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Zusammenfassung

Metformin ist ein weit verbreitetes Medikament, das seit den 1950er Jahren zur
Behandlung von Typ-2-Diabetes eingesetzt wird und als Mittel der ersten Wahl zur
medikamentdsen Ersttherapie angesehen wird. Eine der Hauptwirkungen stellt dabei die
Senkung der Plasmaglukose dar, welche durch die Unterdriickung der Glukoneogenese
in der Leber erreicht wird, was unter anderem durch die Hemmung des Komplexes I in
der Atmungskette der Mitochondrien geschieht. Diese Hemmung wurde in der Leber
bereits hdufig gezeigt, weist aber widerspriichliche Daten beziiglich einer direkten oder
indirekten Hemmung und beziiglich notwendiger Wirkstoftkonzentrationen auf. In letzter
Zeit hat das Interesse am Darm als relevantes Organ fiir die Metforminwirkung stark
zugenommen und es wurden einige Studien durchgefiihrt, um die Wirkungsmechanismen
von Metformin im Darm zu entschliisseln. Eine Hemmung der Atmungskette konnte
bisher im Diinndarm und in Colonkarzinomzellen beobachtet werden, aber noch nicht im
Colon. Also stellte sich die Frage, ob Metformin die mitochondriale Funktion in Colon-
und Leberhomogenaten von gesunden Ratten dosisabhingig in vitro beeinflusst. Mittels
Respirometrie wurde die Wirkung von fiinf Metforminkonzentrationen (1,25; 2,5; 5; 10;
20 Millimolar) im Vergleich zur Lésungssubstanz Natriumchlorid auf die mitochondriale
Atmung in Colon- und Leberhomogenaten von 30 gesunden Ratten iiberpriift.
Unterschieden wurde dabei zwischen der Komplex I- und Komplex II-abhingigen
Atmung. In den Versuchen konnte eine organspezifische und dosisabhdngige Wirkung
gezeigt werden. In der Leber wurde die Komplex [-Atmung durch Metformin mit
zunehmenden Konzentrationen gehemmt, wohingegen die Komplex II-Atmung nicht
beeinflusst wurde. Der Wirkungsmechanismus von Metformin beziiglich der Komplex I-
Hemmung in der Leber kann also bestitigt werden. Dabei ist die Hemmung
dosisabhingig und durch einen direkten Mechanismus charakterisiert. Im Colon konnte
sowohl bei der Komplex I- als auch bei der Komplex II-Atmung keine Beeinflussung der
mitochondrialen Funktion nachgewiesen werden. Daher wire es moglich, dass im Colon
ausschlieflich andere Wirkungsmechanismen von Metformin auftreten. Andererseits
wire es auch mdglich, dass eine Hemmung der Atmungskette im menschlichen Colon
auftritt, wihrend diese im Colon von Ratten ausbleibt. Fiir eine weitere Charakterisierung
der Wirkungsmechanismen wire es daher sinnvoll, weitere Studien zur
Atmungshemmung durch Metformin im menschlichen Colon und weitere Studien

beziiglich anderer moglicher Wirkungsmechanismen im Colon durchzufiihren.



Abstract

Metformin is a widely used drug that has been used for the treatment of type 2 diabetes
since the 1950s and is considered to be the first-choice drug for primary therapy. One of
the main effects is the reduction of plasma glucose, which is achieved by the suppression
of gluconeogenesis in the liver, which occurs, among other things, by the inhibition of
complex I in the respiratory chain of the mitochondria. This inhibition has been shown
frequently in the liver, but there are conflicting data on direct or indirect inhibition and
on necessary drug concentrations. Recently, interest in the intestine as a relevant organ
for metformin action has greatly increased and several studies have been carried out to
decipher the mechanisms of action of metformin in the intestine. Inhibition of the
respiratory chain has so far been observed in the small intestine and colon cancer cells,
but not yet in colon. This raised the question whether metformin dose-dependently affects
mitochondrial function in colon and liver homogenates from healthy rats in vitro.
Respirometry examined the effect of five metformin concentrations (1. 25; 2. 5; 5; 10; 20
mM) on mitochondrial respiration in colon and liver homogenates from 30 healthy rats
compared to the solution NaCl. Differences were made between complex I- and complex
II-dependent respiration.

The experiments showed an organ-specific and dose-dependent effect. In the liver,
complex I respiration was inhibited by metformin with increasing concentrations,
whereas complex II respiration was unaffected. Thus, the mechanism of action of
metformin with respect to complex I inhibition in the liver can be confirmed. Inhibition
i1s dose-dependent and is characterised by a direct mechanism. In the colon, neither
complex I nor complex II respiration was affected by metformin. Therefore, it is possible
that other mechanisms of action of metformin may occur in the colon. On the other hand,
it 1s also possible that an inhibition of the respiratory chain occurs in the human colon
while this is absent in the colon of rats. In order to further characterise the mechanisms
of action, it would therefore be useful to conduct further studies on the inhibition of
respiration by metformin in the human colon and further studies on other possible

mechanisms of action in the colon.
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1 Einleitung

1.1 Indikationen und Wirkungen von Metformin

Metformin ist ein weit verbreitetes Medikament, das seit den 1950er Jahren zur
Behandlung von Typ-2-Diabetes eingesetzt wird (1) und als Mittel der ersten Wahl zur
medikamentdsen Ersttherapie angesehen wird (2,3). Die Hauptwirkung beruht dabei auf
der Senkung der Plasmaglukose durch Unterdriickung der Glukoneogenese (Neubildung
von Glukose) in der Leber, Erhéhung der Glukoseaufnahme in der Peripherie, Erh6hung
der Fettsdureoxidation (Abbau von Fetten) und der Verminderung der Insulinresistenz
(4). Diese Senkung der Plasmaglukose bei der Behandlung des Diabetes wirkt sich

protektiv auf Folgen und Komplikationen des Diabetes aus (5).

Neben dem Einsatz bei Typ-2-Diabetes ist Metformin auch zur Behandlung des
polyzystischen Ovarialsyndroms indiziert (6) und es wurden noch einige weitere
Wirkungen mit potentiellen Indikationen beobachtet. Eine dieser Wirkungen stellt die
kardiovaskuldre Pravention dar: Metformin spielt eine schiitzende Rolle sowohl bei
bereits bestehender Herzinsuffizienz (7) als auch bei neuauftretender Herzinsuffizienz
nach stattgehabtem Herzinfarkt (8). AuBerdem wurden antineoplastische, also
krebspriaventive Wirkungen entdeckt (9) sowie die Vermutung einer Verlangsamung der

Alterung aufgestellt (10).

1.2 Pharmakokinetik von Metformin

Metformin wird oral bis zu einer Tagesdosis von 3 Gramm (g) verabreicht. Da es bei
physiologischem pH-Wert als hydrophiles Kation vorliegt, kann es nicht passiv iiber die
Zellmembranen diffundieren und bendtigt Transporter, um in Zellen zu gelangen. Die
Resorption findet hauptsidchlich im Diinndarm iiber Plasmamembran-Monoamin-
Transporter (PMAT) und iiber die Organischen-Kationen-Transporter 1 und 3 (OCT1 und
OCT3) statt. Die Aufnahme in die Leber geschieht groftenteils iiber OCT1 und
wahrscheinlich auch {iber OCT3. Ausgeschieden wird Metformin renal, also iiber die

Niere (11).

1.3 Wirkungsmechanismen von Metformin
Wie das Medikament Metformin wirkt, ist noch nicht vollstindig verstanden und die
Mechanismen scheinen sehr komplex zu sein. Am haufigsten werden die Wirkungen

durch die Modulation des mitochondrialen Stoffwechsels erklart.



Als zentraler Mechanismus wird dabei die Hemmung der Atmungskette mit folglich
erhohtem Verhéltnis von Adenosinmonophosphat (AMP) bzw. Adenosindiphosphat
(ADP) zu Adenosintriphosphat (ATP) angesehen (12,13).

Mitochondrien sind Zellorganellen und haben als Hauptaufgabe die Synthese des
wichtigsten Energietrigers des Korpers: ATP. Sie haben eine duflere Membran, die fiir
alle Stoffe permeabel ist und eine innere Membran, die fiir die meisten Stoffe
undurchldssig ist und den Ort der Atmungskette darstellt. Im Inneren des

Mitochondriums, also in der Matrix, finden viele Stoffwechselwege statt (14).

Die Atmungskette mit folgender oxidativer Phosphorylierung (siehe Abb. 1) ist fiir die
Bereitstellung des ATPs verantwortlich und besteht aus vier Proteinkomplexen: Komplex
I  (NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase), = Komplex I  (Succinat-Ubichinon-
Oxidoreduktase), Komplex III (Ubichinol-Cytochrom-c-Oxidoreduktase) und Komplex
IV (Cytochrom-c-Oxidase). An diesen laufen verschiedene Redoxreaktionen ab, die mit
den Reduktionsidquivalenten Nicotinamidadenindinukleotid (NADH + H") und Flavin-
Adenin-Dinukleotid (FADH>) aus dem Abbau der Fette, Kohlenhydrate und Proteine
beginnen. Die Elektronen der Reduktionsdquivalente werden iliber die Enzymkomplexe
der Atmungskette transportiert, wobei der Beginn entweder bei Komplex I mit NADH +
H" oder bei Komplex II mit FADH, ist. Zuerst werden durch diese Komplexe die
Elektronen von NADH oder FADH: auf Ubichinon iibertragen, wodurch Ubichinol
entsteht. Der Komplex III libertragt diese Elektronen dann von Ubichinol auf Cytochrom
c. Dieses liegt der inneren Membran von auf3en an und ist dort frei beweglich. Den letzten
Schritt katalysiert der Komplex IV, der die Elektronen von Cytochrom c auf Sauerstoff
iibertragt, aus welchem durch Aufnahme von Protonen zwei Molekiile Wasser entstehen.
Durch die Weitergabe der Elektronen wird Energie frei, die genutzt wird, um Protonen
aus der Matrix zu pumpen, sodass ein Protonengradient iiber der inneren
Mitochondrienmembran entsteht. Bei der oxidativen Phosphorylierung ldsst die ATP-
Synthase diese Protonen dann zuriick in die Matrix flieBen, wodurch wiederum Energie
frei wird, die zur Phosphorylierung von ADP genutzt wird, sodass ATP entsteht.
Reguliert wird die Atmungskette liber die vorhandene ADP-Konzentration. Ist diese

hoch, wird der Zelle signalisiert, dass ein Energiemangel herrscht und die Atmungskette



wird angeregt. Ist die ADP-Konzentration hingegen niedrig, wird die Atmungskette

gehemmt. (14)
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Abb. 1: Atmungskette und Oxidative Phosphorylierung

Die Reduktionsdquivalente Nicotinadenindinukletotid (NADH + H*) und Flavin-Adenin-Dinukleotid
(FADH>) werden an Komplex I bzw. an Komplex II der Atmungskette zu NAD* bzw. FAD oxidiert. Die
Elektronen (e7) werden dabei auf Ubichinon (Q) iibertragen, wodurch Ubichinol entsteht. An Komplex III
werden die Elektronen von Ubichinol auf Cytochrom ¢ (C) iibertragen und an Komplex I'V von Cytochrom
¢ auf Sauerstoff (O2), sodass das O, mit vier Protonen (H") zu zwei Molekiilen Wasser reagiert. Durch die
Redoxreaktionen, die an den Komplexen ablaufen, wird Energie frei, die an Komplex I, IIT und IV zur
Erzeugung eines Protonengradienten genutzt wird, indem Protonen aus der mitochondrialen Matrix in den
Intermembranraum gepumpt werden. Durch die ATP-Synthase (Adenosintriphosphat) gelangen diese
Protonen wieder in die Matrix. Die dabei freiwerdende Energie wird zur Erzeugung von ATP aus
Adenosindiphosphat (ADP) und Phosphat (P) genutzt (14).

Neben der ATP-Erzeugung stellt die Atmungskette auBerdem eine Quelle zur
Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies dar, die in hohen Konzentrationen die Zelle
schidigen, in geringeren Konzentrationen aber regulatorische Mediatoren bei

Signalwegen der Zelle darstellen (15,16).

El-Mir et al. und Owen et al. zeigten erstmals den hemmenden Effekt von Metformin auf
den Komplex I der Atmungskette in der Leber und im Herzen (12,17) und folgend
bestétigten viele weitere Studien diese Wirkung (13, 18, 19). Ihre Ergebnisse waren aber
teilweise widerspriichlich und der genaue Mechanismus der Komplex I-Hemmung ist
noch nicht aufgeklédrt. So besteht beispielsweise der Konflikt zwischen dem Konzept
einer direkten oder indirekten Hemmung. EI-Mir et al. konnten die Hemmung des
Komplexes I nur in intakten Zellen nachweisen und postulierten deshalb, dass Metformin
einen indirekten Wirkungsmechanismus hat. Owen et al. jedoch fanden den inhibierenden
Effekt auch in isolierten Mitochondrien und submitochondrialen Partikeln. Seitdem

wurde in einigen weiteren Studien ein direkter (18, 20), aber auch ein indirekter



Mechanismus (21) vermutet. Hirsch et al. schlugen eine Kombination aus einem direkten
und indirekten Mechanismus vor, da eine Hemmung sowohl in isolierten Mitochondrien,
als auch in intakten Zellen auftrat, doch diese Hemmung in intakten Zellen war stirker
als in isolierten Mitochondrien (22). Auch die Reversibilitdt der Komplex I-Hemmung ist
umstritten: Einerseits wurde eine irreversible Inhibition gezeigt, denn nach der
Auswaschung der Zellen von Metformin hielt die Inhibition an (17), andererseits deuteten
andere Forschungsgruppen aus ihren Ergebnissen eine reversible Hemmung (19,23).
AuBlerdem unterschieden sich in den meisten Studien die nétigen
Wirkstoftkonzentrationen, die zur Komplex I-Hemmung notwendig waren und die
Auswirkungen der jeweiligen Konzentrationen auf die mitochondriale Funktion. Auch
wenn die genauen Umsténde der Inhibition des Komplexes I noch umstritten sind, wird
davon ausgegangen, dass es insgesamt zu einem Anstieg des Verhiltnisses von AMP

bzw. ADP zu ATP kommt (siche Abb. 2) (12,13).

Die Zunahme dieses Verhiltnisses fithrt zu einer Hemmung der Fructose-1,6-
bisphosphatase (24) sowie zu einer Hemmung der Adenylatcyclase mit folglich
abnehmender Konzentration des cyclischen AMPs (cAMP) und reduzierter Proteinkinase
A-Aktivitdt, wodurch die glukoneogene Genexpression gehemmt und die
Glukagonwirkung antagonisiert wird (25). Beide Prozesse fiihren somit zu einer
verminderten Glukoneogenese. AuBlerdem kann das steigende AMP bzw. ADP zu ATP-
Verhiltnis die AMP-aktiviere Kinase (AMPK) direkt (26) oder iiber die Leberkinase B1
(LKB1) aktivieren (27). Die AMPK vermindert einerseits die Expression von lipogenen
Enzymen und andererseits hemmt sie die Acetyl-CoA-Carboxylasen (ACC) 1 und 2 und
fordert damit die Fettsdureoxidation (28). Im Gegensatz zu diesen Erkenntnissen zeigten
Foretz et al. jedoch, dass Metformin die Glukoneogenese unabhingig von LKB1 und
AMPK supprimiert. Stattdessen soll die Glukoneogenese durch eine Abnahme des

hepatischen Energiezustands unterdriickt werden (29).

Neben der Komplex [I-Hemmung ist die Hemmung anderer Komplexe der Atmungskette
thematisiert worden. So wurde eine Hemmung des Komplexes II in isolierten
Mitochondrien aus braunem Fettgewebe (30) und die gemeinsame Hemmung von
Komplex I, III und IV und von Komplex III und IV (31) beobachtet. Auch die isolierte
Hemmung von Komplex IV konnten LaMoia et al. zeigen (32). Bridges et al. entdeckten

auferdem eine Hemmung der ATP-Hydrolyse durch die ATP-Synthase (19), die nur unter



besonderen physiologischen Bedingungen eine Hydrolyseaktivitét aufweist und damit als

Protonenpumpe entgegen des Protonengradienten wirken kann (33).

Ein weiterer Ansatz wie Metformin die Glukoneogenese unterdriicken kann, ist die nicht-
kompetitive Inhibition der mitochondrialen Glycerophosphat-Dehydrogenase (mGPDH)
(34). Dadurch wird der gesamte Glycerophosphatshuttle gehindert, der neben dem Malat-
Aspartat-Shuttle einen Mechanismus zur Bereitstellung der Reduktionsédquivalente
NADH und FADH> fiir die Atmungskette darstellt (14). Durch die Hemmung der
mGPDH entfillt sowohl die Glukoneogenese aus Glycerin als auch aus Laktat. Glycerin
wird normalerweise durch die Glycerinkinase zu Glycerol-3-Phosphat phosphoryliert und
anschlieend durch die mGPDH zu Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) umgewandelt,
was durch die Hemmung nicht moglich ist. So entféllt also auch die Synthese von NAD"
aus NADH und DHAP durch die cytosolische Glycerophosphat-Dehydrogenase
(cGPDH) und die Umwandlung von Laktat zu Pyruvat mithilfe von NAD" durch die
Laktatdehydrogenase, was zur Akkumulation von Laktat fithrt (34). Diese Hypothese
kann demnach auch die typische, wenn auch seltene Komplikation unter

Metformineinnahme erkliren: die Laktatazidose (35).

Fiir eine Ubersicht iiber die grundlegenden Wirkungsmechanismen siche Abb. 2.

Lipogene Enzyme Glukagon

Metformin AMPK‘\—|ACC 1 & 2—" Fettsiureoxidation !

l I LKBI Adenylatcyclase
s ATP 2P
TAMP,ADP /

LATP

| PKA

DHAP G3-p : Fructose-1,6- | gluconeogene
Glycerin bisphosphatase Enzyme
NADH/H" NAD'+
Laktat
NADH + Pyruvat | Gluconeogenese

Abb. 2: Wirkungsmechanismen von Metformin (Abbildung in Anlehnung an Pecinova et
al. (36))

Metformin hemmt den Komplex I der Atmungskette, was zu einer Erhdhung des Adenosinmonophosphat
(AMP) bzw. Adenosindiphosphat (ADP) zu Adenosintriphosphat (ATP) Verhiltnisses fiihrt (12). Diese
Erhohung des Verhéltnisses fithrt zur Aktivierung der AMP-aktivierten Kinase (AMPK) (26), welche



ebenfalls indirekt {iber die Leberkinase B1 (LKB1) (27) aktiviert werden kann. Die AMPK hemmt die
Synthese von lipogenen Enzymen und hemmt die Acetyl-CoA-Carboxylasen (ACC) 1 und 2, wodurch die
Fettsdureoxidation erhoht wird (28). Das erhohte AMP bzw. ADP zu ATP Verhiltnis hemmt aulerdem die
Fructose-1,6-bisphosphatase, wodurch die Glukoneogenese gehemmt wird (24) und die Adenylatcyclase,
wodurch die Glukagonwirkung antagonisiert wird. Es wird also kein cyclisches AMP (cAMP) synthetisiert
und folglich die Proteinkinase A (PKA) nicht aktiviert. Dadurch wird die Synthese von glukoneogenen
Enzymen verringert und die Glukoneogenese nimmt ab (25). Metformin hemmt auBlerdem die
mitochondriale Glycerophophat-Dehydrogenase (nGPDH), wodurch der Glycerophosphatshuttle inhibiert
wird. Die Glukoneogenese aus Glycerin ist nicht moglich, da das Glyerol-3-Phosphat (G3P) nicht in
Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) umgewandelt werden kann. Dadurch kann die cytosolische
Glycerophophat-Dehydrogenase (¢cGPDH) Nicotinadenindinukleotid (NADH + H*) nicht zu NAD*
oxidieren und das Laktat wird nicht in Pyruvat umgewandelt, welches somit nicht fiir die Glukoneogenese
genutzt werden kann. Folglich wird die Glukoneogenese aus Laktat und aus Glycerin verhindert (34).

Auch die Beeinflussung der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) wird als
Zielpunkt von Metformin angesehen, jedoch ist die Studienlage diesbeziiglich heterogen.
Einerseits zeigten Studien, dass die ROS-Bildung durch Metformin zunahm (19,30).
Andererseits wurden Abnahmen in der ROS-Bildung beobachtet, die auf die Inhibition
der Atmungskette oder der NAD(P)H-Oxidase (37) oder auch auf die verstirkte
Expression des Antioxidans Thioredoxin zuriickgefiihrt werden (38). Batandier et al.
zeigten, dass die ROS-Bildung unter Metformin nur bei einem riickwarts-laufenden
Elektronenfluss durch die Atmungskette vermindert war, nicht aber beim vorwérts-

laufenden Elektronenfluss (39).

Zusiatzlich wurden noch viele weitere Hypothesen zum Wirkungsmechanismus von
Metformin aufgestellt. Dazu gehoren unter anderem die Aktivierung der Autophagie,
welche die Membranumlagerung von Organellen und zytoplasmatischen Bestandteilen
darstellt und durch Nahrstoffmangel induziert wird (40). AuBerdem wird vermutet, dass
Metformin direkte Wirkungen auf Entziindungsgeschehen ausiibt, indem es zum Beispiel
die Monozyten-zu-Makrophagen Differenzierung inhibiert (41) und die Reifung von
Interleukin-18 in Makrophagen hemmt (42). Besonders der Darm hat in den letzten
Jahren an Interesse in Bezug auf die Wirkung von Metformin gewonnen und es stellten

sich einige Wirkungsmechanismen heraus, die im Folgenden erldutert werden.

1.4 Relevanz des Colons

Das Mikrobiom des Darms spielt eine wesentliche Rolle im Energiehaushalt. Shin et al.
zeigten, dass Metformin dieses Mikrobiom beeinflusst (43). Zudem scheint Metformin
die Sekretion des Glucagon-like-Peptid-1 (GLP-1) (44), des zirkulierenden Peptid YY
(PYY) (45) und des Growth differenciation factor 15 (GDF-15) (46) zu erh6hen. GLP-1

wird im distalen //leum und Colon nach Nahrungsautnahme gebildet, senkt durch mehrere



Schritte den Plasmaglukosespiegel und 16st ein Séttigungsgefiihl aus (14). PY'Y wird auch
im distalen Diinndarm und Colon produziert und wirkt hauptsichlich als Appetitregulator
(45). Auch GDF-15 wird hauptsédchlich im Diinndarm und Colon gebildet und hemmt
ebenfalls die Nahrungsaufnahme (46).

Einige Studien zeigten interessante Ergebnisse beziiglich der
Konzentrationsanreicherung von Metformin und der Glukoseverwertung im Darm. So
fanden Wilcock et al. eine deutlich erhohte Metforminkonzentration im
Gastrointestinaltrakt nach oraler Gabe mit der hochsten Akkumulation in Jejunum und
Ileum. Sogar nach intravendser Verabreichung zeigte der Diinndarm die hochste
Wirkstoffkonzentration. Diese erhohte Akkumulation impliziert, dass der Darm
moglicherweise das wichtigste Organ fiir den Wirkort von Metformin darstellt. Die
Konzentration im Dickdarm erreichte zwar im Vergleich zum Diinndarm ein geringeres
Niveau, Uberragte jedoch trotzdem die Plasmakonzentration und zeigte eine deutlich
langsamere Konzentrationsabnahme im Zeitverlauf (47). Zudem konnte eine weitere
Studie die stirkste Metforminakkumulation im distalen Dickdarm nachweisen (48).
AuBerdem zeigten Bailey et al. eine starke Abnahme der Plasmaglukosekonzentration in
der Portalvene metforminbehandelter Ratten im Vergleich zu Kontrollen, was eine
erhohte Glukoseverwertung im Darm unter Metformingabe vermuten ldsst (49).
Zusitzlich wurde eine zweifach erhohte Glukoseaufnahme im Diinndarm und eine
dreifach erhohte Glukoseaufnahme im Colon bei Patienten, die 26 Wochen mit
Metformin behandelt wurden im Vergleich zur Placebobehandlung beobachtet (50). Ito
et al. zeigten zudem eine erhohte Konzentration von radioaktiv markierter
Fluordesoxyglukose (FDG) sowohl in der Wand als auch im Lumen des Dickdarms von
Patienten nach intravendser Verabreichung der FDG, welches nicht nur die Extraktion
von Glukose aus dem Blut in den Darm, sondern zusétzlich die Abgabe von Glukose aus
der Darmwand in das Darmlumen impliziert (51). Neben dem erhéhten Glukoseumsatz
durch den Darm wurde ein erhohtes Laktatlevel in der Portalvene nachgewiesen (52) und
Schommers et al. zeigten, dass Metformin den Glukosestoffwechsel zu Laktat im Darm
erhoht, was zu einem energieaufwendigen Zyklus fiihrt, da das Laktat wiederum durch
die Leber aufgenommen und zu Glukose umgewandelt wird. Da in vielen anderen Studien
jedoch eine verminderte Glukoneogenese unter Metformin beobachtet wurde, schlugen
sie vor, dass diese erhohte Glukoneogenese nur unter Einnahme einer geringen

Metformindosis vorkommt. Denn unter dieser Bedingung tritt eine verhiltnisméfBig hohe



Akkumulation im Darm auf, die zu Laktatproduktion fiihrt. Die verhdltnisméBig geringe
Akkumulation in der Leber resultiert dann jedoch noch nicht in einer Hemmung der
Glukoneogenese (53). Sowohl Schommers et al. als auch Yang et al. sehen als Grund fiir
die erhohte Laktatproduktion die Inhibition der mitochondrialen Funktion bzw.
Respiration (48,53). Bisher wurde diese Inhibition im Diinndarm (48,53) und in

Colonkarzinomzellen (23) beobachtet, jedoch noch nicht im Colon.

1.5 Relevanz der Leber

Die Leber stellt das zentrale Organ im Glukosestoffwechsel dar. In ihr findet die
Glukoneogenese statt, wobei Glukose fiir den Korper bereitgestellt wird und deren
Hemmung als zentraler Mechanismus der Metforminwirkung angesehen wird (54). So
wurde in einer Studie gezeigt, dass OCT1-Knockout-Mause, das heif3t Mause, denen der
Transporter zur Aufnahme von Metformin in die Leber fehlt, nach einer fettreichen Diat
und anschlieBender Metformingabe keine Verdnderungen im Plasmaglukosespiegel
zeigten. Bei Wildtypméusen wurde jedoch eine Senkung des Plasmaglukosespiegels um
30 % nach der Metformingabe gemessen (55). AuBlerdem konnten Wilcock et al. eine
deutlich stiarkere Akkumulation von Metformin in der Leber, sowohl unter oraler Gabe,
als auch unter intravendser Gabe, im Vergleich zum Plasmalevel nachweisen (47). Die
Beeinflussung der mitochondrialen Funktion als zentraler Wirkungsmechanismus in der
Leber wurde bereits durch einige Studien nachgewiesen, zeigt aber widerspriichliche
Daten beziiglich einer direkten oder indirekten Hemmung und beziiglich notwendiger

Wirkstoftkonzentrationen und deren Auswirkungen (12,13,17,56-59).



1.6 Ziele und Fragestellungen der Arbeit

Die Aufklirung der Wirkungsmechanismen des Medikaments Metformin ist fiir das
Verstindnis der Wirkung bei bereits zugelassenen und auch potenziellen neuen
Indikationen sehr relevant. Die mitochondriale Funktion stellt dabei einen zentralen
Mechanismus dar, dessen Untersuchung aber noch Widerspriiche sowohl im allgemeinen
Verstidndnis als auch in jeweiligen Organen zeigt. Als besonders interessant fiir die
Metforminwirkung scheinen die Leber und der Darm zu sein. Die Datenlage beziiglich
der Wirkung auf die mitochondriale Funktion in der Leber zeigt derzeit noch
Widerspriiche und die Wirkung auf die mitochondriale Funktion im Colon beruht bisher

auf mangelnden Daten. Daher ergeben sich folgende Fragestellungen:

1. Beeinflusst Metformin die mitochondriale Funktion in Colon- und
Leberhomogenaten von gesunden Ratten in vitro?

2. Ist die Wirkung von Metformin dosisabhingig?



2 Material und Methoden

Die Angaben zu den verwendeten Chemikalien, Reagenzien, Puffern, Losungen,

Materialien und Geréten befinden sich im Anhang (siehe Seite 41 — 46).

Die angewandte Methodik basiert auf bereits beschriebenen Studien der Arbeitsgruppe
(60-62).

2.1 Versuchstiere

Die Organe Colon und Leber wurden aus circa 2 Monate alten und 280-300 g schweren,
gesunden Wistar-Ratten entnommen. Dafiir wurden ausschlieSlich minnliche Ratten
genutzt, um Auswirkungen durch hormonelle Schwankungen ausschlieBen zu konnen.
Die Tiere wurden bei einem 12-Stunden-Tag-Nacht-Zyklus unter kontrollierter
Raumtemperatur gehalten. Sie hatten Zugang zu Trinkwasser und Nahrung. Da es sich
lediglich um eine Organentnahme handelt ist eine Genehmigung durch das Landesamt
fir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz nicht erforderlich. Es liegt eine
Anzeigengenehmigung der Zentralen Einrichtung fiir Tierforschung und

wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) mit interner Nummer O27/12 vor.

2.2 Organentnahme

Bis zu dem Zeitpunkt der Entnahme von Leber und Colon erfolgte der Umgang mit den
Tieren ausschlieBlich durch die Mitglieder der Arbeitsgruppe fiir Kardioprotektion unter
der Leitung von Prof. Dr. Dr. Ragnar Huhn.

Die Ratten erhielten eine intraperitoneale Injektion zur Narkotisierung mit 32 Milligramm
(mg) Pentobarbital, 1000 Internationale Einheiten (IE) Heparin und 1,8 Milliliter (ml)
Natriumchlorid. Konnte bei den Tieren nach fiinf Minuten eine Areflexie nachgewiesen
werden, wurden diese anschlieBend mittels Dekapitation getotet. Nachfolgend entnahmen
die Mitglieder der Arbeitsgruppe fiir Kardioprotektion nach erfolgter Thorakotomie das
Herz. Nach erfolgter Laparotomie fand die Entnahme eines Stiicks des linken
Leberlappens und des gesamten Colons statt. Die Leber wurde direkt in ein Becherglas
mit 4 Grad Celsius (°C) kaltem Isolationspuffer gegeben. Nach Entfernung von
anhdngendem Fett und grober Ausstreichung des Kots wurde auch das Colon in ein

Becherglas mit 4 °C kaltem Isolationspuffer gegeben.
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2.3 Herstellung der Gewebshomogenate

2.3.1 Colon

Zuerst wurde das entnommene Colon abgewogen und anschlieBend zusammen mit dem
Isolationspuffer in eine durch Eis gekiihlte Petrischale gegeben. Das Colon wurde erneut
von anhidngendem Fett und Kot befreit und dann mit einer Schere langs aufgeschnitten.
Mit einer in Isolationspuffer getrankten Kompresse wurde die Mukosa abgetupft und
dadurch gesdubert. Trypsin-EDTA 0,05 % (Colongewicht in Gramm (g) x 2 in ml) wurde
nun hinzugegeben, um die Zellen aus den Zellverbdnden zu 16sen (63). Nach 5 Minuten
wurde das Colon in ein Becherglas mit Isolationspuffer mit erhohtem BSA-Gehalt
(Colongewicht in g x 4 in ml) und dem Proteaseinhibitor cOMPLETE (Colongewicht in
g x 4 in pl) gegeben. Der Proteaseinhibitor verhindert die Zerstérung der intrazelluldren
Proteine (64). Der hohere Gehalt an Rinderserumalbumin (BSA) im Isolationspuffer fiir
das Colonhomogenat soll eine Entkopplungswirkung durch Fettsduren, die in der
Submukosa des Colons vorkommen, verhindern (62). Mit der Schere wurde nun das
Colon in 2-3 Kubikmillimeter (mm?®) groBe Stiicke zerkleinert und anschlieBend unter
durchgehender Kiihlung mit einem Teflonkolben homogenisiert. Dabei wurde das
Gewebe in einen dem Teflonkoblen enganliegenden Glaszylinder gefiillt und bei 2000
rounds per minute (rpm) finf Mal auf und ab bewegt. Durch die mechanische Scherung
werden dabei die Organellen durch Aufschluss der Zellmembran freigelegt (64). Das
Gewebshomogenat wurde dann unter Filtration durch eine Kompresse in ein 50 ml

Zentrifugenrohrchen gegeben.

2.3.2 Leber

Von dem entnommenen Stiick Leber wurden 1,1 g abgewogen und im Anschluss mit
einer Schere in 2-3 mm? groBe Stiicke zerkleinert. Der Isolationspuffer wurde abgegossen
und die gleiche Menge erneut hinzugegeben. Diese Schritte wurden so oft wiederholt, bis
der Isolationspuffer klar war und die Blutriickstdnde entfernt waren. Zu diesem Zeitpunkt
wurde die Menge des Isolationpuffers auf 10 ml aufgefiillt. Auch das Lebergewebe wurde
unter 2000 rpm am Teflonkolben, aber nur vier Mal, auf und ab bewegt und dann unter

Filtration durch eine Kompresse in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen gegeben.
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Abb. 3: Herstellung der Gewebshomogenate

Das Colon wurde von anhingendem Fett und Kot befreit und mit einer Schere ldngs aufgeschnitten.
Anschlieffend fand eine Behandlung mit Trypsin-EDTA statt. Das Colon wurde mit Isolationspuffer und
einem Proteaseinhibitor zusammengegeben, mit einer Schere zerkleinert und dann mit einem Teflonkolben
homogenisiert (linke Bildhilfte). 1,1 Gramm der Leber wurden mit einer Schere zerkleinert. Der
Isolationspuffer wurde abgegossen und erneut hinzugegeben, bis er frei von Blutspuren war. Anschlieend
wurde der Isolationspuffer auf 10 Milliliter aufgefiillt und auch mit dem Teflonkolben homogenisiert
(rechte Bildhailfte).
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2.4 Proteinbestimmung nach Lowry

2.4.1 Die Lowry-Methode

Um die Sauerstoffverbrauchsraten der Homogenate spiter auf die Gesamtproteinmenge
normieren zu konnen wurde eine Proteinbestimmung in Anlehnung an Lowry
durchgefiihrt (65). Im Wesentlichen beruht dieser Proteinnachweis auf zwei
aufeinanderfolgenden Reaktionen. Die erste Reaktion ist die Biuret-Reaktion, bei welcher
Kupfer in alkalischer Losung mit Proteinen interagiert und so eine violette Farbe bildet.
Dieser Komplex reagiert anschlieBend mit dem Folin-Ciocalteu-Reagenz und bildet eine

blau-griine Farbe, die anschlieBend photometrisch gemessen wird (66,67).

¢ f;andﬁrd 4 Lebqn;
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Abb. 4: Wells-Platte mit Stan adrhe und Pr von Colon- und Leberhomogenaten

2.4.2 Praktisches Vorgehen

Als erstes wurde die Losung 1 aus Reagenz A, B und C und Ldsung 2 aus Folin &
Ciolcalteau’s  phenol reagent und Aqua destillata. hergestellt. Da die
Proteinkonzentrationen gegen eine Standardreihe mit BSA gemessen wurde, war der
nédchste Schritt die Anfertigung dieser Standardreihe, indem jeweils Aqua destillata und

BSA (1 mg/ml) in folgenden Konzentrationen zusammengegeben wurde (Tabelle 1):
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Standard 0 1 2 3 4 5 6

Konzentration
0 62,5 125 250 500 750 1000

(ng/ml)
Tabelle 1: Standardreihe

Standardreihe mit Angabe der Konzentration an Rinderserumalbumin (BSA) je Standard in Mikrogramm

(ng) pro Milliliter (ml)

Anschliefend wurde die Standardreihe vorerst in Eis gekiihlt. 10 Mikroliter (pul) der
Colon- und Leberhomogenate wurden jeweils in drei Reaktionsgefdfle gegeben und im
Verhiltnis 1:100 mit Aqua destillata verdiinnt. Sowohl von der Standardreihe als auch
von den verdiinnten Homogenaten, wurden jeweils 100 pl in 500 pl der Losung 1 gegeben
und fiir 10 Minuten inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden dann noch jeweils 50 pl
Losung 2 hinzugegeben und es fand erneut eine Inkubationszeit von 30 Minuten statt.
Danach wurden jeweils zwei Mal 200 pl in eine 96-Wells-Platte gegeben und die
Gesamtproteinkonzentration wurde als Doppelbestimmung mittels Microplate-Reader
bei einer Wellenlédnge von 750 nm photometrisch bestimmt. Zuletzt wurde der Mittelwert

aus den drei technischen Replikaten je Organ ermittelt.

2.5 Respirometrie

2.5.1 Atmungskette und Oxidative Phosphorylierung
Die Atmungskette und die Oxidative Phosphorylierung wurden bereits in der Einleitung

beschrieben (siehe Seite 2).

2.5.2 Prinzip der Respirometrie

Durch die Respirometrie kann man anhand der Messung des Sauerstoffverbrauchs bzw.
der Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit die mitochondriale Aktivitdt bestimmen (68).
Als Respirometer diente ein MT200-Respirometer von Strathkelvin. Die Kammer, in
welche die Losung gegeben wird, hat ein Fassungsvermogen von 500 pl und wird
luftdicht mit einem Stopfen abgeschlossen, sodass kein Sauerstoff aus der Umgebung in
die Losung gelangen kann. Dadurch wird die Messung des Sauerstoffverbrauchs nicht
beeinflusst. Der Sauerstoffverbrauch wird durch eine Clark Elektrode gemessen. Diese
ist durch eine Sauerstoff-permeable Membran von der Kammer getrennt, sodass nur der
Sauerstoffund keine gréBeren Molekiile an die Elektrode gelangen konnen. Die Elektrode
misst den Sauerstoffpartialdruck, welcher der Sauerstoffkonzentration entspricht. Damit

es lokal an der Elektrode nicht zu einer geringeren Sauerstoffkonzentration als in der
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restlichen Losung kommt und folglich der Sauerstoffverbrauch falsch gemessen wird,
wird die Losung mit einem Magnetriihrer kontinuierlich durchmischt (69). Die Kammer
wird durchgehend von 30 °C warmem Wasser umspiilt, welches durch ein Wasserbad

aufgewarmt wird.

Werden nun von auflen Glutamat und Malat fiir Komplex I bzw. Succinat und Rotenon
fiir Komplex II den Homogenaten hinzugegeben, wird die Atmungskette angeregt. Die
direkten Substrate fiir Komplex I (NADH) und Komplex II (FADH>) koénnen die innere
Mitochondrienmembran nicht passieren und sind daher nicht zur Nutzung geeignet. Im
Falle der Komplex I-Stimulation wird NADH durch Zugabe von Glutamat und Malat
iiber den Malat-Aspartat-Shuttle in der Matrix bereitgestellt (sieche Abb. 3).

NADH + H’

Intermembranraum
Oxalacetat \/ Glutamat\
Alpha-Ketoglutarat j\ Aspartat ‘

\/ \
I | l l Innere mitochondriale Membran
\ |

Malat/ Alpha-Ketoglutarat \/ Aspartat
NAD" . I\
\_— Oxalacetat Glutamat

Abb. 5: Malat Aspartat-Shuttle

NAIL/

Malat

|

Mitochondriale Matrix

Die Elektronen von Nicotinadenindinukleotid (NADH) werden durch die cytosolische Malat-
Dehydrogenase (¢cMDH) auf Oxalacetat iibertragen, sodass Malat und NAD" entsteht. Malat wird
anschlieBend im Austausch zu Alpha-Ketoglutarat in die Matrix transportiert. In der mitochondrialen
Matrix wird das Malat durch die mitochondriale Malat-Dehydrogenase (mMDH) wieder zu Oxalacetat
oxidiert und NAD* zu NADH reduziert, welches somit als Substrat fiir Komplex I zur Verfligung steht. Das
Oxalacetat wird mit Glutamat durch die Aspartat-Aminotransferase (AST) zu Aspartat und Alpha-
Ketoglutarat verstoffwechselt und so steht Alpha-Ketoglutarat zum Austausch fiir Malat bereit. Das
Aspartat dient als Austauschpartner fiir das Glutamat, welches so in die Matrix gelangt (14,70).
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Das Alpha-Ketoglutarat, welches beim Malat-Aspartat-Shuttle entsteht, wird zusétzlich
teilweise in den Citratzyklus eingeschleust. Das zugegebene Malat verhindert jedoch die
Bildung von FADH», welches ansonsten als Substrat fiir den Komplex II dienen konnte.
Dieses wird normalerweise im Citratzyklus durch die Succinat-Dehydrogenase (=
Komplex II) gebildet. Aus Malat entsteht jedoch Oxalacetat und Fumarat, welche die

Succinat-Dehydrogenase hemmen und somit kann FADH; nicht entstehen (70).

Zur Stimulation von Komplex II werden Succinat und Rotenon verwendet. Succinat
gelangt iiber den Austausch mit Hydrogenphosphat in die mitochondriale Matrix. Dort
kann es direkt {iber den Komplex II zu FADH> und Fumarat verstoffwechselt werden.
FADH> steht als Substrat fiir Komplex II zur Verfligung. Fumarat wird durch die
Fumarase zu Malat und dieses wird durch die Malatdehydrogenase zu Oxalacetat
umgewandelt. Bei diesem Schritt entsteht NADH, welches Komplex I stimulieren wiirde.
Rotenon hemmt jedoch den Komplex I, wodurch eine alleinige Stimulation des Komplex

IT erreicht wird (70).

Mittels anschlieBender ADP-Zugabe wird ein Energiemangel vorgetiduscht, sodass die
Atmungskette bzw. oxidative Phosphorylierung maximal stimuliert wird (14). Es kommt
zu einem Sauerstoffverbauch, der durch die Clark Elektrode gemessen wird und durch
das Analyseprogramm von Strathkelvin visualisiert wird. In unseren Messungen wurde
die Sauerstoftloslichkeit als 223 Mikromol (pumol) O2/1 angenommen und die

Respirationsraten in Nanomol (nmol)/Minute (min)/mg Protein angegeben.

2.5.3 Praktisches Vorgehen

2.5.3.1 Kalibrierung der Respirometrie

Bevor mit den eigentlichen Messungen begonnen wurde, musste das Respirometer
kalibriert werden. Dazu wurde als Positivkontrolle Aqua destillata, welches durch starkes
Schiitteln mit Sauerstoff angereichert wurde, in die Kammer des Respirometers gegeben,
mit dem Stopfen dicht abgeschlossen und die Kalibrierung im Analyseprogramm
gestartet. Die Positivkontrolle sollte dabei Werte von mindestens 500 Pikoampere (pA)
erreichen. Falls das nicht der Fall war, wurde die Kalibrierung wiederholt. Als
Negativkontrolle diente eine Losung aus Aqua destillata mit Sodiumsulfid, welches eine
sauerstofffreie Losung darstellt (69). Als Negativkontrolle sollten Werte von unter 50 pA

erreicht werden.
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2.5.3.2 Messungen

Es wurden sechs Messungen pro Metforminkonzentration (1,25; 2,5; 5; 10 und 20
Millimolar (mM)) durchgefiihrt, das heifit insgesamt 30 Messungen. Der Ablauf der
Respirometrie ist in Tabelle 2 dargestellt. Zu Beginn jeder Messung wurde in ein
Reaktionsgefdl ein bestimmtes Verhdltnis aus Homogenat und Respirationspuffer
gegeben, sodass eine Proteinkonzentration von 6 mg/ml (Colon) bzw. 4 mg/ml (Leber)
vorherrschte und die Menge 600 pl betrug. Da die mitochondriale Funktion unter
moglichst physiologischen Bedingungen untersucht werden soll, wird bei in vitro-
Experimenten ein Respirationspuffer genutzt, der moglichst funktionelle Mitochondrien
generiert und mitochondriale Prozesse inhibiert, welche die Datenauswertung storen
konnten (71). Bei Durchfithrung der Komplex II-Atmung wurde auBlerdem 0,5
Mikromolar (uM) Rotenon hinzugefiigt. Zusitzlich wurden dann entweder 6 pl
Metformin aus einer der fiinf Konzentrationen oder Natriumchloridlosung (NaCl)
zugegeben. Anschliefend startete die Inkubationszeit von drei Minuten bei
Raumtemperatur. Wahrenddessen wurden 550 pl dieser Mischung in die Kammer des
Respirometers pipettiert. Mit dem Ende der Inkubationszeit wurde die Kammer mit dem
Stopfen dicht abgeschlossen und die Messung im Analyseprogramm gestartet. Nach einer
Minute wurden dann entweder 2,5 mM Glutamat und 2,5 mM Malat oder 10 mM (Leber)
bzw. 5 mM (Colon) Succinat mit einer Mikroliterspritze hinzugegeben und nach zwei
Minuten wurden 250 uM (Leber) bzw. 50 uM (Colon) ADP zur maximalen Stimulation
der Atmungskette hinzugefiigt. Die ADP-Konzentrationen wurden fiir die
unterschiedlichen Gewebshomogenate empirisch angepasst (62). Nach 6 Minuten
(Colon) bzw. 5 Minuten (Leber) wurde die Messung dann beendet. Je Homogenat wurden
jeweils drei (Colon) bzw. zwei (Leber) Messungen pro Komplex [-Atmung und pro
Komplex I[I-Atmung mit Zugabe von Metformin durchgefiihrt und jeweils drei (Colon)
bzw. zwei (Leber) Messungen pro Komplex [-Atmung und pro Komplex II-Atmung mit
Zugabe der Losungssubstanz NaCl durchgefiihrt. Aus den Ergebnissen der Messungen

wurde jeweils der Mittelwert berechnet.
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Zeit Komplex I-Atmung Komplex II-Atmung
Homogenat +
Homogenat + o
_ o Respirationspuffer +
-3 min Respirationspuffer + '
' Metformin/NaCl +
Metformin/NaCl
Rotenon
0 min Messung startet
. Zugabe von Glutamat + .
1 min Zugabe von Succinat
Malat
2 min Zugabe von ADP
5 min (Leber)/
_ Messung endet
6 min (Colon)

Tabelle 2: Ablauf der Respirometrie

Abkiirzungen: ADP — Adenosindiphosphat, min — Minute, NaCl — Natriumchlorid

2.5.3.3 Interpretation der respirometrischen Messungen
Die Stadien der mitochondrialen Atmung werden nach Chance und Williams (1956)

folgendermalBlen definiert (70):
State 2:

Die State 2-Atmung beginnt nach Zugabe der Substrate fiir die Atmungskette. Die
Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit ist noch sehr gering, da noch kein ADP vorhanden
ist und sich die Atmungskette und Oxidative Phosphorylierung noch im Ruhezustand

befindet.
State 3:

Die  State  3-Atmung  beginnt nach der Zugabe von ADP. Die
Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit steigt auf das Maximum an, da das ADP einen
Energiemangel anzeigt und die Atmungskette bzw. Oxidative Phosphorylierung somit

maximal stimuliert.
State 4:

Die State 4-Atmung beginnt, sobald das gesamte ADP zu ATP phosphoryliert wurde.
Aufgrund des Mangels an ADP nimmt die Atmungskette bzw. Oxidative
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Phosphorylierung wieder den Ruhezustand an und die

Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit nimmt wieder ab.

Substrat ADP
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Abb. 6: Schematische Darstellungen des Kurvenverlaufs bei der Respirometrie

Das Substrat fiir die Atmungskette wird nach der ersten Minute (min) hinzugegeben, das
Adenosindiphosphat  (ADP) nach der zweiten Minute. In  State 2 wird die
Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit/Respirationsrate nach Zugabe des Substrats gemessen, in State 3
nach Zugabe des ADPs und in State 4 nach Phosphorylierung des ADPs. Die Konzentration des Sauerstoffs
(O2) wird in Nanomol (nmol) pro Minute (min) angegeben. Die Respirationsrate wird in nmol pro Minute
pro mg (Milligramm) Protein angegeben.

Aus dieser Einteilung der Stadien der mitochondrialen Atmung werden auflerdem der

Respiratory Control Index (RCI) und die ADP/O-Ratio bestimmt (62).
Respiratory Control Index (RCI):

Der RCI errechnet sich aus dem Verhiltnis von State 3- zu State 2-Atmung:

State 3
RCI =
State 2

Er zeigt den Kopplungsgrad zwischen der Atmungskette und der ATP-Synthese an. Je
kleiner der RCI ist, desto stirker ist die Entkopplung zwischen der Atmungskette und der

ATP-Synthese. Denn je ndher sich die Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeiten der
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beiden States kommen, desto geringer ist der Mehrantrieb durch ADP. Ist die
Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit bereits in State 2 sehr hoch, muss die

Atmungskette zur Aufrechterhaltung des Membranpotentials dienen.
ADP/O-Ratio:

Die ADP/O-Ratio ist das Verhédltnis der zugegebenen ADP-Menge zum
Sauerstoffverbrauch in der State 3-Atmung. Damit stellt sie ein MaB fiir die Effizienz der
Oxidativen Phosphorylierung dar. Bei vollstdndiger Entkopplung der Atmungskette von
der ATP-Synthese betriagt die ADP/O-Ratio null.

2.5.3.4 Qualititskontrollen

Zusitzlich zu den Messungen wurde jeweils eine Qualititskontrolle je Homogenat
durchgefiihrt, um die mitochondriale Integritét zu liberpriifen. Dazu wurde eine Messung
identisch zur Komplex II-Atmung mit der Losungssubstanz NaCl gestartet. Nach Zugabe
von Succinat und ADP wurden anschlieend 2,5 uM Cytochrom ¢ hinzugegeben, um die
Integritit der dufleren mitochondrialen Membran zu iberpriifen. Ein ausbleibender
Anstieg der Sauerstoffverbrauchsrate bestitigte diese Integritit. Falls die dulere
Membran wihrend des Homogenisierungsprozesses beschddigt worden wiére, hétte sich
das Cytochrom c¢ von der inneren Membran entfernt und die Atmungskette hitte ohne
Zugabe von Cytochrom c nicht ablaufen konnen. In dem Fall wére es nach Zugabe von
Cytochrom ¢ zu einem starken Atmungsanstieg gekommen (62). AnschlieBend wurde
0,05 pg/ml Oligomycin in die Kammer gegeben. Oligomycin inhibiert die ATP-Synthase
und iiberfiihrt dadurch die Atmung von State 3 in State 2. Die Atmungskette wird also
nur noch durch das Bestreben der Aufrechterhaltung des Membranpotentials angetrieben.
Wire die innere Membran beschddigt worden und somit ein unkontrollierter
Protonenfluss moglich, hitte die Sauerstoffverbrauchsrate nicht abgenommen (62,72).
Bei den Leberhomogenaten wurde danach zusétzlich drei Mal 0,5 uM Carbonylcyanid-
m-chlorphenylhydrazon (CCCP) hinzugegeben. CCCP ist ein Entkoppler, der Protonen
unabhéngig von der ATP-Synthase iiber die innere Membran transportieren kann (73).
Dadurch sollte der Sauerstoffverbrauch wieder ansteigen und in eine State 3-Atmung
tiberfiihrt werden (72). Zuletzt wurde den Homogenaten 2,5 uM Antimycin A zugefiihrt.
Antimycin A blockiert den Komplex III der Atmungskette und hemmt somit den

mitochondrialen Sauerstoffverbrauch (14). Demnach war ab diesem Zeitpunkt kein
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Sauerstoffverbrauch mehr zu sehen. Wire dieses trotzdem der Fall gewesen, wire das ein

Hinweis auf einen extramitochondrialen Sauerstoffverbrauch gewesen (74).

2.6 Statistik

Der prozentuale Anteil der Mittelwerte der Messungen mit Metformin von den
Kontrollmessungen mit NaCl (definiert als 100 %) wurde mittels Excel berechnet. Die
weitere Auswertung und Darstellung der Daten erfolgte mittels GraphPad Prism® 8.
Zuerst wurden die Daten auf eine Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-Test
gepriift. Da die Daten nicht normalverteilt sind, wurde anschlieend ein Kruskal-Wallis-
Test mit anschlieBender Dunn’s-Korrektur durchgefiihrt. Daten mit einem
Signifikanzniveau von p < 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet. Das
Minimum, der Median und das Maximum werden als Tabelle und als Box-Plots fiir die

State 3-Atmung, den RCI und die ADP/O-Ratio dargestellt.
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3 Ergebnisse

Aufgrund der mangelnden bzw. widerspriichlichen Datenlange zu den
Wirkungsmechanismen von Metformin, stellte sich die Frage, ob Metformin die
mitochondriale Funktion in Colon- und Leberhomogenaten von gesunden Ratten
dosisabhingig in vitro beeinflusst. Als Versuchstiere dienten dabei 30 Wistar-Ratten,
welchen Leber und Colon entnommen wurden. Die mitochondriale Aktivitdt der
organspezifischen Mitochondrien wurde dann mittels Respirometrie unter Zugabe
unterschiedlicher Metforminkonzentrationen (1,25; 2,5; 5; 10 und 20 mM) oder der
Losungssubstanz NaCl bestimmt. Unterschieden wurde dabei zwischen der Komplex I-
Atmung, die durch die Zugabe von Glutamat und Malat ausgelost wird und der Komplex

II-Atmung, welche durch die Zugabe von Succinat und Rotenon ausgeldst wird.

3.1 Colon

3.1.1 Komplex I - Glutamat-Malat

Die Zugabe der unterschiedlichen Metforminkonzentrationen beeinflusste die State 3-
Atmung, den RCI und die ADP/O-Ratio bei der Komplex [-Atmung statistisch nicht
signifikant (siche Abb. 7 und Tabelle 3).

3.1.2 Komplex II - Succinat-Rotenon

Bei der Komplex II-Atmung zeigte die State 3-Atmung nur zwischen der
Metforminkonzentration von 10 mM und der Konzentration von 20 mM einen statistisch
signifikanten Unterschied. Es wiesen jedoch beide Konzentrationen keinen statistisch
signifikanten Unterschied zur Kontrolle auf. Der RCI und die ADP/O-Ratio
unterschieden sich statistisch nicht signifikant (siche Abb. 8 und Tabelle 4).
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Abb. 7: Wirkung unterschiedlicher Metforminkonzentrationen (1,25; 2,5; 5; 10 und 20 mM)
auf die Komplex I-Atmung in Colonhomogenaten

State  3-Atmung, ADP/O-Ratio und RCI fir die Komplex I-Atmung (Glutamat-Malat) in
Colonhomogenaten gesunder Wistar-Ratten. Die Daten sind als prozentualer Anteil von der

Kontrollmessung mit Minimum, Median und Maximum dargestellt, n = 6, * 1P < 0,05 zwischen den

Gruppen.

Abkiirzungen: ADP — Adenosindiphosphat, GM — Glutamat-Malat, mM — Millimolar, O — Sauerstoff, RCI
— Respiratory Control Index
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Abb. 8: Wirkung unterschiedlicher Metforminkonzentrationen (1,25; 2,5; 5; 10 und 20 mM)
auf die Komplex II-Atmung in Colonhomogenaten

State  3-Atmung, ADP/O-Ratio und RCI fiir die Komplex II-Atmung (Succinat-Rotenon) in
Colonhomogenaten gesunder Wistar-Ratten. Die Daten sind als prozentualer Anteil von der
Kontrollmessung mit Minimum, Median und Maximum dargestellt, n = 6, * — p < 0,05 zwischen den

Gruppen.

Abkiirzungen: ADP — Adenosindiphosphat, SR — Succinat-Rotenon, mM — Millimolar, O — Sauerstoff, RCI
— Respiratory Control Index
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3.2 Leber

3.2.1 Komplex I - Glutamat-Malat

Bei der Komplex I-Atmung zeigte sich eine statistisch signifikante Verringerung des
Medians der State 3-Atmung bei einer Metforminkonzentration von 10 mM und bei 20
mM gegeniiber der Kontrolle. Bei einer Konzentration von 10 mM lag dieser bei 73,97
% und bei 20 mM bei 58,25 %. Die ADP/O-Ratio zeigte keine statistisch signifikanten
Unterschiede. Der Median des RCI hingegen verringerte sich im Vergleich zur Kontrolle

bei einer Konzentration von 20 mM statistisch signifikant mit einem Median von 61,95

% (sieche Abb. 9 und Tabelle 5).

3.2.2 Komplex II - Succinat-Rotenon
Die Zugabe der unterschiedlichen Metforminkonzentrationen beeinflusste die State 3-
Atmung, den RCI und die ADP/O-Ratio bei der Komplex II-Atmung statistisch nicht
signifikant (siche Abb. 10 und Tabelle 6).
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Abb. 9: Wirkung unterschiedlicher Metforminkonzentrationen (1,25; 2,5; 5; 10 und 20 mM)
auf die Komplex [-Atmung in Leberhomogenaten

State 3-Atmung, ADP/O-Ratio und RCI fiir die Komplex I-Atmung (Glutamat-Malat) in Leberhomogenaten
gesunder Wistar-Ratten. Die Daten sind als prozentualer Anteil von der Kontrollmessung mit Minimum,
Median und Maximum dargestellt, n = 6, * — p < 0,05 zwischen den Gruppen.

Abkiirzungen: ADP — Adenosindiphosphat, GM — Glutamat-Malat, mM — Millimolar, O — Sauerstoff, RCI
— Respiratory Control Index
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Abb. 10: Wirkung unterschiedlicher Metforminkonzentrationen (1,25; 2,5; 5; 10 und 20

mM) auf die Komplex II-Atmung in Leberhomogenaten
State 3-Atmung, ADP/O-Ratio und RCI fir die Komplex II-Atmung (Succinat-Rotenon) in
Leberhomogenaten gesunder Wistar-Ratten. Die Daten sind als prozentualer Anteil von der

Kontrollmessung mit Minimum, Median und Maximum dargestellt, n = 6, * 1P < 0,05 zwischen den
Gruppen.

Abkiirzungen: ADP — Adenosindiphosphat, SR — Succinat-Rotenon, mM — Millimolar, O — Sauerstoff, RCI
— Respiratory Control Index
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4 Diskussion und Schlussfolgerungen

Aufgrund der mangelnden bzw. widerspriichlichen Datenlange zu den
Wirkungsmechanismen von Metformin, stellte sich die Frage, ob Metformin die
mitochondriale Funktion in Colon- und Leberhomogenaten von gesunden Ratten

dosisabhingig in vitro beeinflusst.
Die Fragestellungen dieser Arbeit konnen wie folgt beantwortet werden:

1. Metformin beeinflusst in vitro die mitochondriale Funktion von Colon- und
Leberhomogenaten organspezifisch. In den Leberhomogenaten konnte die
Komplex [-Atmung gehemmt werden, wohingegen die Komplex II-Atmung nicht
beeinflusst wurde. In den Colonhomogenaten konnte sowohl bei der Komplex I-
als auch bei der Komplex II-Atmung keine Beeinflussung der mitochondrialen
Funktion nachgewiesen werden.

2. Die Wirkung von Metformin zeigte sich bei den Leberhomogenaten
dosisabhédngig. So wurde die Komplex I[-Atmung mit zunehmender

Metforminkonzentration gehemmt.

4.1 Methodendiskussion

Die angewandte Methodik ist gut etabliert und basiert auf bereits beschriebenen Studien
der Arbeitsgruppe (60-62). Als Probenmaterial dienten Homogenate der Organe,
wodurch ein Verlust von Mitochondrien bei deren Isolierung vermieden werden kann
(75) und deren mdogliche Verwendung anstelle von isolierten Mitochondrien gezeigt
worden ist (56,75). Da sich die Colonhomogenate im Gegensatz zu Leberhomogenaten
jedoch nicht nur aus einer bestimmten Zelllinie zusammensetzen, sondern unter anderem
auch aus Epithelzellen, glatten Muskelzellen und Adipozyten bestehen, konnen sich die
Ergebnisse der Studie nicht auf eine bestimmte Zelllinie beziehen (61). Um eine
Beschiddigung der Mitochondrien wihrend des Homogenisierungsprozesses ausschlieSen
zu konnen, wurden Qualititskontrollen durchgefiihrt. Die Messungen wurden bei 30 °C
durchgefiihrt, was zwar ein methodischer Standard jedoch kein physiologischer Zustand
(circa 36 °C) ist (61). So konnten El-Mir et. al zeigen, dass die Hemmung der
mitochondrialen Atmung durch Metformin temperaturabhéngig ist und die Hemmung
mit ansteigender Temperatur zunimmt (17). Unter physiologischen Temperaturen kénnte
demnach eine stirkere Atmungshemmung als die hier gemessene auftreten. Die

Inkubationszeit von drei Minuten kann aulerdem als zu kurz bewertet werden, jedoch
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fanden Owen et. al heraus, dass eine Inkubationszeit von mehr als 10 Minuten bei
physiologischen Temperaturen zu einem Verlust der mitochondrialen Integritét flihrt
(12). Eine langere Inkubationszeit wiare demnach unter Einbeziehung der Messung von 5
(Leber) bzw. 6 Minuten (Colon) nicht moglich, ohne das Risiko einer Verfalschung der
Messergebnisse einzugehen, auch wenn die Messungen nur bei 30 °C und nicht bei
physiologischen Temperaturen durchgefiihrt wurden. Die genutzten
Metforminkonzentrationen (1,25; 2,5; 5; 10 und 20 mM) erscheinen im Vergleich zur
typischen Plasmakonzentration von Metformin beim Menschen von 8-24 umol/l sehr
hoch (76). Beachtet man jedoch die 30-300 Mal hoher gemessenen Konzentrationen in
jejunalen Proben und die gemessene hepatische Konzentration von 50-100 umol/l in
Kombination mit der 1000-fachen Akkumulation von Metformin im Mitochondrium
aufgrund des positiv geladenen Metformins und der negativ geladenen
Mitochondrienmatrix (76), lassen sich wahrscheinlich dhnliche
Metforminkonzentrationen in menschlichen Darm- und Lebermitochondrien
wiederfinden. So entsprechen die genutzten Konzentrationen denen von &hnlichen in
vitro Experimenten (56). Da es sich bei dieser Studie um in vitro Experimente handelt,
ist kein direkter Schluss der Ergebnisse auf die Metforminwirkung in vivo moglich. Auch
eine direkte Ubertragung der Ergebnisse von Ratten auf Menschen sollte nur mit grofer

Vorsicht geschehen.

4.2 Ergebnisdiskussion
4.2.1 Colon

Das Interesse am Colon als moglichen zentralen Wirkort von Metformin hat in letzter
Zeit stark zugenommen. So wurde beobachtet, dass Metformin im gesamten Darm
akkumuliert und eine hohere Konzentration als im Plasma aufweist (47). Aullerdem
scheint neben einer erhdhten Glukoseverwertung ebenfalls die Laktatproduktion im Darm
unter Metformingabe erhoht zu sein (49,52). So zeigten Schommers et al., dass
Metformin den Glukosestoffwechsel zu Laktat im Darm erhoht und nehmen als Grund
dafiir, wie Yang et al. auch, die Inhibition der mitochondrialen Funktion bzw. Respiration
an (48,53). In Zellen des Diinndarms konnte diese Inhibition, speziell des Komplexes I,
gezeigt werden (48,53). Auch in Colonkarzinomzellen wurde eine Hemmung des
Komplexes I beobachtet (23). Also stellte sich die Frage, ob eine Verdnderung der
mitochondrialen Funktion auch im Colon nachzuweisen ist. Die Messungen der Komplex

I- und Komplex II-Atmung stellten keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen
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den genutzten Metforminkonzentrationen und der Kontrolle heraus. Die einzige
statistische ~ Signifikanz = zeigte die  State  3-Atmung  zwischen  einer
Metforminkonzentration von 10 mM und 20 mM. Diese wurde jedoch nur durch die im
Vergleich zur Kontrolle nicht statistisch signifikante Erhohung (10 mM) bzw.
Verringerung (20 mM) ausgeldst und ist daher nicht als auffélliges Ergebnis zu bewerten.
Von den bereits beobachteten Inhibitionen der mitochondrialen Funktion ausgehend,
wére es zu erwarten gewesen, auch hier eine Hemmung nachweisen zu konnen. Mit
diesen Versuchen konnte jedoch diese Hypothese nicht bestétigt werden. Dies kann auf
unterschiedliche Griinde zuriickzufiihren sein. So konnte es sein, dass eine Wirkung nur
bei bestimmten Spezies auftritt. Denn bisher wurde diese bei menschlichen
Colonkarzinomzellen (23) und im Diinndarm von Miusen gezeigt (48,53), nicht aber bei
Ratten. Daher wire es sinnvoll, menschliches Colon auf diese Wirkung zu untersuchen.
Andererseits ist es auch denkbar, dass zwar im Diinndarm, nicht aber im Colon eine
Komplex I-Inhibition stattfindet und sich die Wirkungsmechanismen zwischen den
verschiedenen Darmabschnitten unterscheiden. Eine mitochondriale Beeinflussung durch
Metformin konnte im Colon beispielsweise durch eine Hemmung der mitochondrialen
Glycerophosphat-Dehydrogenase stattfinden, welche als allgemeiner Angriffspunkt
bereits entschliisselt wurde (34). Zusitzlich sollte man auch andere Zielorte als die
Mitochondrien in Betracht ziehen. So zeigten Studien, dass Metformin das Mikrobiom
(43) sowie die Sekretion von GLP-1, PYY und GDF-15, welche den
Plasmaglukosespiegel senken bzw. ein Sattigungsgefiihl auslosen, beeinflusst (44—46).
Es ist somit davon auszugehen, dass dieses Medikament viele und unterschiedliche
Effekte im gesamten Darm auslost. Um ein genaueres Verstdndnis zu gewinnen, ist es

notig, weitere Studien zur Metforminwirkung im Darm durchzufiihren.

4.2.2 Leber

Die Leber als zentraler Wirkort von Metformin wird schon lange diskutiert. So wurden
einige Studien durchgefiihrt, die eine Komplex [-Hemmung der Atmungskette durch
Metformin nachweisen konnten, jedoch Widerspriiche beziiglich einer direkten oder
indirekten Hemmung und notwendiger Wirkstoffkonzentrationen zeigten (12,13,17,56—
59). Diese Komplex I-Hemmung konnte auch in den durchgefiihrten Messungen
nachgewiesen werden. So ist die State 3-Atmung unter einer Metforminkonzentration von
10 mM um circa 26 % (Median: 73,97 %) und unter einer Metforminkonzentration von

20 mM um circa 42 % (Median: 58,25 %) statistisch signifikant geringer als bei der
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Kontrolle. Der RCI wurde nur bei einer Metforminkonzentration von 20 mM um circa 48
% (Median: 61,95 %) im Vergleich zur Kontrolle statistisch signifikant verringert. Da bei
den Messungen ausschlieBlich Leberhomogenate genutzt wurden, die Zellen also bei den
Messungen nicht mehr intakt waren, und eine Komplex I-Hemmung auftrat, kann dieses
durch einen direkten Mechanismus erklért werden. Diese Beobachtung steht im Einklang
mit einigen anderen Studien, die einen direkten Mechanismus auf die mitochondriale
Atmung vermuteten (12,18,20) und im Widerspruch zu den Beobachtungen von EI-Mir
et. al, die nur eine Komplex [-Hemmung in intakten Zellen nachweisen konnten (17). Ob
zusétzlich zu einem direkten Mechanismus auch eine indirekte Wirkung von Metformin
besteht, kann jedoch mit diesen Versuchen nicht beurteilt werden. So konnte der
Vorschlag von Hirsch et. al einer Kombination aus direkter und indirekter Inhibition
moglich sein (22). Der Konflikt beziiglich einer irreversiblen und reversiblen Wirkweise
kann in den durchgefiihrten Messungen auch nicht beurteilt werden. Beziiglich der
bendtigten Metforminkonzentration fiir eine Komplex I-Hemmung wurden
unterschiedliche Konzentrationen unter jeweils unterschiedlichen Versuchsbedingungen
wie zum Beispiel der Inkubationzeit beobachtet. Daher ist ein Vergleich zwischen den
unterschiedlichen Studien nur bedingt moglich. Sowohl El-Mir et. al als auch Owen et. al
stellten bei einer Metforminkonzentration von 10 mM und einer kurzen Inkubationszeit
(unter 5 Minuten) keine Komplex I-Inhibition bei isolierten Mitochondrien bzw.
permeabilisierten Hepatozyten fest (12,17). Im Gegensatz dazu beobachteten Carvalho
et. al ab 8§ mM eine Komplex [-Hemmung unter einminiitiger Inkubationszeit (57). In
einer weiteren Studie, von Palenickova et al., wurde eine Komplex [-Hemmung bereits
ab 2,5-5 mM aufgezeigt. Diese Messungen sind vom Versuchsaufbau den hier
durchgefiihrten Versuchen sehr dhnlich: Es wurden auch Leberhomogenate von Ratten
genutzt, die Inkubationszeit betrug 3-5 Minuten (hier 3 Minuten) vor der Respirometrie
und die genutzten Metforminkonzentrationen sind identisch. Im Vergleich zur Kontrolle
zeigte die Studie bei der State 3-Atmung bereits ab einer Metforminkonzentration von 5
mM eine statistisch signifikante Inhibition und erreichte bei 10-20 mM eine Inhibition
von circa 80 % (56). Dahingegen konnte bei den hier durchgefiihrten Versuchen erst eine
statistisch ~ signifikante =~ Verringerung der  State  3-Atmung  bei  einer
Metforminkonzentration von 10 mM erreicht werden und die Hemmung betrug bei 20
mM maximal circa 52 % (Minimum: 48,76 %). Der RCI zeigte bereits bei 2,5 mM eine
statistisch signifikante Verringerung (56), hier erst bei 20 mM. Die ADP/O-Ratio zeigte,
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wie bei den Versuchen der Studie von Carvalho et al., bei keiner der getesteten

Metforminkonzentrationen eine statistische Verdnderung (57).

Die Komplex II-Atmung zeigte keine Hemmung durch Metformin, wie es in einigen

Studien bereits berichtet wurde (12,13,56).

4.3 Schlussfolgerungen

Zusammenfassend kann mit dieser Studie der Wirkungsmechanismus von Metformin
beziiglich der Komplex I-Hemmung in der Leber und die fehlende Wirkung auf Komplex
IT bestétigt werden. Der Komplex I wird dabei durch einen direkten Mechanismus und
dosisabhingig gehemmt. Die erforderliche Dosis weicht jedoch teilweise von

vergleichbaren Studien ab.

Eine Hemmung des Komplexes I oder II im Colon kann nicht nachgewiesen werden.
Daher wire es moglich, dass im Colon ausschlielich andere Wirkungsmechanismen von
Metformin auftreten. Andererseits wire es auch moglich, dass eine Hemmung der
Atmungskette im menschlichen Colon auftritt, wihrend diese im Colon von Ratten
ausbleibt. Fiir eine weitere Charakterisierung der Wirkungsmechanismen wére es daher
sinnvoll, weitere Studien zur Atmungshemmung durch Metformin im menschlichen
Colon und weitere Studien beziiglich anderer moglicher Wirkungsmechanismen im

Colon durchzufihren.
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6 Anhang

6.1 Chemikalien und Reagenzien

ADP (Adenosindiphosphat)

AS5285 Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis MO, USA

Antimycin A

A8674 Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis MO, USA

BSA fatty acid free (bovine serum
abumine)

A6003 Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis MO, USA

BSA

PAA Laboratories
Osterreich

GmbH, Pasching,

Carbonylcyanid-m-
chlorphenylhydrazon (CCCP)

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

cOmplete™ (Protease Inhibitor Cocktail)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany

Cytochrom ¢

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

di-Kaliumhydrogenphosphat

1.05104.1000 Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Dimethylsulfoxid D-8418 Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis MO, USA
EGTA 3054.1 Carl Roth GmBH + Co.KG,

Karlsruhe, Deutschland

Folin & Ciocalteu’s phenol reagent

F9252 Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis MO, USA

Glutamat 49621 Fluka Chemie GmbH, Buchs,
Schweiz
Kaliumchlorid 6781.1 Carl Roth GmBH + Co.KG,

Karlsruhe, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat

4873  Merck  KGaA,
Deutschland

Darmstadt,

Kupfersulfat-Pentahydrat

1.02790.0250 Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Kaliumnatriumtartrat-Tetrahydrat

1.08087.0500 Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Malat 11050 Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland
Mannitol 4175.1 Carl Roth GmBH + Co.KG,

Karlsruhe, Deutschland
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Metforminhydrochlorid

PHR1084 Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis MO, USA

MOPS

6979.4 Carl Roth GmBH + Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

NaCl 0,9 % (Isotonische | Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad

Kochsalzlosung) Homburg, Deutschland

Natriumcarbonat 71350 Fluka Chemie GmbH, Buchs,
Schweiz

Natriumhydroxid 6751.1 Carl Roth GmBH + Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Oligomycin 495455 EMD Chemicals, San Diego,
USA

Rotenon R8875 Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis MO, USA

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

D(+)Saccharose 4621.2 Carl Roth GmBH + Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Sodiumsulfid S4672 Sigma-Aldrich Corporation, St.

Louis MO, USA

Tetrasodiumpyrophosphat

P8010 Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis MO, USA

Trypsin-EDTA 0,05 %

Life Technologies Limited, Paisley,
Vereinigtes Konigreich
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6.2 Losungen und Puffer

Colon-Isolationspuffer (pH 7,15)

200 mM Mannitol

50 mM D(+)-Saccharose

5 mM Kaliumdihydrogenphosphat
5 mM 3-MOPS

0,1 %iges BSA fatty acid free

1 mM EGTA

Vor Gebrauch wurden zusitzlich 20 mg
BSA/ml hinzugefiigt.

Colon-Respirationspuffer (pH 7.,4)

130 mM Kaliumchlorid

5 mM di-Kaliumhydrogenphosphat

20 mM MOPS

2,5 mM EGTA

1 uM Na4P,07 Tetrasodiumpyrophosphat
0,1 %iges BSA

Vor Gebrauch wurden zusitzlich 20 mg
BSA/ml hinzugefiigt.

Leber-Isolationspuffer (pH 7,15)

200 mM Mannitol

50 mM D(+)-Saccharose

5 mM Kaliumdihydrogenphosphat
5 mM 3-MOPS

0,1 %iges BSA fatty acid free

I mM EGTA

Leber-Respirationspuffer (pH 7,4)

130 mM Kaliumchlorid
5 mM di-Kaliumhydrogenphosphat
20 mM MOPS

2,5 mM EGTA
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1 uM NasP,0O7 Tetrasodiumpyrophosphat

0,1 %iges BSA

Lowry Losung 1

8 ml Reagenz A 10 g Natriumcarbonat in 0,5 I 0,1 M
Natriumhydroxid l6sen
2 g Kalium-Natrium-Tartrat in 100 ml

80 ul Reagenz B Aqua destillata 16sen

80 pl Reagenz C 1 g Kupfersulfat-Pentahydrat in 100 ml
Aqua destillata 16sen

Lowry Losung 2 4 ml Folin

4 ml Aqua destillata
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6.3 Material und Geriite

96-Well-Platte Sarstedt AG & Co., Niimbrecht,
Deutschland

Analyseprogramm zur Respirometrie 782  System  Version 4.4 HID,
Strathkelvin Instruments, North

Lanarkshire, Schottland

Wasserbad JULABO GmbH, Seelbach, Deutschland

Eismaschine AF80, Scotsman, Mailand, Italien

Falcon Falcon™ 15 ml, SARSTEDT,
Niimbrecht, Deutschland

Falcon Falcon™ 50 ml, SARSTEDT,
Niimbrecht, Deutschland

Homogenisatorgefal3 Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Microplate-Reader Synergy 2 Plate Reader, Gen5.1.11 Data

Analysis Software, BioTek Instruments,
Inc., Winooski, Vermont, USA

Mikroliterspritze 25 pl

E121.1, Carl Roth GmBH + Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

MT200-Respirometer

Strathkelvin Instruments, Motherwell,

GrofBbritannien

Oximeter Oxygen Meter Model 782; Strathkelvin
Instruments, Motherwell, Grof3britannien
pH-Meter Digital-pH-Meter 646, Laborausriistung

Klees, Diisseldorf, Deutschland

Pipetten (10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl, 5
ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen (1000 pnl)

TipOne 1000 pl Graduated Tip, Starlab
(UK) LTD, Milton Keynes, Vereinigtes
Konigreich

Pipettenspitzen (10 ul, 200 pl)

Tip StackPack, Sarstedt AG & Co.,
Niimbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen (5 ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Reaktionsgefifie (0,5 ml) Safe-Lock-Tubes 0,5 ml, Eppendorf,
Hamburg, Deutschland

Reaktionsgefiafie (1,5 ml, 2 ml) Sarstedt AG & Co., Niimbrecht,
Deutschland
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Teflonkolben IKA Eurostar 20 digital Homogenisator,
IKA GmbH + Co. KG, Staufen im
Breisgau, Deutschland

Vortexgerit Vortex Genie Mixer 1, Scientific
Industries, New York, USA

Waage BP1200, Sartorius, Gottingen,
Deutschland

Waage LA2308S, Sartorius, Gottingen,
Deutschland
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