3tem Microbiom des Organismus und
der Leber als Ort der Produktion der akut-Phase Proteine wird eine besondere
Bedeutung bei der Regulation der Immunantwort und damit dem Uberleben einer
Sepsis zugeschrieben. Eine wesentliche Rolle scheint hierbei die
organspezifische mitochondriale Dysfunktion zu spielen. Im septischen
Tiermodell einer Vorstudie konnte die mikrozirkulatorische Oxygenierung des
Colons im Rahmen einer temporaren, moderaten Hyperkapnie verbessert
werden. Da die Mitochondrien die Hauptverbraucher des Sauerstoffs in der Zelle
sind, war Ziel dieser Arbeit zu untersuchen, welchen Einfluss eine moderate
Hyperkapnie auf die Mitochondrienfunktion im Colon und in der Leber nach einer
sterilen Laparotomie und bei einer moderaten abdominellen Sepsis hat. 48
mannliche Wistar-Ratten wurden in 4 Gruppen (n = 12) randomisiert. Bei 24
Tieren erfolgte die Induktion einer moderaten Sepsis nach Implantation eines
Stents im Colon ascendens (CASP). Die Kontrollgruppe (n = 24) Sham erhielt
eine sterile Laparotomie. 48 Stunden (h) nach der jeweiligen Operation wurden
alle Tiere fur 2 h hyperkapnisch (65 — 75 mmHg) oder normokapnisch (35 - 40
mmHg) beatmet. Anschlielend erfolgte mittels Respirometrie die Messung der
mitochondrialen Funktion in Gewebehomogenaten von Leber und Colon. Hierbei
wurden die Komplexe | und Il der Atmungskette mit Glutamat/Malat bzw. Succinat
sowie ADP stimuliert. Neben der Effizienz der oxidativen Phosphorylierung
(ADP/O-Quotient) wurde auch das Mall der Kopplung zwischen
Atmungskettenaktivitdt und oxidativer Phosphorylierung als bestimmt
Respiratory control index (RCI). Organschadigungsparameter von Leber und
Niere, die Leukozytenzahl im Blut und die Malondialdehyd-Konzentration (MDA)
als Marker flir oxidativen Stress im jeweiligen Gewebehomogenat wurden
zusatzlich bestimmt. Eine moderate Hyperkapnie flhrte im Colon zu einer
verminderten Effizienz der oxydativen Phosphorylierung nach einer sterilen
Laparotomie und in der Leber zu einer verbesserten Kopplung von
Atmungskettenaktivitat und ATP-Synthese (RCI) unter septischen Bedingungen.
Die MDA-Konzentration in Leber und Colon zeigte keine Veranderungen unter
Hyperkapnie. Eine relevante Organschadigung konnte weder bei normo- noch
bei hyperkapnisch beatmeten Tieren nachgewiesen werden. Allerdings geben
die vorliegenden Daten Anhalt flir einen antiinflammatorischen Effekt der

Hyperkapnie bei septischen Tieren, der Grundlage flr weitere Studien sein kann.
|



Summary

Even in times of highly modern medicine, sepsis and the consecutive septic
shock and multiorgan disfunction (MODS) remain one of the most common
diseases and causes of death worldwide. Currently sepsis is defined as organ-
dysfunction with dysregulated host-response in the context of an infection. The
gut and its microbiome and the liver producing the acute phase proteins are of
particular importance in regulation of the immune answer and therefore in
modulation of the outcome of the septic patients. The organ-specific
mitochondrial dysfunction seems to be an underlying mechanism of MODS. In a
preliminary study using septic animal model (CASP) moderate hypercapnia
improved the microcirculatory oxygenation of the colon. The aim of this study was
to investigate the influence of moderate hypercapnia on mitochondrial function in
the colon and in the liver after sterile laparotomy and in moderate abdominal
sepsis. 48 male Wistar rats were randomized into 4 groups (n = 12). In 24
animals, moderate sepsis was induced for 48 h after implantation of a stent in the
ascending colon (CASP). The control group (n = 24) Sham received a sterile
laparotomy. 48 h after the respective surgery, animals were ventilated
hypercapnic (65 - 75 mmHg) or normocapnic (35 - 40 mmHg) for 2 h. The
mitochondrial function was measured in tissue homogenates of the liver and
colon by means of respirometry. The complexes | and Il of the respiratory chain
were stimulated with glutamate/malate or succinate and ADP. In addition to the
efficiency of oxidative phosphorylation (ADP-O ratio), the extent of coupling
between respiratory chain activity and oxidative phosphorylation was also
determined as respiratory control index (RCI). In addition, organ damage
parameters of liver and kidney as well as the leukocyte count in the blood were
measured. The malondialdehyde concentration in the respective tissue
homogenate was also determined as a marker for oxidative stress. Moderate
hypercapnia resulted in reduced efficiency of oxidative phosphorylation in colon
after sterile laparotomy. The coupling of respiratory chain activity and ATP-
synthesis (RCI) in liver was improved by moderate hypercapnia only under septic
conditions. The MDA-concentration in liver and colon showed no changes during
hypercapnia. The available date suggests an anti-inflammatory effect of
hypercapnia in septic animals, which could be the base for further studies.
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1 Einleitung

1.1 Bedeutung der Sepsis

Sepsis und septischer Schock zahlen trotz modernster Technik zu den haufigsten
Todesursachen auf Intensivstationen.! Zahlen aus den letzten zehn Jahren zeigen
eine globale Inzidenz von bis zu 19 Millionen Sepsisfallen im Krankenhaus jahrlich.?
Die World Health Organization (WHO) geht von jahrlich 6 Millionen Todesfallen
weltweit aus.® In der deutschen multizentrischen INSEP-Studie aus dem Jahr 2013
betrug die Gesamtmortalitat von Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem
Schock 40%.* Auch der wirtschaftliche Aspekt spielt bei zunehmend besserer
Datenlage eine immer groRere Rolle. Inzwischen ist die Sepsis ein Hauptkostenpunkt
fur Krankenhauser, Tendenz steigend.>” Im Mai 2017 verabschiedete die WHO daher
eine Resolution, welche die Verbesserung von Pravention, Diagnosestellung,

Wahrnehmung als auch Behandlungsstrategien der Sepsis in den Fokus riickt.?

1.2 Definition der Sepsis

Bereits 2016 wurde durch die Society of Critical Care Medicine (SCCM) und die
European Society of Intensive Care Medicine (ESICM) mit der Sepsis-IIl Leitlinie die
Organdysfunktion als pragende Komponente in den Mittelpunkt gestellt und die Sepsis
als lebensbedrohliche Organdysfunktion mit dysregulierter Immunantwort definiert.®
Die zuvor verwendete Definition des Systemic Inflammatory Response Syndrom
(SIRS) wurde hierbei verlassen, sodass die klinischen Kriterien des SIRS nicht mehr
bindend fir die Diagnose Sepsis sind. Der Begriff ,schwere Sepsis*” fallt mit der neuen
Definition ganz weg. Der in den Leitlinien verankerte Sequential Organ Failure
Assessment (SOFA)-Score errechnet das Mortalitatsrisiko mit Hilfe spezifischer
Parameter flr verschiedene Organsysteme.®'? Fir jedes Organsystem werden dabei
alle 24 h zwischen 0 und 4 Punkte vergeben. Ein Anstieg = 2 Punkte spricht fir eine
Organdysfunktion (siehe Tabelle 1). Eine akute Organdysfunktion soll so schneller
erkannt werden, denn insbesondere das konsekutive Multiorganversagen
verschlechtert deutlich das Outcome septischer Patienten.®'" 2021 wurde die Leitlinie
erneut aktualisiert und der 2016 etablierte gSOFA als alleiniges Screeningwerkzeug

auf eine Sepsis bei mangelnder Sensitivitdit nicht mehr empfohlen.'?



SOFA-Score 0 1 2 3 4
Atmung
PaO2/FiO2 (mmHg) | =400 < 400 < 300 < 200 (und < 100 (und
Beatmung) Beatmung)
Blutgerinnung
Thrombozytenzahl
(x10%/pl) =150 <150 <100 <50 <20
Leberfunktion
Bilirubin (mg/dI) <1,2 1,2-19 20-59 6,0-11,9 >12,0
Dopamin 5.1 — .
Dopamin <5 15 oder D°pam'f‘ > 15.
MAD < . . oder Epinephrin >
. : MAD =2 oder Epinephrin <
Kreislauffunktion 70 . 0.1 oder
70mmHg mmH Dobutamin 0.1 oder Norepinephrin >
9 (jede Dosis)? Norepinephrin < pinep
0.12
0.12
Zentrales
Nervensystem
Glasgow Coma 15 | 13-14 | 10-12 6-9 <6
Scale score
Nierenfunktion
Kreatinin (mg/dl)
oder 3,5-4,9 oder > 5,0 oder <200
Urinausscheidung <12 1.2-19 20-34 < 500 ml/Tag ml/Tag
(ml/Tag)

Tabelle 1: SOFA-Score® zum Erkennen akuter Organdysfunktion in der Sepsis.
Gesamtpunktzahl zwischen 0 und 24. PaO: = arterieller Sauerstoffpartialdruck; FiO2 = inspiratorische
Sauerstofffraktion; MAD = mittlerer arterieller Druck; mmHg = Millimeter-Quecksilbersaule; mg/dl =
Milligramm/Deziliter; mm3 = Kubikmillimeter; @ Katecholamindosis in pg/kg/min fiir mindestens eine
Stunde; b Glasgow Coma Scale reicht von 3-15.



2 Entstehung der Sepsis

Mit der neuen Definition der Sepsis und dem Fokus auf Dysregulation der
Immunantwort und Organdysfunktion ruckt die Reaktion des Korpers auf ein
inflammatorisches Signal zum Beispiel auf Bakterien, Pilze oder Viren in den
Vordergrund. Sogenannte pathogen associated molecular patterns (PAMPs) und
damage associated molecular patterns (DAMPs), die Teil unseres angeborenen
Immunsystems sind, aktivieren Toll-like-Rezeptoren, welche die Transkription von
proinflammatorischen Zytokinen stimulieren (Tumornekrosefaktor-a, Interleukin-1,
Interleukin-6).'3 Dies fUhrt normalerweise zu einer addquaten Immunantwort. Eine
Entgleisung initiiert einen Zytokinsturm, bei dem Zytokine ungebremst ausgeschuttet
werden.' Die systemische Aktivitdt des Immunsystems hat dabei einen direkten
Einfluss auf das Myokard, so vermindert TNF-a dessen Kontraktilitat.'> In der Folge
werden Endothelzellen ebenfalls durch Zytokine aktiviert und induzieren die
Stickstoffmonoxid-Synthase, ein Enzym das die Bildung von Stickstoffmonoxid
katalysiert und an glatten Muskelzellen der Arteriolen eine Vasodilatation bewirkt. Eine
zunehmende Permeabilitdt des Kapillarendothels durch Dysfunktion der Tight
junctions fuhrt auRerdem zu einer groRRen Flussigkeitsverschiebung aus dem
Gefalksystem, auch capillary leakage genannt.’® Diese Mechanismen bilden die
wesentliche Ursache die zur Symptomatik des septischen Schocks beitragen. Ein
weiterer Effekt der Immunantwort ist eine vermehrte Bildung des Tissue factors auf
Endothelzellen und Monozyten der Uber eine Storung des Protein-C/S-Systems zu
Mikrothrombosierungen und Perfusionsstérungen insbesondere im Kkapillaren
Endstromgebiet fiihrt.!”” Das kapillare Endstromgebiet des Gastrointestinaltrakts hat
durch seine grof3e Blutvolumenreserve und die Moglichkeit einer Verschiebung in
andere Organsysteme eine entscheidende Bedeutung. Aber auch die Integritat des
eigenen mikrozirkulatorischen Netzwerkes ist unerlasslich, denn Infektionen des
Abdomens zahlen zu den haufigsten, die eine Sepsis induzieren kénnen.”'® Der Darm
als groldes Resorptionsorgan hat neben Stoffwechselfunktionen unter anderem eine
entscheidende Barrierefunktion, welche eng mit der Entstehung der abdominellen
Sepsis verknupft ist.'92! Als selektive Barriere kdnnen unter anderem Wasser, geldste
Nahrstoffe und immunmodulierende Faktoren, z.B. Immunglobuline das Darmlumen
verlassen und in den Blutkreislauf Ubertreten. Bakterien und ihre Toxine sowie
schadliche Antigene konnen eine intakte Barriere nicht Gberwinden.?? Tatsachlich

scheint diese Barriere in der Sepsis gestort.23 Zusatzlich gibt es Hinweise, dass eine
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gestorte Mitochondrienfunktion diese wichtige Barrierefunktion negativ beeinflusst.?425
Metabolischer Stress, ausgelést zum Beispiel durch einen gestorten
Protononentransport Uber die innere Mitochondrienmembran, kann die
Barrierefunktion der Darmmukosa negativ beeinflussen und zur Translokation von
Bakterien flihren.26

Die Leber als grolRes Stoffwechselorgan und das Versagen ihrer vielfaltigen Aufgaben
hangt mit der Schwere der Sepsis und dem Outcome des Patienten ebenfalls
unmittelbar zusammen.?”22 Neben der Synthese von Proteinen fiir Stoffwechsel,
Immunmodulation und Blutgerinnung ist eine der Hauptaufgaben der Leber die
Entgiftung. Um diese Funktionen zu erflllen ist eine entsprechende Perfusion nétig,
woflir der Korper 25 % des Herzzeitvolumens bereitstellt.?® Der urséchliche
Pathomechanismus des Leberversagens im Rahmen des septischen
Multiorganversagens ist bisher nicht eindeutig verstanden. Mitochondriale Dysfunktion
und Stérung der Mikrozirkulation scheinen hierbei jedoch eine entscheidende Rolle zu

spielen.30-32

2.1 Mitochondrien und Sepsis

Um Adenosintriphosphat (ATP) zu generieren sind Mitochondrien flr mehr als 90%
des gesamten zellularen Sauerstoffverbrauchs verantwortlich.>® Eine veranderte
mitochondriale Aktivitdt / Dysfunktion kann zu einem fatalem Missverhaltnis von
Sauerstoffverbrauch und ATP-Produktion fihren. Welche Rolle Mitochondrien in der
Genese des Sepsis-induzierten Organversagens spielen, ob sie dieses initiieren,
verstarken, Ziel sind oder doch unbeteiligt bleiben, wird kontrovers diskutiert.>* Die
Aktivitat der Mitochondrien variiert je nach Gewebe und im zeitlichen Verlauf einer
Sepsis.3® Studienergebnisse zur Mitochondrienfunktion in der Leber im septischen
Setting sind widerspriichlich. Es wird eine verschlechterte3336, verbesserte®”:38 oder
eine unveranderte3%49 Mitochondrienfunktion beschrieben. Daten zum Colon hingegen
sind kaum verfugbar, lediglich eine Studie beschreibt die Mitochondrienfunktion im
Colon im zeitlichen Verlauf der Sepsis.*! AuRerdem gelang auch ein friiher Nachweis
von mitochondrialer Dysfunktion im Jejunum, nicht jedoch im Duodenum oder anderen

Darmabschnitten.4?



2.2 Reaktive Sauerstoffspezies und Sepsis

Wahrend der Kérper zur Energiegewinnung Sauerstoff bendtigt, entstehen im Zyklus
der Atmungskette im Mitochondrium reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie Hyperoxid
Anion (O2’) oder Wasserstoffperoxid (H202). Etwa 1 — 2 % des Sauerstoffs bilden die
Grundlage fur die Entstehung der ROS, der restliche Teil wird zu Wasser reduziert.*?
Unter physiologischen Bedingungen besteht ein Gleichgewicht zwischen ROS-
Produktion und Schutz der Zelle durch Antioxidantien. Ein Ungleichgewicht beider
Systeme bezeichnet man als oxidativen Stress.*® Reaktive Sauerstoffspezies sind
bedeutsam fur die normale Zellfunktion und haben unter anderem wichtige Funktionen
in zellularen Signalwegen, kénnen jedoch auch Schaden an Lipiden, Proteinen und
Nukleinsauren verursachen. Insbesondere eine beschadigte mitochondriale DNA
(mtDNA) fuhrt in einen Kreislauf zunehmender ROS-Produktion und weiterer
Schadigung der mtDNA. Dieser mitochondriale Schaden durch die Sauerstoffradikalen

ist eng assoziiert mit dem septischen Multiorganversagen.*

2.3 Permissive Hyperkapnie und Sepsis

Lokale Hypoxamie durch gestdrte Mikrozirkulation verbunden mit Organversagen ist
eines der Hauptmerkmale des septischen Schockes.*® Die Widerherstellung einer
ausreichenden Oxygenierung mit entsprechendem Gasaustausch ist demnach im
septischen Zustand unverzichtbar. Beim beatmeten Patienten werden dazu unter
anderem lungenprotektive Beatmungsstrategien angewendet.*® Hierbei wird auf
geringe Tidalvolumina und mdéglichst geringe Spitzendriicke geachtet um eine weitere
Schadigung der Lunge durch hohe Beatmungsdriicke zu vermeiden.*” Diese
schonende Art der Beatmung geht haufig mit einer nicht ausreichenden Elimination
des anfallenden CO: einher und wird permissive Hyperkapnie genannt.*®

Eine Hyperkapnie kann in verschiedenen Geweben zu einer Verbesserung der
Oxygenierung flUhren.*®52 Zudem steigert eine moderate Hyperkapnie das
Herzzeitvolumen und verbessert damit die Gewebeoxygenierung.53%* Eine vorherige
Studie der Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass bei moderater Sepsis und temporarer
Hyperkapnie die Mikrozirkulation im Colon verbessert werden kann.5' Daraus resultiert
die Frage nach der Rolle der Mitochondrien als Hauptsauerstoffverbraucher der Zelle
bei diesem Phanomen. Die zeitabhangigen Veranderungen der Mitochondrienfunktion
in Leber und Colon im zeitlichen Verlauf bis 96 h wurden im Vorfeld untersucht und

ergaben in der frlheren postoperativen Phase, bis 48 h nach Sepsisinduktion oder
5



steriler Laparotomie eine erhdhte mitochondriale Respirationsleistung der Leber.*! 24
h nach der Operation war die Kopplung zwischen der Atmungskette und der
oxydativen Phosphorylierung sowohl bei Sham (Kontrollgruppe) als auch bei CASP-
Tieren erhoht. 48 h postoperativ war die Kopplung und die Effizienz der oxydativen
Phosphorylierung nur bei septischen Tieren erhoht. Im weiteren zeitlichen Verlauf
normalisierte sie die mitochondriale Funktion in der Leber. Die Mitochondrienfunktion
im Colon wurde im Wesentlichen nicht moduliert. Hieraus ergeben sich folgende

Fragstellungen, die in der Folge naher beleuchtet werden sollen.



3 Fragestellung der Arbeit

1.

Welchen Einfluss hat eine moderate Hyperkapnie auf die mitochondriale
Funktion im Colon und in der Leber nach einer sterilen Laparotomie und unter
septischen Bedingungen im CASP-Modell bei der Ratte?

Inwieweit moduliert eine moderate Hyperkapnie nach einer sterilen
Laparotomie und im septischen Rattenmodell die ROS-Produktion in der Leber
und im Colon?

Kann eine moderate Hyperkapnie die Organschadigungsparameter und/oder
die Entzindungsreaktion in einer abdominellen Sepsis bei der Ratte

beeinflussen?



4 Methoden

4.1 Versuchstiere

Der tierexperimentelle Teil wurde nach Zusage durch das Landesamt fur Natur,
Umwelt und Verbraucherschutz des Landes Nordrhein-Westfalen (Aktenzeichen: 84-
02.04.2014.A112) durch meine Betreuerin Frau Priv.-Doz. Dr. med. Anna
Herminghaus mit entsprechendem Sachkundenachweis durchgefluhrt. Eine Auflistung

aller genutzten Gerate und Materialien findet sich im Anhang.

Die Versuche wurden an 48 mannlichen Wistar-Ratten im Alter von 3 Monaten
(Kdrpergewicht ca. 350 g £ 35 g) durchgefuhrt. Alle Tiere hatten jederzeit Zugang zu
Wasser und einem Standard Rattenfutter. Uber regelmaRige Gabe von Buprenorphin
(0,05 mg/kg) s.c. in Abstanden von 12 h, wurde bis zum Exitus der Tiere eine
durchgehende Analgesie sichergestellt. Die Erkrankungsschwere der Tiere wurde in
einem Untersuchungsbogen alle 12 h durch einen nicht verblindeten Untersucher
dokumentiert. Hierbei wurden neben Gewicht, Erscheinung, Spontan- und
provoziertem Verhalten auch Atemfrequenz, ein exspiratorisches Atemgerausch, die
Abdomenpalpation sowie die Beschaffenheit des Stuhlgangs numerisch bewertet und

zu einer Gesamtpunktzahl addiert als septic rat severity score.

4.2 CASP

Zur Sepsisinduktion wurde das etablierte CASP-Modell genutzt. Nach inhalativer
Narkoseeinleitung via Sevofluran (3 % in 50 % Sauerstoff) und Analgesie mittels eines
potenten Opiodanalgetikums (Buprenorphin, 0,05 mg/kg s.c.) konnte Uber eine
spezielle Atemmaske unter erhaltener Spontanatmung die Narkose aufrechterhalten
werden. Nach Positionierung des Tieres auf einer Warmematte in Rickenlage wurde
das Abdomen steril abgewaschen. AnschlieBend konnte ein steriles Lochtuch
aufgebracht werden und die Laparotomie erfolgte Uber circa 2 cm . Nach Aufsuchen
des Caecum im rechten Unterbauch wurde das Colon ascendens 0,5 cm distal der
lleozbkalklappe mit einer peripheren Venenverweilkanulle der GrolRe 14 G perforiert.
Nach Entfernen der Nadel wurde der Katheter als Stent im Colon belassen und
anschlieBend angenaht, um den kontinuierlichen Austritt von Faces ins Abdomen
sicherzustellen. Tiere der Kontrollgruppen erhielten unter einer identischen Narkose

eine sterile Laparotomie bei der ein peripherer Venenkatheter lediglich auf der Tunica
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serosa des Colon ascendens via Naht fixiert wurde ohne das Colon zu perforieren.
Abschlielend wurde das Abdomen mit resorbierbarem Faden verschlossen. Nach
Ende der Narkose wurden alle Tiere unter ausreichendem Angebot von Nahrung und
Wasser regelmaldig Uberwacht. Nach 48 h wurden alle Tiere erneut narkotisiert
(Pentobarbital 60mg/kg i.p.) und in Rickenlage auf einer Warmematte positioniert.
Unter kontinuierlicher rektaler Temperaturmessung konnte eine Normothermie
sichergestellt werden. Zur Sicherung der Atemwege wurde eine Tracheotomie mit
anschlie®ender Intubation durchgefuhrt. Die Beatmung erfolgte volumenkontrolliert.
(70/min, Tidalvolumen 1,8 — 2,5 ml, Beatmungsdruck < 17 cm x H20, FiO2= 0,3). Das
Gasgemisch zur normokapnischen Beatmung bestehend aus O2 (30 %) und N2 (70 %)
wurde zur Induktion der moderaten Hyperkapnie durch Zumischung eines weiteren
Gasgemisches (CO2 (10 %), Oz (30 %), N2 (60 %)) erganzt. Um eine kontinuierliche
Messung des arteriellen Bluckdrucks zu gewahrleisten, wurde ein Katheter in die linke
Arteria carotis communis eingebracht und dieser mit einem Druckaufnehmer
verbunden. Fur das Aufrechterhalten der Narkose (Pentobarbital 10 mg/kg/h,
Pancuraonim 2 mg) wurde auf der Gegenseite in der Vena jugularis interna ein 24 G-
Katheter platziert. Nach 2 h hyper- oder normokapnischer Beatmung (siehe Abb. 1)
und Blutgasanalysen (BGA) zum Beginn der Baseline sowie nach 30, 60, 90, 120 und
150 min (siehe Abb. 1) erfolgte die Exsanguination. AnschlieRend erfolgte die
Organentnahme des rechten Leberlappens sowie des Colon ascendens zur weiteren

Praparation.



Sham Normokapnie
(n=12)

_I—>| Normokapnie - pCO2 35-40mmHg |
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_L>| Hyperkapnie - pCO2 65-75mmHg |
Sham Hyperkapnie
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CASP Hyperkapnie
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CASP-OP Sepsis ———= | Baseline
_L>| Hyperkapnie - pCO2 65-75mmHg |
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48h 2,5h
£=0 | t=80min | \_gomin [ t=90min | t=120min | ' %30 min
BGA Beginn BGA BGA BGA BGA
Narkose | Hyperkapnie Organentnahme

Abb. 1: Versuchsablauf tierexperimenteller Teil

Randomisierte Zuordnung in die entsprechende Versuchsgruppe (n=12) und anschlieRende Sham-
oder CASP-OP. 48h postoperativ Start der Baseline sowie 2h Beatmung unter Normo- oder
Hyperkapnie. AnschlieRend erfolgte Exsanguination und Organentnahme.

4.3 Organpraparation

Leber- und Colongewebe wurden nach der Entnahme unverziglich in eine 4°C
messende Isolationspufferlosung (siehe 9.4.1, Isolationspuffer) Uberfuhrt.
Anschlielend wurden 1,1 - 1,2 g Leber abgewogen, mechanisch zerkleinert und im
Verhaltnis 1:10 erneut in einem Isolationspuffer gelagert. Das Colonpraparat wurde
nach Entfernen grober Kotstlicke im Ganzen abgewogen und anschlieRend in einer
mit Isolationspuffer und auf Eis liegenden Petrischale prapariert. Dabei wurde erst ein
Langsschnitt durchgefuhrt und anschlielend die Schleimhaut mit einer feuchten
Kompresse gesaubert. Um die Zellverbande zu lockern, wurde das Enzym Trypsin auf
das gesauberte Praparat gegeben und funf Minuten inkubiert. Im Verhaltnis 1:4
wurden das Colonpraparat anschlieBend wieder in einen mit 20 mg/ml Albumin
erganzten Isolationspuffer Gberfuhrt und der Proteaseninhibitor Complete (Verhaltnis
1:100) hinzugefugt. Im Anschluss wurde das praparierte Colon ebenfalls mechanisch
zerkleinert. Das zur Messung der Mitochondrienfunktion nétige Homogenat beider
Organe konnte mittels Homogenisator bei 2000 revolutions per minute (rpm)

gewonnen werden.
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4.4 Proteinbestimmung

Unter weiterhin kontinuierlicher Lagerung auf Eis wurde nun zur quantitativen
Bestimmung der Proteinkonzentration im gewonnenen Homogenat die Methode von
Lowry®® genutzt. Als Proteinstandard wurde 1 mg/ml bovine serum albumin (BSA)

verwendet. Die Standardreihe wurde in folgender Verdunnung pipettiert.

Standard BSA-Konzentration (mg/ml)
1 0

2 0,0625

3 0,125

4 0,25

5 0,5

6 0,75

7 1

Tabelle 2: Standardreihe nach Lowry
Verdunnungsreihe zur Bestimmung der Proteinkonzentration in Homogenaten von Leber und Colon.
Proteinstandard BSA = bovine serum albumin; mg/dl = Milligram/Deziliter.

Anschlieend wurden sowohl 100 ul der Standardeichreihe mit BSA als auch
Organproben in 500 pl der Lésung 1 (siehe 9.4.3, Losung 1) pipettiert. Alle Ansatze
wurden nun 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im nachsten Schritt wurde 50
Ml Losung 2 (siehe 9.4.3, Losung 2) in alle Proben hinzugefugt und anschlieend
weitere 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss erfolgte die
Doppelbestimmung der Proben auf einer 96-Well-Platte und die Messung der
Extinktion bei 750 nm.

4.5 Atmungskette

Die Atmungskette ist in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert und besteht aus
den Komplexen I-IV und der ATP-Synthase. Sie ist als letzter Teil des oxidativen
Stoffwechsels verantwortlich fur die Herstellung von ATP. Dazu werden die Elektronen
der Reduktionsaquivalente unter anderem aus dem Zitratzyklus und aus anderen
katabolen Stoffwechselwegen Uber mehrere Redoxsysteme (Komplexe [-1V)

weitergeleitet, bis sie im Komplex IV auf Sauerstoff Ubertragen werden und dabei H20
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entsteht. Durch die einzelnen Elektronentbergange bildet sich ein elektrochemischer
Gradient, der Protonen in den Intermembranraum der Mitochondrien beférdert. Dieser
Gradient treibt die ebenfalls in der inneren Mitochondrienmembran lokalisierte ATP-
Synthase (Komplex V) an. Die ATP-Synthase baut den Protonengradienten wieder ab,
indem diese aus dem Intermembranraum wieder zurlick in die Matrix des
Mitochondriums flieRen und dabei aus ADP und anorganischem Phosphat ATP

entsteht.

4.6 Respirometrie

Vor der eigentlichen Messung erfolgte die Kalibrierung des Respirometers mittels
Aqua dest. (Positivkontrolle mit Referenzwerten von 500-700 pA) und in Aqua dest.
geldostem Sodiumsulfid (Negativkontrolle mit Referenzwerten <50 pA). Um die
Leistungsfahigkeit der Atmungskette zu bestimmen, wurden nun die
Gewebehomogenate der Leber und des Colons bei 30°C im Respirationspuffer (siehe
9.4.2, Respirationspuffer), nach Bestimmung des Proteinanteils und somit
Quantifizierung der Mitochondrienzahl mit einer Clark-Elektrode (MT200 und S1782,
Strathkelvin Instruments Limited, North Lanarkshire, Scottland), untersucht. Der
Proteinanteil wurde flr das Colon auf 6 mg/ml und flr die Leber auf 4 mg/ml Protein
empirisch festgelegt. Aus dem Proteinanteil beider Organe wurde ein Quotient
gebildet, der nach Umrechnung in pl das Verhaltnis von Puffer zur Probe fur die
Respirometrie festlegte. Die bestimmte Menge Gewebehomogenat wurde mit
Respirationspuffer auf insgesamt 600 ul aufgefillt. AnschlieRend wurden 550 ul in die
Messkammer des Respirometers pipettiert. Nach einer Minute konnten die Substrate
Glutamat/Malat (2,5 mM, Mischverhaltnis 1:1) oder Succinat (10 mM fur Leber, 5mM
fur Colon) hinzugefligt werden. Nach einer weiteren Minute wurde ADP (250 uM flr
Leber, 125 uM fiur Colon) hinzugefiigt und die maximale Geschwindigkeit der
Atmungskettenaktivitat simuliert. Nach Erreichen einer Plateauphase wurde die
Messung beendet. Neben der Geschwindigkeit des Sauerstoffverbrauches bei Zugabe
der Substrate Glutamat/Malat oder Succinat (State 2) und der Geschwindigkeit des
Sauerstoffverbrauches bei Zugabe von ADP (State 3) wurde auch die Geschwindigkeit
des Sauerstoffverbrauches nach Verbrauch des ADP gemessen (State 4). Die Menge
an Oz, die beim Umwandeln von ADP in ATP verbraucht wird, wurde als AO bestimmt.
Um die Kopplung von Atmungskettenaktivitdt und oxidativer Phosphorylierung
darzustellen, wurde der Quotient aus State 3 und State 2 gebildet und als RCI
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berechnet. Die Effizienz der oxydativen Phosphorylierung wurde durch den ADP/O-
Quotienten dargestellt. Dieser wurde aus der Menge an hinzugefugtem ADP und dem
O2-Verbrauch (AO) gebildet.

+ Gewebehomogenate
+ Succinat oder GlutamatMalat

ate 2 + ADP

ADP verbraucht

8
'$""9_', 0, verbraucht

o

9
(%3]
(=1}

Zeit [min]

Abb. 2: Versuchsablauf Respirometrie

Sauerstoffkonzentration in Gewebehomogenaten im zeitlichen Verlauf. State 2 = Basisgeschwindigkeit
der oxidativen Phosphorylierung nach Zugabe von Substrat fir Komplex | (Glutatmat/Malat) und
Komplex Il (Succinat); State 3 = Geschwindigkeit des Sauerstoffverbrauchs nach Zugabe von ADP;
State 4 = beginnt mit Verbrauch von ADP und endet mit dem Verbrauch vom verbliebenen Oz. nM =
Nanomolar; min = Minuten, Oz = Sauerstoff; AO = Menge an verbrauchtem Sauerstoff; ADP =
Adenosindiphosphat. Schema nach Simonnet et al. modifiziert.5¢

4.7 Malondialdehyd-Assay

MDA als Biomarker fur oxidativen Stress und Abbauprodukt mehrfach ungesattigter
Fettsauren wurde mit Hilfe eines MDA-Assays bestimmt. Zur Messung der MDA-
Konzentration in nmol MDA/mg Protein wurden 50 mg Colon- oder Lebergewebe in
500 pl 1,15% KCL-Lésung homogenisiert. Das Homogenat (250 ul) sowie 1,5 ml 1%ige
Phosphorsaure und 500 ul 0,6%ige 2-Thiobarbitursdure (TBA) wurden anschlie3end
zusammen 45 min bei 95°C inkubiert und auf Eis wieder abgekuhlt. Nach Hinzufligen
von 2000 pl n-Butanol und Zentrifugieren bei 2500 rcf flr 15 min bei 4°C konnte der
Uberstand bei 535 nm und 520 nm als Referenzwellenlange photometrisch bestimmt
werden. Die MDA-Konzentration wurde zur Proteinkonzentration normiert (bestimmt

nach Lowry et al.®®) und anschlieRend in nmol MDA / mg Protein angegeben.
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4.8 Organschadigungsparameter

Nach der Zentrifugation (4 °C, 4000 rcf, 10 min) von Blutproben, die mit der
Exsanguination aller Tiere entnommen wurden, konnte das gewonnene Plasma in
EDTA-Rohrchen bei — 80 °C gelagert werden. Das Zentralinstitut fur Klinische Chemie
und Laboratoriumsdiagnostik des Universitatsklinikums Dusseldorf bestimmte
anschlieBend die Schadigungsparameter Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT)
und Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) fur die Leber sowie fur die Nierenfunktion
Kreatinin und Harnstoff. Au3erdem wurde die Aktivitat der Lactatdehydrogenase (LDH)
gemessen. Als systemischer EntzUndungsparameter wurden zusatzlich die

Leukozytenzahl aus dem Vollblut bestimmt.

4.9 Statistik

Die Statistik wurde mit GraphPad Prism 6.0 erstellt. Als statistische Methode diente
der t-Test. Die Ergebnisse sind als MWSD dargestellt. Das Signifikanzniveau wurde

bei p<0,05 festgelegt.

14



5 Ergebnisse

5.1 Septic rat severity score

Die Sepsisinduktion fuhrte zu einem signifikanten Anstieg des SRSS im Vergleich zu
den Sham-Tieren sowohl unter normo- als auch hyperkapnischer Beatmung (Sham
Normokapnie 0,66 + 0,77 vs. CASP Normokapnie 3,83 * 1,89*; Sham Hyperkapnie 1
1+ 1,04 vs. CASP Hyperkapnie 4 £ 2,41%).

SRSS
%
81 I ]
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5 1 | —_
)
w4 L
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Abb. 3: Septic rat severity score (SRSS)
Klinischer Score bei Sham oder CASP-Tieren unter Normo- und Hyperkapnie. n=12; MW+SD. *vs.
Sham (t-Test), *p<0,05.

5.2 Laborchemische Marker

In der laborchemischen Bestimmung der Organschadigungsparameter fiel die GPT
(U/1) bei CASP-Tieren unter hyperkapnischer Beatmung signifikant vs. Sham-Tieren
ab (Sham Hyperkapnie 38 + 10,06 vs. CASP Hyperkapnie 25 + 8,87*). Unter
Normokapnie konnte dieser Effekt nicht nachgewiesen werden (Sham Normokapnie
33 £ 8,14 vs. CASP Normokapnie 29 + 12,67). Kreatinin, Harnstoff, GOT und LDH
zeigten weder bei Sham- noch bei CASP-Tieren signifikante Veranderungen,
unabhangig vom Beatmungsmodus. (siehe Tabelle 3).
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Gruppe (n=12) Kreatinin Harnstoff GOT [u/ GPT [U/]] LDH [U/1]
[mg/dl] [mg/di]

Sham NK 0,3+0,08 37,08+5,05 60,75+19,79 33+8,14 152+ 87,94

CASP NK 0,3+0,08 33,67+8,76 72,67+3490 29+12,67 166 +59,52

Sham HK 0,3+0,08 36,08+7,46 59,17+19,12 38+10,06 135+ 39,01

CASP HK 0,3+0,09 31,83+7,76 5508+12,36 25+8,87* 131+61,40

Tabelle 3: Organschadigungsparameter

Konzentration von Kreatinin, Harnstoff, GOT = Glutamat-Oxalacetat-Transaminase, GPT = Glutamat-
Pyruvat-Transaminase und LDH = Laktatdehydrogenase im Blut. Alle Werte sind als Mittelwerte + SD
dargestellt; n =12, *p<0,05 vs. Sham-HK (t-Test).

Bei Normokapnie fiel die Leukozytenzahl (103/ ul) der CASP-Tiere im Vergleich zu
Sham-Tieren signifikant ab (Sham-NK: 6,20 £ 1,46, CASP-NK: 4,18 + 1,61%). Eine
hyperkapnische Beatmung fiihrte zu keinen Veranderungen der Leukozytenzahl
zwischen den Sham- und CASP-Tieren (siehe Abb. 4).

WBC [103/ul]

& ¢

& &

e.‘?‘?' Y Y

Abb. 4: White blood cells (WBC)
Leukozytenzahl (10%/ul) bei Sham- oder CASP-Tieren unter Normo- und Hyperkapnie. n=12; MW+SD.
* vs. Sham Normokapnie (t-Test), *p<0,05.

5.3 Arterielle Blutgasanalysen

Der pH der Gruppen Sham HK und CASP HK fiel bereits am ersten Messpunkt 30
Minuten nach der Baseline auf 7,14 ab und bewegte sich bis zum letzten Messpunkt
nach 120 7,09 bis 7,10. Der

Kohlendioxidpartialdruck (pCOz2) der normokapnisch beatmeten Tiere bewegte sich im
16
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angestrebten Zielkorridor von 35-40 mmHg. Die hyperkapnisch beatmeten Tiere
erreichten die Zielwerte von 65-75 mmHg ebenfalls, sodass eine kontinuierliche
Hyperkapnie sichergestellt werden konnte. Der arterielle Sauerstoffpartialdruck (paOz2)
aller Versuchsgruppen erreichte im Untersuchungszeitraum Mittelwerte zwischen 125

mmHg und 153 mmHg.

pH

Gruppe (n=12) Baseline 30min 60min 90min 120min
Sham NK 7,410,04 7,38+0,06 7,3310,05 7,3310,05 7,3210,05
CASP NK 7,4110,06 7,3840,06 7,36+0,07 7,3310,07 7,3310,07
Sham HK 7,41+0,07 7,14+0,04 7,28+0,57 7,0910,04 7,0910,04
CASP HK 7,41+0,07 7,14+0,05 7,12+0,05 7,1110,06 7,10£0,05

pCO;[mmHg]

Gruppe (n=12) Baseline 30min 60min 90min 120min
Sham NK 30+3,8 29,8+4.,6 31,9131 32,0+3,7 31,4+4.8
CASP NK 31,1£3,3 32,415,9 32,7+4,2 33,614,1 34,2+2,8
Sham HK 32,816,5 64,9418,0 63,917,5 71,516,4 72,417,6
CASP HK 31,0+2,8 65,5+10,4 67,88,3 69,4+7,0 68,815,4

pa02[mmHg]

Gruppe (n=12) Baseline 30min 60min 90min 120min
Sham NK 152,6120,6 136,6+13,1 131,61£13,3 131,2¢11,0 130,249,5
CASP NK 152,216,1 143,416,7 137,417,5 128,7+10,4 125,7£13,2
Sham HK 147,518,6 146,317,2 138,5+12,2 136,5+15,2 134,1£12,4
CASP HK 153,749,9 148,7+9,9 143,7+11,0 138,7+16,4 133,9+13,9

Tabelle 4: Arterielle Blutgasanalysen
Alle Werte sind als Mittelwerte £ SD dargestellt. n=12. mmHG = Millimeter-Quecksilbersaule; pCO2 =
Kohlendioxidpartialdruck; paO2 = arterieller Sauerstoffpartialdruck.

5.4 Mitochondrienfunktion in der Leber

Der RCI fur Komplex | zeigt sich sowohl unter normo- und hyperkapnischer Beatmung
als auch bei Sham- und CASP-Tieren unverandert (sieche Abb. 5A). Hyperkapnie
erhoht den RCI fur Komplex Il bei CASP-Tieren sowohl gegentber normokapnisch
beatmeten CASP-Tieren (CASP Hyperkapnie 8,06 + 0,86* vs CASP Normokapnie
7,31 £ 0,85) als auch gegenuber hyperkapnisch beatmeten Sham-Tieren (CASP
Hyperkapnie 8,06 + 0,86* vs Sham Hyperkapnie 7,22 + 0,65) (siehe Abb. 5B). Unter
Normokapnie steigt der ADP/O Quotient fliir Komplex | bei CASP-Tieren signifikant im
Vergleich zu Sham-Tieren an (CASP Normokapnie 2,91 % 0,27 vs Sham

Normokapnie 2,63 £ 0,25) (siehe Abb. 5C). Der ADP/O Quotient fur Komplex Il weist
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keine signifikanten Veranderungen auf, weder unter normo- und hyperkapnischer
Beatmung noch bei Sham- und CASP-Tieren (siehe Abb. 5D).

A Leber, Komplex | B Leber, Komplex I
151 10 r PR

RCI
RCI
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Abb. 5: Respirometrie der Leber

Stimulation der Komplexe | und Il der Atmungskette. Respiratory control index (RCI) fur die Komplexe
I (A) und Il (B) der Gruppen Sham Normokapnie (NK), CASP Normokapnie (NK), Sham Hyperkapnie
(HK) und CASP Hyperkapnie (HK). ADP/O-Quotient fiir Komplex | (C) und Il (D) der Gruppen Sham
Normokapnie (NK), CASP Normokapnie (NK), Sham Hyperkapnie (HK) und CASP Hyperkapnie (HK).
n=12, t-Test, *p<0,05, MW+SD.

5.5 Mitochondrienfunktion im Colon

Der RCI zeigte sich bei Sham- und CASP-Tieren fur beide Komplexe und unter normo-
und hyperkapnischer Beatmung unverandert (siehe Abb. 6A und B). Hyperkapnie
vermindert den ADP/O-Quotienten bei Sham-Tieren fur Komplex | (Sham
Normokapnie 1,7 £ 0,51 vs Sham Hyperkapnie 1,20 + 0,46*) (siehe Abb. 6C) und
Komplex Il (Sham Normokapnie 1,28 £ 0,46 vs Sham Hyperkapnie 0,9 + 0,24%) (siehe

Abb. 6D), ohne diesen unter septischen Bedingungen zu verandern.
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Abb. 6: Respirometrie des Colons

Stimulation der Komplexe | und Il der Atmungskette. Respiratory control index (RCI) fur die Komplexe
I (A) und Il (B) der Gruppen: Sham Normokapnie (NK), CASP Normokapnie (NK), Sham Hyperkapnie
(HK) und CASP Hyperkapnie (HK). ADP/O-Quotient fur die Komplexe | (C) und Il (D) der Gruppen:
Sham Normokapnoe (NK), CASP Normokapnie (NK), Sham Hyperkapnie (HK), CASP Hyperkapnie
(HK); n=12, t-Test, *p<0,05, MW+SD.

5.6 Malondialdehyd-Assay in Leber und Colon

Die Malondialdehydkonzentration als Indikator des oxidativen Stresses ergab keine
signifikanten Ergebnisse in Leber und Colon (siehe Abb. 7 und Abb. 8). Es zeigte sich
weder ein Einfluss durch die Operation (CASP vs. Sham) noch durch die Beatmung

(Hyperkapnie vs. Normokapnie).
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Abb. 7: Malondialdehykonzentration in der Leber
Malondialdehydkonzentration in nmol/mg Protein der Leber der Gruppen Sham und CASP unter
Normokapnie (NK) und Hyperkapnie (HK). n=12, MWSD.
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Abb. 8: Malondialdehydkonzentration im Colon
Malondialdehydkonzentration in nmol/mg Protein im Colon der Gruppen Sham und CASP unter
Normokapnie (NK) und Hyperkapnie (HK). n=12, MW+SD.
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6 Diskussion

Die zu Beginn formulierten Fragestellungen kénnen wie folgt beantwortet werden:

1. Eine moderate Hyperkapnie vermindert ausschlieBlich nach einer sterilen
Laparotomie die Effizienz der oxydativen Phosphorylierung von
Colonmitochondrien. Sowohl in Lebermitochondrien als auch unter septischen
Bedingungen blieb diese unverandert. Daruber hinaus verbessert eine
moderate Hyperkapnie nur unter septischen Bedingungen die Kopplung von
Atmungskettenaktivitat und ATP-Synthese (RCI) der Lebermitochondrien.

2. Die ROS-Produktion in Leber und Colon wird durch die moderate Hyperkapnie
im untersuchten Zeitraum von 120 min weder nach einer sterilen Laparotomie
noch nach einer CASP-Operation statistisch signifikant beeinflusst.

3. Uber den Effekt einer moderaten Hyperkapnie auf  die
Organschadigungsparameter der Leber und der Niere unter septischen
Bedingungen kann in dieser Studie keine Aussage getroffen werden, da diese
durch die moderate Sepsis nicht beeinflusst waren. Hyperkapnie jedoch
signalisiert moglicherweise einen antiinflammatorischen Effekt, der sich durch

Unterdrickung der sepsis-bedingten Leukopenie zeigt.

6.1 Methodendiskussion

Die moglichst praxisnahe Simulation einer generalisierten und moderaten Sepsis bildet
die Grundlage der vorliegenden Arbeit. Kontinuierlicher Austritt von Faeces aus dem
Darmlumen kann in dem hier eingesetzten CASP-Modell verlasslich und
reproduzierbar zu einer diffusen Peritonitis mit systemischer Sepsis fiihren.5”:%8 Dabei
kann die Schwere der Sepsis durch das Lumen des verwendeten Stents unmittelbar
beeinflusst werden.® Im klinischen Alltag ist dieses Bild auch von insuffizienten
Anastomosen nach Darmoperationen bekannt.5° Alternative Sepsismodelle wie Cecal
ligation and puncture (CLP), bei dem das Colon etwa 15 mm proximal des Coecalpols
ligiert und anschlieRend mit einer Venenverweilkanuile punktiert wird, fUhren zu einem
lokalen Abszess, dessen systemische Infektionszeichen geringer sind.%8" Beim LPS-
Modell wird Lipopolysaccharid als Baustein der aulieren Zellwand gram-negativer
Bakterien i.v. oder intraabdominell appliziert.?? Dieses Modell scheint weniger
geeignet, die humane Sepsis nachzustellen, da diese haufig polymikrobieller Ursache

ist.93 Zudem folgt auf die Endotoxamie beim LPS-Modell ein friiher und ausgepragter
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Anstieg der inflammatorischen Zytokine, jedoch von kurzerer Dauer als beim
Menschen.%* Die Tiere der Sham-Kontrollgruppen wurden ebenfalls dem Stress einer
Laparotomie und Narkose ausgesetzt, welche die Mitochondrienfunktion variabel
beeinflussen knnen.40:41

Wie bereits erwahnt, war die eingangs formulierte Annahme, dass eine moderate
Hyperkapnie im Rahmen einer abdominellen Sepsis die mikrozirkulatorische
Oxygenierung (MHbOz2) des Colons verbessert.5! Eine Steigerung des uHbO:2 konnte
etwa durch einen reduzierten mitochondrialen O2-Verbrauch erklart werden. Die
Methode der Wahl zur Bestimmung der Mitochondrienaktivitat war die Respirometrie,
die in diversen Vorarbeiten der Arbeitsgruppe bereits etabliert wurde. Hierbei wurden
Gewebehomogenate genutzt, die eine vergleichbare Mitochondrienqualitat schaffen
wie aufwendig isolierte Mitochondrien und zudem Folgen des Isolationsprozesses wie
Beschadigung oder Verlust von Mitochondrien vermeiden.®>6¢ Um den Einfluss von
Messfehlern zu reduzieren, wurden alle Messungen mittels Respirometrie dreimal
wiederholt, wobei in die Datenauswertung der Mittelwert einfliet. Da eine auf 30°C
temperierte Messkammer nicht der physiologischen Korperkerntemperatur des
Menschen entspricht, sind unmittelbare Riuckschlisse auf die Mitochondrienaktivitat
des Menschen maoglichweise nur bedingt anwendbar. Die durchgeflihrten Messungen
konnen nicht ganzheitlich die Aktivitat der Mitochondrien abbilden, bieten jedoch
Zugriff auf Daten bestimmter Teilvorgange und waren somit geeignet die eingangs

gestellten Fragen zu untersuchen.

6.2 Ergebnisdiskussion

6.2.1 Diskussion der Effekte auf den SRSS

Alle Tiere nach CASP-Operation zeigten einen Anstieg des SRSS verglichen mit den
entsprechenden Sham-Gruppen. Eine Aussage uber den Effekt der Hyperkapnie auf
den SRSS kann nicht getroffen werden, da zu dem Zeitpunkt der Erhebung des SRSS-
Status noch keine Beatmung stattgefunden hat. Von klinischen Geschichtspunkten her
gab es keine Unterschiede zwischen den in die Normo- bzw. Hyperkapnie-Gruppen
randomisierten Tieren. Die moglichst detaillierte Beurteilung des klinischen Zustands
der Tiere beruht vor allem auf dem Abfragen von multiplen Kriterien, die sowohl das
Verhalten und das Erscheinungsbild als auch vitale Parameter, wie zum Beispiel die
Atemfrequenz oder ein exspiratorisches Atemgerausch, erfassen. Die Starke des

SRSS beruht vor allem darauf, in kurzer Zeit und reproduzierbar zu erfassen, ob ein
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Tier noch den Kriterien der Versuchsreihe genugt oder ausgeschlossen werden muss.
Schwer erkrankte Tiere wurden bei einem SRSS > 12 mittels Pentobarbital (120 mg/kg
i.p.) euthanasiert. Von 52 Tieren wurden drei Tiere auf diesem Weg aus dem Versuch
ausgeschlossen, ein Tier verstarb innerhalb von 48 h nach der CASP-Operation. Die
Krankheitsentwicklung konnte somit bei 48 Tieren erfolgreich dokumentiert werden.
Der SRSS wurde bereits in vorausgegangenen Studien der Arbeitsgruppe eingesetzt
und Uber mehrere Versuchsreihen etabliert.334! Als Schwachpunkt ist neben einem
nicht verblindeten Untersucher eine gewisse Subijektivitat in der Beurteilung einzelner

Kriterien zu nennen.

6.2.2 Diskussion der Effekte auf Labormarker und Blutgasanalysen

Die Referenzbereiche der bestimmten Organschadigungsparameter orientieren sich
an einem Datensatz mannlicher Wistarratten der Universitat Disseldorf aus dem Jahr
2005.%7 Eine Nierenschadigung konnte nicht nachgewiesen werden, die Messwerte
von Kreatinin und Harnstoff aller Gruppen bewegten sich in den Referenzbereichen.
Eine klinisch relevante Leberschadigung ergab sich ebenfalls nicht. Der statistisch
signifikante Unterschied bei GPT zwischen der CASP-Gruppe und der SHAM-Gruppe
hyperkapnisch beatmeter Tiere (CASP-HK 25 + 8,87 U/L; Referenz: 35 £ 10 U/l) hat
keine weitere klinische Relevanz, da alle Werte nicht Gber dem Normalwert liegen.

Die Messwerte von GOT und LDH waren unter Normo- und Hyperkapnie weder bei
septischen noch der Kontrollgruppe pathologisch verandert. Es lasst sich somit sagen,
dass die moderate Sepsis durch die CASP-OP 48 h nach Sepsisinduktion anhand der
verwendeten Marker zu keinem relevanten Organschaden fuhrt. Dies deckt sich mit
einer Vorstudie der Arbeitsgruppe.3® Eine moderate Hyperkapnie moduliert diesen
Zustand ebenfalls nicht. Die Leukozytenzahl im Blut der septischen, normokapnisch
beatmeten Tiere fiel im Mittel mit 4,2 x 103 / pl unter die Untergrenze des
Referenzbereiches von 4,7 — 9,4 x 103 / ul.88 Zusatzlich zeigte sich ein signifikanter
Abfall gegenuber den Sham-Tieren unter Normokapnie (Sham-NK: 6,20 + 1,46, CASP-
NK: 4,18 £ 1,61%). Diese Effekte waren bei hyperkapnisch beatmeten Tieren nicht zu
beobachten. Leukozytose oder Leukopenie waren Kriterien zur Diagnosestellung des
SIRS vor Etablierung der neuen Sepsis-3 Leitlinie. Eine retrospektive Kohortenstudie
von septischen Intensivpatienten aus dem Jahr 2021 zeigt, die Leukopenie war mit 4,2
% im Vergleich zur Leukozytose (51,2 %) eher selten, jedoch mit einer erhdhten
Mortalitat verknlpft.%® Antiinflammatorische Effekte in septischen Modellen unter dem

Einfluss einer Hyperkapnie sind vorbeschrieben und sind vor allem in der frihen
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Phase, bis zu 6 h, zu beobachten. Ein prospektiv randomisierter Tierversuch unter
Anwendung des CLP-Modells konnte 3 h nach der Operation und hyperkapnischer
Ventilation Uber 3 h einen signifikanten Abfall neutrophiler Granulozyten im gewonnen
Material nach bronchoalveolarer Lavage (BAL) der Lunge beobachten, wahrend 96 h
nach Sepsisinduktion kein inflammatorischer Effekt nachweisbar war.” John G. Laffey
et al. zeigten einen signifikanten Abfall neutrophiler Granulozyten nach BAL in der
Folge intratrachealer Instillation von LPS und anschliel3iender Hyperkapnie tUber einen
Zeitraum von 6 h.”" Die Vergleichbarkeit zwischen den oben genannten Studien und
unserer Versuchsreihe ist zwar im Hinblick auf die Dauer der kontrollierten
Hyperkapnie (2 h) gegeben, aber angesichts des Studiendesigns unterscheiden sich
die Versuchsprotokolle signifikant. Wahrend die beiden zuvor genannten Studien
Probenmaterial aus der Lunge untersuchen, werden in den vorliegenden Daten
Blutproben analysiert. Die direkte Vergleichbarkeit wird zusatzlich durch jeweils
unterschiedliche Sepsismodelle beeinflusst. Zusammenfassend ist also die
Unterbindung der sepsis-bedingten Leukopenie als moéglicher antiinflammatorischer
Effekt der moderaten Hyperkapnie zu diskutieren.

Das Protokoll zur volumenkontrollierten Beatmung der Versuchstiere und die externe
Zufuhrung von CO2 waren gut geeignet, um eine rasche und Uber den Messzeitraum
stabile moderate Hyperkapnie einzuleiten. Eine Anpassung der Beatmungsparameter
oder des zugefuhrten Gasgemisches erfolgte nicht und war auch nicht vorgesehen,
um die Vergleichbarkeit der Versuchsbedingungen sicherzustellen. Insgesamt sind
120 min Hyperkapnie Ubertragen auf ein klinisches Setting ein eher kurzer Zeitraum,
sodass eine prolongierte Hyperkapnie moglicherweise weiteren Einfluss haben kann.
Uber den Effekt einer Hyperkapnie auf die Organschadigungsparameter kann man in
unserer Studie keine Aussage treffen, da diese durch das milde Sepsis-Modell nicht

beeinflusst waren.

6.2.3 Diskussion der Effekte auf die Mitochondrienfunktion der Leber

Der RCI stieg bei moderater Hyperkapnie und CASP-Operation nach Stimulation der
Atmungskette Uber Komplex Il sowohl gegenuber den Tieren der normokapnisch
beatmeten CASP-Gruppe also auch der Sham-Gruppe unter Hyperkapnie signifikant
an. Ein hoher RCI entspricht einem hohen Mall an Kopplung der
Atmungskettenaktivitdt. Je niedriger der RCI, desto wahrscheinlicher ist eine
Entkopplung von Atmungskette und oxidativer Phosphorylierung, beispielhaft durch
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ein Protonenleck der inneren Mitochondrienmembran. Unabhangig vom Einfluss der
Hyperkapnie sind Daten zur Funktion von Lebermitochondrien in der Sepsis
widerspruchlich und sie zeigen eine verbesserte, verschlechterte oder eine
unveranderte mitochondriale Funktion. Herminghaus et al. zeigten im CASP-Modell
zeitabhangige Veranderungen der Mitochondrienfunktion mit einem postoperativen
Anstieg von RCI und ADP/O-Quotient 24 h und 48 h nach CASP-OP sowie eine
Normalisierung nach 96 h.#! In der hier vorliegenden Studie konnten wir ebenfalls
einen erhohten ADP/O-Quotienten nachweisen. Der RCI zeigte sich ebenfalls
tendenziell leicht erhoht. Bereits einige Jahre zuvor hatten Kozlov et al. unter
Anwendung des LPS-Modells einen Anstieg der Mitochondrienfunktion in der Leber 16
h nach LPS-Injektion nachgewiesen.?” Der gesteigerten Aktivitdt der Mitochondrien
kann der Zustand des Hypermetabolismus wahrend der Sepsis zugrunde liegen,
welcher sich primar in einem erhdhten Energieverbrauch, im Speziellen aber auch
einem erhohten Protein- und Fettsdurenstoffwechsel auRert’2. Whelan et al. konnten
8h nach Sepsisindunktion mittels CLP-Modell einen ebenfalls gesteigerten Protein-
und Fettsaurenstoffwechsel nachweisen.” Denkbar ist also eine kompensatorisch
gesteigerte Mitochondrienaktivitat in der frGthen Phase der Sepsis, um den
Energiebedarf der Zelle weiter zu decken. Eine weitere Studie von Llesuy et al. ergab
keine Veranderung der Mitochondrienaktivitat im CLP-Modell nach 6h und 24 h.7#
Einen verminderten mitochondrialen Sauerstoffverbrauch von Hepatozyten im CLP-
Modell konnten sowohl Kantrow et al. 7> nach 16 h als auch Eyenga et al.>® nach 24 h
belegen. Zusatzlich demonstrierten Eyenga et al. in ihrer Studie eine verminderte ATP-
Synthese sowie eine Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung 36 h nach CLP-
OP. Daten zur Rolle der Mitochondrien unter dem Einfluss einer temporaren
moderaten Hyperkapnie im septischen Setting sind rar und trotzdem widerspruchlich.
So fuhrte eine erhdhte CO2-Konzentration in humanen Zellkulturen durch vermehrte
Aktivitat der mircoRNA-183 und verminderter Expression von IDH2
(Isozitratdehydrogenase 2) im Citratzyklus zu mitochondrialer Dysfunktion in Form der
verminderten ATP-Synthese und verminderten Sauerstoffverbrauchs.’® Daten einer
Studie im Tierversuch an Mitochondrien der linken Herzkammer mit Hyperkapnie tber
einen Zeitraum von 20 min zeigen dagegen einen positiven Effekt auf das
mitochondriale Membranpotential, mitochondriale Biogenese, morphologische
Schadigung der mitochondrialen Membranen und ATP-Produktion gegenuber der
Gruppe der normokapnisch beatmeten Tiere.”” Das mitochondriale Membranpotential

ist entscheidend fir den Prozess der oxidativen Phosphorylierung und der ATP-
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Synthese, weshalb ein Einbruch des Membranpotentials die oxidative
Phosphorylierung und ATP-Synthese hemmt.”® Das aus der verminderten ATP-
Synthese entstehende Energiedefizit und die unzureichende Verfigbarkeit von ATP
aktivieren zusatzlich Signalwege, die letztendlich die Apoptose induzieren.”® Unsere
Ergebnisse weisen ebenfalls auf einen positiven Effekt der Hyperkapnie auf die
Kopplung der Atmungskette mit der ATP-Produktion unter septischen Bedingungen
hin. Welche Mechanismen genau sich dahinter verbergen und warum der positive
Effekt der Hyperkapnie lediglich unter septischen Bedingungen nachweisbar war,
muss noch weiter untersucht werden. Denkbar ware eine Hypothese, dass der Effekt
der Hyperkapnie sowie der stimulierende Effekt der Sepsis auf den RCI-Wert kumulativ
zu der Steigerung des RCI-Werts geflihrt haben, wahrend beide Faktoren allein zwar
zu einer Steigerung des RCI gefuihrt haben, aber die statistische Signifikanz nicht
erreichten.

Das Verhaltnis von zugefihrter Menge ADP zum verbrauchten Sauerstoff durch die
ATP-Synthase (Komplex V) ergibt bei Zunahme des ADP/O-Quotient eine gesteigerte
Effizienz, also niedrigere Energie oder weniger Sauerstoff pro Molekul ATP, das
entsteht. Der Anstieg des ADP/O-Quotienten der septischen gegenuber den Sham-
operierten Tieren fur Komplex | der Atmungskette unter Normokapnie in unserer Studie
deckt sich mit Daten einer Vorstudie der Arbeitsgruppe, die ebenfalls Messungen nach
48 h vorgenommen hat.*' Geller et al. konnten dagegen im septischen Rattenmodel
nach intraperitonealer Injektion von E. coli Endotoxin nach 18 h keine Veranderungen
des ADO/O-Quotienten der Leber aufzeigen.®% Unter Hyperkapnie ergaben sich weder
bei CASP- noch Sham-Versuchstieren in unserer Studie Veranderungen des ADP/O-
Quotienten, was nahelegt, dass eine moderate Hyperkapnie diesen Effekt der
gesteigerten Effizienz mdglicherweise moduliert. Auch hier ist die Datenlage
unubersichtlich. Hillered et al. konnten im Tierversuch mit Wistar-Ratten Mitochondrien
des Hirns isolieren und sowohl konstante als auch verminderte ADP/O-Quotienten
unter Hyperkapnie dokumentieren.8’ Chi et al. konnten eine erhéhten ATP-Gehalt in
cardialen Mitochondrien nachweisen.”” Ein direkter Vergleich ist hier durch
unterschiedliche Organsysteme und einen anderen Versuchsaufbau jedoch schwierig.
Zu beachten ist ein teils unterschiedliches Studiendesign mit Messungen zu variablen
Zeitpunkten, einer anderen Methode der Sepsisinduktion oder die Verwendung
isolierter Mitochondrien anstatt von Gewebehomogenaten.
Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass eine moderate Hyperkapnie einen

positiven Effekt auf die Kopplung der Atmungskette mit der ATP-Synthese in den
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hepatischen Mitochondrien unter septischen Bedingungen zeigt, ohne die Effizienz der
oxydativen Phosphorylierung zu beeinflussen. Diese Effekte waren nicht nach steriler
Laparotomie nachweisbar, was vermuten lasst, dass sich bei den beobachteten

Ergebnissen um die kumulative Wirkung der Sepsis und der Hyperkapnie handelt.

6.2.4 Diskussion der Effekte auf die Mitochondrienfunktion des
Colons

Unsere Studie zeigt fur die Komplexe | und Il der Atmungskette in intestinalen
Mitochondrien einen verminderten ADP/O-Quotienten nach einer sterilen Laparotomie
fur moderat hyperkapnisch beatmete Versuchstiere gegeniber den Tieren unter
Normokapnie. Unter septischen Bedingungen war dieser Effekt nicht nachweisbar. Die
Mitochondrienfunktion im Colon im septischen CASP-Modell unter Normokapnie bleibt
bis zu 96 h nach Sepsisinduktion unveréandert. 38 Der negative Effekt der Hyperkapnie
auf die Effizienz der oxidativen Phosphorylierung kénnte mit der Expression des
Hypoxie-induzierten Faktors-1a (HIF) zusammenhangen. Der Darm ist bereits im
physiologischen Zustand an wechselnde Sauerstoffkonzentrationen adaptiert.
Wahrend der Sauerstoffpartialdruck der Raumluft 21 % von 760 mmHg auf
Meeresniveau betragt, misst er in der Tunica muscularis 42 mmHg und in der Tunica
submucosa des Colons nur 5 - 10 mmHg.82 Um einer verminderten Verfligbarkeit von
Sauerstoff zu entgegnen, kann mit Hilfe von HIF zum einen das Sauerstoffangebot
erhoht, aber auch der Sauerstoffverbrauch reduziert werden.® Die Expression von HIF
hat zudem eine protektive Wirkung zur Aufrechterhaltung der wichtigen
Barrierefunktion der Darmwand.8

In einer tierexperimentellen Studie konnte bereits gezeigt werden, dass eine
sechsstindige Hyperkapnie Uber Suppression der HIF-1a Expression direkt das
Sauerstoffangebot und den Sauerstoffverbrauch modulieren kann.®5 Ein vermehrter
Sauerstoffverbrauch durch Unterdriickung von HIF-1a kdnnte den Abfall des ADP/O-
Quotienten der Versuchsgruppe Sham-HK gegeniber Sham-NK erklaren und
moglicherweise Hinweis fur den fehlenden Einfluss der Hyperkapnie auf die Effizienz
der oxidativen Phosphorylierung unter septischen Bedingungen in unserer Studie
liefern. Sepsis oder septischer Schock steigert zudem die HIF-1a Expression.8 Der
hemmende Effekt der Hyperkapnie kann hier entgegenwirken und den maoglichen
Effekt der Sepsis auf die intestinalen Mitochondrien verdecken. Allerdings widerspricht

diese Hypothese den Ergebnissen aus der vergangenen Studie, die zeigte, dass
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Sepsis keinen Effekt auf die intestinale Mitochondrien hat.#' Eine mogliche Erklarung
daflir kdnnte die niedrige metabolische Aktivitat des Darms sein.®”

Am wahrscheinlichsten erscheint, dass die Wirkung der moderaten Hyperkapnie auf
die mitochondriale Funktion multifaktoriell ist. Um diese Aussage zu prufen sind jedoch
weitere Daten noétig. Direkte Vergleichsstudien, die eine moderate Hyperkapnie in
Mitochondrien des Colons im septischen und nicht septischen Tiermodell untersuchen,

liegen nicht vor.

6.2.5 Diskussion der Effekte auf die reaktiven Sauerstoffspezies

Der Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies erfolgte Uber die Messung der MDA-
Konzentration in Homogenaten von Leber und Colon 48 h nach Sepsisinduktion. Die
Versuchsreihe ergab keine Signifikanz in allen vier untersuchten Gruppen. Diese
Ergebnisse decken sich mit einer Vorstudie der Arbeitsgruppe in der unterschiedliche
septische Schweregrade im CASP-Modell nach 24 h in Lebermitochondrien ohne
signifikante Veranderung der ROS-Produktion blieben.38 Im Gegenteil dazu konnte im
zeitlichen Verlauf einer weiteren Vorstudie nach einem signifikanten Anstieg der ROS-
Produktion in der Leber nach 24 h - sowohl nach steriler Laparotomie als auch bei
septischen Tieren - ein Abfall nach 96 h nachgewiesen werden.*! Taylor et al. zeigen
nach CLP in der frihen Phase bis 24 h nach Induktion der abdominellen Sepsis den
organspezifischen Anstieg der ROS-Produktion in der Leber.88 Es gibt aber ebenfalls
Hinweise, dass beschadigte Lebermitochondrien im Rahmen der mitochondrialen
Dysfunktion der Autophagie zugefihrt werden und somit weiterer Schaden durch
gesteigerte ROS-Produktion verhindert wird.8° Dieser Mechanismus greift womaglich
schon im Anfangsstadium der Sepsis und verstarkt sich im zeitlichen Verlauf, was zu
einer frhzeitigen Autophagie beschadigter Mitochondrien und zu keinem oder keinem
weiteren Anstieg der ROS fuhren wirde. In Mitochondrien des Colons tritt offenbar ein
verzogerter Anstieg der ROS-Produktion in Korrelation mit der Expression von TNF-a
auf, wobei es noch weitere Einflussfaktoren geben muss.*"%0 Unser Messzeitpunkt
nach 48 h ist womdglich zu frih, um den beschriebenen Anstieg nach 96 h zu
erfassen.#’ Die wenigen vorliegenden Daten, insbesondere zum Einfluss einer
Hyperkapnie, machen einen Blick auf andere Organsysteme erneut lohnenswert.
Moderate Hyperkapnie fuhrte bei nicht septischen Tieren in Hirngewebe zu einem
Anstieg der ROS-Produktion.®’ Eine gesteigerte ROS-Produktion zeigten auch

Kardiomyozyten gesunder Tiere unter dem Einfluss einer Hyperkapnie.”” Im
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septischen LPS-Modell bei Uber 180 min hyperkapnisch beatmeten
Chinchillakaninchen  ergab  sich  kein  spezifischer  Anstieg  reaktiver
Sauerstoffspezies.®? Die ROS-Produktion unserer Versuchsreihe zeigt zwar keine
signifikanten Veranderungen, generell wird diese jedoch sowohl zeitlich als auch
abhangig vom Organsystem und dem Krankheitsverlauf moduliert, wobei eine

moderate Hyperkapnie kein relevanter Einflussfaktor zu sein scheint.
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7 Ausblick

Die Tatsache, dass uber 80 % der Patienten im septischen Schock auf eine invasive
Beatmung angewiesen sind, zeigt, wie wichtig weitere Erkenntnisse Uber die
Anwendung lungenprotektiver Beatmungsstrategien mit konsekutiver, permissiver
Hyperkapnie sind.®® Unklar ist bislang auch die Rolle der Mitochondrien wahrend der
Sepsis und einer temporaren Hyperkapnie. Mitochondrien des Colons zeigten in dieser
Studie nur unter sterilen Bedingungen im Rahmen einer Hyperkapnie eine verminderte
Effizienz. Mitochondrien der stoffwechselaktiveren Leber scheinen in der Frihphase
der Sepsis durch eine Hyperkapnie die Kopplung von Atmungskettenaktivitat und ATP-
Synthese zu verbessern. Die Wirkung einer moderaten Hyperkapnie auf die
mitochondriale Funktion scheint also organspezifisch zu sein.

Ein limitierender Faktor dieser vorklinischen Studie ist sicherlich die
Untersuchungszeit. Die prolongierte Hyperkapnie ware ein Ansatz weiterer Studien,
um das Potential fir die klinische Anwendbarkeit zu prifen, da diese in der Regel den
Zeitraum der vorliegenden Daten deutlich Uberschreiten. Auch der beschriebene
antiinflammatorische Effekt der Hyperkapnie in der Sepsis kann Ansatzpunkt weiterer
Forschung sein. Auch wenn Ergebnisse tierexperimenteller Versuche nicht direkt auf
die Menschen Ubertragbar sind, kénnen sie eine Grundlage bilden, anwendbare
Therapiekonzepte fur Patienten mit abdomineller Sepsis zu erarbeiten, um zukulnftig

das Outcome zu verbessern.
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9 Anhang

9.1 Materialien und Gerate tierexperimenteller Versuch

Atemgas

Aufzeichnung

Linde AG, Leuna, Deutschland

Powerlab, AD Instruments, Castle Hill, Australien

Hamodynamik und Respiration

Beatmungsgerat

Blutgasanalysator

Buprenorphin s.c.

Kompressen

Lochtuch

Nahtmaterial

Pentobarbital

Ringer-Infusionslésung

Sevofluran

Thermometer

Tubus

Venenverweilkanule

Warmematte

Inspira Advanced Safety Ventilator, Havard Apparatus,
Holliston, USA
ABL 715, Radiometer, Kopenhagen, Danemark

Temgesic®, Reckitt Benckiser, Mannheim, Deutschland

ES-Kompressen, Paul Hartmann AG, Heidenheim,
Deutschland

Foliodrape® Lochtuch selbstklebend, Paul Hartmann AG,
Heidenheim, Deutschland

EH7403, 6-0 Ethikon Prolene®, Ehtikon Inc., Somerville,
USA

VCP304H, 4-0 Ethicon Vicryl Plus®, Johnson & Johnson
GmbH, Neuss, Deutschland

Narcoren® Pentobarbital-Natrium, Merial GmbH,
Halbergmoos, Deutschland

Zulassungsnummer: 6737462.00.01, B. Braun Melsungen
AG, Melsungen, Deutschland

Sevorane®, Abbot GmbH & Co. KG, Wiesbaden,
Deutschland

GTH 1160, Greisinger Electronic GmbH, Regenstauf,
Deutschland

Braunule® MT G16, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Braunule® MT G14, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Julabo 6, Julabo Labortechnik KmbH, Seelbach,

Deutschland
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9.2 Materialien und Gerate laborexperimenteller Versuch

Bad-Umwalzthermostat

Eismaschine

Falcons

Hamatologiegerat

Kuhlschrank

Magnetruhrer

Mikrotestplatte

pH-Meter

Pipetten

Plattenlesegerat

Reagenzglasschuttler

Reaktionsgefale

Repirometer Software

Respirometer

Rihrwerk

Trockenschrank

ED-5, JULABO GmbH, Seelbach, Deutschland

RF 0244, MANITOWOC ICE INC., Manitowoc, Wisconsin,
USA

Falcon™ 15 ml und 50 ml, SARSTEDT AG & Co. KG,
Numbrecht, Deutschland

scil Vet abc, scil animal care company GmbH, Viernheim,
Deutschland

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

IKAMAG RET Janke & Kunkel GmbH u. Co KG, Staufen,
Deutschland

Mikrotestplatte 96 Well, SARSTEDT AG und Co. KG,
Numbrecht, Deutschland

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

Pipette Pasteur 7 ml, VWR International, Darmstadt,
Deutschland

Pipettensatz Eppendorf Research® 100 pl bis 5000 pl,
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Synergy 2 mit Software Gen5 Version 1.1, BioTek U.S,
Winooski, USA

Reax Top, SuboLab GmbH Fein- und Industriechemie,
Pfinztal-Séllingen, Deutschland

Safe-Lock Tubes, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml, Eppendorf,
Hamburg, Deutschland

782 System Version 4.4, Strathkelvin Instruments Limited,
North Lanarkshire, Scottland

MT200 und SI782, Strathkelvin Instruments Limited, North
Lanarkshire, Scottland

IKA® EUROSTAR 20 digital, IKA®-Werke GmbH &
Co.KG, Staufen, Deutschland

UT 6060, Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland
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Vortexgerat Vortex Genie Touch Mixer 1, Scientific Industries, New

York, USA
Waage LA230S, Sartorius, Géttingen, Deutschland
Zentrifugen Eppendorf Zentrifuge 5810 R, Eppendorf, Hamburg,

Deutschland
Eppendorf Zentrifuge 5417 R, Eppendorf, Hamburg,

Deutschland

9.3 Chemikalien und Reagenzien laborexperimenteller Teil

9.3.1 Substrate Respirometrie:

Adenosindiphosphat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen b. Minchen,

Deutschland

Glutamat Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz
Malat SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland
Succinat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen bei Minchen,

Deutschland

9.3.2 Weitere Reagenzien:

2-Thiobarbitursaure Merck, Darmstadt, Deutschland

Aqua dest. Merck, Darmstadt, Deutschland

BSA (fatty acid free) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen b. Minchen,
Deutschland

BSA PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

cOmplete™ Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

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

Fllssiger Stickstoff Linde, Duisburg, Deutschland

Folin Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA

Kaliumchlorid Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

Kaliumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt, Deutschland
Kalium-Natrium-Tartrat  Merck, Darmstadt, Deutschland

Kaliumhydroxid Carl Roth & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Mannitol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
3-MOPS Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA
N-Butanol Merck, Darmstadt, Deutschland
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Natriumcarbonat Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

Natriumhydroxid Merck, Darmstadt, Deutschland

Phosphorsaure 85% AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Saccharose Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Sodium sulfite Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA
Tetrasodiumpyrophosphat Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA
Trypsin-ETDA Life Technologies Corporation, Grand Island NY, USA

9.4 Puffer und Losungen

9.4.1 Isolationspuffer

BSA 0,1%ig
EGTA 1 mM
Kaliumhydrogenphosphat 5mM
Mannitol 200 mM
3-MOPS 5 mM
Saccharose 50 mM
pH 7,15

9.4.2 Respirationspuffer

BSA 0,1%ig
EGTA 2,5mM
Kaliumhydrogenphosphat 5 mM
KCL 130 mM
3-MOPS 20 mM
Tetrasodiumpyrophosphat 1 uM
pH 7,4

9.4.3 Proteinbestimmung nach Lowry

Lowry Reagenz A

Natriumcarbonat 10g
Natriumhydroxid 0,1 M 500 ml
Lowry Reagenz B

Kalium-Natrium-Tartrat 2g in 100ml Aqua dest. gelost

40



Lowry Reagenz C
Kupfer(ll)-sulfat-Pentahydrat 1g in 100ml Aqua dest. gelost

Losung 1

10ml Lowry Reagenz A, 100ul Lowry Reagenz B, 100ul Lowry Reagenz C

Losung 2
Folin 5ml
Aqua dest. 5ml

9.4.4 MDA-Konzentrationsbestimmung

1,15% KCL-L6sung 0,575g in 50 ml Aqua dest.
1% Phosphorsaure 0,5 ml 85% Phosphorsaure in 42 ml Aqua dest.
0,6% 2-Thiobarbitursaure 0,3g TBA in 50ml Aqua dest.
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9.5 Untersuchungsbogen Septic rat severity score

Anlage 2
Untersuchungsbogen
Expenment:
Stentdurchmesser: G
Ratte-Nr: OP Datum: Uhrzeit:
Khinische Untersuchung:
Untersuchung Untesuchungserpebnis Beurteilung Kirper- | Erschei | Klinik Spontan- | Provoz.
pewicht | -nung vethalten | Verhalten
Kirpergewicht L. priiop. Gewicht (pGi B Mp<§ =0P
2 Momentanwert (mW) B AM=<15=2P
L A=%damWyompG A% A = =31P AR,
A== 0P
Erscheiming | normale Erscheinung, Fell anliegend, sauber peputet | =0 F
2. pennges Pllegedefizit, Fell pestrinbt =P
A zunchmendes Pllegedef, Riinder an Auge/Anus —=2p
4. deutliches Pflegedef, Augen verklebt, Einstreu | — 3 p
haftet am Anus
S pontanverhalten 1. Ratte {R) erkundet Kifig, aktiv =0
2 R sitet auf einer Stelle, Ganzkdmerbewegung | =1 P
vorhanden
A buckelige Haltung, schwankender Gang —1p T
4. immobil, Seitenlage — P
Provozieres L. R flicht bei Kiifi go fmung, starker Muskeltors =0F
Verhalten 2R flicht erst bei Anniberung der Hand =1F
AR flicht erst bei Berithrung = p =
4. Fluchtreflex edoschen —=3p
Atemfrequenz 1. priop. Wert (pW) Jmin Mi<l) =0P
2. Momentamvert (mW) /min Ma=N=> 1P
La=YdamWyompW A% A== 2P =
Ma=H=3P
Exspiratorisches Mein =0P
Atemgeriiusch Ja =1 P _
Abdomen- 1. kein Drickschmerz bei AP, weiches Abdomen =0P
palpation (AF) 2. peringe Reaktion auf AP, weiches Abdomen =P
3. dentliche Schmerzzeichen auf AP, abd. Resistenz =3P ———
4. dentl. Schmerzzeichen anf AP, hartes Abdomen —1p
Kotheschaffenhett | 1. viel normaler Kot im Kiifig, koten wiihrend der | =0 p
Untesuchung
2 viel Kot im Kifig, Kot blutig, dimnflissig oder | — | p
schleimig —_
Aowenig Kot im Kiifi g, unabh. von Beschaffenheit =3P
4. kein Kot im Kiifi g (seit leteter Untersuchung) —3p
Auswertung:
Pmo kategorie | Erklirung: bewertet wird jeweils nur einmal die maximal emeichte Punktezahl pro
erreichte Kategorie. Ist in wenigstens awel Kategonen die maximal erreichbare Punktzahl von
Punktzahl 3 Punkten erreicht, wenden alle 3-Punkte Werte auf4 Punkie aufiewertet

Insgesamt erreichte Punktzahl (Addition der einzelnen Kategorien):

Unterschrift des Untersuchers:
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