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Zusammenfassung

Die Sepsis ist aufgrund der hohen Morbiditit und Mortalitit weiterhin eine der gefiirchtetsten
Krankheitsbilder der Medizin. Ursdchlich fiir die Pathogenese der Sepsis werden eine
Verianderung der Mikrozirkulation in den verschiedenen Organsystemen, eine Dysbalance der
pro- und antiinflammatorischen Zytokine und eine Beeintrichtigung der mitochondrialen
Funktion angesehen. Fibrate scheinen in experimentellen Studien die mitochondriale Funktion
verschiedener Zellen zu beeinflussen. Welchen Einfluss Fibrate auf die mitochondriale
Funktion gastrointestinaler Zellen wihrend einer Sepsis haben, wurde bislang nicht erforscht.
Aufgrund dessen wurde in dieser Studie die Auswirkung des Fibrats ,,Gemfibrozil* auf die

mitochondriale Funktion im Colon im septischen Rattenmodell getestet.

Hierzu wurden nach Genehmigung der Tierschutzbehdrde 144 Wistar-Ratten in 12
Versuchsgruppe 4 12 Versuchstiere randomisiert. Die Versuchstiere erhielten entweder eine
sterile Laparotomie (Sham) oder eine ,,colon ascendens stent peritonis*“ (CASP)-Operation in
An- und Abwesenheit von Gemfibrozil (2x intraperitoneal) in zwei Dosierungen (30 mg/kg
KG oder 100 mg/kg KG) oder des PPARa Antagonisten GW6471. Alle Versuchstiere wurden
24h nach der initialen Operation euthanasiert und das Colon operativ entfernt, gereinigt und
homogenisiert. Mittels Respirometer wurde die Sauerstoffkonzentration innerhalb des
Colonhomogenats nach Stimulation der Komplexe I und II der mitochondrialen Atmungskette
gemessen. Zur Beurteilung der mitochondrialen Funktion wurden aus den gemessenen Daten
die zwei Quotienten ,respiratory control ratio“ (RCR) (state 3/state 2) und ADP/O-Ratio
(hinzugefligte Menge ADP/verbrauchter Sauerstoff) berechnet. Die Quotienten wurden
innerhalb der nicht-septischen und der septischen Versuchsgruppe statistisch verglichen.
Ferner wurde mittels des Thiobarbitursdure-Tests die Menge an Malondialdehyd gemessen,

um den oxidativen Stress innerhalb der Colonzellen zu bestimmen.

Zusammenfassend lieBen sich sowohl in der nicht-septischen als auch in der septischen
Versuchsgruppe keine Unterschiede beziiglich der mitochondrialen Funktion und des
oxidativen Stresses nach Vorbehandlung mit Gemfibrozil nachweisen. Potenzielle
Erklarungsansitze hierfiir konnten im Vergleich zu den Ergebnissen anderer Studien der
gewihlte Zeitpunkt der Medikamentenapplikation, eine unterschiedliche
Medikamentenkonzentration am Zielorgan oder eine moglicherweise schwache Expression an
PPARa innerhalb der Colonzellen der Ratte darstellen. Besonders letztere These wirft neue

Fragestellungen auf und konnte Gegenstand zukiinftiger Studien sein.



Abstract

Sepsis remains one of the most dreaded diseases due to its high morbidity and mortality rates.
Changes in microcirculation in various organ systems, an imbalance of pro- and anti-
inflammatory cytokines and an impairment of mitochondrial function are considered
causative factors in the pathogenesis of sepsis. Former studies suggest that fibrates may
influence the mitochondrial function of various cells. The impact of fibrates on the
mitochondrial function of gastrointestinal cells during sepsis has not been explored yet.
Therefore, this study aimed to investigate the effect of the fibrate ‘gemfibrozil® on the

mitochondrial function in the colon using a septic rat model.

After the approval from the animal ethics comittee, 144 Wistar rats were randomized into 12
groups, each consisting of 12 animals. The animals underwent either a sterile laparotomy
(sham) or a colon ascendens stent peritonitis (CASP) operation in the presence or abscence of
gemfibrozil (applied twice intraperitoneally) at two different doses (30 mg/kg body weight or
100 mg/kg body weight) or the PPARa antagonist GW6471. Twenty-four hours after the
initial operation all animals were euthanized. The colon was surgically removed, cleaned and
homogenized. The oxygen concentration within the colon homogenate was measured using a
respirometer after the stimulation of complexes I and II of the mitochondrial respiratory
chain. From the measured data the respiratory control ratio (RCR) (state 3/state 2) and ADP/O
ratio (added amount of ADP/consumed oxygen) were calculated to evaluate the mitochondrial
function. These ratios were statistically compared within the non-septic and septic groups.
Additionally, the amount of malondialdehyde was measured using the thiobarbituric acid

assay to determine oxidative stress within the colonic cells.

In summary, no differences in mitochondrial function or oxidative stress were observed after
pretreatment with gemfibrozil in both the non-septic and septic groups. Compared to the
results of other studies potential explanations for our results could be the timing of medication
administration, a different concentration of the medication at the target organ, or a possibly
weak expression of PPARa within colon cells of rats. The latter theory in particular raises

new questions and could be the subject of future studies.



Abkiirzungsverzeichnis:
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1 Einleitung

1.1  Definition der Sepsis

Die Sepsis wird definiert als lebensbedrohliches Organversagen, verursacht durch eine
dysregulierte Immunantwort des Wirts auf eine Infektion'. Um die Sepsis klinisch zu
erkennen, wird hierfiir aktuell der Sequential Organ Failure Assessment (SOFA)-Score (s.
Tabelle 1) verwendet, um verschiedene Organsysteme auf ihre Funktion zu bewerten. Wird
im zeitlichen Verlauf der Hospitalisation eines Patienten ein Anstieg von liber zwei Punkten

im SOFA-Score festgestellt, ist eine Sepsis sehr wahrscheinlich'.

Tabelle 1: SOFA-Score

Parameter 1 2 3 4
Pa0,/FiO,, mmHg <400 <300 <200 <100
Thrombozyten, 103 /uL <150 <100 <50 <20
Billirubin, mg/dL 1.2-1.9 2.0-5.9 6.0-11.9 >12
Mittlerer arterieller Druck (MAP), <70 Wenig Bedarf Mittlerer Hoher Bedarf
mmHg bzw. Katecholaminbedarf Bedarf

Glasgow Coma Scale 13-14 10-12 6-9 <6
Kreatinin, mg/dL 1.2-1.9 2.0-3.4 3.5-4.9 >5.0
Urinausscheidung, mL/d <500 <200

Der SOFA-Score kann auch verwendet werden, um die Prognose eines septischen Patienten
einzuschéitzen. So korreliert eine hohere Punktzahl im SOFA-Score mit einer erhohten 28-

Tage Mortalitit?.

Um eine Sepsis akut und nicht im Verlauf zu identifizieren, kann der quickSOFA (qSOFA)-
Score verwendet werden, der nur drei Kriterien beinhaltet: Eine erhohte Atemfrequenz
(>22/min), ein verdndertes Bewusstsein (GCS<15) und ein erniedrigter systolischer Blutdruck
(<100 mmHg). Sind zwei dieser drei Kriterien erfiillt, ist mit einer schlechteren Prognose zu

rechnen'.



Eine gesonderte Untergruppe der Sepsis stellt der septische Schock dar. Dieser wird definiert
als Status des akuten Kreislaufzusammenbruchs. Patienten mit septischen Schock kénnen
klinisch durch zwei Kriterien identifiziert werden: Durch einen Bedarf an Vasopressoren, um
einen mittleren arteriellen Druck (MAP) von iiber 65 mmHg aufrechtzuerhalten, und einen
Laktatspiegel von iiber 2 mmol/l trotz addquater Volumensubstitution. Diese Kombination ist

mit einer sehr hohen Mortalitit verbunden'.

1.2 Bedeutung der Sepsis

Die Sepsis ist einer der gefiirchtetsten Erkrankungen und stellt die Medizin weltweit aufgrund
der hohen Mortalitdtsrate vor groBe Herausforderungen. Trotz intensiver Forschung und guter
medizinischer Versorgung liegt die Mortalitit einer Sepsis in Deutschland zwischen 24-44%3.
So sind in Deutschland im Jahr 2015 etwa 150.000 Menschen an einer Sepsis verstorben®.
Weltweit wird die Todeszahl einer Sepsis auf etwa 5,3 Millionen Menschen pro Jahr
geschiitzt>. Zudem steigt die Inzidenz jihrlich weiterhin an. So wurde in Deutschland ein

Anstieg der Inzidenz von 5,7% zwischen 2007 und 2013 festgestellt’.

Neben diesen dramatischen medizinischen Zahlen ist die Sepsis auch eine 6konomische
Belastung. So wurden die Kosten fiir die Versorgung der Patienten mit einer Sepsis im Jahr
2013 in Deutschland auf 7,7 Milliarden Euro geschiitzt®. In den USA verursachte die Sepsis
im Jahr 2013 mit 23,7 Milliarden US-Dollar die hochsten Behandlungskosten aller
Krankhausbehandlungen®. Auch die Weltgesundheitsorganisation (WHO) deklariert die

Sepsis als globales Gesundheitsproblem’.

1.3  Pathogenese der Sepsis

Bei einer Sepsis veriindern sich die Funktionen verschiedener Organsysteme des Korpers®.
Die Ursachen dieser Verdnderung sind sehr komplex. Eine zentrale Rolle in der Pathogenese
einer Sepsis spielt die dysregulierte Reaktion des Immunsystems auf eine Infektion,
verursacht durch verschiedene Pathogene wie Bakterien, Pilze, Viren oder Parasiten®. Bei
einer Infektion wird zundchst das infizierte Gewebe von Makrophagen durchsetzt, die
proinflammatorische Zytokine produzieren, um das angeborene Immunsystem zu aktivieren.

Durch das angeborene Immunsystem wird die Expression weiterer zur Inflammation



zugehoriger Gene verstdrkt. Dadurch werden iiber komplexe Signalwege unter anderem

weitere pro-/ als auch antiinflammatorische Zytokine ausgeschiittet®.

Wiihrend einer Sepsis ist die Ausschiittung dieser Zytokine erhoht®®. In der Literatur wird
dies als cytokine storm (,,Zytokinsturm®) bezeichnet®!'°, wobei sich dieser Begriff einer

th

genauen Definition entzieht!®. Dieser Zytokinsturm kann Signalwege beeinflussen®® und

verschiedene Organe schiadigen, was unter anderem zu einem akuten Leber-, Lungen- und

Nierenversagen fiihren kann®

. Auch die Mortalitdt einer Sepsis konnte mit diesem
Zytokinsturm in Zusammenhang stehen. So korrelierte eine erhohte Ausschiittung der
proinflammatorischen Zytokine Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-1 beta (IL-1B) wihrend
einer Sepsis mit einem schlechteren Outcome der Patienten!®. Zusitzlich wird vermutet, dass
auch tiiberlebende Patienten nach einer Sepsis beeintrachtigt sind. So mutmallit man, dass
sowohl das angeborene als auch das erworbene Immunsystem der Uberlebenden nach der

{iberstandenen Infektion heruntergefahren wird®!!, um wieder eine Homdstase zu erreichen'!.

Dies konnte sie anfilliger fiir sekundire Infektion machen®!!.

Der genaue Pathomechanismus einer Sepsis ist jedoch noch nicht vollstindig verstanden. Es

konnten auch andere Ursachen, die im Folgenden erldutert werden, eine Rolle spielen.

1.4  Mikrozirkulation wihrend einer Sepsis

Wihrend einer Sepsis herrscht eine Stérung in der Mikrozirkulation. So werden manche
Kapillaren minderdurchblutet, wiihrend andere einen erhohten Blutfluss aufweisen!?. Kommt
es z.B. zum septischen Schock, wird der Blutfluss so umverteilt, dass lebenswichtige Organe
wie Gehirn und Herz mehr durchblutet werden als andere Organe wie z.B. der Intestinaltrakt,
die Niere oder die Leber!®. Diese Umverteilung kann minderdurchblutete Organe erheblich
schaden und scheint dramatische Auswirkungen fiir den Patienten zu haben. So wird
vermutet, dass starke und persistierende Verdnderungen in der Mikrozirkulation mit der
Entwicklung eines multiplen Organversagens und mit niedrigeren Uberlebensraten assoziiert

sind!'+1°,



1.5 Die Rolle des Mitochondriums wihrend einer Sepsis

Mitochondrien sind die wichtigsten Mikroorganellen in Bezug auf Energieproduktion,
Proteinsynthese und Katabolismus in einer Zelle®. Sie verbrauchen mehr als 90% des
vorhandenen Sauerstoffs, um mittels der oxidativen Phosphorylierung Adenosintriphosphat
(ATP) zu produzieren. Bei diesem Prozess entstehen reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie
Superoxid (Oy"), Wasserstoffperoxid (H,02) und Hydroxyl-Radikal (HO")!”. Diese werden fiir
verschiedene Signalwege und der Aufrechterhaltung des vaskuliren Tonus benétigt'®. Unter
physiologischen Bedingungen koénnen sowohl antioxidierende Enzyme wie z.B.
Glutathionperoxidase, Superoxiddismutase und Katalase als auch antioxidierende Substanzen
wie z.B. Ascorbinsdure, Glutathion und a-Tocopherol die ROS beseitigen. So entsteht ein
Gleichgewicht zwischen ROS und Antioxidantien!”. Wihrend einer Sepsis wird das
Gleichgewicht zugunsten der ROS verschoben und es entsteht oxidativer Stress fiir die
Zelle®'®1° Diese erhohte Anzahl an ROS kénnen mit Proteinen, Lipiden und DNA
reagieren'’, die Komponenten der Zelle schidigen und zum Zelltod fiihren®®. Das konnte
einen Einfluss auf das Uberleben des Patienten haben. Santos et al.*' zeigten, dass bei einer
Sepsis iiberlebende Patienten im Vergleich zu verstorbenen Patienten nach sieben Tagen

einen niedrigeren ROS-Spiegel aufweisen.

Zusdtzlich zur erhohten ROS-Produktion wird wéhrend einer Sepsis die oxidative
Phosphorylierung des Mitochondriums beeintrachtigt. So wurden erniedrigte Werte von ATP

22.23 als auch in

— dem Endprodukt der oxidativen Phosphorylierung — sowohl in Muskelzellen
Lymphozyten®* septischer Patienten nachgewiesen. Auch verschiedenste septische
Tiermodelle zeigten erniedrigte ATP-Spiegel bei septischen Tieren®>2’. Es ist allerdings nicht
klar, ob die reduzierte ATP-Produktion nur negative Effekte fiir die Zelle hat. Latta et al.*®
konnten zeigen, dass Hepatozyten bei einer deutlichen Reduktion des ATP-Gehalts (auf 20%)
im Vergleich zu Hepatozyten mit normalem ATP-Gehalt eine Verbesserung der
mitochondrialen Funktion sowie weniger DNA-Fragmentierungen und Apoptosemarker nach
Gabe von TNFa aufwiesen. Deshalb konnten niedrigere Mengen an ATP einen eher

protektiven als schidlichen Charakter haben®. Die Rolle des ATP wihrend einer Sepsis wird

weiterhin kontrovers diskutiert.

Neben diesen Studien, die eine verringerte mitochondriale Funktion wihrend einer Sepsis

22,23,30-32 33-36

zeigten , zeigten wiederum andere Berichte sowohl eine gesteigerte als auch eine



unverinderte mitochondriale Funktion®’*. Die Ursachen fiir die hohe Variabilitiit beziiglich
der Ergebnisse konnte auf verschiedene Faktoren zuriickzufiihren sein, wie die Herkunft der
entnommenen Mitochondrien, der gewéhlte Messzeitpunkt nach Sepsiseintritt und der
unterschiedliche Schweregrad der induzierten Sepsis*’. So zeigten Mittal et al.*®, dass nach
einem septischen Schock — ausgeldst durch eine akute Pankreatitis — Gewebeproben aus
Pankreas, Lunge und Jejunum nach 6 h eine mitochondriale Dysfunktion aufwiesen,
wohingegen die mitochondriale Funktion in Herz-/ Nieren-/ Leber-/ und Duodenumproben
unverindert blieb. In einer weiteren Studie von Trumbeckaite et al.*' wurde gezeigt, dass nach
einem septischen Schock die mitochondriale Funktion des Pankreas nach 6 h, der Niere nach
24 h und der Lunge nach 48 h verringert war, wobei auch hier die mitochondriale Funktion
der Leber nicht beeinflusst war. Unsere Arbeitsgruppe hat sich in einer vergangenen Studie
mit den Verdnderungen der mitochondrialen Funktion in Leber- und Colonzellen im Verlauf
einer Sepsis innerhalb von 96 h beschiftigt. Hepatozyten wiesen in der Initialphase (bis 48 h)
eine gesteigerte mitochondriale Funktion auf und normalisierten sich im weiteren Zeitverlauf
(bis 96 h). Colonzellen wiesen keine Verdinderung im zeitlichen Verlauf auf*’. Unsere
Arbeitsgruppe zeigte weiterhin, dass der Schweregrad einer Sepsis die mitochondriale
Funktion in der Leber unterschiedlich beeinflusst. Gemessen an der respiratory control ratio
(RCR) — ein Marker, um die Kopplung zwischen Atmungskette und ATPase zu beurteilen —
konnte bei Leberzellen von Ratten mit einer moderaten Sepsis eine bessere mitochondriale
Funktion nachgewiesen werden als die der Kontrollgruppe. Hingegen zeigten Leberzellen von
schwer septischen Ratten keine signifikanten Unterschiede in der mitochondrialen Funktion
hinsichtlich der RCR im Vergleich zur Kontrollgruppe®. Nach einer Metaanalyse von 73
Studien beziiglich der mitochondrialen Funktion wéhrend einer Sepsis kommen auch Jeger et
al.** zu dem Entschluss, dass die mitochondriale Funktion wihrend einer Sepsis sehr variabel
und organspezifisch ist und sich im Verlauf einer Sepsis verdndert. Die Frage, wie sich die
mitochondriale Funktion wéhrend einer Sepsis verdndert, ist somit noch nicht abschlieBend

geklart und wird derzeit kontrovers diskutiert.

Einen weiteren wichtigen Faktor neben der mitochondrialen Funktion koénnte die
mitochondriale Biogenese wéhrend einer Sepsis darstellen. Unter mitochondrialer Biogenese
versteht man die Neubildung von Mitochondrien innerhalb der Zellen. Dies ist ein essenzieller
Prozess, um geschiddigte Mitochondrien auszutauschen und sich an einen steigenden
Energiebedarf anzupassen. Die Schliisselrolle fiir die Steigerung der mitochondrialen
Biogenese scheint das Protein peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator
I-alpha (PGC-la) zu spielen**® das iiber Transskriptionsfaktoren unter anderem die
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mitochondriale Biogenese steigert. Carré et al.*> haben gezeigt, dass Patienten, die eine
Sepsis liberlebten, im Vergleich zu Verstobenen eine erhohte mRNA-Expression fiir PGC-1a
in Muskelzellen aufwiesen. AuBlerdem wurde gezeigt, dass eine Therapie, die die
mitochondriale Biogenese steigert, z.B. durch die Gabe von Kohlenmonoxid (CO), das
Uberleben von septischen Ratten verbessert. So hatten Ratten, die CO inhalierten, eine
niedrigere Mortalitiit als unbehandelte Ratten nach Induktion einer Sepsis*’. Somit kdnnte
eine verbesserte mitochondriale Biogenese einen entscheidenden Bestandteil fiir das

Uberleben einer Sepsis darstellen.

1.6  Das Colon — die intestinale Barriere

Die Rolle des Colons wihrend einer Sepsis wird meist unterschétzt. Auch wenn das Colon
nicht die Ursache der Infektion bzw. der Sepsis ist, kann eine Sepsis eine Beschiddigung der
intestinalen Barriere und eine damit verbundene bakterielle Translokation {iber das Epithel

verursachen*®*.

So hatten Ratten, die eine pulmonale Sepsis durch eine tracheale
Pseudomonas aeruginosa-Injektion erlitten, eine erhohte intestinale Permeabilitit und in
mesenterialen Lymphknoten dieser septischen Ratten wurden vermehrt Bakterien
nachgewiesen, was fiir eine bakterielle Translokation {iber das intestinale Epithel spricht®,
Auch bei Maiusen, die eine pulmonale Sepsis erlitten, wurde eine gesteigerte intestinale
Permeabilitit, eine vermehrte Expression von IL-6 und IL-1p und ein erhohter mRNA-
Spiegel des Tight junction-Proteins Claudin-2 im Colon festgestellt. Dieses Protein wird als
»leaky protein‘ bezeichnet: Je hoher die Expression dieses Proteins, desto hoher auch die

t*. Die durch die erhohte Permeabilitit verursachte bakterielle

intestinale Permeabilitad
Translokation kann zu einem septischen Schock fiihren®’, der mit einer erhohten Mortalitit
verkniipft ist>*. Somit konnte die gestdrte Barrierefunktion und die damit resultierende
Translokation von Bakterien tlber das intestinale Epithel den Verlauf einer Sepsis
verschlimmern bzw. eine Verbesserung der intestinalen Barrierefunktion moglicherweise den

Verlauf einer Sepsis positiv beeinflussen.

1.7 Die Effekte der Fibrate

Gemfibrozil gehort zu der Klasse der Fibrate und ist derzeit in Deutschland zur Therapie einer

Hypertriglyceridimie bei nicht ausreichender Wirksamkeit von Statinen zugelassen.
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Gemfibrozil wirkt agonistisch am intrazelluldren Peroxisomen-Proliferator-aktivierenden
Rezeptor alpha (PPARa). Bei einer Aktivierung dieses Rezeptors dringt er in den Nukleus der
Zelle ein und bildet Heterodimere mit dem retinoid X receptor (RXR). Dieses Heterodimer
kann in Verbindung mit weiteren Rezeptoren als Transkriptionsfaktor die Transkription von
Proteinen beeinflussen®'. So wird unter anderem die p-Oxidation®® und die Aktivitit der

)52,53

Lipoproteinlipase (LPL gesteigert, was den lipidsenkenden Effekt des Medikaments zur

Folge hat.

Zusitzlich zur lipidsenkenden Wirkung hat der PPARa noch weitere Effekte. Eine Rolle
spielt der PPARa im Glukosemetabolismus. So erlitten PPARa-Null Méuse im Vergleich zu
Wildtyp Miusen nach einer Phase des Fastens schwere Hypoglykimien®*. Studien zeigten
auBerdem, dass durch den PPARa sowohl Gene, die in der Glukoneogenese involviert sind,

t>> als auch die Expression von Enzymen, die die Glukoneogenese fordern,

exprimier
gesteigert werden®®. Neben dem Glukose-/ wird auch der Aminosiuremetabolismus durch
den PPARa beeinflusst. Es konnte gezeigt werden, dass in Hepatozyten die mRNA-
Expression von Enzymen, die im Aminosduremetabolismus involviert sind, und die
Expression von Genen, die an der Trans-/ und Deamination von Aminoséuren und dem

Harnstoffzyklus beteiligt sind, durch den PPARo. verringert werden®’.

Durch die Aktivierung des PPARa durch Fibrate konnte zusdtzlich eine Wirkung auf die
Koagulation beobachtet werden. Nach einer Therapie mit Ciprofibrat wurde in Leberzellen
von Affen die Expression von Genen, die an der Koagulation beteiligt sind, herunterreguliert,
darunter Gene fiir die Regulation von Fibrinogen, Plasma Kallikerein B und den
Koagulationsfaktoren VII, XI, XII und XIII*®. Auch andere Arbeitsgruppen beobachteten eine
Reduktion von prothrombotischen Proteinen in menschlichen Hepatozyten nach einer

Therapie mit Fibraten>*®,

Fibrate scheinen auch einen Einfluss auf das Endothel zu haben. In atheromatdsen Kaninchen
wurde nach einer Plaqueruptur durch eine Ballondilation eine gesteigerte endotheliale
Regeneration durch die Gabe von Fenofibrat festgestellt®'. Auch die endotheliale Funktion
wurde in unterschiedlichen Tiermodellen mit Miusen®® und Kaninchen® durch die Gabe von

Fibraten verbessert.

Durch die Sepsis werden verschiedene Prozesse beeinflusst. Diese Prozesse sind unter
anderem die Ausschiittung von pro-/ und antiinflammatorischen Zytokinen, die Menge an

oxidativen Stress innerhalb einer Zelle sowie die mitochondriale Biogenese und Funktion.
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Auch auf diese Prozesse haben Fibrate spezielle Effekte. In einem Sepsismodell produzierten
Splenozyten von PPARa-null Méusen 2-3 Mal mehr der proinflammatorische Zytokine 1L-6
und IL-12 als die der Wildtyp-Miuse®. AuBerdem wurde nach Gabe von Gemfibrozil an
septischen Ratten niedrigere Werte von IL-1 und TNFa im Serum gemessen®. Auch nach
Gabe von Fenofibrat wurden niedrigere IL-6-Spiegel in glatten Muskelzellen der Aorta
septischer Méuse gemessen, wohingegen PPARa-null Méduse nach Gabe von Fenofibrat keine
Veridnderung aufwiesen®®. Dies deutet auf eine durch den PPARa vermittelte
antiinflammatorische Wirkung von Fibraten hin. Dieser Effekt konnte die Sepsis-bedingte
Dysregulation von pro-/ und antiinflammatorischen Zytokine modulieren und moglicherweise

das Outcome bei einer Sepsis verbessern.

Die Gabe von Fibraten scheint auch eine Reduktion des oxidativen Stresses zu verursachen.
Nach einer 14-tdgigen Therapie mit Fenofibrat wiesen Méiuse niedrigere Marker fiir
oxidativen Stress im Cortex als die Vergleichsgruppe auf®’. Auch der oxidative Stress im
Lungengewebe von Ratten, bei denen eine pulmonale Hypertension indiziert wurde, wurde
durch die Gabe von Fenofibrat gesenkt®®. Fenofibrat konnte auch sowohl den mitochondrialen
als auch den zellulidren oxidativen Stress in hypertrophen Myokardzellen von Ratten senken®.

Es wire moglich, dass Fibrate den oxidativen Stress auch wéhrend einer Sepsis reduzieren.

Ob Fibrate auch die mitochondriale Biogenese beeinflussen konnen, ist nicht eindeutig belegt.
Komen und Thorburn’ haben im Jahr 2014 die Ergebnisse von verschiedenen Studien, die die
mitochondriale Biogenese nach Gabe von Bezafibrat in unterschiedlichen Mausmodellen
analysiert haben, gegeniibergestellt. Wahrend einige Studien nach Gabe von Bezafibrat eine
gesteigerte mitochondriale Biogenese feststellten, konnten andere Studien dies nicht
bestitigen. Unterschiedlichen Versuchsmodelle spéterer Studien deuten hingegen auf eine
gesteigerte mitochondriale Biogenese durch die Fibrate Bezafibrat’""’> und Gemfibrozil” hin.
All diese Studien wurden unter nicht-septischen Bedingungen durchgefiihrt. Ob Fibrate die
mitochondriale Biogenese wihrend einer Sepsis steigern und ob sie das Outcome einer Sepsis

verbessern konnen, wurde bislang nicht erforscht.

Fibrate nehmen auch Einfluss auf die Funktion des Mitochondriums. Scatena et al.’*7°

zeigten, dass Bezafibrat, Clofibrat und Gemfibrozil sowohl in menschlichen Leukédmie-/
Hepatoblastom-/ wie auch Rhabdomyosarkomzellen eine Reduktion der Aktivitdt des
Komplex I der mitochondrialen Atmungskette verursacht. Auch andere Studien konnten nach
77,78

Gabe von Fibraten eine Beeintrdchtigung der mitochondrialen Funktion in Leberzellen

und Muskelzellen” von Ratten nachweisen. Unsere Arbeitsgruppe hat in einer vorherigen
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Studie die Auswirkung von Gemfibrozil auf die mitochondriale Funktion in Leber und Colon
von gesunden Ratten untersucht. Hierbei stellte unsere Arbeitsgruppe fest, dass Gemfibrozil
die mitochondriale Funktion in der Leber verschlechterte und die des Colons eher
verbesserte®®. Wie sich die mitochondriale Funktion des Colons in septischen Ratten nach der

Gabe von Gemfibrozil verdndert, wird in dieser Studie analysiert.

1.8  Fragestellungen

Unter diesen Aspekten wurden folgende Fragestellungen formuliert:

1.) Welche Wirkung hat Gemfibrozil auf die mitochondriale Funktion des Colons nach
steriler Laparotomie und im septischen Rattenmodell?

2.) Beeinflusst Gemfibrozil die Bildung von ROS im Colon unter nicht-septischen und
septischer Bedingungen bei Ratten?

3.) Wird die Wirkung von Gemfibrozil iiber den PPAR« erzielt?

2 Material und Methoden

2.1  Chemikalien, Gerite und verwendete Instrumente

Eine Liste mit allen verwendeten Chemikalien, Gerdten und Instrumenten kann im Anhang
gefunden werden. Die Zusammensetzungen von Puffern und Losungen sind dort auch

aufgelistet.

2.2  Versuchstiere

Eine Genehmigung fiir diese tierexperimentelle Versuchsreihe liegt dem Institut fiir
Anisthesiologie der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf vor (AZ: 84-02.04.2015.A398).
Hierfiir wurden 144 méinnliche Wistar-Ratten in einem Alter von ca. drei Monaten und einem

Gewicht von 350 g +/- 35 g verwendet.

Die Betreuung und Operationen der Versuchstiere wurden von der Veterindrmedizinerin Fr.
Katharina Gross und der Anésthesistin Fr. Priv.-Doz. Dr. med. Anna Herminghaus geleitet.

Die Versuchstiere wurden {iber die Zentrale Einrichtung fiir Tierforschung und
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wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf
bestellt und eine Woche vor Versuchsbeginn angeliefert. In dieser Woche hatten die

Versuchstiere freien Zugang zu Wasser und artgerechter Nahrung.

2.3 Vorbehandlung

2.3.1 Gemfibrozil

Die Vorbehandlung mit Gemfibrozil wurde in zwei verschiedenen Dosierungen durchgefiihrt.
Die Dosierung 30 mg/kg KG entspricht hierbei der iiblichen therapeutischen Dosierung zur
Behandlung einer Fettstoffwechselstorung beim Menschen. Die zweite Dosis 100 mg/kg KG

. Die Applikation des

basiert auf bereits durchgefiihrten Tierversuchen mit Ratten®
Medikaments erfolgte intraperitoneal 24 Stunden und unmittelbar vor der Colon ascendens

stent peritonitis (CASP)-/Sham Operation.

2.3.2 PPARa Antagonist

Zusitzlich zum Gemfibrozil wurden den Ratten entweder Dimethylsulfoxid (DMSO) 5% oder
der PPARa Antagonist GW6471 in einer Dosierung von 1 mg/kg KG intraperitoneal 30
Minuten vor der Gabe des Gemfibrozils gespritzt. Der PPARa Antagonist wurde verwendet,

um festzustellen, ob die Wirkung des Gemfibrozils iber den PPARa vermittelt wird.

2.3.3 Tragersubstanz DMSO

Um das Medikament Gemfibrozil und den PPARa Antagonisten GW6471 16slich und
applizierbar zu machen, wurde die Trigersubstanz DMSO gewéhlt. Gemfibrozil wurde in
DMSO 50% und GW6471 in DMSO 5% gelost. Aus diesem Grund wurden zu allen

Behandlungen entsprechende Kontrollen mit Losungsmittel durchgefiihrt.
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2.3.4 Operation

24 Stunden vor Organentnahme wurde an den Versuchstieren entweder eine Colon ascendens

stent peritonitis (CASP)-Operation oder eine Sham-Operation durchgefiihrt.

Die CASP-Operation ist eine standardisierte Operation, um eine abdominelle Sepsis zu

induzieren®!

. Unter einer kombinierten (Buprenorhin/Sevofluran)-Narkose wurde unter
sterilen Bedingungen eine Laparotomie durchgefiihrt. Es wurden zwei herkdmmliche
periphere Venenverweilkaniilen (16G) am ileocaecalen Ubergang und 2 c¢m cranial davon in
die grofle Kurvatur des Caecums implantiert. Um die Durchléssigkeit der Katheter zu priifen,
wurde ein leichter Druck auf das Caecum ausgelibt, worauf sich die Katheter mit Faeces
fiillten. AnschlieBend wurde der Darm wieder reponiert und zum Fliissigkeitsausgleich 5 ml
warme Natriumchloridlésung intraperitoneal gegeben. Zum Schluss wurde die gedffnete

Bauchdecke wieder verniht.

Die Sham-Operation wurde analog zur CASP-Operation durchfiihrt, nur hier wurde ein Stent

auf die duBlere Darmwand des Caecums aufgendht, ohne eine Perforation zu provozieren.

In den nichsten 24 Stunden erhielten die Ratten alle 8§ Stunden subcutan eine Fliissigkeits-
und Analgesiesubstitution mit 0,6 ml Natriumchloridlosung und 0,05 mgkg KG
Buprenorphin. Hierbei wurde durch ein definiertes Bewertungssystem (Septic Rat Severity
Score) das Allgemeinbefinden der Ratten anhand von bestimmten Parametern bewertet (s.
Tabelle 2 im Anhang). Beim Erreichen einer Punktzahl von 10 wurde das Tier mit 120 mg/kg
KG Phenobarbital euthanasiert.

2.4 Gruppeneinteilung

Die 144 Versuchstiere wurden in zwolf Gruppen a zwolf Tiere eingeteilt. Alle in der Tabelle

aufgelisteten Medikamente wurde intraperitoneal appliziert. (s. Tabelle 3)

Tabelle 3 Einteilung der Versuchs-/ und Kontrollgruppen

Gruppe 1  Sham + DMSO (5%) i.p. + DMSO (50%) i.p. n=12

Gruppe 2 | Sham + Gemfibrozil 100 mg/kg i.p. + DMSO (5%) i.p. n=12

Gruppe 3 Sham + Gemfibrozil 30 mg/kg i.p. + DMSO (5%) i.p. n=12
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Gruppe 4 Sham + Gemfibrozil 100 mg/kg i.p. + GW6471 1 mg/kg i.p. n=12
Gruppe 5 | Sham + Gemfibrozil 30 mg/kg i.p. + GW6471 1 mg/kg i.p. n=12
Gruppe 6 Sham + GW6471 1 mg/kg i.p. + DMSO (50%) i.p. n=12
Gruppe 7 | CASP + DMSO (5%) i.p. + DMSO (50%) i.p. n=12
Gruppe 8 CASP + Gemfibrozil 100 mg/kg i.p. + DMSO (5%) i.p. n=12
Gruppe 9 CASP + Gemfibrozil 30 mg/kg i.p. + DMSO (5%) i.p. n=12
Gruppe 10 CASP + Gemfibrozil 100 mg/kg i.p + GW6471 1 mg/kg i.p. n=12
Gruppe 11 CASP + Gemfibrozil 30 mg/kg i.p. + GW6471 1 mg/kg i.p. n=12
Gruppe 12 | CASP + GW6471 1 mg/kg i.p. + DMSO (50%) 1.p. n=12

2.5 Organentnahme

Vor der Organentnahme wurde im Rahmen einer anderen Dissertation die Mikrozirkulation
der Leber und des Colons mittels Reflektionsspektroskopie (O2C, Lea Medizintechnik
GieBen) gemessen. Unter Narkose und nach einer Relaparotomie wurde jeweils eine Sonde
auf die beiden Organe platziert und die Mikrozirkulation gemessen. Nach den Messungen
wurde die Ratte noch wiahrend der Narkose fachgerecht durch Exsanguination getdtet. Das

entnommene Blut wurde zur Bestimmung weiterer Parameter verwendet.

Den Versuchstieren wurde nach den Messungen der Mikrozirkulation distal des Caecums ein
etwa 6-7 cm langes Stiick Colons abgetrennt. Das abgetrennte Stiick wurde auf einer sterilen
Unterlage grob von Faeces befreit und in drei Teile geschnitten. Der proximale Teil wog etwa
0,1 g, wurde in einem mit fliissigem Stickstoff gefiillten Dewargefd3 zwischengelagert und im
Anschluss fiir die ATP-Messung verwendet. Der distale Teil betrug auch in etwa 0,1 g, wurde
in einer Natriumchloridlésung gespiilt und bei -80°C gelagert. Dieser Teil wurde im
Folgenden zur Messung der ROS genutzt. Der mediane Anteil wog in etwa 1,4 g +/- 0,3 g,
wurde in 10 ml eiskaltem Isolationspuffer A (s. Tabelle 14 im Anhang) asserviert und im

Anschluss fiir die Messung der mitochondrialen Funktion verwendet.
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2.6 Messung der mitochondrialen Funktion

2.6.1 Priaparation des Colongewebes

Das im Isolationspuffer A asservierte Colongewebe wurde samt Isolationspuffer in eine
Petrischale gegeben, mittels Pinzetten von Fettanhidngseln und Kot befreit und anschlieBend
abgewogen. Das Colon wurde ldngs aufgeschnitten, sodass die Mukosa des Colons
aufgedeckt liegt. Die Mukosa des Colons wurde vorsichtig mit einer Kompresse abgerieben.
Das Colon wurde mit einer Trypsinlosung (0,05% Trypsin-EDTA, gibco® by Life
Technologies) abhingig vom abgewogenen Colongewicht (V= Colongewicht (g) x 2 ml) fiinf
Minuten inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Colon in eine Losung aus eiskaltem
Isolationspuffer B (S. Tabelle 15 im Anhang) (V= Colongewicht (g) x 4 ml) und einem
Proteaseinhibitor (Complete®, Roche Life Science) (V= Colongewicht (g) x 40 ul) gelegt.
Das Colongewebe wurde mit einer Schere in etwa 1-2 mm? grofle Stiicke zerkleinert. Das
Gemisch wurde in einem von auflen mit Eis gekiihlten Zylinder gefiillt und bei 2000
Umdrehungen pro Minute (rpm) durch einen Homogenisator (Potter-Elvehjem)
homogenisiert. Das Homogenisat wurde durch eine Kompresse in ein konisches

Zentrifugenrohrchen gefiltert und eisgekiihlt.

2.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zunichst wurde eine Standardreihe mit bovinem Serumalbumin (BSA) hergestellt. Hierzu
wurde BSA mit destilliertem Wasser verdiinnt, um sieben unterschiedliche Konzentrationen
(ng/ml) herzustellen: 0, 62,5, 125, 250, 500, 750, 1000. Diese wurden in jeweils einem
Reaktionsgefa3 vorbereitet und eisgekiihlt.

Nun wurde fiir die Proteinbestimmung die anerkannte Methode nach Lowry angewandt®?.
Hierzu wurden sowohl 100 pl von der Standardreihe als auch 100 pl von dem 1:100
verdiinntem Homogenat (3 technische Replikate) mit jeweils 500 ul der Lowry-Losung 1 (s.
Tabelle 16 im Anhang) vermengt und zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Bei dieser
Reaktion bilden die in der alkalischen Lowry-Losung 1 befindlichen Kupfer(Il)-Ionen
Komplexe mit den Peptidbindungen der Proteine des Homogenats und werden zu Kupfer(I)-
Ionen reduziert. Die Anzahl der gebildeten Komplexe ist proportional zu der Menge der
Peptidbindungen des Homogenats. Nach der Inkubationszeit wurden jeweils 50 pl Lowry-

Losung 2 (s. Tabelle 16 im Anhang) hinzugefiigt und fiir weitere 30 Minuten bei
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Raumtemperatur inkubiert. Bei dieser zweiten Reaktion reagieren die durch die erste Reaktion
reduzierten Kupfer(Il)-lonen mit dem in der Lowry-Lésung 2 befindlichen Reagenz Folin
Ciocalteu zu Molybdéinblau, was zu einer intensiven Blaufarbung fiihrt. Nach der zweiten
Inkubationszeit werden jeweils 200 pl von allen Proben per Doppelbestimmung in eine 96-
Well-Platte (Mikrotestplatte 96-Well, SARSTED, Deutschland) pipettiert und die
Extinktionen mittels eines Photometers (BioTek Synergy 2, Winooski, USA) bei einer
Wellenldnge von 750 nm gemessen. Dadurch, dass die Proteinkonzentrationen der
Standardreihe und die dazugehorigen Extinktionen bekannt sind, werden die Extinktionen der
Homogenate mit denen der Standardreihe verglichen und die Proteinkonzentrationen per
Labert’schen Gesetz ermittelt. Fiir die Berechnung der Proteinkonzentrationen wurde das
Programm ,,SynergyTM2 Multi-Mode Microplate Reader, software version: Gen5.1

verwendet.

2.6.3 Respirometrie

2.6.3.1 Atmungskette des Mitochondriums

Die Atmungskette des Mitochondriums besteht aus fiinf membranstindigen Proteinen der
inneren Mitochondrienmembran und st essenziell flir die Synthetisierung von
Adenosintriphosphat (ATP). Uber den Energiemetabolismus (Glykolyse, Citratzyklus, B-
Oxidation) der Zelle entstehen die Reduktionsdquivalente NADH/H' und FADH,. Komplex I
der Atmungskette oxidiert NADH zu NAD" und Komplex II reduziert FADH> zu FAD.
Dadurch werden Elektronen iiber die Komplexe der Atmungskette bis hin zu Komplex IV
weitertransportiert, an dem Sauerstoff zu Wasser oxidiert wird. Der Elektronentransport findet
iiber zwei Koenzyme statt, Ubiquinon und Cytochrom C. Ubiquinon ermdglicht den Transport
zwischen Komplex II und III, Cytochrom C zwischen Komplex III und IV. Entlang dieser
Kette werden durch den Elektronentransport Protonen iiber die Komplexe I, III und IV von
der Mitochondrienmatrix in den Intermembranraum gepumpt, um zwischen diesen einen
Protonengradienten aufzubauen. Durch diesen Gradienten stromen die Protonen wieder iiber
den Komplex V — auch ATP-Synthase genannt — in die Matrix ein. Dabei wird
Adenosindiphosphat (ADP) in der Matrix zu ATP phosphoryliert. Diese Reaktion wird als

oxidative Phosphorylierung bezeichnet.
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2.6.3.2 Respirometer

Die Sauerstoffkonzentration in einer Messkammer eines Respirometers wird durch die Clark-
Elektrode gemessen. Die Kammer des Respirometers wird dauerhaft mit Wasser umspiilt und
iber ein Wasserbad bei konstanten 30°C thermoreguliert. Die Kammer besitzt ein
Fassungsvermdgen von 0,5 ml und wird mit einem Plastikstopfen luftdicht verschlossen.
Inmitten des Stopfens ist eine kapillargroBe Offnung, durch die man mittels Mikrospritzen
Substrate in die Kammer injizieren kann. Der Inhalt der Kammer wird dauerhaft durch einen
Magnetriihrer durchmischt. Die Kalibrierung der Clark-Elektrode wurde téglich durchgefiihrt.
Der maximale Wert wurde im destillierten Wasser und der minimale Wert im Sodiumsulfid
ermittelt. Das Respirometer ist mit einem Computer verbunden, mithilfe dessen man iiber ein
Respirometrieprogramm (782 System Version 5.1, Strathkelvin Instruments, North

Lanarkshire, Schottland) die Sauerstoffkonzentration iiber die Zeit grafisch darstellen kann.

2.6.3.3 Vorbereitung der Respirometrie

Fiir die Messung wurde das Colonhomogenat mithilfe eines Respirationspuffers (s. Tabelle 17
im Anhang) auf 6 mg/ml verdiinnt. Der Respirationspuffer wurde mittels eines Wasserbades
konstant auf einer Temperatur von 30°C gehalten. Erst eine Minute vor dem Befiillen der
Respirometerkammer wurde der Respirationspuffer mit dem noch eisgekiihlten Homogenat in
einem Reaktionsgefdll vermengt. Nach dieser Minute wurde die Kammer mit dem Gemisch

befiillt und die Messung der Sauerstoftkonzentration begann.

2.6.3.4 Integritdt der Mitochondriummembranen

Um festzustellen, ob die Mitochondrien durch den Verarbeitungsprozess beschidigt wurden,

wurden die beiden Membranen des Mitochondriums auf ihre Integritét getestet.

Fiir die Integritit der duleren Membran wurden 2,5 uM Cytochrom C verwendet. Cytochrom
C dient als Elektronentransporter zwischen Komplex III und IV. Bei einer geschidigten
duBleren Membran wiirde der Sauerstoffverbrauch unmittelbar nach der Injektion von
Cytochrom C ansteigen, da Cytochrom C als Koenzym zwischen Komplex III und IV wirkt

und die Atmungskette beschleunigt.
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Fir die Integritit der inneren Membran wurden 0,05 pg/ml Oligomycin verwendet.
Oligomycin ist ein Inhibitor der in der Matrix des Mitochondriums liegenden ATP-Synthase.
Bei einer intakten inneren Membran inhibiert Oligomycin die ATP-Synthase und es kommt
zu einem Riickstau der Protonen innerhalb des Intermembranraums. Dieser Riickstau hemmt
die Atmungskette, sodass der Sauerstoffverbrauch verlangsamt wird. Ist hingegen die innere
Membran des Mitochondriums geschddigt, kommt es zu einem Protonenleck in die Matrix.
Um das Leck auszugleichen und den Protonengradienten wieder aufzubauen, kommt es zu

einem Anstieg der Atmungskette, was einen Anstieg des Sauerstoffverbrauchs zur Folge hat.

Ist der Sauerstoffverbrauch nach Injektion Cytochrom C stabil und nach Injektion von
Oligomycin verlangsamt, kann man davon ausgehen, dass die Integritdit der
Mitochondrienmembranen erhalten ist. Falls dies nicht der Fall war, wurde der Versuch
umgehend abgebrochen und floss nicht in die Statistik ein. Die Messvorgénge nach Zugabe
von Cytochrom C und Oligomycin wurden lediglich quantitativ beurteilt und nicht

ausgewertet.

2.6.3.5 Ablauf der Respirometrie

Um die Qualitdt der mitochondrialen Funktion beurteilen zu kdnnen, wurde die Atmungskette

iber die Komplexe I und II stimuliert. Der Ablauf ist in der Abbildung 1 veranschaulicht.

Komplex I ]

|

0:00 min 1:00 min 2:00 min 6:00 min

Homogenat + Puffer Glutamat + Malat ADP Messung
beendet

Komplex II ]

r

0:00 min 1:00 min 2:00 min 6:00 min

Homogenat + Puffer Succinat ADP Messung
+ Rotenon beendet

Abb. 1 Ablauf der Respirometrie
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Zur Stimulation der Atmungskette {iber den Komplex I wurde nach einer Minute jeweils 2,5
mM Glutamat und Malat zur Stimulation der Atmungskette iiber den Komplex II 5 mM
Succinat in die Kammer injiziert. Zusatzlich wurde bei der Stimulation der Atmungskette tiber
den Komplex II 0,5 uM Rotenon hinzugefiigt, was den Elektronenfluss zwischen Komplex I
und II blockiert. Hierdurch wird eine isolierte Messung der Atmungskette iiber den Komplex
IT ohne Beteiligung des Komplex I gewahrleistet. Nach zwei Minuten wurde 50 uM ADP
hinzugefiigt. Nach dem Erreichen des ,,state 4 oder nach sechs Minuten wurde die Messung

beendet.

2.6.3.6 Respirationsraten

Wihrend der Messungen wurden die Sauerstoffkonzentrationen vom Respirometrieprogramm
(782 System Version 5.1, Strathkelvin Instruments, North Lanarkshire, Schottland) graphisch
in der Einheit nmol/min/(mg Protein) dargestellt. Hieraus ergaben sich verschiedene

Respirationsraten, die das Programm errechnete.

Bei der Respirationsrate 2 (state 2) wurde der Sauerstoffverbrauch in Anwesenheit von den
Substraten Glutamat/Malat fiir Komplex I und Succinat fiir Komplex II berechnet. Glutamat
und Malat dienen iiber den Malat-Shuttle-Mechanismus des Mitochondriums als Spender fiir
NADH/H", das durch die Reaktion mit Komplex I fiir einen Elektronentransport tiber die
Komplexe sorgt. Succinat wird liber Komplex II zu Fumarat oxidiert, was mit der Reaktion

von FADH» zu FAD gekoppelt ist. Dies fiihrt auch zu einem Elektronentransport.

Bei der Respirationsrate 3 (state 3) wurde der Sauerstoffverbrauch in Anwesenheit von ADP
berechnet. ADP gilt als stirkster Aktivator der Atmungskette im Mitochondrium und fiihrt zu

einem schnellen Abfall der Sauerstoffkonzentration.

Ist das hinzugefiigte ADP aufgebraucht, stellt sich ein stabiler Zustand ein, der als

Respirationsrate 4 (state 4) bezeichnet wird.

AufBlerdem wurden zwei Quotienten berechnet, die Respiratory control ratio (RCR) (state
3/state 2) und die ADP/O-Ratio. Die RCR wird als Mall zur Kopplung des
Elektronentransports iiber die Komplexe der inneren Mitochondrienmembran und der
oxidativen Phosphorylierung berechnet. Die ADP/O-Ratio wird aus der verbrauchten Menge
an Sauerstoff und der hinzugefiigten Menge an ADP berechnet. Diese wird bestimmt, um die

Effizienz der oxidativen Phosphorylierung zu beurteilen.
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Die verschiedenen Respirationsraten und Quotienten sind in der Abbildung 3 veranschaulicht.

2H* ZH =e=semennans P22 H"  Intermembranraum
' '
s b=
[uB
7T N
1/ 0y H 0
h J 3.; H
4H* Succinat Fumarat 2H* ZHT
7N
ADP+P,  ATP+H,0 Matrix
| ] ([} [ v

Abb. 2 Atmungskette des Mitochondriums

[mM]o,3 ; Substrate + ADP Berechnung der RCR:
/ State 3
State 2 RCR=————
0,2 1 State 2
9 5 AOZ State 3
0,1 Berechnung der ADP/O-Ratio:
""" State 4 0, ni ) ADP
inzugefugtes
ADP verbraucht / verbraucht ADP/O = g £0‘g
0,0 : . : —
0 1 2 3 4 [min]

Zeit

Abb. 3 Respirationsraten und Berechnungen der RCR und der ADP/O-Ratio

2.7  Messung der ROS

2.7.1 Lipidperoxidation

Bei der Lipidperoxidation reagieren reaktive Sauerstoffspezies (ROS) mit membranstindigen,
mehrfach ungesittigten Fettsduren (PUFA) zu Lipidperoxiden. Die Reaktion findet in drei
Stadien statt.
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In der Initiationsreaktion reagieren endogen entstandene Radikale mit den PUFA zu
Fettsdure-Radikalen (L‘). Diese reagieren mit molekularem Sauerstoff zu einem Lipid-

Peroxidradikal (LOO).

Bei  der  Prolongationsreaktion  reagieren  die  Lipid-Peroxidradikale = unter
Wasserstoffabstraktion einer weiteren PUFA zu einem Lipidperoxid (LOOH). Die in dieser
Reaktion genutzte PUFA wird wiederum durch die Wasserstoffabstraktion zu einem

Fettsdure-Radikal (L-), was zu einer Kettenreaktion fiihrt.

Wihrend der Terminationsphase wird diese Kettenreaktion unterbrochen. Hierzu reagieren
Fettsdure-Radikale und Lipid-Peroxidradikalen entweder miteinander oder untereinander zu

stabilen Nicht-Radikalen und stoppen die Prolongation®.

2.7.2 Thiobarbitursidure-Test

Bei der Lipidperoxidation entstehen verschiedene Endprodukte. Malondialdehyd (MDA) ist
eines dieser Endprodukte und kann photometrisch durch den Thiobarbitursdure-Test
nachgewiesen werden®. Durch den Nachweis von MDA wird somit indirekt der oxidative

Stress innerhalb der jeweiligen Gewebeprobe bestimmt.

Hierfur wurde zunéchst eine Standardreihe mit fiinf verschiedenen Konzentrationen an MDA
hergestellt. Zur Verdiinnung wurde eine Kaliumchlorid-Losung verwendet (1,15%). Die

Konzentrationen (nmol/ml) der Standardreihe betrugen: 0, 2,5, 5, 10, 20.

Im Anschluss wurden die bei -80°C asservierten Gewebeproben in einem mit fliissigem
Stickstoff gefiillten Dewargefdl zum Arbeitsplatz transportiert. Am Arbeitsplatz wurde ein
etwa 50 mg schweres Gewebestiick abgetrennt und abwogen. Das abgetrennte Stiick wurde in
einem Reaktionsgefdll mit einer Kaliumchlorid-Losung (1,15%) verdiinnt (V=Gewebestiick
(mg) x 10 pl) und eisgekiihlt. Das restliche Colongewebe wurde wieder bei -80°C asserviert.
Das Gemisch wurde mit einem Homogenisierstab (IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Ultra-
Turrax T8, Staufen, Deutschland) homogenisiert und eisgekiihlt.

Anschliefend wurden 250 pl des Homogenisats und der Standardreihe in jeweils ein
konisches Zentrifugenrohrchen pipettiert. Es wurden jeweils 1,5 ml einer Phosphorséure-
Losung (1%) und 500 pl einer Thiobarbitursdure-Losung (0,6%) in jedes der

Zentrifugenrohrchen pipettiert. Die Zentrifugenrohrchen wurden durchmischt und 45 min bei
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95°C inkubiert. Bei diesen Temperaturen und dem sauren Milieu bildet die Thiobarbitursdure
Komplexe mit dem in der Probe enthaltenem MDA, die sowohl pigmentiert als auch

fluoreszierend sind®3-%*,

Nach der Inkubation wurden die Proben auf Raumtemperatur heruntergekiihlt. In jede Probe

wurden jeweils 2 ml Butanol pipettiert und 15 min lang bei 4°C und 2645 rpm zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation bilden sich in jeder Probe jeweils zwei Phasen. Die untere, rétlich
gefdrbte Phase wurden auf eine 96-Well-Platte pipettiert und mittels Doppelbestimmung
photometrisch analysiert. Als MaBl wurde die Differenz zwischen den gemessenen
Extinktionen bei den zwei Wellenldngen 532 nm und 520 nm berechnet, da dieser
Wellenldngenbereich reprasentativer fiir die Thiobarbitursdure-Reaktion ist als eine einzeln
gemessene Extinktion®>. Die Differenz der Gewebeprobe wurde anschlieBend mit den

Differenzen der Standardreihe verglichen, um die Konzentration an MDA zu bestimmen.

Um die Gewebeproben untereinander zu eichen, wurde parallel zum Thiobarbitursdure-Test

die Proteinkonzentration des Homogenisats per Methode nach Lowry (s. 2.6.2) bestimmt.

2.8  Statistische Auswertung

Die Daten der einzelnen Versuchsgruppen wurden zunichst statistisch per Kolmogorov-
Smirnov-Test auf eine Normalverteilung getestet. Bei nicht bestehender Normalverteilung
wurden die Daten aller Versuchsgruppen mittels Kruskal-Wallis-Tests und Dunn‘s Test
gegeneinander verglichen. Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05 gewdhlt. Die folgende

grafische Darstellung der Daten wurde mit dem Programm GraphPad Prism v6.01 angefertigt.

3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Respirometrie

Nach einer Vorbehandlung mit dem Medikament Gemfibrozil wurde die mitochondriale
Funktion des Colons unter septischen (CASP) und nicht-septischen Bedingungen (Sham)
nach Stimulation der Komplexe I und II der Atmungskette respirometrisch analysiert. Hierzu
wurden zwei verschiedene Dosierungen (30 mg/kg KG oder 100 mg/kg KG) an Gemfibrozil

verwendet. Zusitzlich wurde der PPARa Antagonist GW6471 entweder in Kombination oder
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allein appliziert. Als Kontrolllosung dient die Tridgersubstanz DMSO. Angesichts der
Kombinationsmoglichkeiten der applizierbaren Substanzen ergaben sich folgende
Versuchsgruppen innerhalb der CASP-/ und Sham-Gruppen: Kontrolle, Gemfi30, Gem{fil00,
Gemfi30 + GW6471, Gemfil00 + GW6471 und GW6471. Als Mal} zur Beurteilung der
mitochondrialen Funktion wurde die beiden Quotienten ADP/O-Ratio und RCR angegeben.

3.1.1 Ergebnisse der nicht-septischen Versuchsgruppen

Die beiden Quotienten ADP/O-Ratio und RCR der Sham-Versuchsgruppe sind in Abb. 4
grafisch durch einen Boxplot dargestellt. In den Tabellen 4-7 sind zusétzlich das 1. Quartil,
der Median, das 3. Quartil und die Anzahl (n) der Versuchstiere der einzelnen Boxplots

angegeben.

Die beiden Quotienten ADP/O-Ratio und RCR wiesen in der Sham-Versuchsgruppe keine
signifikanten Unterschiede nach Vorbehandlung durch zwei unterschiedliche Dosierungen
Gemfibrozils im Vergleich zur Kontrollgruppe und zwischen den Behandlungsgruppen auf
(sieche A4bb. 4). Auch die Gabe von Gemfibrozil in Kombination mit dem PPARa
Antagonisten GW6471 zeigte im Vergleich zur alleinigen Gabe des Gemfibrozils keine
signifikanten Unterschiede beziiglich der Quotienten ADP/O-Ratio und RCR innerhalb der
Sham-Versuchsgruppe.
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Abb. 4 Die mitochondriale Funktion — ADP/O-Ratio - und RCR der Sham-Gruppen

Die Effekte von Gemfibrozil (30 mg/kg KG und 100 mg/kg KG) auf die mitochondriale Funktion in Colonzellen
nicht-septischer Ratten (Sham), mit und ohne Inhibition des PPARa durch Gabe des PPARo Antagonisten
GW6471: ADP/O-Ratio fiir Komplex I (A) und fiir Komplex II (C), RCR fiir Komplex I (B) und Komplex II

(D). Die Daten werden als median/min/max grafisch dargestellt, n =10.

Tabelle 4 Statistische Daten der ADP/O-Ratio der Sham-Versuchsgruppen nach Stimulation
des Komplex [

Sham 1. Quartil Median 3. Quartil Alzlzli)lhl
Kontrolle 1,01 1,12 1,31 10
Gemfi 30 0,95 1,01 1,19 10
Gemfi 100 1,05 1,18 1,39 10
Gemfi 30 + GW 6471 1,11 1,23 1,27 10
Gemfi 100 + GW 6471 1,19 1,38 1,52 10
GW 6471 1,12 1,23 1,29 10
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Tabelle 5 Statistische Daten der ADP/O-Ratio der Sham-Versuchsgruppen nach Stimulation

des Komplex Il
Sham 1. Quartil Median 3. Quartil Alzlzlz)lhl

Kontrolle 0,67 0,75 0,82 10
Gemfi 30 0,60 0,63 0,71 10
Gemfi 100 0,60 0,71 0,87 10
Gemfi 30 + GW 6471 0,72 0,82 0,85 10
Gemfi 100 + GW 6471 0,74 0,82 0,89 10
GW 6471 0,63 0,78 0,97 10

Tabelle 6 Statistische Daten der RCR der Sham-Versuchsgruppen nach Stimulation des

Komplex 1
Sham 1. Quartil Median 3. Quartil Alzlzlz)lhl

Kontrolle 4,55 4,74 6,11 10
Gemfi 30 3,44 4,04 5,94 10
Gemfi 100 3,88 4,30 5,67 10
Gemfi 30 + GW 6471 4,43 5,32 6,04 10
Gemfi 100 + GW 6471 3,65 4,37 5,03 10
GW 6471 3,90 4,68 5,40 10

Tabelle 7 Statistische Daten der RCR der Sham-Versuchsgruppen nach Stimulation des

Komplex 11
Sham 1. Quartil Median 3. Quartil AIEIZSM

Kontrolle 5,68 7,08 7,53 10
Gemfi 30 5,53 6,45 7,21 10
Gemfi 100 5,33 6,85 6,89 10
Gemfi 30 + GW 6471 6,15 6,82 7,18 10
Gemfi 100 + GW 6471 5,36 6,10 6,96 10
GW 6471 4,77 6,19 7,00 10

3.1.2 Ergebnisse der septischen Versuchsgruppen

Die beiden Quotienten ADP/O-Ratio und RCR der CASP-Versuchsgruppe sind in Abb. 5

grafisch durch einen Boxplot dargestellt. In den Tabellen 8-11 sind zusitzlich das 1. Quartil,

der Median, das 3. Quartil und die Anzahl (n) der Versuchstiere der einzelnen Boxplots

angegeben.

Auch in der CASP-Versuchsgruppe wiesen die beiden Quotienten ADP/O-Ratio und RCR

keine signifikanten Unterschiede durch die Gabe von Gemfibrozil im Vergleich zur

Kontrollgruppe und zwischen den Behandlungsgruppen auf (siehe 4bb. 5). Zusitzlich zeigte

auch die Gabe des Gemfibrozils in Kombination mit dem PPARa Antagonisten GW6471 im
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Vergleich zur alleinigen Gabe des Gemfibrozils keine signifikanten Unterschiede beziiglich

der Quotienten ADP/O-Ratio und RCR innerhalb der CASP-Versuchsgruppe.

A cAsP colon Komplex | B caspcolon Komplex |
3 10-

ADP/O
T
—
11—
HCTH
RCR
HH
H1—
=T
H1 1+

2
0 1 I I I I 1 0 1 I I L] I 1
M LY D N AN LY
éc}\“ é‘i@:@‘\ .;hé\ {kb‘\ 160\\6 56&5%'92\6‘;\ ‘:\a‘;\ ‘x\a“\
*g“ < ét‘bp o o +o° ooeé"p,e QO ©
@Go@(\ eaoeé\(\
C casPcolon Komplex Il D caspcolon Komplex Il
1.5 15+
o 1.0+ 10-
2 0 5
2,7 © |JH5aglg
0.54 54
0.0 I I 1 L) I I 0 I I 1 1 I I
D Noah N ) NoOAN LN
& @*‘ﬁ@"@&é\@é\@é\ 6{,\@&&\1@&&;@&@
PR N S O O F SO G 6
+ F o &+ [ o
égi\ Q\.so é‘s\ Q.@
© CP@ C‘?oﬁé‘

Abb. 5 Die mitochondriale Funktion — ADP/O-Ratio - und RCR der CASP-Gruppen

Die Effekte von Gemfibrozil (30 mg/kg KG und 100 mg/kg KG) auf die mitochondriale Funktion in Colonzellen
septischer Ratten (CASP), mit und ohne Inhibition des PPARa durch Gabe des PPARa Antagonisten GW6471:
ADP/O-Ratio fir Komplex I (A) und fiir Komplex II (C), RCR fiir Komplex I (B) und Komplex II (D). Die

Daten werden als median/min/max grafisch dargestellt, n =10.
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Tabelle 8 Statistische Daten der ADP/O-Ratio der CASP-Versuchsgruppen nach Stimulation

des Komplex 1
CASP 1. Quartil Median 3. Quartil Al;lzlz)thl

Kontrolle 1,18 1,33 1,82 10
Gemfi 30 1,10 1,26 1,61 10
Gemfi 100 1,19 1,30 1,55 10
Gemfi 30 + GW 6471 1,09 1,33 1,78 10
Gemfi 100 + GW 6471 0,99 1,27 1,51 10
GW 6471 0,95 1,31 1,58 10

Tabelle 9 Statistische Daten der ADP/O-Ratio der CASP-Versuchsgruppen nach Stimulation

des Komplex 11
CASP 1. Quartil Median 3. Quartil Alzlz:;hl

Kontrolle 0,66 0,81 0,96 10
Gemfi 30 0,59 0,67 0,70 10
Gemfi 100 0,64 0,73 0,90 10
Gemfi 30 + GW 6471 0,57 0,81 0,87 10
Gemfi 100 + GW 6471 0,61 0,68 0,95 10
GW 6471 0,63 0,82 0,86 10

Tabelle 10 Statistische Daten der RCR der CASP-Versuchsgruppen nach Stimulation des

Komplex 1
CASP 1. Quartil Median 3. Quartil A'EIZS‘M

Kontrolle 3,33 4,72 5,91 10
Gemfi 30 3,36 3,81 5,37 10
Gemfi 100 3,5 3,83 4,84 10
Gemfi 30 + GW 6471 3,52 4,02 5,14 10
Gemfi 100 + GW 6471 3,84 4,60 5,39 10
GW 6471 4,12 5,08 6,36 10

Tabelle 11 Statistische Daten der RCR der CASP-Versuchsgruppen nach Stimulation des

Komplex I1
CASP 1. Quartil Median 3. Quartil A'EIZS'"I

Kontrolle 5,55 5,8 7,36 10
Gemfi 30 5,38 6,37 6,74 10
Gemfi 100 5,01 5,81 6,31 10
Gemfi 30 + GW 6471 4,79 5,81 6,59 10
Gemfi 100 + GW 6471 5,56 6,21 7,37 10
GW 6471 4,75 6,24 7,05 10
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3.2 Ergebnisse der MDA-Messungen

Als MafB fiir den oxidativen Stress im Colongewebe wurde der MDA-Gehalt der einzelnen
Proben indirekt bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 6 grafisch dargestellt. In Tabelle 12
und 13 wurden zusitzlich das 1. Quartil, der Median, das 3. Quartil und die Anzahl (n) der

Versuchstiere in den einzelnen Versuchsgruppen angegeben.

Weder in den Sham-/ noch in den CASP-Versuchsgruppen konnten signifikante Unterschiede
beziiglich des MDA-Gehalts durch die Gabe von Gemfibrozil im Vergleich zur

Kontrollgruppe nachgewiesen werden.
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Abb.6 Der oxidative Stress — MDA-Konzentrationen der Sham-/ und CASP-Gruppen

Die MDA-Konzentrationen von Colonzellen septischer (CASP) (B) und nicht-septischer (Sham) (A) Ratten
unter verschiedenen Gemfibrozil-Konzentrationen (30 mg/kg KG und 100 mg/kg KG) in Kombination mit dem
PPARa Antagonisten GW6471 zur indirekten Beurteilung des oxidativen Stresses. Die Daten werden als

median/min/max grafisch dargestellt, n=9/10.
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Tabelle 12 Statistische Daten der MDA-Messungen der Sham-Versuchsgruppen

1. Quartil Median 3. Quartil Anzahl
Sham (nmol/mg (nmol/mg Protein) (nmol/mg (n)

Protein) Protein)
Kontrolle 0,13 0,29 0,36 10
Gemfi 30 0,25 0,36 0,47 9
Gemfi 100 0,21 0,27 0,44 9
Gemfi 30 + GW 6471 0,17 0,29 0,58 10
Gemfi 100 + GW 6471 0,16 0,26 0,45 10
GW 6471 0,16 0,27 0,55 10

Tabelle 13 Statistische Daten der MDA-Messungen der CASP-Versuchsgruppen

1. Quartil Median 3. Quartil Anzahl
CASP (nmol/mg (nmol/mg Protein) (nmol/mg (n)

Protein) Protein)
Kontrolle 0,26 0,39 0,86 10
Gemfi 30 0,15 0,27 0,53 9
Gemfi 100 0,25 0,47 0,79 10
Gemfi 30 + GW 6471 0,24 0,28 0,34 10
Gemfi 100 + GW 6471 0,16 0,36 0,45 9
GW 6471 0,18 0,3 0,43 10

4 Diskussion

In dieser Studie wurde die mitochondriale Funktion unter septischen und nicht-septischen
Bedingungen nach einer Vorbehandlung mit Gemfibrozil analysiert. Zusétzlich wurde ein
moglicher Effekt tiber den PPARa und die Menge an oxidativem Stress unter jenen

Bedingungen untersucht.

4.1 Methodendiskussion

Um eine abdominelle Sepsis zu induzieren, wurde in dieser Studie die CASP-Methode
gewdhlt. Hierbei wird operativ ein Stent in das colon ascendens implantiert, wodurch
kontinuierlich Faeces in das Peritoneum austreten kann. Dies fithrt im Verlauf zu einer
Peritonitis, einer systemischen Bakteridmie und einer systemischen Ausschiittung pro- und
antiinflammatorischen Zytokine®. Dies imitiert klinisch eine insuffiziente Anastomose des
Gastrointestinaltraktes mit Austritt von Darminhalt in das Peritoneum®’. Neben dieser
Methode zur Induktion einer Sepsis sind unter anderem das cecal ligation and puncture
(CLP)-Modell und die Lipopolysaccharid (LPS)-Injektion weitere Verfahren.

27



Bei der CLP wird das Caecum proximal ligiert, anschlieBend ein-/ oder zweimalig punktiert
und vorsichtig komprimiert, sodass kleine Stuhlreste austreten konnen®®. Maier et al.®®
zeigten, dass nach CLP im Vergleich zur CASP sowohl weniger Bakterien in der peritonealen
Lavage als auch deutlich niedrigere Spiegel an pro- und antiinflammatorischen Zytokinen
nachgewiesen werden konnten. Durch CLP wird eher das klinische Bild eines
intraabdominellen Abszesses hervorgerufen, wohingegen CASP eine diffuse Peritonitis mit

resultierender Sepsis induziert®,

Durch die LPS-Methode werden im Regelfall Lipopolysaccharide eines gramnegativen
Bakteriums dem Versuchstier intraperitoneal oder intravends injiziert, was eine systemische
Endotoxifimie mit akuter inflammatorischer Reaktion zur Folge hat®. Hier kann im zeitlichen
Verlauf zunichst eine hohe Konzentration an proinflammatorischen Zytokine gemessen

t90

werden, die schnell wieder abfillt™, wahrend bei einer Sepsis beim Menschen der Zytokin-

t91

Spiegel viel spiter seinen Hohepunkt einreicht und dieser deutlich niedriger ausfillt”'. Beim

362 was der

CASP-Modell steigt der Zytokin-Spiegel langsamer an hat spéter seinen Zeni
Kinetik einer menschlichen Sepsis eher dhnelt. AuBlerdem reagieren verschiedene Spezies
unterschiedlich auf die Injektion von LPS. So sind z.B. Méuse um ein Vielfaches resistenter
als Menschen gegeniiber einer LPS-Injektion”. Dies wiirde zusitzlich eine Vergleichbarkeit
zwischen den Spezies erschweren. Aus diesen Griinden wurde von der Methode der LPS-
Injektion abgesehen. Auch internationale Experten kommen nach einer Analyse von 260
wissenschaftlichen Artikeln zu dem Entschluss, dass die LPS-Injektion kein geeignetes
Sepsismodell darstellt™,

Um die Mitochondrien auf ihre Funktion zu untersuchen, wurden in dieser Studie
Homogenisate des Colongewebes synthetisiert. Neben dieser Methode konnen Mitochondrien
auch durch bestimmte Verfahren vom restlichen Gewebe isoliert werden. Durch diesen
Isolierungsprozess konnen Mitochondrien beschddigt werden. Somit koénnen durch den
Isolierungsprozess einzelne, weniger beschidigte Subpopulationen der Mitochondrien isoliert

werden, welche die Ergebnisse der Mitochondrienfunktion verfilschen konnten®®. Durch die

Verwendung von Colonhomogenisaten konnte diese Selektion vermieden werden.

4.2 Ergebnisdiskussion

Nach Beendigung dieser Studie konnen nun die initial gestellten Fragestellungen wie folgt

beantwortet werden:
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1.) Es wurde keine Auswirkung auf die mitochondriale Funktion des Colons nach einer
sterilen Laparotomie und im septischen Rattenmodell nach Gabe von Gemfibrozil
festgestellt.

2.) Gemfibrozil hatte keine Auswirkung auf die Bildung von ROS und somit auf den
oxidativen Stress im Colon unter nicht-septischer und septischer Bedingungen bei
Ratten.

3.) Eine Wirkung von Gemfibrozil tiber den PPARa konnte aufgrund von fehlenden

Unterschieden innerhalb der Versuchsgruppen nicht analysiert werden.

4.2.1 Diskussion der mitochondrialen Funktion im Colon

Um die mitochondriale Funktion des Colons zu beurteilen, wurden die zwei Quotienten RCR
und ADP/O-Ratio berechnet und als Parameter verwendet. Beziiglich dieser Parameter
zeigten sich in dieser Studie zwischen vorbehandelten und nicht-vorbehandelten
Versuchstieren sowohl in der nicht-septischen (SHAM) als auch in der septischen (CASP)

Versuchsgruppe keine Unterschiede.

AuBlerhalb einer Sepsis wurden die Auswirkungen von Fibraten auf die mitochondriale
Funktion mehrfach”788 untersucht. So zeigten Zhou et al.’®, dass die ADP/O-Ratio in
Leberzellen der Ratte nach Gabe von Gemfibrozil und anderen Fibraten beeintrachtigt wird.
Auch Nadanavica et al.”” konnten nach Gabe von Fibraten eine Reduktion der Aktivitéit der
Komplexe der oxidativen Phosphorylierung von Leberzellen gesunder Ratten nachweisen.
Auflerdem konnte nach Gabe von Gemfibrozil in hoher Dosierung auch in einer
vorangegangenen Studie unserer Arbeitsgruppe eine Reduktion der RCR und Verbesserung
der ADP/O-Ratio in Leberzellen der Ratte festgestellt werden®. In Colonzellen der Ratte
wurde hingegen nach Gabe von Gemfibrozil in hoher Dosierung nur eine Verbesserung der
ADP/O-Ratio ohne Beeintrichtigung der RCR nachgewiesen®’. Dies konnte in dieser Studie
in der nicht-septischen (Sham) Versuchsgruppe nicht bestitigt werden. Ein Grund hierfiir
konnte der Zeitpunkt der Medikamenten-Applikation sein. Wéhrend in dieser Studie die
Versuchstiere mit Gemfibrozil vorbehandelt wurden und die Organentnahme mit

anschliefender Analyse erst ca. 24 Stunden nach letzter Medikamentengabe stattfand, wurde

L 78 I 77

sowohl bei Zhou et al.”® als auch bei Nadanavica et al.”’ und Herminghaus et al.®® die
entnommene Leber oder das Colon prépariert, mit dem Medikament beimpft und analysiert.

Dies konnte ein Grund fiir die unterschiedlichen Ergebnisse sein.
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Ein weiterer Grund fiir abweichende Ergebnisse in unserer und den oben genannten Studien
konnten unterschiedliche Medikamentenkonzentrationen sein. In dieser Studie wurden zwei
verschiedene Dosierungen (30 mg/kg KG und 100 mg/kg KG) an Gemfibrozil zweimalig
intraperitoneal in-vivo injiziert. In welcher Konzentration das intraperitoneal injizierte

L 78

Medikament am Zielorgan akkumuliert, wurde nicht analysiert. Zhou et al.”®, Nadanavica et

al.”” und Herminghaus et al.®°

hingegen beimpften das Leber- oder Colonpriparat in vitro,
wodurch eine definierte Medikamentenmenge am zu untersuchenden Zielorgan anfillt. Aus
diesem Grund ist es moglich, dass in dieser Studie im Vergleich zu den genannten in-vitro-
Studien eventuell eine geringere Menge an Medikament am Zielorgan ankommt und somit

kein Effekt messbar ist.

Ein weiterer Grund fiir verschiedene Ergebnisse konnten die unterschiedlichen zu
untersuchenden Zellen sein. Sowohl in Leberzellen’””°, Muskelzellen” von Ratten und
anderen diversen menschlichen Tumorzellen™ %% konnte eine Verschlechterung der
mitochondrialen Funktion nach Gabe eines Fibrats beobachtet werden. Braissant et al.’’
konnte nach immunhistochemischer Analyse von Gewebeproben der Ratte zeigen, dass die
Expression an PPARa in den Gewebeproben variiert. So hatten z.B. Zellen aus dem Magen,
Duodenum, Jejunum und Ileum von Ratten eine hohe oder sehr hohe Expression an PPARa,
wohingegen bei Colonzellen nur eine schwache Expression jener nachgewiesen wurde. Die
Expression an PPARa in den Leberzellen variierte hingegen stark”’. Somit konnte auch die
Auswirkung der Fibrate auf die mitochondriale Funktion in verschiedenen Zellarten aufgrund
der unterschiedlichen Expression an PPARa nicht gleich sein, wodurch es zu
unterschiedlichen Ergebnissen kommen konnte. So konnte die nur schwache Expression an
PPARa in Colonzellen dazu fiihren, dass Gemfibrozil an Colonzellen keinen Effekt haben
konnte. Das konnte die ausbleibende Wirkung nach Vorbehandlung mit Gemfibrozil in dieser
Studie erkliren. Weiterhin ist eine Ubertragbarkeit der Ergebnisse von Leber-/Muskel-/ oder
Tumorzellen auf die hier verwendeten Colonzellen in Hinblick auf deren genereller Varianz
der mitochondrialen Funktion stark erschwert. Wie Jeger at al.** schon schlussfolgerten, ist

die mitochondriale Funktion wihrend der Sepsis sehr variabel und organspezifisch.

Andererseits ist es fiir eine Zelle moglich, die Expression an verschiedenen Rezeptoren je
nach Rahmenbedingung zu verdndern. Somit konnte sich gegebenenfalls die Expression an
PPARa« innerhalb der Zellen je nach Ausgangsbedingung z.B. Sepsis oder Vorbehandlung mit
Gemfibrozil verdndern. Lv et al.*® zeigten beispielsweise, dass sich die Expression des PPARa

von Herzgewebe von Mausen unter verschiedenen Bedingungen veridndert. Die Expression an
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PPARa blieb nach 14-tdgiger Vorbehandlung mit Fenofibrat im Vergleich zur Kontrollgruppe
unverdndert. Weiterhin konnte 48 Stunden nach einer durchgefiihrten CLP im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine erniedrigte Expression an PPARa festgestellt werden. Eine weitere
Versuchsgruppe, die sowohl eine 14-tdgige Vorbehandlung mit Fenofibrat als auch eine CLP
erhielten, wiesen eine erhohte Expression an PPARa im Vergleich zur Versuchsgruppe mit
ausschlieBlicher CLP auf. Die Vergleichbarkeit zwischen Herzgewebe von Maiusen und
Colongewebe von Ratten ist stark erschwert. Ubertrigt man jedoch die Ergebnisse von Ly et
al.’® auf diese Studie, konnte allein die Vorbehandlung mit Gemfibrozil auch auf Colonzellen
der Ratte keine Auswirkung auf die Expression des PPARa haben. Folglich wire die durch

Braissant et al.’’

beschriebene schwache Expression des PPARa in Colonzellen
moglicherweise durch die Vorbehandlung mit Gemfibrozil unverdandert und fithre zu keiner
Steigerung der Expression. Dies bekréftige die These, dass die schwache Expression an
PPARa in Colonzellen eventuell zu den in dieser Studie beobachteten Ergebnissen fiihrte.
Wie sich die Expression an PPARa in Colonzellen unter den hier verwendeten

Rahmenbedingungen verhilt, ist spekulativ.

4.2.2 Diskussion des oxidativen Stresses

Um den oxidativen Stress des Colons zu beurteilen, wurde der MDA -Gehalt innerhalb der
Zellen gemessen. Der gemessene MDA-Gehalt zeigte in dieser Studie zwischen
vorbehandelten und nicht-vorbehandelten Versuchstieren sowohl in der nicht-septischer

(SHAM) als auch in der septischen (CASP) Versuchsgruppe keine Unterschiede.

Der Effekt auf den oxidativen Stress in verschiedenen Zellen durch die Gabe von Fibraten
wurde in einigen Studien unter nicht-septischen Bedingungen analysiert. Deplanque et al.®’
konnten nach 14-tigiger Vorbehandlung mit Fenofibrat eine Reduktion des oxidativen

Stresses in Cortexzellen von Apolipoprotein-E-defizienten Médusen nachweisen.

Galhotra et al.®® induzierten medikamentds eine pulmonale Hypertension in Ratten und
maflen unter anderem den oxidativen Stress im Lungengewebe. Unter einer 25-tigigen
Vorbehandlung mit Fenofibrat konnte im Lungengewebe auch eine Reduktion des oxidativen
Stresses nachgewiesen werden. Dies konnte in dieser Studie nicht bestitigt werden. Ein
Grund hierfiir konnte die Dauer der Vorbehandlung darstellen. Die Versuchstiere in den oben
genannten Studien erhielten das Fibrat tiber mehrere Wochen, hingegen wurde das Fibrat in

dieser Studie jeweils nur 48 h und 24 h vor Organanalyse injiziert. Die deutlich ldngere
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Medikamentenvorbehandlung konnte somit zu einem stdrkeren und messbaren Effekt in den
genannten Studien gefiihrt haben. Zusitzlich konnten auch die zugrunde liegenden

Krankheitsbilder einen gewissen Einfluss auf die ROS-Produktion gehabt haben.

Andererseits konnten Kar et al.** an kultivierten, hypertrophen Kardiomyozyten der Ratte
immunhistologisch eine Reduktion des oxidativen Stresses nach einmaliger in-vitro
Vorbehandlung mit Fenofibrat 24 h vor Analyse nachweisen. Diese Vorbehandlungszeit

1.9 verabreichten das

dhnelt eher dem in dieser Studie verwendeten Studiendesign. Kar et a
Medikament jedoch in-vitro, wohingegen wir dies in-vivo verabreichten. Kar et al.®® konnten
somit eine definierte Medikamentenmenge auf das zu untersuchende Zielorgan beimpfen. Wie
hoch jedoch die Konzentration an Gemfibrozil im Colon nach intraperitonealer in-vivo
Injektion des Medikaments ist, wurde nicht gemessen und ist spekulativ. Schlussfolgernd
konnte es zu einer hoheren und wirksameren Konzentration des Medikaments in den in-vitro

beimpften Kardiomyozyten im Vergleich zu den in dieser Studie verwendeten Colonzellen

gekommen sein. Dies konnte eine Erkldrung fiir die unterschiedlichen Ergebnisse darstellen.

Wie sich der oxidative Stress wéhrend einer Sepsis verdndert, konnten verschiedene
Tierexperimente zeigen. Ritter et al.®® konnte im zeitlichen Verlauf von 60 Stunden nach
Durchfiihrung einer CLP vermehrten oxidativen Stress in Lungen-, Leber-, Nieren-, Herz-
und Zwerchfellgewebe von Ratten nachweisen. Auch Cortex-, Hippocampus- und
Kleinhirngewebe von Ratten wies nach 6 h einen erhdhten oxidativen Stress auf'®. In einer
vorherigen Studie unserer Arbeitsgruppe zeigte sich nach 24 h und 96 h nach Induktion einer
Sepsis signifikant vermehrter oxidativer Stress im Lebergewebe von Ratten im Vergleich zur
Kontrollgruppe*’. Im Colongewebe der Ratte hingegen blieb dies im zeitlichen Verlauf von
96 h nach Induktion einer Sepsis im Vergleich zur Kontrollgruppe unverindert*’. Fibrate

wurden in den oben genannten Studien nicht verwendet.

Es stellt sich die Frage, wie sich der oxidative Stress unter septischen Bedingungen in
Kombination mit der Gabe eines Fibrats verhilt. Lv et al.”® konnte einen verringerten ROS-
Serumspiegel in Médusen nach Durchfithrung einer CLP und 14-tdgiger Vorbehandlung mit
Fenofibrat im Vergleich zu einer Versuchsgruppe, die ausschlieBlich eine CLP erhielt,
nachweisen. Eine Analyse des oxidativen Stresses innerhalb von Colonzellen oder auch
anderen Zellarten unter septischen Bedingungen nach Gabe von Fibraten wurde noch nicht
durchgefiihrt. Vergleichbare Studien sind somit nicht vorhanden und erschweren eine

Diskussion.
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Eine mogliche Ursache fiir die fehlenden Unterschiede in den verschiedenen
Versuchsgruppen konnte die Tatsache sein, dass auch die in dieser Studie durchgefiihrten
Messung der mitochondrialen Funktion zwischen den Versuchsgruppen keine Unterschiede
erbrachte. Das Mitochondrium ist der Hauptproduzent von ROS innerhalb der Zelle''.
Insbesondere wahrend der im Mitochondrium stattfindenden Atmungskette wird groBtenteils
ROS produziert!?!. In dieser Studie konnten wir zeigen, dass die mitochondriale Funktion —
gemessen nach Stimulation der Komplexe I und II der Atmungskette — weder in der nicht-
septischen als auch septischen Versuchsgruppe nach Vorbehandlung mit Gemfibrozil im
Vergleich zur Kontrollgruppe keinen Unterschied aufwies. Bei gleichbleibender

mitochondrialer Funktion ist auch eine gleichbleibende ROS-Produktion innerhalb der Zelle

zu erwarten und erkldre die hier gemessenen Ergebnisse.

5  Zusammenfassung und Ausblick

Es konnten in Colonzellen der Ratte weder unter nicht-septischen noch septischen
Bedingungen Unterschiede in der mitochondrialen Funktion oder dem oxidativen Stress nach
Vorbehandlung mit Gemfibrozil nachgewiesen werden. Ein moglicher Erklarungsansatz der
Ergebnisse konnte die gegebenenfalls schwache Dichte der PPARa innerhalb des
Colongewebes der Ratte darstellen. Um diese These zu untermauern, bendtigt es jedoch
weitere Untersuchungen. Mogliche Fragestellungen fiir neue folgende Studien kdnnten wie

folgt lauten:

1. Wie verhdlt sich die Expression an PPARa in Colonzellen der Ratte unter
Vorbehandlung eines Fibrats?

2. Wie verhilt sich die Expression an PPARa in Colonzellen der Ratte unter septischen
Bedingungen?

3. Wie verhilt sich die Expression an PPARa in Colonzellen der Ratte in Kombination
aus einer Vorbehandlung eines Fibrats und septischen Rahmenbedingungen?

4. Wie verhilt sich die Expression an PPARa in anderen Zellarten (z.B. Leberzellen)

unter den oben genannten Rahmenbedingungen?

Weitere folgende Studien konnten sich auch mit dem Zeitpunkt der Medikamentenapplikation
unter septischen Bedingungen befassen. Die Sepsis ist ein akut auftretendes Krankheitsbild,

das einen schnell progressiven Krankheitsverlauf aufweist. Unter klinischen Bedingungen ist
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eine Vorbehandlung des Patienten bei akut auftretender Sepsis nicht moglich. Eine spannende
Fragestellung wére es somit, welche Auswirkungen Gemfibrozil auf die mitochondriale
Funktion und oxidativen Stress hat, nachdem es erst nach Induktion einer Sepsis verabreicht

wird.

Generell konnen tierexperimentelle Studien nur erschwert auf die klinische Situation des
Menschen angewendet werden. Ubertrigt man jedoch die hier tierexperimentell
ausgewerteten Ergebnisse auf die klinische Situation, konnte es bedeuten, dass Gemfibrozil
auch im Colon des Menschen keinen Effekt erzielen konnte. Ein Vorteil auf die
mitochondriale Funktion und den oxidativen Stress im Colon des Menschen wéhrend einer
Sepsis durch die Gabe eines Fibrats ist schlussfolgernd nicht zu erwarten. Die Sepsis ist
jedoch ein komplexes Krankheitsbild, das in seiner Gidnze noch nicht verstanden ist.
Inwieweit wihrend einer Sepsis eine Veranderung der mitochondrialen Funktion oder des
oxidativen Stresses innerhalb der Colonzellen des Menschen Auswirkungen auf das

letztendlich entscheidende Outcome des Patienten hat, ist fraglich.
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7  Anhang

Tabelle 3 Sepsis Rat Severity Score

Untersuchungsbogen
Experiment: OP Datum:
Stentdurchmesser: G Ratte-Nr; Stentimplantation: Uhr
Klinische Untersuchung:
Uhrzeit
Ergebnis Beurteilung
Korperge- 1. priiop. Gewicht (pG) g A% <5 =0F
wicht 2. Momentanwert (mW) £ A%<15=1P
3. A=% des mWvom pG ___ A% A% <20=>2P
5%= g 15%= g A%>20=3P
Erscheinung | 1. normale Frscheinung, Fell anliegend, sauber =0P
geputzt
2. geringes Pllegedefizit, Fell gestriinbt =1P
3, zunehmendes Pflegedef., Riinder an Au- =2P
ye/Auus
4, deutliches Pflegedef., Augen verklebt, Einstreu | — 3p
haftet am Anus
Verhalten 1. Ratte (R) erkundet Kiifig, aktiv =0P
spontan 2. R sitzt auf einer Stelle, Ganzkdrperbewegung =1P
vorhanden
3. buckelige Haltung, schwankender Gang =2P
4. immobil, Seitenlage =3P
Verhalten 1. R flicht bei Kiifigoffnung, starker Muskeltonus | = 0P
provoziert 2. R flicht erst bei Anndherung der Hand =1P
3. R flieht erst bei Berithrung —=2P
4. Fluchtreflex erloschen =3P
Atemfre- 1. priop, Wert (pW) /s A% <10=0P
quenz 2. Momentanwert (mW) __ 1/s AW <2 =>1P
3. A=% des mW vom pW __ A% A% <S)=2P
A% >50=3P
Exp. Nem =0P
Atemge- Ia =1P
riusch
Abd.- 1. kein Druckschmerz bei AP, weiches Abdomen | = 0P
palpation 2. geringe Reaktion auf AP, weiches Abdomen =1P
3. deutliche Schmerzzeichen auf AP, abd. Resis- | = 2p
tenz
4. dentl. Schmerzreichen anf AP, hartes Abdo- =3P
men
Kotheschat- 1. viel normaler Kot im Kifig, koten wiihrend der | = 0P
fenheit Untersuchung
2. viel Kot im Kafig, Kot blutig, diinnfliissig oder | = 1 P
schleimig
3, kein Kot im Kifig =2P
Tabelle 14 Zusammensetzung des Isolationspuffers A
Chemikalie Konzentration
CeH1406 200mM
Ci12H2201 50mM
KH>POg4 SmM




3-(N-Morpholino)propansulfonsédure (MOPS) SmM
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraessigsdure | ImM

(EGTA)

BSA 0.1%

KOH Einstellen des pH auf 7.15
Verdiinnungsmittel Destilliertes Wasser

Tabelle 15 Zusammensetzung des Isolationspuffers B

Chemikalie Konzentration

CsH1406 200mM

Ci12H2201 50mM

KH>PO4 SmM
3-(N-Morpholino)propansulfonsdure (MOPS) SmM
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraessigsdure | ImM

(EGTA)

BSA 2%

KOH Einstellen des pH auf 7.15
Verdiinnungsmittel Destilliertes Wasser

Tabelle 16 Zusammensetzung der Lowry-Losungen 1&2

Lowry-Losung 1: Hergestellt durch die folgenden drei
Reagenzien A, B, C in einem Verhiltnis von A:B:C=1:1:1000

Reagenz A 0.1M NaOH,
0.047M Na>COs3
In destilliertem Wasser gelost

0.095mol/l1 C4H4KNaOHs
In destilliertem Wasser gelost

Reagenz B

0.08mol/l CuSO4*5H>0
In destilliertem Wasser gelost

Reagenz C

Lowry-Losung 2: Hergestellt durch die folgenden zwei
Reagenzien A, B in einem Verhiltnis von A:B=1:1

Reagenz A Folin & Ciocalteu’s Phenol Reagenz, Aldrich
Sigma
Reagenz B Destilliertes Wasser

Tabelle 17 Zusammensetzung des Respirationspuffers

Chemikalie Konzentration

KCl 130mM

KH2P04 S5mM

MOPS 20mM

EGTA 2.5mM

NasP>07 1uM

BSA 0.1%

KOH Einstellen des pH auf 7.4
Verdiinnungsmittel Destilliertes Wasser
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Verwendete Materialien, Substanzen und Geriéte fiir die Tierbehandlung:

4-0 Faden resorbierbar, geflochten

VCP304 Ethicon Vicryl Plus, Johnson & Johnson,
Neuss, Deutschland

6-0 Faden nicht resorbierbar

EH7403, Ethicon Prolene,Ethicon Inc,Somerville,
USA

Arterienklemmen

Aufzeichnung hdmodynamischer und
respiratorischer Parameter

PowerLab, AD Instruments, Castle Hill, Australien

Beatmungsgerit Inspira asv, Harvard Apparatus, Holliston,
Massachusetts, USA
Bepanthen Augensalbe Bayer Vital GmbH, 51368 Leverkusen, Deutschland
.. Gould Statham Druckwandler P231D, GOULD, Elk
Blutdruckmessgerét
Grove, USA
N ABL 800 Flex, Radiometer, Kopenhagen, Ddnemark
Blutgasanalysegerat
Perfusor secura: B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland
Desinfektionsmittel Kodan, Schiilke&Mayr GmbH, Norderstedt,
Deutschland
. . Sulla 808, Driager Medica Deutschland, Liibeck
Inhalationsgerit

Isotonische Kochsalzlosung

NacCl 0,9 %, Fresenius Kabi Deutschland

Capnograph Typ 340, Hugo Sachs Elektronik,

Kapnographen
Harvard Apparatur GmbH

K ESKompressen, 5x5cm, 17 threads, 12 layers, Paul

ompresse

Hartmann AG

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

Nadelhalter

Pinzette (anatomisch+ chirurgisch)

Ringerlosung

6737462.00.01, B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Deutschland

Schere

Venenverweilkaniilen (16G + 14G)

Vasofix Safety, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

Venenverweilkatheter (24G)

Introcan Safety-Winged, B. Braun Melsungen Ag,
Deutschland

Wirmematte

Wattestiabchen
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Verwendete Medikamente:

Atemgas Linde Gruppe, Leuna, Deutschland

Buprenorphin Temgesic, Reckitt Benckiser, Mannheim,
Deutschland

CO» Gasgemisch Linde Gruppe, Leuna, Deutschland

Gemfibrozil (9518, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

GWo6471 4618, Tocris Bioscience, Bristol, United Kingdom

Pancuroniumbromid 4mg/2ml Rotexmedica GmbH Arzneimittelwerk, Trittau,
Deutschland

Pentobarbital Natrium Narcoren, Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH,
Ingelheim am Rhein, Deutschland

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

Verwendete Gerite fiir die Arbeit im Labor:

Homogenisierer IKA® EUROSTAR 20 digital, IKA®-Werke GmbH
& Co. K@, Staufen, Deutschland

Homogenisierstab Ultra-Turrax T8, IKA®-Werke GmbH & CO. KG,
Staufen, Deutschland

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

Plate Reader BioTek Synergy 2, Software GenSTM Version
1.11, BioTek, Winooski, USA

Reagenzglasschiittler Vortex Genie Touch Mixer 1, Scientific Industries,
New York, USA

Respirometer Software Respirometer software 782 System Version 5.1,
Strathkelvin Instruments, North Lanarkshire,
Schottland

Respirometer MT200 und SI782, Strathkelvin Instruments, North

Lanarkshire, Schottland

Scherbeneismaschine AF 80, Scotsman, Mailand, Italien
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Waage

LA230S, Sartorius, Gottingen, Deutschland

Zentrifuge Rotina

420R, Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, Deutschland

Verwendete Materialien fur die Arbeit im Labor:

Konisches Zentrifugenréhrchen

Falcon™ 15ml, SARSTEDT, Numbrecht,
Deutschland

Konisches Zentrifugenrohrchen

Falcon™ 50ml, SARSTEDT, Numbrecht,
Deutschland

Pipette Pasteur-Pipetten 7ml, VWR International,
Darmstadt, Deutschland

Pipette Pipettensatz Eppendorf ResearchR Sul bis 5000ul,
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitze 1000ul graduierte Pipettenspitze, Starlabgroup,
Hamburg, Deutschland

Pipettenspitze 10ul graduierte Pipettenspitze, Starlabgroup,
Hamburg, Deutschland

Pipettenspitze 200ul konische Pipettenspitze, Starlabgroup,
Hamburg, Deutschland

Pipettenspitze 10ml Costar Stripette, Corning Incorporated, New
York, USA

Pipettenspitze Sul graduierte Pipettenspitze, Starlabgroup,
Hamburg, Deutschland

Pipetus® Pipetus®, Hirschmann Laborgerate, Eberstadt,
Deutschland

Reaktionsgefal3 Safe-Lock-Tubes 1,5ml, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Reaktionsgefal3 Safe-Lock-Tubes 2,0ml, Eppendorf, Hamburg,

Deutschland

Verwendete Chemikalien:

1,1,3,3-Tetramethoxypropan (MDA)

108383, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

2-Thiobarbitursdure

108180, Merck, Darmstadt, Deutschland

ADP AS5285, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Antimycin A A8674, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

BSA A6003, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

C12H22011 4621, Carl Roth & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
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C23H2206 (Rotenon)

R8875, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

C4H100 (2-Butanol)

109630, Merck, Darmstadt, Deutschland

C4sH4KNaOHg

108087, Merck, Darmstadt, Deutschland

C4H4NaxO4 (Sodiumsuccinat)

S2378, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

C4HeOs (L-Malate)

11050, SERVA, Heidelberg, Deutschland

CsHsNOg4- (L-Glutamate)

49621, Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

CeH140¢6 M4125, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

CoHsCINy C2759, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

CuSO4*5H,0 102790, Merck, Darmstadt, Deutschland

Cytochrom C C2037, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

DMSO 589569 Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

EGTA 3054, Carl Roth & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Folin & Ciocalteu’s Phenol Reagenz

F9252, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

H3;PO4 85%

141032, AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

KCI 4873, Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

KH2PO4 5104, Merck, Darmstadt, Deutschland

KOH 6751 Carl Roth & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

MOPS 3183, Carl Roth & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

NaxCOs3 S7795, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

NayP207 1204429, Merck, Darmstadt, Deutschland

NaOH 106462, Merck, Darmstadt, Deutschland

Oligomycin 04876, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland
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