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Zusammenfassung

Trotz der Fortschritte in Diagnostik und Therapie stellt die Sepsis auch heute noch eine
groRBe Herausforderung in der Intensivmedizin dar und ist weltweit die flUhrende

infektionsbedingte Todesursache.

Die Pathophysiologie der Sepsis ist duBerst komplex und umfasst mehrere Stérungen in
verschiedenen Organsystemen. Im Colon wird eine gestorte Barrierefunktion als
wesentlicher Faktor fiir das Fortschreiten der Erkrankung angesehen. Die gestorte
Barrierefunktion wird auf eine dysfunktionale Mikrozirkulation im Bereich des Colons
zurlickgefihrt, die sich ebenfalls negativ auf die Mitochondrienfunktion auswirken kann.
Es gibt Hinweise darauf, dass Vasopressin sowie die positiven Inotropika Dobutamin,
Levosimendan und Milrinon die Mikrozirkulation im Colon verbessern kénnen. Jedoch ist

bisher wenig Uber ihre Wirkung auf die Mitochondrien im Colon bekannt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, zu untersuchen, ob diese Medikamente einzeln
oder in Kombination (Vasopressin + Inotropikum) die Mitochondrienfunktion im Colon von
septischen Ratten beeinflussen. Hierzu wurden acht Versuchsgruppen gebildet und die
Mitochondrienfunktion anhand zweier Untersuchungsmethoden beurteilt. Erstens wurde
die mitochondriale Atmung in Colon-Homogenaten mittels Respirometrie analysiert, wobei
die States 2—4 der mitochondrialen Atmung gemessen und der Respiratory Control Index
(RCI, State 3/State 2) sowie die ADP/O-Ratio berechnet wurden. Zweitens wurde der
oxidative Stress im Gewebe quantifiziert, indem die Malondialdehyd-Konzentration in

Colon-Homogenaten bestimmt wurde.

In  Monotherapie zeigten die untersuchten Medikamente keine signifikanten
Veranderungen der mitochondrialen Funktion. Unter den Kombinationstherapien fihrte
nur Vasopressin + Dobutamin an Komplex | zu einer signifikanten Reduktion der
State-2-Atmung bei entsprechend erhéhtem RCI, wahrend sich fir die Ubrigen
Kombinationen keine signifikanten Effekte zeigten. Diese Ergebnisse deuten zwar auf eine
Beeinflussung einzelner respiratorischer Parameter hin, erlauben jedoch keine
Schlussfolgerung auf eine Verbesserung der mitochondrialen Gesamtfunktion. Insgesamt
konnte somit weder ein therapeutischer Nutzen noch eine schadliche Wirkung der
untersuchten Medikamente auf die mitochondriale Funktion im Colon bei Sepsis abgeleitet

werden.



Summary

Despite advances in diagnosis and treatment, sepsis remains a major challenge in intensive

care medicine and is the leading cause of infection-related death worldwide.

The pathophysiology of sepsis is highly complex and involves multiple disorders in different
organ systems. In the colon, impaired barrier function is considered a key factor in disease
progression. This barrier dysfunction is attributed to a dysfunctional microcirculation in the
colon, which may also negatively affect mitochondrial function. There is evidence that
vasopressin and the positive inotropic agents dobutamine, levosimendan and milrinone
can improve colonic microcirculation. However, little is known about their effect on colonic

mitochondria.

The aim of the present study was therefore to investigate whether these drugs,
administered alone or in combination (vasopressin + positive inotropic agent), affect
mitochondrial function in the colon of septic rats. Eight experimental groups were
established, and mitochondrial function was assessed using two approaches. First,
mitochondrial respiration in colon homogenates was analysed by respirometry, measuring
states 2—4 of mitochondrial respiration and calculating the respiratory control index (RClI,
State 3/State 2) as well as the ADP/O ratio. Second, oxidative stress in the tissue was

qguantified by determining malondialdehyde concentration in colon homogenates.

In monotherapy, the investigated drugs did not produce significant changes in
mitochondrial function. Among the combination therapies, only vasopressin + dobutamine
at complex | led to a significant reduction in state-2 respiration with a corresponding
increase in RCl, whereas no significant effects were observed for the other combinations.
These results suggest an influence on individual respiratory parameters but are insufficient
to conclude an improvement of global mitochondrial function. Overall, neither a
therapeutic benefit nor a detrimental effect of the tested drugs on colonic mitochondrial

function in sepsis could be demonstrated.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Sepsis: Definition und Epidemiologie

Sepsis bezeichnet eine akut lebensbedrohliche Organdysfunktion infolge einer fehlregulierten
Immunantwort auf eine Infektion [1]. Das Ausmals der Organdysfunktion kann anhand eines
Anstiegs des intensivmedizinischen Sequential Organ Failure Assessment Scores (SOFA-Score)
um 2 2 Punkte erfasst werden [2]. Der SOFA-Score basiert auf der Beurteilung von sechs
Organsystemen anhand spezifischer Parameter. Jedes Organsystem wird auf einer Skala von
0 Punkten (= normale Funktion) bis 4 Punkten (= massiv gestorte Funktion) bewertet.
Die Summe der Punkte der jeweiligen Organsysteme ergibt den SOFA-Score. Ein hoher Score

geht mit einer erhdhten Sterblichkeitswahrscheinlichkeit einher und wird daher in der Klinik

auch als Pradiktor der Mortalitat herangezogen [1].

Organ Parameter 1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte 4 Punkte
Oxygenierungs- <200 mmHg <100 mmHg
L 4 H H
unge index P,O,/FiO, <400 mmHg | <300 mmkg (Beatmung) (Beatmung)
, . 3,5-4,9 >5
Niere Kreatinin (mg/dl) 1,2-1,9 2,0-3,4 bzw. Oligurie bzw. Anurie
Leber Bilirubin (mg/dl) 1,2-1,9 2,0-5,9 6-11,9 >12
MAD Niedrige Mittlere Hohe
Kreislauf . <70 Katecholamin- | Katecholamin- | Katecholamin-
(x Katecholamine) . . .
dosis dosis dosis
Blutbild | |rompozyten- <150/nl < 100/nl <50/nl < 20/nl
anzahl
ZNS Glasgow Coma 13-14 10-12 6-9 <6
Scale

Tabelle 1: SOFA-Score [1]

dl = Deziliter, FiO2 = Fraction of inspired oxygen, MAD = mittlerer arterieller Druck, mg = Milligramm,
mmHg = Millimeter-Quecksilbersaule, nl = Nanoliter, POz = arterieller Sauerstoffpartialdruck, ZNS = zentrales
Nervensystem
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Eine Sepsis kann sich aus jedem Infektionsfokus entwickeln. Am haufigsten sind Infektionen
der Atemwege, des Bauchraums und der Harnwege verantwortlich. Zu den haufigsten
Erregern gehoren Bakterien wie Staphylococcus aureus und Escherichia coli, gefolgt von Pilzen

und Viren [3].

Die schwerste Form der Sepsis wird als septischer Schock bezeichnet. Ein septischer Schock
liegt vor, wenn eine arterielle Hypotonie trotz addaquater Volumensubstitution persistiert und
nur durch den Einsatz von Vasopressoren ein mittlerer arterieller Druck von =65 mmHg
aufrechterhalten werden kann. Zuséatzlich muss der Laktatspiegel im Blut bei >2 mmol/I

liegen [1].

Die Sepsis stellt ein haufiges Krankheitsbild dar, welchem weltweit eine hohe medizinische
Bedeutung zukommt. Laut einer Studie des Institute for Health Metrics and Evaluation (IHME)
kann flr das Jahr 2017 weltweit von rund 49 Millionen Sepsisfillen und 11 Millionen
sepsisassoziierten Todesfdllen ausgegangen werden, was einer Bevolkerungsinzidenz von
677,5 pro 100.000 Personenjahre entspricht [4]. In Deutschland wird die Inzidenz auf
158 pro 100.000 Einwohner geschatzt und ist damit drei- bis flinfmal niedriger als in anderen
Landern [5]. Dennoch stellt die Sepsis auch in Deutschland eine medizinische Herausforderung
dar und zahlt zu den haufigsten Behandlungsanlassen auf Intensivstationen. So lag die

Punktpravalenz der Sepsis in Deutschland bei 17,9 % unter Intensivpatienten [6].

1.2 Pathophysiologie der Sepsis
1.2.1 Immunologische Pathogenese

Sepsis entsteht infolge einer (iberschieBenden Entziindungsreaktion. Neben
proinflammatorischen Reaktionen spielen auch antiinflammatorische Komponenten eine
Rolle. Proinflammatorische Immunantworten sind maligeblich an der Entstehung von
Gewebeschdaden beteiligt, wohingegen antiinflammatorische Immunantworten mit der

erhohten Anfalligkeit flir Sekundarinfektionen in Verbindung gebracht werden [7].

Das auslosende Ereignis fur eine proinflammatorische Immunantwort stellt die Erkennung von
Pathogen-assoziierten molekularen Mustern (Pathogen-associated molecular pattern, PAMP)
durch eine Reihe von Pattern-Recognition-Rezeptoren (PRR) dar. Die PRRs kénnen sich sowohl
an der Zellmembran als auch im intrazellularen Raum befinden. Die Erkennung der PAMPs

durch PRRs flhrt zur Aktivierung von intrazelluldren Signalwegen [8].
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Die Transkriptionsfaktoren nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
(NF-kB) und Activator protein 1 (AP-1) sind maligeblich an der Koordination der
Immunantwort beteiligt. Im Rahmen der proinflammatorischen Reaktion werden
proinflammatorische Mediatoren freigesetzt; dazu gehoéren Zytokine, Proteasen und reaktive
Sauerstoffspezies. AuRerdem werden verschiedene Immunzellen (neutrophile Granulozyten,
Makrophagen) rekrutiert und es erfolgt eine Aktivierung des Komplementsystems, des

Gerinnungssystems und des GefalRendothels [9].

Die UbermaRige Aktivierung des Immunsystems bei Sepsis wird auch als Hyperinflammation
bezeichnet. Im Rahmen dieser Hyperinflammation entwickeln Abwehrmechanismen des
Immunsystems, die normalerweise protektive Funktionen haben, organschadigende
Wirkungen. Die Hyperinflammation entsteht durch das Zusammenspiel zweier Mechanismen.
Zum einen kann es Erregern gelingen, sich bestimmten Abwehrmechanismen des
Immunsystems zu entziehen, wodurch sie weiter proliferieren kénnen. Zum anderen setzen
infizierte Zellen Damage-associated molecular patterns (DAMP) frei, die das Immunsystem

kontinuierlich stimulieren [10].

Gleichzeitig scheinen antiinflammatorische Reaktionen zur immunologischen Pathogenese
der Sepsis beizutragen. Es wird angenommen, dass antiinflammatorische Mediatoren eine
Immunsuppression hervorrufen, welche das Auftreten von Sekundarinfektionen
beglinstigt [7]. Die Zusammenhange zwischen zeitgleich bestehender Hyperinflammation auf
der einen Seite und Immunsuppression auf der anderen Seite sind noch nicht vollstdndig
verstanden. Die antiinflammatorische Reaktion wird u.a. auf eine beeintrachtigte
Funktionsweise von Immunzellen zurlickgefiihrt. Die Funktionsstorungen der Immunzellen
sind durch zwei wesentliche Aspekte gekennzeichnet. Erstens wird eine verstarkte Apoptose
von Immunzellen beobachtet. Zweitens wird eine reduzierte Produktionsfahigkeit von

proinflammatorischen Zytokinen in bestimmten Geweben beschrieben [11, 12].

Die Pathogenese der Sepsis ist jedoch hochkomplex und neben einer inadaquaten
Immunantwort spielen weitere Faktoren wie Stérungen der Mikrozirkulation, Anomalien des

neuroendokrinen Systems und mitochondriale Schadigung eine Rolle [13].
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1.2.2 Mikrozirkulatorische Dysfunktion

Eine angemessene Sauerstoffversorgung des Gewebes zdhlt zu den wichtigsten
Voraussetzungen fir den Erhalt der Organfunktionen und wird durch eine intakte
Mikrozirkulation gewahrleistet. Daher ist es nicht lGiberraschend, dass bei Sepsis auftretende
Mikrozirkulationsstérungen als ,Motor” des septischen Organversagens betrachtet

werden [14].

Die Sauerstoffversorgung des Gewebes ist von zwei wesentlichen Faktoren abhangig:
(1) Diffusion und (2) Konvektion. Die Diffusion hangt u. a. von der GefalRdichte ab, sodass mit
abnehmender GefdRdichte sich einerseits die Gasaustauschflache verkleinert und sich
andererseits die Strecke fiir die Sauerstoffdiffusion ins Gewebe vergréRert. Dagegen hangt die
Konvektion vom Blutfluss ab; eine Verminderung des Blutflusses reduziert daher den

konvektiven Sauerstofftransport [15].

Im Rahmen einer Sepsis treten in multiplen Organen Fehlfunktionen der Mikrozirkulation auf,
die zu einer unzureichenden Sauerstoffversorgung des Gewebes flihren konnen. Diese
Fehlfunktionen sind sowohl durch quantitative Veranderungen, z.B. eine reduzierte
GefaRdichte, als auch durch qualitative Veranderungen, z. B. einen verringerten Blutfluss,
gekennzeichnet. Folglich kann eine Gewebehypoxie sowohl liber einen diffusionsbedingten

als auch tber einen konvektionsbedingten Mechanismus entstehen [16, 17].

An der Entstehung einer dysfunktionalen Mikrozirkulation sind mehrere Pathomechanismen
beteiligt. Sowohl Veranderungen auf zelluldrer Ebene als auch Veranderungen der
systemischen Hamodynamik scheinen eine Rolle zu spielen. Auf zelluldarer Ebene stellt
insbesondere die endotheliale Dysfunktion einen wichtigen Pathomechanismus dar [18, 19].
Die endotheliale Dysfunktion setzt sich aus zwei Komponenten zusammen. Erstens wird durch
inflammatorische Stimuli das endotheliale Stickstoffmonoxid-(NO)-System verdndert. Die
Veranderungen des endothelialen NO-Systems beeintrachtigen die Autoregulation der
GefdaRweite in den Arteriolen. Infolge der gestérten Tonusregulation kommt es zu einer
ausgepragten Heterogenitat des kapillaren Blutflusses [20]. Zweitens wird ein Abbau der
Glykokalyx beobachtet. Die Glykokalyx ist eine Schicht aus Glykosaminoglykanen, die die
luminale Oberflache des Endothels bedeckt und wichtige biomechanische Funktionen erfillt.

Ein Abbau der Glykokalyx fihrt zu einer Permeabilitdtszunahme des Endothels. Durch die
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Zunahme der endothelialen Permeabilitdt wird die Entstehung von Gewebeddemen bei

gleichzeitigem intravasalem Volumenverlust beglinstigt [21].

Dariber hinaus gerat bei der Sepsis die Aktivierung des Gerinnungssystems aus dem
Gleichgewicht. Durch die Thromboseneigung wird das Auftreten von GefadBverschliissen
beglinstigt und der Stoffaustausch in der Kapillare beeintrachtigt [22]. Auch Erythrozyten
wirken sich durch ihre verminderte Verformbarkeit bei Sepsis negativ auf den kapillaren

Blutfluss aus [23].

Ebenso wichtig wie die Veranderungen auf zelluldarer Ebene sind die Veranderungen der
Hamodynamik. Im Rahmen einer Sepsis kommt es zu einem Abfall des mittleren arteriellen
Drucks (MAD). Fiir den MAD-Abfall bei Sepsis sind drei zentrale Mechanismen verantwortlich.
Erstens nimmt der periphere GefalRwiderstand ab. Zweitens kommt es zu Volumenverlusten
aus dem Intravasalraum in das Interstitium. Drittens beeintrachtigt eine verminderte
Kontraktionskraft des Herzens im Sinne einer sog. septischen Kardiomyopathie die kardiale

Auswurfleistung [24-26].

Um dennoch die Perfusion von Organen mit einem hohen Sauerstoffbedarf
aufrechtzuerhalten, kommt es zu einer kompensatorischen Umverteilung der Blutversorgung.
So werden Organe wie Herz und Gehirn verstarkt durchblutet, indem die kapillare
Durchblutung von Haut und Gastrointestinaltrakt reduziert und in die entsprechenden
Koérperregionen umgeleitet wird. Die systemische Hdmodynamik wird folglich auf Kosten einer
beeintrachtigten Mikrozirkulation bestimmter Regionen aufrechterhalten [27]. Es ist daher
nicht verwunderlich, dass bei Sepsis insbesondere im Gastrointestinaltrakt
mikrozirkulatorische  Stoérungen beschrieben werden [28-30]. Da jedoch dem
Gastrointestinaltrakt eine entscheidende Rolle in der Pathophysiologie der Sepsis zukommt,
stellen Mikrozirkulationsstorungen in diesem Bereich ein erhebliches Problem dar und
beeinflussen malRkgeblich den Krankheitsverlauf. Es wird angenommen, dass eine gestorte
intestinale Mikrozirkulation zu einem Verlust der Schleimhautbarriere im Colon fihrt. Folglich
konnen luminale Bakterien sowie Toxine die Barriere Giberwinden, in die Blutbahn und das

Lymphsystem gelangen und die systemische Entzlindungsreaktion weiter verstarken [31, 32].
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1.2.3 Die Rolle der Mitochondrien
Mitochondrien allgemein

Mitochondrien sind Zellorganellen, die in fast allen eukaryotischen Zellen vorkommen. Sie
besitzen eine eigene Erbinformation und sind von einer Doppelmembran umgeben. Die innere
und die dulRere Mitochondrienmembran sind durch einen Intermembranraum getrennt. In der
AulRenmembran befinden sich unspezifische Transmembranproteine, sog. Porine, die einen
Stoffaustausch (iber die Membran ermoglichen und fiir Molekile bis zu einer bestimmten
GroRe durchlassig sind. Die Innenmembran hingegen enthalt keine Porine und ist fiir lonen
und Molekiile hochgradig impermeabel. Die cardiolipinreiche Innenmembran verankert die
Komplexe der Atmungskette und ist durch zahlreiche Einstlilpungen gekennzeichnet, die einer

OberflachenvergrofRerung dienen [33-35].

Im gesunden Organismus Ubernehmen Mitochondrien zahlreiche Funktionen. Zu den
Hauptfunktionen gehort der Prozess der oxidativen Phosphorylierung, welcher der
Generierung von Adenosintriphosphat (ATP), einem ubiquitdren Energietragermolekil, dient.
Auf diese Weise liefern Mitochondrien einen Grofteil der Energie, die fiir eine normale
Zellfunktion erforderlich ist, und verbrauchen dafiir rund 90 % des Gesamtsauerstoffes im
Koérper [36]. Neben der ATP-Produktion sind Mitochondrien u. a. an der Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies, der intrazellularen Regulierung der Calciumhomoostase sowie der

Apoptoseaktivierung beteiligt [37-40].
Atmungskette und oxidative Phosphorylierung

Im Citratzyklus sowie in Abbauwegen von Makrondhrstoffen entstehen die
Reduktionsdquivalente  Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH/H*) und Flavin-Adenin-
Dinukleotid (FADH;). Diese Reduktionsdquivalente geben ihre Elektronen an die
Atmungskette in der inneren Mitochondrienmembran ab. Dort werden die Elektronen lber
eine Abfolge von Redox-Komplexen schrittweise weitergeleitet, bis sie schlieRlich in der

Mitochondrienmatrix auf molekularen Sauerstoff (ibertragen werden.

Der Fluss der Elektronen erfolgt folgendermaRen:

NADH/H* Komplex |
Komplex Il Komplex IV Sauerstoff
FADH, Komplex Il
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Bei jedem Elektronentransfer zwischen den Komplexen wird Energie frei. Diese Energie treibt
den Transport von Protonen aus der Matrix in den Intermembranraum an, wodurch ein
elektrochemischer Protonengradient entsteht. Beim Rlickfluss der Protonen entlang dieses
Gradienten entsteht erneut Energie, die von der ATP-Synthase genutzt wird, um

Adenosindiphosphat (ADP) zu Adenosintriphosphat (ATP) zu phosphorylieren [35, 41-43].

Pathophysiologie der Mitochondrien bei Sepsis

Die Rolle der Mitochondrien bei Sepsis ist noch nicht vollstandig verstanden. Es ist umstritten,
ob Mitochondrien Organdysfunktionen auslésen, deren Verlauf verscharfen oder lediglich als

geschadigte Zielstrukturen in Erscheinung treten [44].

Es gibt Daten, die darauf hindeuten, dass eine (ibermaRige Entziindungsreaktion das
mitochondriale Atmungssystem beeintrachtigen kann. Jedoch sind die Daten zu
Verdanderungen der mitochondrialen Atmung bei Sepsis nicht einheitlich. Jeger et al. [45]
fassten in einem Review zusammen, dass einerseits in einer Reihe von Untersuchungen eine
Abnahme des mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs unter septischen Bedingungen erfasst
wurde und dass anderseits in dhnlich vielen Studien ein unverdanderter oder in einigen Fallen
sogar erhohter Sauerstoffverbrauch erfasst wurde. Die Daten scheinen von mehreren
Faktoren abzuhdngen, z. B. vom untersuchten Organ, dem gewahlten Sepsismodell sowie dem
Schweregrad und dem Stadium der Erkrankung [46]. Die meisten Studien wurden an
Nagetiermodellen durchgefiihrt und untersuchten die Mitochondrien in Skelettmuskeln, Herz
und Leber [45]. Obwohl das Colon einen erheblichen Einfluss auf den Krankheitsverlauf der
Sepsis zu haben scheint, liegen bisher kaum Studien zu sepsisbedingten Veranderungen der
mitochondrialen Atmung im Colon vor. Herminghaus et al. [47] untersuchten, ob sich die
mitochondriale Atmung im Colon und in der Leber von septischen Ratten im zeitlichen Verlauf
verandert. Interessanterweise verdanderte sich im Zeitverlauf von 96 Stunden nur die

mitochondriale Atmung in der Leber, nicht aber die mitochondriale Atmung im Colon.

Im Gegensatz zu den eher inhomogenen Daten zu Verdnderungen der mitochondrialen
Atmung sind Daten zu Verdanderungen des ATP-Spiegels recht einheitlich und zeigen eine
Abnahme des ATP-Spiegels in verschiedenen Geweben [48]. Brealey et al. [49] zeigten
beispielsweise, dass die ATP-Konzentration in der Skelettmuskulatur bei Patienten, die an
einer Sepsis verstarben, circa zweimal niedriger war als bei der Kontrollgruppe und bei

Sepsis-Patienten, die Uberlebten. Lawrence et al. [50] untersuchten den ATP-Spiegel in
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Lymphozyten septischer Patienten und stellten bei Uberlebenden im Vergleich zu

Nicht-Uberlebenden einen etwa doppelt so hohen ATP-Spiegel fest.

Es gibt zwei Ansatze, die versuchen, die Dysfunktion des mitochondrialen Atmungssystems bei
Sepsis zu erkldren. Im ersten Erkldarungsansatz werden die Mitochondrien als Opfer einer
dysfunktionalen Mikrozirkulation betrachtet. Spronk et al. [51] bezeichnen dieses Konzept als
Microcirculatory and Mitochondrial Distress Syndrome (MMDS). In diesem Konzept wird
angenommen, dass gestorte Diffusionsprozesse in der Mikrozirkulation zu einer
unzureichenden Sauerstoffversorgung des Gewebes flihren. Infolgedessen nimmt auch das
Sauerstoffangebot auf mitochondrialer Ebene ab, wodurch der Prozess der oxidativen
Phosphorylierung limitiert wird und keine addaquaten Mengen an ATP generiert werden

kénnen [46, 52].

Einen zweiten Erklarungsansatz lieferten Fink et al. mit dem Konzept der zytopathischen
Hypoxie [53]. Im Gegensatz zur Gewebehypoxie besteht bei der zytopathischen Hypoxie ein
ausreichendes Sauerstoffangebot, jedoch sind die Mitochondrien nicht in der Lage, den
Sauerstoff zur Energiegewinnung zu verwerten. Als eine mdgliche Ursache fir die erworbene
Stoérung der Sauerstoffverwertung wird eine Schadigung des mitochondrialen

Atmungssystems durch oxidativen Stress diskutiert.

Oxidativer Stress

Oxidativer Stress wurde erstmals durch Helmut Sies et al. [54] definiert und entsteht, wenn
die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) und die
antioxidativen Schutzmechanismen im Ungleichgewicht sind. Unter physiologischen
Bedingungen fallen ROS in geringen Mengen als Nebenprodukt der Zellatmung in Form von
Hyperoxidanionen (O27) an. Hyperoxidanionen fungieren u. a. als Signalmolekile [55], wirken
jedoch in héheren Konzentrationen zytotoxisch und werden daher durch antioxidative

Enzyme unschadlich gemacht [56].

Bei Sepsis geraten die ROS-Produktion und die antioxidative Kapazitat aus dem Gleichgewicht.
Die ROS-Produktion nimmt zu, wahrend die antioxidative Kapazitdt abnimmt. Fiir den Anstieg
der ROS-Produktion sind mehrere Mechanismen verantwortlich. Es ist u. a. bekannt, dass bei
Sepsis vermehrt NO produziert wird [57]. NO inhibiert den Komplex IV der Atmungskette,

indem es kompetitiv zu Sauerstoff an Komplex IV bindet. Die Hemmung des Komplexes geht
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mit einer vermehrten Produktion von Oy einher [58, 59]. O, kann wiederum mit NO zu
Peroxinitrit (ONOQO~) reagieren. ONOO™ gehort zu der Gruppe der reaktiven Stickstoffspezies
(reactive nitrogen species, RNS). Zwei Mechanismen erkldren, wie eine erhohte ROS- bzw.
RNS-Konzentration am Fortschreiten der Erkrankung beteiligt sein konnte. Einerseits wird
vermutet, dass ROS bestimmte Transkriptionsfaktoren wie NF-kB Uber Redox-Signalwege
verstarkt aktivieren [60]. Eine verstarkte Aktivierung von NF-kB geht mit einer gesteigerten
Expression von proinflammatorischen Mediatoren einher, was zu einer starken
Entziindungsreaktion flihrt [9]. Andererseits ist bekannt, dass hohe ROS- und
RNS-Konzentrationen zu erheblichen Schaden an Lipiden, Proteinen und Nukleinsdauren
sowohl in den Mitochondrien als auch in den Zellen fiihren kénnen [61, 62]. Entstehen durch
ROS und RNS Schaden an Strukturen der Atmungskette, wird die Funktion des
mitochondrialen Atmungssystems beeintrachtigt und es entsteht eine zytopathische Hypoxie.
ROS koénnen zum Beispiel Cardiolipin oxidieren, welches sich in der inneren
Mitochondrienmembran befindet. Durch die Peroxidation verliert Cardiolipin seine
stabilisierende Funktion, sodass sich Cytochrom c aus der Innenmembran |6sen kann. Die
Dissoziation von Cytochrom c fiihrt zu einer Unterbrechung der Elektronentransportkette und
somit zu einer verringerten ATP-Produktion [63, 64]. Ebenso kdnnen RNS (ONOO~) durch
Oxidation von Komplexen der Atmungskette zu einer mitochondrialen Dysfunktion
beitragen [65]. Zusammengefasst kann oxidativer Stress Gewebeschaden sowohl durch
direkte Schadigung zellularer Makromolekiile hervorrufen als auch durch eine unzureichende
ATP-Produktion im Rahmen einer mitochondrialen Schadigung. Darliber hinaus scheint

oxidativer Stress die systemische Entzlindungsreaktion zu verstarken.

l— Sepsis ——-l

Mikrozirkulations-
stérung

! 1

Zytopathische
Hypoxie

| Mitochondriale |

Dysfunktion

l

. ATP-Produktion —— Organdysfunktion

————————————— = Oxidativer Stress

Gewebehypoxie

Abb. 1: Schematische Darstellung der Sepsis-Pathophysiologie
ATP = Adenosintriphosphat, |, = nimmt ab
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1.3 Neue Therapieansatze

1.3.1 Vasopressin

Vasopressin ist ein korpereigenes Peptid und vor allem an der Blutdruckregulierung und
Osmoregulation beteiligt [66]. Bei Sepsis tritt ein endogener Vasopressin-Mangel auf.
Da Vasopressin am GefaRsystem lber V1-Rezeptoren vasokonstriktiv wirkt, fiihrt ein Mangel
zu einer Abnahme des Gefdtonus [67]. Daher wurden Vasopressin und synthetische
Vasopressin-Rezeptor-Agonisten in der klinischen Praxis zur Behandlung der Hypotension bei
septischem Schock eingefiihrt [2]. Vasopressin hat bei Sepsis scheinbar nicht nur eine
blutdrucksteigernde Wirkung, sondern auch einen Effekt auf die Mikrozirkulation. Die Effekte
von Vasopressin auf die Mikrozirkulation im Gastrointestinaltrakt scheinen dosisabhangig zu
sein [68]. Hochdosiertes Vasopressin verschlechterte beispielsweise die Mikrozirkulation im
lleum durch eine ausgepragte Vasokonstriktion [69]. Ebenso verschlechterte moderat
dosiertes (= den Sepsis-Leitlinien entsprechend) Vasopressin die Mikrozirkulation im
Magen [70]. Niedrig dosiertes Vasopressin hingegen verbesserte die Mikrozirkulation im
Colon [71]. Es ware denkbar, dass sich niedrig dosiertes Vasopressin durch die Verbesserung
der Mikrozirkulation auch positiv auf die mitochondriale Funktion im Colon auswirkt. Bisher
liegen allerdings kaum Daten zum Einfluss von Vasopressin auf die mitochondriale Funktion
bei Sepsis vor. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass Vasopressin einen positiven Einfluss auf
die Mitochondrienfunktion haben kann. Sims et al. [72] konnten in einem Rattenmodell
nachweisen, dass die Gabe von hochdosiertem Vasopressin bei hamorrhagischem Schock die
mitochondriale Atmung in den Nieren verbessert und die mitochondriale ROS-Produktion
reduziert. Vor diesem Hintergrund ware es interessant, zu priifen, ob dhnliche Effekte auch
bei septischen Ratten nachweisbar sind und ob diese auch fiir andere Organe zu beobachten

sind.

Interessant sind auch die Ergebnisse zweier Studien, in denen die Wirkung von Noradrenalin
auf die mitochondriale Atmung in der Leber untersucht wurde [73, 74]. Noradrenalin ist ein
Katecholamin, das ebenfalls als Vasopressor in der Therapie des septischen Schocks eingesetzt
wird [2]. In der ersten Studie [73] wurde septischen Schweinen Noradrenalin per Infusion
verabreicht und anschlieBend die mitochondriale Atmung der isolierten Lebermitochondrien
analysiert. Es zeigte sich eine gesteigerte Respiratory Control Ratio (RCR) fir Komplex | und Il.

In der zweiten Studie [74] erhielten die Versuchstiere keine Noradrenalin-Infusion.
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Stattdessen wurden die isolierten Mitochondrien mit Noradrenalin inkubiert. AnschlieBend
wurde parallel zur ersten Studie die mitochondriale Atmung der isolierten
Lebermitochondrien analysiert. Es zeigten sich keine Verdanderungen der mitochondrialen
Aktivitat. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Noradrenalin bei Sepsis keinen direkten
Effekt auf die mitochondriale Atmung in der Leber hat. Stattdessen scheint Noradrenalin die
mitochondriale Atmung indirekt zu beeinflussen. Uber mogliche Mechanismen fiir den
indirekten Effekt kann derzeit nur spekuliert werden. Aufgrund der vergleichbaren
systemischen Wirkungen von Vasopressin und Noradrenalin ware es jedoch interessant,
zu untersuchen, ob fiir Vasopressin ahnliche Effekte auf die mitochondriale Atmung

beobachtet werden kénnen.

1.3.2 Positive Inotropika

Neben dem reduzierten GefaRRtonus tragt auch die septische Kardiomyopathie zu einer
hamodynamischen Instabilitat bei und ist an der Verschlechterung der Mikrozirkulation
beteiligt. Die septische Kardiomyopathie ist meist durch eine verminderte linksventrikulare
Pumpkraft gekennzeichnet [26]. Positive Inotropika zielen auf die Steigerung der Herzkraft ab
und kdnnen bei nachgewiesener Myokarddepression und persistierender Hypoperfusion trotz
adaquater Volumen- und Vasopressortherapie im Rahmen einer Sepsis erwogen werden [2].
Fiihrt die gesteigerte Herzkraft zu einer Stabilisierung der hamodynamischen Situation,
konnte sich dadurch auch die gastrointestinale Mikrozirkulation verbessern. Eine verbesserte
Mikrozirkulation kénnte wiederum einen positiven Einfluss auf die Mitochondrienfunktion im
Gastrointestinaltrakt haben. In dieser Arbeit soll daher gepriift werden, ob positive Inotropika
einen Einfluss auf die mitochondriale Atmung im Colon von septischen Ratten haben. Diese
Arbeit beschaftigt sich mit den drei Substanzen: (1) Dobutamin, (2) Levosimendan und

(3) Milrinon.

(1) Dobutamin

Dobutamin zahlt zu den Katecholaminen und wirkt tGber einen Agonismus am B1-Rezeptor
positiv inotrop. Dariber hinaus hat Dobutamin einen geringen vasodilatativen Effekt [75].
Friihe tierexperimentelle Studien konnten bereits einen positiven Effekt auf die
gastrointestinale Mikrozirkulation durch Dobutamin nachweisen [76, 77]. In einer klinischen
Studie beobachteten De Backer et al. [78] eine verbesserte sublinguale Mikrozirkulation bei

septischen Patienten nach Gabe von Dobutamin. Zum Einfluss von Dobutamin auf die
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mitochondriale Funktion bei Sepsis ist bisher wenig bekannt. Porta et al. [79, 80] untersuchten
in zwei Studien die Wirkung von Dobutamin auf die mitochondriale Atmung in isolierten
Mitochondrien von Schweinen. In beiden Studien wurden die Mitochondrien mit Endotoxin
behandelt und spater mit Dobutamin inkubiert. Die mitochondriale Atmung wurde per
Respirometrie bestimmt. In der ersten Studie [79] wurden Skelettmuskel-Homogenate
untersucht. Im Skelettmuskel-Homogenat wirkte sich die Endotoxin-Behandlung negativ auf
die Effizienz der oxidativen Phosphorylierung aus. Durch die anschlieRende Inkubation der
Homogenate mit Dobutamin konnte der negative Effekt von Endotoxin teilweise aufgehoben
werden. In der zweiten Studie [80] wurden Leber-Homogenate untersucht. Im
Leberhomogenat wirkte sich die Endotoxin-Behandlung ebenfalls negativ auf die Effizienz der
oxidativen Phosphorylierung aus. Im Gegensatz zu den Beobachtungen aus der ersten Studie
konnte der negative Effekt von Endotoxin jedoch durch die Inkubation der Homogenate mit
Dobutamin nicht aufgehoben werden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Effekt von
Dobutamin organspezifisch ist. Zu der Wirkung von Dobutamin auf die Mitochondrien im
Colon liegen bisher keine Daten vor.

(2) Levosimendan

Levosimendan bindet an ein Regulatorprotein des kardialen Troponin C und erhéht auf diese
Weise die Calcium-Sensitivitdat von Troponin C. Levosimendan wird daher auch als Calcium-
Sensitizer bezeichnet und wirkt Giber diesen Mechanismus positiv inotrop [81]. Zusatzlich hat
Levosimendan einen vasodilatativen Effekt Uber die Aktivierung von ATP-abhdngigen
Kaliumkanalen (Katp), die sich in der Plasmamembran glatter Muskelzellen befinden [82].
Interessanterweise sind Kare-Kanale jedoch nicht nur in der Plasmamembran glatter
Muskelzellen zu finden, sondern existieren auch auf mitochondrialer Ebene [83]. Daher wird
vermutet, dass Levosimendan auch die mitochondrialen Karp-Kandle aktiviert [84]. Der
Kaliumstrom durch die mitochondrialen Katp-Kandle scheint zum Erhalt der zelluldren
Energiechomoostase beizutragen und die Mitochondrien vor oxidativem Stress zu
schiitzen [85]. Da oxidativer Stress und mitochondriale Dysfunktion eine Rolle in der
Pathophysiologie der Sepsis spielen, ergibt sich die Frage, ob Levosimendan einen positiven
Einfluss auf die Mitochondrienfunktion bei Sepsis hat. Eine der ersten prospektiven Studien,
die den Einfluss von Levosimendan auf die mitochondriale Funktion bei Patienten mit
septischem Schock untersuchte, wurde von Torraco et al. [86] im Jahr 2014 veroffentlicht. In

der Studie konnte gezeigt werden, dass Levosimendan die Mitochondrien vor oxidativem
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Stress schiitzt. Torraco et al. [86] duRern die Vermutung, dass diese Eigenschaft von
Levosimendan moglicherweise dem bioenergetischen Versagen entgegensteuert. In der
Studie von Torraco et al. [86] wurden Skelettmuskelbiopsien septischer Patienten untersucht.
Es stellt sich die Frage, ob sich die positiven Effekte von Levosimendan auf die
Mitochondrienfunktion auch in anderen Geweben beobachten lassen. Zu der Wirkung von
Levosimendan auf die Mitochondrien im Colon liegen bisher keine Daten vor. Jedoch scheint
Levosimendan positive Effekte auf die gastrointestinale Mikrozirkulation zu haben. Eine friihe
Studie an gesunden Hunden zeigte, dass Levosimendan den intestinalen Blutfluss verbessert
und den intestinalen Gefalltonus verringert [87]. In einer anderen tierexperimentellen Studie
wurde eine gesteigerte mikrozirkulatorische Oxygenierung der Magenschleimhaut
beobachtet [88]. Dariiber hinaus konnten Jia et al. [89] kirzlich in einem Tiermodell
nachweisen, dass Levosimendan die intestinale Durchblutung nach Herzstillstand und
anschliefender Wiederbelebung verbessert. Die Frage, ob Levosimendan auch bei Sepsis die
gastrointestinale Mikrozirkulation verbessert, konnte noch nicht vollstandig geklart werden.
Eine tierexperimentelle [90] und eine klinische Studie [91] deuten jedoch darauf hin, dass
Levosimendan die sublinguale Mikrozirkulation bei septischem Schock positiv beeinflusst.

(3) Milrinon

Milrinon inhibiert die kardiale Phosphodiesterase 3 (PDE-3). Uber die Hemmung von PDE-3
bewirkt Milrinon am Herzen einen positiv inotropen Effekt und an den GefdlRen einen
vasodilatativen Effekt. Eine friihe Studie von Schmidt et al. [92] gab erste Hinweise darauf,
dass sich Milrinon bei Sepsis positiv auf die intestinale Mikrozirkulation auswirken konnte. In
dem Endotoxamie-Modell von Schmidt et al. [92] verminderte Milrinon die Hypoperfusion der
intestinalen  Schleimhaut. Ahnliche Beobachtungen wurden in einer spateren
tierexperimentellen Studie gemacht, in der Milrinon die Endotoxamie-induzierte
Vasokonstriktion der Haut reduzierte und kapilldre Perfusionsdefizite verbesserte [93].
Linetal. [94] untersuchten kirzlich die Wirkung von Milrinon auf die kardiale
Mitochondrienfunktion bei Katecholamin-induziertem Herzversagen. Die Forscher
beobachteten, dass Milrinon in einem Tiermodell die Aktivitdit von Komplex | und Il der
Atmungskette in Kardiomyozyten steigerte [94]. Die Wirkung von Milrinon auf die
mitochondriale Atmung bei Sepsis wurde bisher kaum erforscht. Ebenso wenig ist Gber den

Einfluss von Milrinon auf die Mitochondrienfunktion des Colons bekannt.
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1.4 Ziele der Arbeit

Die mitochondriale Dysfunktion scheint in der Sepsis-Pathophysiologie eine entscheidende
Rolle zu spielen und zur Entstehung von Organversagen beizutragen [49]. Bisher sind jedoch
kaum Therapien bekannt, die auf die Verbesserung der mitochondrialen Funktion bei Sepsis
abzielen. Daher sollten neue Therapiekonzepte entwickelt werden, die die mitochondriale
Funktion und das Outcome von Patienten mit Sepsis verbessern. Mogliche Therapieansatze

ergeben sich aus der Pathophysiologie.

Als eine mogliche Ursache fiir die mitochondriale Dysfunktion bei Sepsis werden
Mikrozirkulationsstoérungen diskutiert (= MMDS [51]). Es liegt daher nahe, dass sich eine
Verbesserung der Mikrozirkulation positiv auf die Mitochondrienfunktion auswirken kénnte.
Besonders haufig werden mikrozirkulatorische Dysfunktionen im Gastrointestinaltrakt
beschrieben [28-30]. Im Colon scheinen Mikrozirkulationsstérungen prognoserelevant zu sein,
da sie zu einem Verlust der intestinalen Schleimhautbarriere fihren [31, 32]. Dies macht das

Colon zu einem interessanten Therapieziel.

Zur Optimierung der Mikrozirkulation bieten sich aufgrund der komplexen Pathophysiologie
zahlreiche Angriffspunkte fir eine Therapie an. Unter anderem sind Veranderungen der
Hamodynamik fiir die gastrointestinale Hypoperfusion verantwortlich. Die hamodynamischen
Veranderungen sind sowohl durch die Abnahme des GefdaRtonus als auch durch die Abnahme
der Herzkraft (= septische Kardiomyopathie) bedingt [24-26]. Daher werden zur Verbesserung
der hamodynamischen Situation bei septischem Schock Vasopressoren zur Steigerung des
GefaRtonus und positive Inotropika zur Steigerung der Herzkraft eingesetzt [2]. Einige Studien
deuten darauf hin, dass sowohl der Einsatz von niedrig dosiertem Vasopressin [71] als auch
der Einsatz von positiven Inotropika [76, 77, 87-89, 92, 93] die Perfusion des
Gastrointestinaltrakts verbessert. Es ware denkbar, dass auf diesem Wege ebenfalls die
mitochondriale Funktion positiv beeinflusst wird. Verschiedene Studien lieferten bereits
Hinweise darauf, dass Vasopressin [72] und die positiven Inotropika Dobutamin [79, 80],
Levosimendan [86] und Milrinon [94] die Mitochondrienfunktion in verschiedenen
Organsystemen verbessern kdnnen. Jedoch liegen bisher keine Studien vor, die sich mit dem
Einfluss dieser Medikamente auf die Mitochondrienfunktion im Colon bei Sepsis befassen.

Daher soll in dieser Arbeit der Effekt von niedrig dosiertem Vasopressin und den positiven
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Inotropika Dobutamin, Levosimendan und Milrinon auf die Mitochondrienfunktion im Colon

von septischen Ratten untersucht werden.

Diesbeziiglich sollen in dieser Arbeit folgende Fragen geklart werden:

1. Beeinflusst eine Monotherapie mit niedrig dosiertem Vasopressin oder einem der drei
positiven Inotropika Dobutamin, Levosimendan und Milrinon die mitochondriale
Atmung im Colon von septischen Ratten?

2. Beeinflusst eine Kombinationstherapie mit niedrig dosiertem Vasopressin plus einem
der drei positiven Inotropika Dobutamin, Levosimendan und Milrinon die
mitochondriale Atmung im Colon von septischen Ratten?

3. Hat eine Monotherapie mit niedrig dosiertem Vasopressin oder mit einem der drei
positiven Inotropika Dobutamin, Levosimendan und Milrinon einen Einfluss auf die
ROS-Produktion im Colon von septischen Ratten?

4. Hat eine Kombinationstherapie mit niedrig dosiertem Vasopressin plus einem der drei
positiven Inotropika Dobutamin, Levosimendan und Milrinon einen Einfluss auf die

ROS-Produktion im Colon von septischen Ratten?
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2 Methodik

2.1 Versuchstiere

Die Untersuchungen wurden randomisiert an 80 jungen, mannlichen Wistar-Ratten aus der
Zentralen Einrichtung fur Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben
(Az. G313/20) Dusseldorf durchgefiihrt. Eine Genehmigung durch das Landesamt fir Natur,
Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen lag vor (Az. 81-02.04.2020.A313).

Die Haltung der Versuchstiere erfolgte konventionell in Makrolon®-Einzelkafigen unter
klimatisierten Bedingungen bei einer Raumtemperatur von 24 + 2 °C, einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 50 £+ 5 % und einer Luftumwalzrate von 16—-20 Mal pro Stunde. Die
kiinstliche Beleuchtung (300-320 Lux) zur Imitation eines Tag-Nacht-Rhythmus
erfolgte in 12-stlindigen Abstanden. Das entkeimte Weichholzgranulat, welches als Einstreu
im Kafig diente, wurde zweimal wochentlich gewechselt. Alleinfuttermittel fir Ratten und
Mause sowie entkeimtes Trinkwasser mit einem pH-Wert von 2,6-3,0 standen den
Versuchstieren ad libitum zur Verfligung. Die Hygieneliberwachung erfolgte gemaR den

FELASA-Richtlinien.

2.2 Versuchsablauf

Vor Beginn der Versuche wurden folgende Untersuchungsgruppen festgelegt:

Gruppe Applizierte Medikamente Dosierung
1 Jonosteril (= Kontrolle) 2 ml/h
2 Vasopressin 13,5 mU/kg/h
3 Dobutamin 480 pg/kg/h
4 Vasopressin } N 13,5 mU/kg/h
Dobutamin 480 pg/kg/h
5 Levosimendan 12 pg/kg/10 min + 12 pg/kg/h
e Vasopressin } . 13,5 mU/kg/h
Levosimendan 12 pg/kg/10 min + 12 pg/kg/h
7 Milrinon 50 pg/kg/10 min + 45 pg/kg/h
. Vasopressin } . 13,5 mU/kg/h
Milrinon 50 pg/kg/10 min + 45 pg/kg/h

Tabelle 2: Versuchsgruppen
h = Stunde, kg = Kilogramm, min = Minute, ml = Milliliter, mU = Milli-Unit, ug = Mikrogramm
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Die Einteilung der Versuchstiere in die Untersuchungsgruppe erfolgte randomisiert.

Im tierexperimentellen Teil fiihrte eine approbierte Veterindrmedizinerin zunachst die
Colon-ascendens-stent-peritonitis-Operation (CASP-OP) zur Sepsisinduktion durch. Nach
24 Stunden untersuchte die Veterindrmedizinerin die intestinale Mikrozirkulation. Im Rahmen
dieser Untersuchung erhielten die Versuchstiere die zu untersuchenden Medikamente fir 90
Minuten nach einer 30-miniitigen Baseline-Messung; die Applikation der Medikamente
erfolgte verblindet. Nach Euthanasie des Versuchstieres wurde das Colon enthommen und
mir Ubergeben. Nach Aufbereitung des Colons und Herstellung eines Homogenats wurde im
ersten laborexperimentellen Teil eine Proteinbestimmung nach Lowry durchgefiihrt, die als
Grundlage fiir die anschlielRende Respirometrie zur Erfassung der mitochondrialen Aktivitat
im Colon diente. Im zweiten laborexperimentellen Teil wurde der Malondialdehyd-Assay

(MDA-Assay) durchgefiihrt.

Organentnahme
v
Tierexperimenteller Teil Laborexperimenteller Teil
® @ ® @
Untersuchung der Proteinbestimmung . .
- Respirometrie MDA-A
CASP-OP Mikrozirkulation nach Lowry P >say
Sepsisinduktion | Base\inel + Medikamente |
—24h . 1: 3|u 12|o g
Abb. 2: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs
CASP-OP = Colon-ascendens-stent-peritonitis-Operation, h = Stunde, MDA = Malondialdehyd, min = Minute

2.3 CASP-Operation

Beim gut evaluierten CASP-Verfahren wurde durch Induktion einer abdominellen Infektion
(Peritonitis) der klinische Verlauf einer Sepsis imitiert. Die Narkose wurde mit dem volatilen
Andsthetikum Sevofluran (3,0-3,2 Vol.-%, FiO; 0,5) eingeleitet. Zur Analgesie wurde den
Versuchstieren das hochpotente Opioid Buprenorphin s.c. (0,1 mg/kg) injiziert. Vor Beginn des
Eingriffs wurde die Narkosetiefe durch Setzen eines Schmerzreizes (iberprift.
Zur Aufrechterhaltung der Kérpertemperatur wurde das Versuchstier in Riickenlage auf einer
Warmematte gelagert. Nach Desinfektion des Abdomens und steriler Abdeckung mit einem
Lochtuch erfolgte eine etwa 2 cm lange mediane Laparotomie. Zur anatomischen Orientierung
im Abdomen wurde zundchst das Caecum aufgesucht und anschlieRend das Colon ascendens

freigelegt. AnschlieBend wurden zwei ca. 10 mm lange Stents 1 cm distal des ileozokalen
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Ubergangs implantiert. Zur Stentimplantation wurde eine Venenverweilkaniile (14 G) durch
die Darmwand gestochen. Nach Riickzug der Nadel und Kirzung der verbleibenden
Plastikumhullung auf 10 mm wurde der Katheter mit einem nicht resorbierbaren Faden fixiert.
Die Stents stellten eine Verbindung zwischen Darmlumen und Bauchhéhle her und
ermoglichten dadurch einen kontinuierlichen Austritt von Fakalien in den Bauchraum.
Infolgedessen entwickelte sich eine diffuse Peritonitis, die in eine polymikrobielle Sepsis
Uberging. Um die Durchgdngigkeit der implantierten Stents zu Uberpriifen, wurde durch
Palpation des Colons etwas Darminhalt in die Stents gedrickt. Nach Rickverlagerung des
Darms und Befeuchtung der Bauchhdhle mit etwa 5 ml Natriumchlorid-Lésung erfolgte der
Verschluss der Bauchdecke mit einem resorbierbaren Faden (4.0-Naht) fir Muskel- und
Hautschicht. Zuletzt wurden Gewicht und Koérpertemperatur des Versuchstieres erfasst, bevor

es zum Aufwachen zuriick in den Kafig gelegt wurde.

Nach der CASP-OP hatten die Versuchstiere freien Zugang zu Nahrung und Wasser. Da die
enterale Flissigkeitsresorption aufgrund der Sepsis eingeschrankt war und eine
Dehydratation nur durch invasive MaRnahmen héatte erkannt werden konnen, erfolgte eine
regelmallige subkutane Flussigkeitssubstitution. Die postoperative analgetische Versorgung

erfolgte mit Buprenorphin (0,1 mg/kg) alle acht Stunden.

Colon ascendens

Bauchhohle 4 e ® "/.’
" >
A .) "’5
e )
- Faeces

Colon ascendens

Caecum

Abb. 3: Schematische Darstellung der Stent-Implantation in die Wand des Colon ascendens

Zudem wurden die Tiere von der Veterindrmedizinerin alle sechs Stunden untersucht und der
Schweregrad der Sepsis anhand des standardisierten Septic Rat Severity Scores (SRSS) [95]

erhoben. Keines der Tiere Uberschritt die definierte Obergrenze von zehn Punkten im SRSS.
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2.4 Untersuchung der Mikrozirkulation

24 Stunden nach dem operativen Eingriff wurden die Versuchstiere erneut gewogen.
Es erfolgte eine Narkoseeinleitung mit dem Barbiturat Pentobarbital i.p. (60 mg/kg) und dem
hochpotenten Opioid Buprenorphin s.c. (0,1 mg/kg). Das Tier wurde auf einer Warmematte
gelagert und die Narkosetiefe wurde durch Setzen eines Schmerzreizes (Uberprift.
AnschlieBend wurden die Versuchstiere tracheotomiert. Als Standardbeatmungsparameter
wurden eine Atemfrequenz von 70/min, ein Tidalvolumen von 1,8-2,5ml, ein
Atemwegsdruck < 17 cmH,0 und eine FiO; von 0,3 eingestellt. Anhand von Blutgasanalysen,
die alle 30 Minuten durchgefiihrt wurden, konnten die Beatmungsparameter individuell
angepasst werden. Die Versuchstiere erhielten sowohl einen venésen Zugang liber die Vena
jugularis communis als auch einen arteriellen Zugang tiber die Arteria carotis communis. Uber
den vendsen Zugang wurde zur Aufrechterhaltung der Narkose Pentobarbital (10 mg/kg/h)
mittels Perfusor appliziert. Zur moéglichst realistischen Nachstellung der klinischen Situation,
in der bei Sepsis eine antibiotische Therapie eingeleitet werden wiirde, wurde den Tieren
auRerdem Piperacillin/Tazobactam verabreicht. Uber den arteriellen Zugang erfolgte wihrend
des gesamten Versuchszeitraums ein kontinuierliches Monitoring der Vitalparameter
(Blutdruck und Herzfrequenz) sowie eine Volumensubstitution Gber einen Perfusor. Nach
Anlage der GefdlRkatheter wurde die Bauchnaht der CASP-OP des Vortags aufgetrennt. Das

Caecum wurde nach extrakorporal verlagert und auf einer feuchten Kompresse platziert.

AnschlieBend erfolgten die Untersuchungen der intestinalen Mikrozirkulation, die nicht
Gegenstand dieser Arbeit sind. Das Protokoll umfasste zundchst eine 30-minitige
Baseline-Messung, nach deren Ablauf die Gabe der zu untersuchenden Medikamente (iber
einen Perfusor gestartet wurde. Die Messungen wurden fiir weitere 90 Minuten fortgefihrt,

sodass der gesamte Untersuchungszeitraum 120 Minuten betrug (siehe Abb. 2).

Zur Untersuchung der intestinalen Mikrozirkulation kamen zwei Verfahren zum Einsatz. Zum
einen wurden mittels Gewebephotospektrometrie verschiedene mikrozirkulatorische
Parameter erfasst, die Rickschlisse auf die Durchblutung und Sauerstoffversorgung des
Gewebes erlaubten. Hierzu wurde eine Messsonde auf dem Caecum platziert und die
Messwerte durch das 02C-Gerat visualisiert. Zum anderen erfolgte eine Bestimmung der
GefaRdichte mittels Dunkelfeldmikroskopie (Cytocam), die eine Unterscheidung zwischen

perfundierten und nicht-perfundierten GefdaRen erméglichte.
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2.5 Organentnahme

Unter tiefer Narkose erfolgte eine fachgerechte und schmerzfreie Exsanguination lber den
arteriellen Zugang. Anschlieend wurde das Colon entnommen und mit einer Pinzette durch
Ausstreichen grob von Kot und Fettanhangseln befreit. Ein 1-2 cm langes Gewebestilick wurde
fiir spatere Untersuchungen, u. a. den MDA-Assay, in fllissigem Stickstoff schockgefroren und
anschlieend bei —80 °C gelagert. Das verbleibende Colon wurde in einen 4 °C kalten
Isolationspuffer (pH 7,15) gelegt und umgehend fir die folgenden Untersuchungen unter

dauerhafter Kiihlung weiterverarbeitet.

2.6 Gewebehomogenisierung

Zunachst wurde das Gewicht des Gewebes mithilfe einer Prazisionswaage ermittelt. Dann
wurde das Colon zusammen mit dem Isolationspuffer auf eine Petrischale gegeben. Nach
griindlicher Entfernung von Fettresten an der OrganauBenseite wurde das Colon mit einer
Schere langs aufgeschnitten und die Innenseite mit einer Baumwollkompresse von Schleim-

und Fakalienresten befreit.

Zur Auflésung der Zellverbande wurde das Prdparat fiir 5 Minuten mit Trypsin behandelt.
Die Trypsin-Menge ergab sich aus dem ermittelten Gewicht des Gewebes
(2 ml Trypsin/1 g Gewebe). AnschlieBend wurde das Colon in ein Becherglas mit eiskaltem
Isolationspuffer gegeben. Der Isolationspuffer enthielt zusatzlich 20 mg/ml Bovine Serum
Albumin (BSA) und den Proteaseinhibitor cOmplete™. Auch hier ergaben sich die Mengen aus
dem ermittelten Colon-Gewicht (4 ml Isolationspuffer + BSA/l1g Gewebe sowie

40 ul cOMPLETE/1 g Gewebe).

Danach wurde das Colon mit einer Schere in 2-3 mm? groRe Stiicke zerkleinert. Im Anschluss
wurde das Gemisch in einen eisgekihlten S-Behadlter umgefillt. Mittels
Potter-Elvehjem-Homogenisierungsstab wurde das Gewebe bei 2000 rpm sechsmal
homogenisiert. Bei diesem mechanischen Aufschlussverfahren werden die Zellmembranen
durch Scherkrafte aufgebrochen und die Zellorganellen freigesetzt. Das hergestellte
Homogenat wurde anschlieRend durch eine Kompresse in ein 50-ml-Falcon gefiltert und auf

Eis gestellt.
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2.7 Proteinbestimmung nach Lowry

2.7.1 Prinzip

Beim Lowry-Test [96] handelt es sich um eine Methode zur quantitativen Proteinbestimmung.

Die Methodik basiert auf zwei wichtigen Reaktionen:

1. Im ersten Reaktionsschritt findet die sog. Biuretreaktion statt, bei der sich unter
alkalischen  Bedingungen ein blauvioletter Farbstoffkomplex zwischen den
Peptidbindungen und Cu(ll)-lonen ausbildet.

2. Im zweiten Reaktionsschritt wird Cu(ll) durch die Peptidbindung zu Cu(l) reduziert.
Cu(l) dient wiederum als Reduktionsmittel fiir das gelbe Folin-Ciocalteu-Reagenz, das zu
Molybdanblau reduziert wird, wodurch ein intensiver Farbumschlag nach blau erfolgt.
Dieser Schritt ermoglicht eine deutlich niedrigere Nachweisgrenze im Vergleich zur

einfachen Biuretreaktion.

Bei hoher Proteinkonzentration bilden sich in der Biuretreaktion mehr Farbkomplexe,
wodurch die Farbintensitdt der Probe zunimmt. Die Extinktion ist proportional zur
Farbintensitat und somit ebenfalls proportional zur Proteinkonzentration. Aus der mittels
Photometrie bei 750 nm unter Verwendung von BSA als Standard gemessenen Extinktion lasst

sich daher die Proteinmenge der Probe ableiten.

In diesem Versuch wurde diese Methode =zur quantitativen Bestimmung der
Mitochondrienmenge genutzt. Hintergrund ist der Zusammenhang zwischen der Menge an

mitochondrialem Protein und dem Gesamtprotein.

2.7.2 Praktisches Vorgehen

Zundchst wurde Losung 1 aus drei Reagenzien hergestellt.

Losung 1 — Reagenz A: 10 g Na;COsz wurden in 500 ml 0,1 M NaOH gel6st.
— ReagenzB: 2 g Kaliumnatriumtartrat-Tetrahydrat wurden in 100 ml
Aqgua dest. gelost.
— ReagenzC: 1 g Kupfersulfatpentahydrat wurde in 100 ml Aqua dest.
gelost.
Dazu wurden die Reagenzien A, B und C in einem Verhaltnis von 10:1:1 hergestellt, d. h. 10 ml

von Reagenz A wurden mit 100 pl Reagenz B und 100 pul Reagenz C vermischt.
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Zur Herstellung von Lésung 2 wurden Folin und destilliertes Wasser in einem Verhaltnis von

1:1 gemischt.

AnschlieBend wurde die Standardreihe nach folgendem Schema in MikroreaktionsgefaRen

vorbereitet:

Standard | H;0 destilliert in Bovine Serum Al.bumin Proteinkonzentration in

(1000 pg/ml) in pl pg/mil

KO 500 0 0

K1 468,7 31,2 62,5

K2 437,5 62,5 125

K3 375 125 250

K4 250 250 500

K5 125 375 750

K6 0 500 1000

Tabelle 3: Standardreihe Proteinbestimmung nach Lowry

H20 = Wasser, ml = Milliliter, ug = Mikrogramm, pl = Mikroliter

In drei weiteren Mikroreaktionsgefallen wurde das Colon-Homogenat mit destilliertem
Wasser in einem Verhdltnis von 1:100 verdiinnt. Danach wurden jeweils 100 pl vom
Proteinstandard KO-K6 sowie 100 pl von den verdinnten Colon-Proben in neue
Mikroreaktionsgefdlle pipettiert und mit 500 pl von Lésung 1 versetzt. Es erfolgte eine
10-mindtige Inkubation bei Raumtemperatur. Nach der Inkubationszeit wurden 50 ul von
Losung 2 hinzugefligt. Nach weiteren 30 Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur
wurden die Standards und Proben zur Doppelbestimmung in eine 96-Well-Mikrotiterplatte
pipettiert. Bei einer Wellenlange von 750 nm wurde zur Bestimmung der Proteinmenge die

Extinktion gemessen.
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2.8 Respirometrie
2.8.1 Prinzip
Clark-Elektrode

Die mitochondriale Erzeugung des universellen Energietragers ATP ist sauerstoffabhéangig.
Daher eignet sich die Erfassung der Geschwindigkeit des Sauerstoffverbrauchs in dem
Gemisch aus Homogenat und Respirationspuffer zur Bestimmung der mitochondrialen

Atmungsketten-Aktivitat.

Die Clark-Elektrode des Strathkelvin-Systems fungiert als elektrochemischer Sensor und
ermittelt in einer 6-minlitigen Messung kontinuierlich den Sauerstoffpartialdruck in der
Messkammer. Die Elektrode setzt sich aus einer Platin-Kathode und einer Silber-Anode
zusammen, die (Uber eine KCl-Elektrolytlosung verbunden sind. Durch eine
sauerstoffdurchlassige Membran sind Kathode und Anode von der Probe in der Messkammer

getrennt. Mithilfe einer Spannungseinheit wird das System mit Elektronen versorgt.

Wird die Messung gestartet, diffundiert der Sauerstoff in der Probe entlang seines Gradienten
durch die sauerstoffdurchlassige Membran zur Platinelektrode. Da die Sauerstoffloslichkeit
und die Durchlassigkeit der Membran temperaturabhangig sind, erfolgt die Messung bei einer

konstanten Temperatur von 30 °C.

Der Sauerstoff (O,) wird an der Kathode reduziert, wobei Hydroxid-lonen (OH") entstehen:

02+2H,0+2¢€

v

H,0; + 2 OH"

HO0,+2 e 2 OH

v

An der Bezugselektrode findet eine Oxidation statt, bei der sich die Silberionen (Ag) mit

Chloridionen (CI) aus der Losung verbinden.

4 Ag

v

4Ag*+4 e

v

4 Agt+4Cl 4 AgCl

Es entsteht ein Stromfluss, der dem Sauerstoffpartialdruck direkt proportional ist und durch
das Strathkelvin-Respirometer-System in digitale Werte umgewandelt wird, welche an einen

Computer Gbermittelt werden.
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Zur Bestimmung der Atmungskettengeschwindigkeit wird die Abnahme der

Sauerstoffkonzentration Gber die Zeit auf mg Protein normiert.

| R -
H %
@ | o °

Ag a
8 g)
o o — AgCl | ~=

F / 40H

@ ] J 2H,0
T T ] 0
a) e @ b) 2

Abb. 4:

a) Schematische Darstellung des Strathkelvin-Systems:
@Spritze zur Applikation von Substraten oder ADP; @ Glasstopfen; @ thermostatischer Wassermantel;
@ Messkammer; @ Magnetrihrer; @ Clark-Elektrode; @ Wasserzulauf bzw. Wasserablauf

b) Schematische Darstellung der Clark-Elektrode:
Reduktion an der Kathode (e” = Elektron, H,O = Wasser, Pt = Platin, OH" = Hydroxidion, Oz = Sauerstoff);
@ Oxidation an der Anode (Ag = Silber, AgCl = Silberchlorid, CI- = Chloridion); Membran

Substrate

Um in der Respirometrie die Aktivitat der einzelnen Atmungskettenkomplexe messen zu
konnen, missen Komplex | und Komplex Il in separaten Messungen durch ein Substrat

stimuliert werden.

Als Substrat flir Komplex | eignet sich die Kombination aus Glutamat und Malat. Hintergrund
hierfiir ist der Malat-Aspartat-Shuttle (siehe Abb. 5), bei dem Glutamat und Malat benétigt
werden, um NADH-Molekile in den Matrixraum der Mitochondrien zu beférdern. NADH/H*
ist der Elektronendonor fir Komplex |. Die Elektronentransportkette wird gestartet, indem

Komplex | zwei Protonen und zwei Elektronen von NADH/H* auf Ubichinon libertragt.
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NAD+ NADH/H*
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NAD+ NADH/H*

Abb. 5: Schematische Darstellung des Malat-Aspartat-Shuffles [97]

Im Cytosol wird NADH/H+ zu NAD+ oxidiert. Dabei werden mithilfe der cytosolischen Malat-Dehydrogenase
(MDH) zwei Elektronen auf Oxalacetat lGbertragen, welches zu Malat reduziert wird. Malat wird im Antiport mit
a-Ketoglutarat durch die innere Mitochondrienmembran in die Mitochondrienmatrix beférdert. Mithilfe der
mitochondrialen Malat-Dehydrogenase wird Malat wieder zu Oxalacetat oxidiert und zwei Elektronen werden
auf NAD+ Uibertragen. Es erfolgt eine Aminierung des entstandenen Oxalacetats zu Aspartat (siehe blauer Pfeil)
durch die Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT). In dieser Reaktion erhélt Oxalacetat die Aminogruppe von
Glutamat, welches desaminiert wird, wodurch a-Ketoglutarat entsteht (siehe griiner Pfeil). Dieses gelangt im
Antiport mit Malat ins Cytosol und kann in einer weiteren Transaminasenreaktion wieder zu Glutamat aminiert
werden, indem die Aminogruppe von Aspartat zuriickiibertragen wird und auf diesem Wege wieder Oxalacetat

als Elektronenakzeptor zur Verfligung steht.

Als Substrat fir Komplex Il eignet sich Succinat. Hintergrund ist die Katalyse von Succinat zu
Fumarat durch das Enzym Succinatdehydrogenase. Die Succinatdehydrogenase ist Bestandteil
von Komplex Il und ist gleichzeitig ein Enzym des Citratzyklus. Bei der Umwandlung von
Succinat in Fumarat wird zeitgleich FAD zu FADH; reduziert, welches direkt in die
Atmungskette eingeschleust werden kann. Um eine selektive Beurteilung von Komplex I
sicherzustellen, wird Succinat mit Rotenon kombiniert, einem Hemmstoff von Komplex I. Zur
Beurteilung der oxidativen Phosphorylierung wird in beiden Messungen ADP im Uberschuss

appliziert.



Methodik 26

Untersuchungsparameter

Verschiedene States der mitochondrialen Atmung wurden durch Chance und Williams [98]

definiert.
States Substrat- ADP- Mitochondriale Limitierender
Konzentration Konzentration Atmungsrate Faktor

State 1 N2 N/ N ADP
State 2 T N2 NE ADP
State 3 ™ N ™ Atmungskette
State 4 N N N ADP
State 5 J J N Sauerstoff

Tabelle 4: States der mitochondrialen Atmung [98]
M =sehr hoch, P = hoch, N = abnehmend, | = niedrig, { { = sehr niedrig, ADP = Adenosindiphosphat

In State 1 ist die mitochondriale Atmungsaktivitat gering, da kaum ADP und Substrat zur
Verfliigung stehen. Nach Zugabe der Substrate beginnt die Phase der Ruheatmung, die als
State 2 bezeichnet wird. In dieser Phase sind die Substrate der jeweiligen Komplexe der
Atmungskette im Uberschuss vorhanden, die ADP-Konzentration ist jedoch weiterhin gering.
Die mitochondriale Atmung in State 2 dient hauptsdchlich der Erhaltung des
Membranpotenzials. Nach Zugabe von ADP, welches als starkster physiologischer Stimulator
der Atmungskette gilt, erfolgt der Ubergang in State 3. In dieser Phase erreicht die oxidative
Phosphorylierung ihre maximale Geschwindigkeit. Wenn der GroRteil von ADP in ATP
umgewandelt wurde, folgt State 4 und die mitochondriale Atmung nimmt wieder ab. Sobald
der gesamte Sauerstoff in der Messkammer verbraucht worden ist, wird State 5 erreicht. In

diesem State zeigen die Mitochondrien keine Aktivitat mehr.

Zwei weitere Parameter werden ermittelt:

MabR fiir die Kopplung zwischen
State 3

1. Respiratory Control Index (RC/) = m —> Elektronentransportkette und

oxidativer Phosphorylierung

zugegebenes ADP N MaR fir die Effizienz der
AO;

2. ADP-Sauerstoff-Ratio =
oxidativen Phosphorylierung
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2.8.2 Praktisches Vorgehen

Zunachst wurde das Respirometer durch Anschalten des verbundenen Wasserbads erwarmt.
Vor Start der Messung erfolgte eine Zwei-Punkt-Kalibrierung der Clark-Elektrode. Dazu
wurde nach Angaben des Herstellers eine Positivkontrolle mit Aqua dest. mit Werten
zwischen 300 und 350 pA durchgefiihrt sowie eine Negativkontrolle mit Sodiumsulfit-Losung

mit Werten < 20 pA.

Das Colon-Homogenat wurde mit einem 30 °C warmen Respirationspuffer vermischt, der
zusatzlich 20 mg/ml BSA enthalt, um eine Proteinkonzentration von 6 mg/ml in der
Messkammer zu erreichen. Das Mischverhaltnis ergab sich aus der zuvor durchgefiihrten
Proteinbestimmung nach Lowry. Das Gemisch wurde mit einer Pipette in die Messkammer
Uberfihrt. Anschliefend wurde die Messkammer mit einem Stopfen luftdicht verschlossen
und ein elektromagnetischer Rihrer aktiviert. Durch eine feine Kapillare im Glasstopfen
konnten unter Sicht die verschiedenen Substanzen mit einer Spritze in die Messkammer

appliziert werden (siehe Abb. 4).

Die 6-minltige Messung wurde gestartet. In der ersten Minute wurde State 1 erfasst. Nach
60 Sekunden wurde das Substrat flir den zu untersuchenden Atmungsketten-Komplex
appliziert. Ein Gemisch aus Glutamat und Malat diente dabei als Substrat fiir Komplex |,
Succinat als Substrat fir Komplex Il. Um eine alleinige Beurteilung von Komplex Il ohne
Mitwirken von Komplex | zu gewadhrleisten, wurde Rotenon, ein Hemmstoff von Komplex |,
dem Gemisch aus Homogenat und Respirationspuffer bereits vor Start der Messung
hinzugefiigt. Nach Zugabe des Substrats erfolgte ein Ubergang in State 2. Nach weiteren
60 Sekunden wurde ADP in die Messkammer verabreicht. Die oxidative Phosphorylierung
erreichte in diesem Stadium ihre maximale physiologische Geschwindigkeit. Die Messung
wurde bis zum Ablauf der Zeit ohne weitere Zugabe von Substanzen fortgefihrt. Sobald der
GroRteil von ADP in ATP umgewandelt war, nahm die mitochondriale Atmung wieder ab und
ging in State 4 (iber. Sobald der gesamte Sauerstoff in der Messkammer verbraucht worden

war, wurde State 5 erreicht, in dem die Mitochondrien keine Aktivitat mehr zeigten.

Flir beide Substrate wurden die Messungen jeweils dreimal durchgefilihrt und die

Mittelwerte der erfassten Parameter berechnet.
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Substrat ADP
0, (mM) A
State 1 State 2 State 3 State 4 State 5
03
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Abb. 6: Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs der Respirometrie

ADP = Adenosindiphosphat, min = Minute, mM = Millimolar, O, = Sauerstoff, Substrat = Malat/Glutamat oder

Succinat, t = Zeit, AO2 = Sauerstoffverbrauch

Konzentration der

Applizierte Menge

Endkonzentration in

Substanz Stocklosung pro Versuch der Messkammer
Malat 0,25 M 5 ul/500 pl 2,5 mM
Glutamat 0,25 M 5 ul/500 pl 2,5 mM
Succinat 1M 2,5 pul/500 pl 5mM
Rotenon 100 uM 2,5 pul/500 pl 0,5 uM
ADP 25 mM 1 pl/500 pl 50 pM

Tabelle 5: Substanzen Respirometrie

ADP = Adenosindiphosphat, M = Molar, mM = Millimolar, ul = Mikroliter, uM = Mikromolar

2.8.3 Qualitatskontrolle

Zum Ausschluss einer Schadigung der Mitochondrien durch das Praparationsverfahren wurde

eine Kontrollmessung durchgefiihrt. Dazu erfolgte nach der gewdhnlichen Applikation der

Substrate sowie ADP die Zugabe von Cytochrom ¢, Oligomycin und Antimycin A in

einmin(tigen Abstdanden.

Konzentration der

Applizierte Menge

Endkonzentration in

Substanz Stocklosung pro Versuch der Messkammer
Cytochrom ¢ 250 uM 5 ul/500 ul 2,5 uM
Oligomycin 6 UM 5 ul/500 ul 0,05 uM
Antimycin A 0,5 mM 2,5 pl/500 pl 2,5 uM

Tabelle 6: Substanzen Respirometrie Qualitdtskontrolle

M = Molar, mM = Millimolar, pl = Mikroliter, uM = Mikromolar
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Cytochrom c fungiert als Elektroneniibertrager zwischen Komplex Ill und IV der Atmungskette.
Wird bei der Herstellung des Homogenats die dulere Mitochondrienmembran beschadigt,
kann sich Cytochromc von der inneren Mitochondrienmembran I6sen. Die
Elektronentransportkette wird unterbrochen und die Atmungskettengeschwindigkeit nimmt
deutlich ab. Wird in diesem Fall Cytochrom ¢ im Rahmen der Kontrollmessung von extern
hinzugefiigt, wiirde sich ein Anstieg der Atmungskettengeschwindigkeit zeigen. Die Zugabe
von Cytochromc eignete sich daher zur Uberpriifung der Integritit der &uReren

Mitochondrienmembran.

Oligomycin gehort zur Gruppe der Makrolid-Antibiotika und dient bei der Kontrollmessung
der Uberpriifung des Membranpotenzials. Oligomycin bindet an die Fo-Untereinheit der ATP-
Synthase und verhindert dadurch den Rickstrom der Protonen aus dem Intramembranraum
in die Matrix, der die Energie fiir die ATP-Synthese liefert. Bei Unversehrtheit der
Mitochondrien fallt nach Zugabe von Oligomycin die Atmungskettengeschwindigkeit stark ab.
Aufgrund des verlangsamten  Abbaus des Protonengradienten dient die
Elektronentransportkette nur noch der Aufrechterhaltung des Membranpotenzials. Die
Komplexe der Atmungskette pumpen keine Protonen mehr in den Intramembranraum, sodass
die Atmungskettenaktivitat auf den Ruhezustand (State 2) zuriickgeht. Bei einem gestorten
Membranpotenzial, verursacht durch einen unkontrollierten Protonenfluss in den
Intramembranraum, wiirde der Sauerstoffverbrauch trotz Zugabe von Oligomycin nicht
sinken.  Stattdessen wiirde die Atmungskette versuchen, dem Protonenleck

entgegenzuwirken.

Antimycin A ist ein Antibiotikum aus Streptomyceten und wirkt hemmend auf den Komplex IlI
der Atmungskette. Die Elektronentransportkette wird unterbrochen und die
Atmungskettenaktivitdt wird eingestellt. Wird in der Messkammer kein Sauerstoffverbrauch

mehr erfasst, kann ein nicht-mitochondrialer Sauerstoffverbrauch ausgeschlossen werden.

Die Ergebnisse der Qualitatskontrolle wurden lediglich qualitativ beurteilt und nicht

quantitativ ausgewertet.
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2.9 MDA-Assay

2.9.1 Prinzip

Ziel des Malondialdehyd-Assays (MDA-Assay) ist die Quantifizierung von reaktiven
Sauerstoffspezies in Colon-Proben Uber die Bestimmung der MDA-Konzentration in Colon-

Homogenaten mittels Spektrophotometrie.

Oxidativer Stress in Zellen flihrt zur Lipidperoxidation, einem chemischen Prozess, der zur
Bildung hochreaktiver und instabiler Lipidhydroperoxide fiihrt. Die Spaltung der instabilen
Peroxide fiihrt zur Bildung von MDA [99]. MDA reagiert mit Thiobarbitursdaure zu einem
chromogenen Substrat, das spektrophotometrisch bei 532 nm nachgewiesen werden kann
und somit eine Bestimmung der MDA-Konzentration ermdéglicht. Die Hohe der MDA-
Konzentration erlaubt daher einen Riickschluss auf die Menge von reaktiven Sauerstoffspezies

in den untersuchten Colon-Proben.

2.9.2 Praktisches Vorgehen

Zunachst wurde ein Homogenat aus tiefgefrorenem Colon-Gewebe (ca. 50 mg) und einer
1,5-%igen Kaliumchlorid (KCl)-Lésung (500 pl) hergestellt. Zudem erfolgte die Anfertigung
einer Standardreihe. Dazu wurde eine MDA-LO6sung (20 mM) hergestellt, die anschliefend mit
der 1,5-%igen KCI-Loésung zu folgenden Standards verdinnt wurde: (1) 20 uM, (2) 10 uM,
(3) 5 UM, (4) 2,5 uM, (5) 0 uM.

AnschlieBend wurden 250 pl Homogenat bzw. Standardprobe in Zentrifugenréhrchen
Uberfuhrt und jeweils 1500 pl Phosphorsadure (1-%ig) und 500 ul Thiobarbitursdure (0,6-%ig)
hinzugegeben. Es erfolgte eine 45-miniitige Inkubation bei 90 °C. Sobald die Messproben auf
Raumtemperatur abgekihlt waren, wurden 2000 pl Butanol hinzugefiigt. Es folgte eine
15-minitige Zentrifugation bei 4 °C mit 3500 rpm. AnschlieBend wurde die zweite Schicht des
Zentrates zur Doppelbestimmung in eine 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert und die
Extinktion bei 535 nm und 520 nm als Referenzwellenlange gemessen. Um die
Malondialdehydkonzentration in nmol/mg in nmol MDA/mg Protein standardisieren zu
konnen, wurde zusatzlich eine Proteinbestimmung nach Lowry des Homogenats

durchgefihrt (siehe Abschnitt 2.7).
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2.10 Statistik

Die statistische Auswertung der Messergebnisse erfolgte mithilfe der Statistiksoftware
GraphPad Prism® 8.0. Als Test auf Normalverteilung diente der Kolmogorov-Smirnov-Test.
AnschlieBend wurde bei nicht normalverteilten Daten ein Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt
und ein Post-hoc-Test nach Dunn angeschlossen, um die Unterschiede der einzelnen Gruppen
untereinander zu ermitteln. Ein Signifikanzniveau von p < 0,05 wurde festgelegt und die
Ergebnisse als Minimum/Median/Maximum beschrieben. Die grafische Darstellung der Daten
erfolgte ebenfalls mittels GraphPad Prism® 8.0. Es wurde eine Abbildung durch Boxplots mit

Whiskers gewahlt.
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3 Ergebnisse

3.1 Respirometrie
3.1.1 Dobutamin

Um zu untersuchen, ob Dobutamin die mitochondriale Atmung im Colon von septischen
Ratten beeinflusst, wurde eine Gruppe septischer Ratten mit Dobutamin (480 pg/kg/h)
behandelt. Eine weitere Gruppe septischer Ratten wurde mit Vasopressin (13,5 mU/kg/h) und
Dobutamin (480 pg/kg/h) behandelt, um auBerdem zu untersuchen, ob die Kombination von
Vasopressin und Dobutamin die mitochondriale Atmung im Colon von septischen Ratten
beeinflusst. In beiden Versuchsgruppen wurde anschlieBend die mitochondriale
Atmungsaktivitdit in Colon-Homogenaten mittels Respirometrie analysiert. In der
Respirometrie wurden fir Komplex | und Il die States 2—4 der mitochondrialen Atmung
gemessen und die ADP/O-Ratio sowie der RC/ berechnet. Die Ergebnisse beider Gruppen
wurden zum einen miteinander und zum anderen jeweils mit der Kontrollgruppe sowie mit

der Vasopressin-Gruppe verglichen.

Fiir die Dobutamin-Gruppe zeigten sich im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen keine

signifikanten Verdanderungen fir Komplex | und Il (siehe Abb. 7).

Fiir die Gruppe Vasopressin + Dobutamin zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe eine
signifikante Reduktion von State2 der mitochondrialen Atmung fir Komplex |
(Median 0,37 nmol/min/mg vs. 0,2 nmol/min/mg) (siehe Abb. 7A). Die signifikante Reduktion
von State 2 fiihrte zu einer signifikanten Steigerung des RC/ (Median 3,14 vs. 5,0)
(siehe Abb. 7B). Um zu prifen, ob die Kombinationstherapie (Vasopressin + Dobutamin) einen
additiven Effekt im Vergleich zur Monotherapie mit Vasopressin hat, wurden die Ergebnisse
mit der Vasopressin-Gruppe verglichen. Im Vergleich zur Vasopressin-Gruppe zeigte sich eine
signifikant reduzierte State-2-Atmung flir Komplex | (siehe Abb. 7A) bei nicht signifikant
erhéhtem RCI (siehe Abb. 7B). Darliber hinaus wurden die Ergebnisse mit der Dobutamin-
Gruppe verglichen, um zu prifen, ob die Kombinationstherapie (Vasopressin + Dobutamin)
einen additiven Effekt im Vergleich zur Monotherapie mit Dobutamin hat. Im Vergleich zur
Dobutamin-Gruppe zeigten sich jedoch keine signifikanten Verdanderungen fir

Komplex | und Il (siehe Abb. 7).
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Abb. 7: State 2, Respiratory Control Index (RCI) und ADP/O-Ratio in Colon-Homogenaten in der Kontrollgruppe
und nach Behandlung mit Vasopressin, Dobutamin und Vasopressin + Dobutamin (Vas + Dob)

(A) State 2 fur Komplex |
(B) RCI (State 3 / State 2) fur Komplex | und Komplex Il
(C) ADP/O-Ratio fur Komplex | und Komplex II

Die Werte sind angegeben als Minimum/Median/Maximum. * = p < 0,05, N = zwischen den Gruppen

(Kontrolle n = 11, Vasopressin n = 12, Dobutamin n = 10, Vasopressin + Dobutamin n = 12)




Ergebnisse 34

3.1.2 Levosimendan

Um zu untersuchen, ob Levosimendan die mitochondriale Atmung im Colon von septischen
Ratten beeinflusst, wurde eine Gruppe septischer Ratten mit Levosimendan
(12 pg/kg/10 min + 12 pg/kg/h) behandelt. Eine weitere Gruppe septischer Ratten wurde mit
Vasopressin (13,5 mU/kg/h) und Levosimendan (12 pg/kg/10 min + 12 pg/kg/h) behandelt,
um aulerdem zu untersuchen, ob die Kombination von Vasopressin und Levosimendan die
mitochondriale Atmung im Colon von septischen Ratten beeinflusst. In beiden
Versuchsgruppen wurde anschlieRend die mitochondriale Atmungsaktivitat in
Colon-Homogenaten mittels Respirometrie analysiert. In der Respirometrie wurden fir
Komplex | und Il die States 2—4 der mitochondrialen Atmung gemessen und die ADP/O-Ratio
sowie der RCl berechnet. Die Ergebnisse beider Gruppen wurden zum einen miteinander und

zum anderen jeweils mit der Kontrollgruppe sowie mit der Vasopressin-Gruppe verglichen.

Zwischen den beiden Versuchsgruppen zeigten sich keine signifikanten Veranderungen fir
Komplex | und Il (siehe Abb. 8). Auch im Vergleich zur Kontroll- bzw. Vasopressin-Gruppe
zeigten sich weder in der Levosimendan-Gruppe noch in der Gruppe

Vasopressin + Levosimendan signifikante Verdanderungen fiir Komplex | und Il (siehe Abb. 8).
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Abb. 8: Respiratory Control Index (RCI) und ADP/O-Ratio in Colon-Homogenaten in der Kontrollgruppe und
nach Behandlung mit Vasopressin, Levosimendan und Vasopressin + Levosimendan (Vas + Lev)

(A) RCI (State 3 / State 2) fuir Komplex | und Komplex Il
(B) ADP/O-Ratio fur Komplex | und Komplex Il

Die Werte sind angegeben als Minimum/Median/Maximum.

(Kontrolle n =11, Vasopressin n = 12, Levosimendan n = 12, Vasopressin + Levosimendan n = 11)
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3.1.3 Milrinon

Um zu untersuchen, ob Milrinon die mitochondriale Atmung im Colon von septischen Ratten
beeinflusst, wurde eine Gruppe septischer Ratten mit Milrinon (50 pg/kg/10 min + 45 pg/kg/h)
behandelt. Eine weitere Gruppe septischer Ratten wurde mit Vasopressin (13,5 mU/kg/h) und
Milrinon (50 ug/kg/10 min + 45 pg/kg/h) behandelt, um auBerdem zu untersuchen, ob die
Kombination von Vasopressin und Milrinon die mitochondriale Atmung im Colon von
septischen Ratten beeinflusst. In beiden Versuchsgruppen wurde anschlieBend die
mitochondriale Atmungsaktivitat in Colon-Homogenaten mittels Respirometrie analysiert. In
der Respirometrie wurden fiir Komplex | und Il die States 2—4 der mitochondrialen Atmung
gemessen und die ADP/O-Ratio sowie der RC/ berechnet. Die Ergebnisse beider Gruppen
wurden zum einen miteinander und zum anderen jeweils mit der Kontrollgruppe sowie mit

der Vasopressin-Gruppe verglichen.

Zwischen den beiden Versuchsgruppen zeigten sich keine signifikanten Veranderungen fir
Komplex | und Il (siehe Abb. 9). Auch im Vergleich zur Kontroll- bzw. Vasopressin-Gruppe
zeigten sich weder in der Milrinon-Gruppe noch in der Gruppe Vasopressin + Milrinon

signifikante Veranderungen fir Komplex | und Il (siehe Abb. 9).
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Abb. 9: Respiratory Control Index (RCI) und ADP/O-Ratio in Colon-Homogenaten in der Kontrollgruppe und
nach Behandlung mit Vasopressin, Milrinon und Vasopressin + Milrinon (Vas + Mil)

(A) RCI (State 3 / State 2) fuir Komplex | und Komplex Il
(B) ADP/O-Ratio fur Komplex | und Komplex Il

Die Werte sind angegeben als Minimum/Median/Maximum.

(Kontrolle n = 11, Vasopressin n = 12, Milrinon n = 10, Vasopressin + Milrinon n = 9)
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3.2 MDA-Assay

Um den durch ROS erzeugten oxidativen Stress im Gewebe zu quantifizieren, wurde die
MDA-Konzentration in Colon-Homogenaten bestimmt. Die MDA-Konzentration war in keiner
Versuchsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant verandert (siehe Abb. 10).
Dariiber hinaus waren keine signifikanten Ergebnisse zwischen den Versuchsgruppen

feststellbar (siehe Abb. 10).
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Abb. 10: MDA-Konzentration in nmol/mg Protein in Colon-Homogenaten

(A) Kontrollgruppe und nach Behandlung mit Vasopressin, Dobutamin und Vasopressin + Dobutamin

(Vas + Dob)
(B) Kontrollgruppe und nach Behandlung mit Vasopressin, Levosimendan und Vasopressin + Levosimendan

(Vas + Lev)
(C) Kontrollgruppe und nach Behandlung mit Vasopressin, Milrinon und Vasopressin + Milrinon (Vas + Mil)

Die Werte sind angegeben als Minimum/Median/Maximum.

(Kontrolle n = 12, Vasopressin n = 12, Dobutamin n = 11, Vasopressin + Dobutamin n = 12, Levosimendan n = 12,
Vasopressin + Levosimendan n = 12, Milrinon n = 12, Vasopressin + Milrinon n = 12)
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4 Diskussion

4.1 Hauptergebnisse

In dieser Arbeit sollten zwei Therapiestrategien bezliglich ihrer Wirkung auf die
Mitochondrienfunktion im Colon von septischen Ratten untersucht werden. Einerseits sollte
gepriift werden, ob die Monotherapie mit niedrig dosiertem Vasopressin oder einem der drei
positiven Inotropika Dobutamin, Levosimendan und Milrinon die mitochondriale Funktion im
Colon von septischen Ratten beeinflusst. Andererseits sollte geprift werden, ob die
Kombinationstherapie mit niedrig dosiertem Vasopressin plus einem der drei positiven
Inotropika Dobutamin, Levosimendan und Milrinon die mitochondriale Funktion im Colon von
septischen Ratten beeinflusst. Zur Beurteilung der mitochondrialen Funktion in
Colon-Homogenaten wurde zum einen die mitochondriale Atmung mittels Respirometrie
analysiert und zum anderen der oxidative Stress mittels MDA-Assay quantifiziert. Anhand der
Ergebnisse dieser Untersuchungen lassen sich die Fragestellungen dieser Arbeit

folgendermaRen beantworten:

1. Die Monotherapie mit niedrig dosiertem Vasopressin oder einem der drei positiven
Inotropika Dobutamin, Levosimendan und Milrinon beeinflusst nicht die mitochondriale
Atmung im Colon von septischen Ratten.

2. Die Kombinationstherapie mit niedrig dosiertem Vasopressin plus Dobutamin reduziert
die mitochondriale Ruheatmung (State 2), ohne die ADP-abhdngige Atmung (State 3) zu
beeintrachtigen, und verbessert folglich die Kopplung zwischen der
Elektronentransportkette und der oxidativen Phosphorylierung (RCl). Die
Kombinationstherapie mit niedrig dosiertem Vasopressin plus Levosimendan bzw.
Milrinon beeinflusst hingegen nicht die mitochondriale Atmung im Colon von septischen
Ratten.

3. Die Monotherapie mit niedrig dosiertem Vasopressin oder mit einem der drei positiven
Inotropika Dobutamin, Levosimendan und Milrinon hat keinen Einfluss auf die ROS-
Produktion im Colon von septischen Ratten.

4. Die Kombinationstherapie mit niedrig dosiertem Vasopressin plus einem der drei positiven
Inotropika Dobutamin, Levosimendan und Milrinon hat ebenso keinen Einfluss auf die

ROS-Produktion im Colon von septischen Ratten.
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4.2 Methodendiskussion

4.2.1 Tierexperimentelle Sepsis-Modelle

In der tierexperimentellen Sepsisforschung kommen verschiedene Sepsis-Modelle zum
Einsatz. In der vorliegenden Arbeit wurde das CASP-Modell gewahlt, um eine Sepsis bei den
Versuchstieren zu induzieren. Beim CASP-Modell wird die Pathophysiologie einer
Anastomoseninsuffizienz nachgebildet, indem ein Stent in das Colon ascendens implantiert
wird [100]. Der Stent stellt eine Verbindung zwischen dem Darmlumen des Colon ascendens
und der Bauchhohle her, sodass Faeces kontinuierlich in die Bauchhodhle austreten. Durch den
Austritt von Faeces in die Bauchhohle entsteht eine diffuse Peritonitis, die schliefRlich zu einer
Sepsis flihrt. Die Auspragung der Sepsis kann durch die Wahl des Stent-Durchmessers
beeinflusst werden und ist somit gut steuerbar [101]. Da Infektionen des Bauchraums zu den
haufigsten Auslosern einer Sepsis gehoren [3] und das CASP-Modell einen abdominellen
Sepsisfokus herstellt, eignet sich das Modell gut, um das klinische Bild einer Sepsis im

Tiermodell nachzubilden.

Ein dhnliches, weit verbreitetes OP-Verfahren ist das Cecal-Ligation-and-Puncture-Modell
(CLP-Modell). Bei diesem Modell wird ein Caecumabschnitt zundchst abgeschnirt und
anschlieBend mehrfach punktiert. Im CLP-Modell gibt es somit zwei Ausloser fiir die
systemische Entziindungsreaktion. Erstens flihrt die Caecum-Ligatur zu einer Gewebeischamie
und folglich zu einer kontinuierlichen Ausschiittung von Entzindungsmediatoren. Zweitens
kommt es infolge der Caecum-Punktionen zu einem Austritt von Faeces in die Bauchhohle,
wodurch, dhnlich wie beim CASP-Modell, eine polymikrobielle Sepsis mit abdominellem Fokus
hervorgerufen wird [102-104]. Die Auspragung der Sepsis ist im Gegensatz zum CASP-Modell
weniger gut steuerbar und von mehreren Faktoren abhangig. Einerseits beeinflusst die Hohe
der Ligatur das Ausmal der Gewebeischdamie und andererseits beeinflussen die Anzahl und
der Durchmesser der Punktionen die Faecesmenge, die in die Bauchhohle austreten kann.
Die Auspragung der Sepsis kann daher zwischen verschiedenen Laboren variieren und die
Vergleichbarkeit von Ergebnissen beeintrachtigen [105]. AuRerdem wird beim CLP-Modell
eine rasche Abszessbildung beobachtet, wohingegen beim CASP-Modell eine diffuse

Peritonitis durch den Stent aufrechterhalten wird [104].
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Ein weiteres einfach anzuwendendes Modell ist das Lipopolysaccharid-Modell (LPS-Modell).
Beim LPS-Modell wird die Pathophysiologie einer Endotoxdamie nachgebildet, indem den
Versuchstieren LPS injiziert wird [102, 103]. LPS ist ein Bestandteil der duReren Zellmembran
von gramnegativen Bakterien und wird als PAMP von PRR des Immunsystems erkannt,
wodurch eine Entziindungsreaktion in Gang gesetzt wird [9]. Im Gegensatz zu den zuvor
genannten Modellen stellt das LPS-Modell keinen Sepsisfokus her und vernachlassigt die
Pathophysiologie einer polymikrobiellen Sepsis. Daher wird das LPS-Injektionsmodell aktuell

nicht mehr als praklinisches Sepsis-Modell empfohlen [106].

4.2.2 Medikation

Es gibt zwei Moglichkeiten, zu untersuchende Medikamente in den Versuchsablauf
einzubinden, um die Wirkung eines Medikamentes auf die Mitochondrien eines Organs zu
untersuchen. Erstens kann das zu untersuchende Medikament, wie in der vorliegenden Arbeit,
in vivo verabreicht werden. Dazu erhielten die Versuchstiere 24 Stunden nach der CASP-OP
die zu untersuchenden Medikamente (iber eine intravendse Infusion mittels Spritzenpumpe.
AnschlieBend wurden die Colon-Homogenate der behandelten Versuchstiere untersucht.
Diese Methode entspricht am ehesten dem klinischen Vorgehen und erlaubt eine allgemeine
Aussage Uber die Effekte der untersuchten Medikamente auf die Mitochondrien des
entsprechenden Organs. Allerdings ist eine Unterscheidung zwischen direkten und indirekten
Effekten der Medikamente auf die Mitochondrien nicht moglich. Direkte Effekte bezeichnen
Wirkungen eines Medikaments, die die Funktion der Mitochondrien unmittelbar und
unabhangig von anderen Faktoren beeinflussen. Dies kénnte beispielsweise durch die
Aktivierung oder Blockade bestimmter Rezeptoren, die Modulation von Enzymen oder die
Stimulation bestimmter Signalwege geschehen. Im Gegensatz dazu bezeichnen indirekte
Effekte Wirkungen eines Medikaments, die nicht unmittelbar die Mitochondrien betreffen,
sondern andere Faktoren beeinflussen, die wiederum Auswirkungen auf die
Mitochondrienfunktion haben. Indirekte Effekte auf die Mitochondrien kdnnen durch
zahlreiche Mechanismen entstehen. Beispielsweise ware eine Beeinflussung der
Mitochondrienfunktion durch die Modulation von Hamodynamik und Mikrozirkulation
denkbar, was als Hintergrund fiir die Fragestellung dieser Arbeit diente. Zweitens kann das zu
untersuchende Medikament in vitro verabreicht werden. Bei dieser Methode bleiben die

Versuchstiere unbehandelt und es erfolgt lediglich eine Inkubation der Gewebehomogenate
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mit dem zu untersuchenden Medikament. Bei diesem Verfahren werden systemische
Medikamentenwirkungen ausgeschlossen. Folglich ist diese Methode insbesondere zum
Nachweis direkter Effekte geeignet und bietet sich zur Differenzierung zwischen direkten und
indirekten  Effekten an, wenn beim In-vivo-Verfahren  Verdanderungen der

Mitochondrienfunktion festgestellt wurden.

Die Dosierung von Vasopressin orientierte sich an den Ergebnissen der Arbeitsgruppe
Schulz et al. [71], die einen positiven Effekt von subtherapeutisch (= niedrig) dosiertem
Vasopressin auf die Mikrozirkulation des Colons nachweisen konnten. Es wird jedoch
vermutet, dass der Effekt von niedrig dosiertem Vasopressin allein nicht ausreicht, um die
Barrierefunktion des Colons bei Sepsis aufrechtzuerhalten. Da ein Zusammenhang zwischen
Mikrozirkulation und mitochondrialer Dysfunktion angenommen wird, sollte in dieser Arbeit
niedrig dosiertes Vasopressin mit den positiven Inotropika Dobutamin, Levosimendan und
Milrinon kombiniert werden. Diese Kombination ist auch aus klinischer Sicht interessant, da
bei Patienten mit septischem Schock ebenfalls Vasopressoren und positive Inotropika
kombiniert werden. Die Dosierung der positiven Inotropika orientierte sich an den klinischen

Dosierungen nach Fachinformation.

4.2.3 Messung der mitochondrialen Funktion

Zur Untersuchung der mitochondrialen Atmung wurde analog zu bereits erfolgten Studien
dieser Arbeitsgruppe [47, 107-110] eine Respirometrie durchgefihrt. In der Respirometrie
werden wesentliche mitochondriale Funktionsparameter wie der RC/ und die ADP/O-Ratio
erfasst, wodurch sie eine Beurteilung der mitochondrialen Atmung ermoglicht [111].
Die Messung wurde standardisiert bei einer Temperatur von 30 °C in der Messkammer
durchgefihrt und entsprach somit nicht der physiologischen Korpertemperatur. Dadurch ist

die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den menschlichen Organismus eingeschrénkt.

Zur Durchfihrung einer Respirometrie eignen sich sowohl Gewebehomogenate als auch
isolierte Mitochondrien. Gangige Verfahren zur Isolation von Mitochondrien sind jedoch
zeitintensiv und gehen mit einem hohen Mitochondrienverlust einher. Dahingegen gestaltet
sich die Herstellung von Gewebehomogenaten bei unbeeintrichtigter Qualitat der
Messergebnisse erheblich einfacher und die Problematik des hohen Mitochondrienverlustes

kann deutlich reduziert werden [112].
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Bei der Verwendung von Gewebehomogenaten missen dennoch zwei Aspekte berticksichtigt
werden. Erstens kdnnen im Rahmen des Homogenisierungsvorgangs mechanische Schaden
an den Mitochondrien entstehen. Daher wurden zur Detektion eventueller mitochondrialer
Schaden und zum Ausschluss einer konsekutiven Verfalschung der Messwerte in jeder
Versuchsreihe Qualitdtskontrollen durchgefuhrt (siehe Abschnitt 2.8.2). Dariber hinaus
wurde jede Messung dreimal durchgefiihrt und ein Mittelwert fir die Datenauswertung
berechnet. Zweitens bewahren Gewebehomogenate den Gewebekontext und enthalten
verschiedene Zelltypen. Dadurch ist es moglich, Aussagen Uber die Gesamtfunktion der
Mitochondrien eines Gewebes zu treffen. Allerdings kénnen spezifische Veranderungen der
Mitochondrienfunktion nicht bestimmten Zellgruppen zugeordnet werden und Unterschiede

zwischen verschiedenen Zelltypen oder Gewebebereichen kénnen verschleiert werden.

4.3 Ergebnisdiskussion

4.3.1 Dobutamin

In dieser Arbeit konnte fiir die Monotherapie mit Dobutamin kein signifikanter Effekt auf die
Mitochondrienfunktion im Colon von septischen Ratten festgestellt werden.
Die mitochondriale Atmung, die mittels Respirometrie untersucht wurde, verdanderte sich im
Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen nicht signifikant. Die ebenfalls unveranderte
ROS-Produktion, die mittels MDA-Assay ermittelt wurde, passt zu der unveranderten

mitochondrialen Atmung.

Interessanterweise fiihrte jedoch die Kombination von Dobutamin mit niedrig dosiertem
Vasopressin zu einem signifikant gesteigerten RCI, welcher als Parameter fiir die Kopplung
zwischen der Atmungskette und der oxidativen Phosphorylierung diente. Die Steigerung des
RCI erfolgte durch eine Reduktion der State-2-Atmung, die der Aufrechterhaltung des
mitochondrialen Membranpotenzials dient. Die nach Zugabe von ADP gemessene
State-3-Atmung blieb im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen hingegen unverandert.
Ebenso wenig zeigte sich eine Zunahme der ADP/O-Ratio als Parameter fiir die Effizienz der
oxidativen Phosphorylierung. Die ROS-Produktion blieb ebenfalls unverandert. Es ist daher
davon auszugehen, dass auch die Kombinationstherapie von Dobutamin mit niedrig dosiertem
Vasopressin nicht die Gesamtfunktion der Mitochondrien im Colon von septischen Ratten

verbessert.
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Eine Ubertragung dieser Ergebnisse auf den Menschen ist wie bei allen tierexperimentellen
Studien nur eingeschrankt moglich. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass sich die
Mitochondrienfunktion zwar zwischen verschiedenen Organen unterscheidet, sich aber

zwischen verschiedenen Spezies fiir ein Organ dhnelt [45].

Bisher liegen neben der vorliegenden Studie keine weiteren Studien zum Effekt von
Dobutamin auf die Mitochondrienfunktion im Colon vor. Die Wirkung von Dobutamin auf die
Mitochondrienfunktion in Leber und Skelettmuskel wurde hingegen schon von zwei

Forschungsgruppen unter septischen Bedingungen untersucht.

Die erste Forschungsgruppe untersuchte in vitro die Wirkung von Dobutamin auf die
mitochondriale Atmung im Skelettmuskel [79] und in der Leber [80] von Schweinen.
Porta et al. entnahmen dazu Gewebeproben von gesunden Tieren und isolierten anschliefend
die Mitochondrien. Die Mitochondrien wurden zunachst mit LPS behandelt und spater mit
Dobutamin inkubiert. In beiden Geweben reduzierte die Behandlung mit LPS die Effizienz der
mitochondrialen Atmung fir Komplex I. Dies zeigte sich in einer erhéhten State-4-Atmung und
einer daraus resultierenden Abnahme der RCR (State 3/State 4) sowie in einer erniedrigten
ADP/O-Ratio. Die anschlieBende Inkubation mit Dobutamin beeinflusste jedoch
interessanterweise nur die Mitochondrienfunktion des Skelettmuskels, nicht aber die
Mitochondrienfunktion der Leber. In den Mitochondrien des Skelettmuskels konnte die
LPS-induzierte Reduktion der Effizienz der mitochondrialen Atmung fiir Komplex | teilweise
aufgehoben werden. Denn nach Inkubation der Skelettmuskel-Mitochondrien mit Dobutamin
beobachteten die Forscher die Verbesserung zweier Parameter. Zum einen nahm die
State-4-Atmung fir Komplex | ab und somit die RCR zu, was fiir eine verbesserte Kopplung
zwischen der Elektronentransportkette und der oxidativen Phosphorylierung spricht. Zum
anderen nahm die ADP/O-Ratio zu, was flr eine gesteigerte Effizienz der oxidativen
Phosphorylierung spricht. Dahingegen konnte die LPS-induzierte Reduktion der Effizienz der
mitochondrialen Atmung fiir Komplex | in den Lebermitochondrien nicht aufgehoben werden.
Denn nach Inkubation der Lebermitochondrien mit Dobutamin verdnderten sich die
erhobenen Parameter zur Beurteilung der mitochondrialen Atmung nur unwesentlich.
Als Erklarung fiir die unterschiedlichen Ergebnisse diskutieren die Autoren organspezifische
Effekte. Ein Vergleich der Ergebnisse von Porta et al. mit unseren Ergebnissen ist nur

eingeschrankt moglich, da sich die Methodik erheblich unterscheidet und verschiedene
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Organe untersucht wurden. Interessant ist jedoch, dass sich sowohl in der Studie von
Porta et al. als auch in der vorliegenden Arbeit Veranderungen der Komplex-l-abhangigen
Atmung feststellen lieBen. Porta et al. zeigten sowohl eine verbesserte Kopplung der
Elektronentransportkette und der oxidativen Phosphorylierung als auch eine gesteigerte
Effizienz der oxidativen Phosphorylierung flir Komplex | durch Dobutamin. Dahingegen zeigte
unsere Studie lediglich eine verbesserte Kopplung zwischen der Atmungskette und der
oxidativen Phosphorylierung  flir  Komplex | durch die  Kombination  von

Vasopressin + Dobutamin.

Die zweite Forschungsgruppe [74] untersuchte die Wirkung verschiedener
Herz-Kreislauf-wirksamer Medikamente auf isolierte Mitochondrien im Skelettmuskel von
gesunden und septischen Schweinen. Die gesunden Tiere dienten als Kontrollgruppe. Bei den
Versuchstieren, die zur septischen Gruppe gehoérten, induzierten Vuda et al. eine Sepsis,
indem sie Faeces in die Bauchhohle applizierten. Durch die Applikation von Faeces in die
Bauchhohle wurde &hnlich wie beim CASP-Modell eine Peritonitis hervorgerufen, die
anschlieRend zu einer Sepsis fihrte. Anschliefend isolierten die Untersucher Mitochondrien
aus einer Skelettmuskelbiopsie und inkubierten die isolierten Mitochondrien mit
verschiedenen Herz-Kreislauf-wirksamen Medikamenten (u. a. Noradrenalin und Dobutamin).
In dieser Studie zeigten weder die Inkubation mit Noradrenalin noch die Inkubation mit
Dobutamin signifikante Effekte auf die mitochondriale Atmung in der Kontroll- bzw.
septischen Gruppe. Auch bei dieser Studie ist ein Vergleich aufgrund der abweichenden
Methodik nur bedingt moglich. Da es sich bei der Studie von Vuda et al. um eine Ex-vivo-Studie
handelt, muss beachtet werden, dass lediglich direkte Effekte der Medikamente auf die
Mitochondrien erfasst werden konnten. In unserer Studie hingegen wurden die Medikamente
in vivo verabreicht. Daher konnten sowohl direkte als auch indirekte Effekte auf die

Mitochondrien erfasst, allerdings nicht voneinander differenziert werden.

Zwei Aspekte konnen beim Vergleich der Studie von Vuda et al. mit unserer Studie diskutiert
werden. Erstens kann spekuliert werden, ob moglicherweise indirekte Effekte zu unseren
Ergebnissen fiir die Versuchsgruppe Vasopressin + Dobutamin beigetragen haben. Jedoch
muss hierbei beachtet werden, dass zum einen unterschiedliche Organe zweier verschiedener
Spezies verglichen werden und es sich zum anderen nicht um die identische Medikation

handelt. Um eine konkretere Aussage lber die Art der Wirkung treffen zu kénnen, wére
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folglich eine Studie notwendig, die die Wirkung von Dobutamin £ Vasopressin in vitro auf
Colon-Homogenate von CASP-Ratten untersucht. Zweitens stiitzt der Vergleich beider Studien
die Beobachtung, dass die Kombination von Dobutamin mit Vasopressin fiir die Steigerung des
RCl in unseren Versuchen verantwortlich ist, wahrend eine Monotherapie mit Dobutamin
keine signifikante Beeinflussung der mitochondrialen Atmung bewirkt. Denn in der Studie von
Vuda et al. wurden die Homogenate ausschlieBlich mit Dobutamin behandelt, wohingegen in
dieser Arbeit eine Versuchsgruppe ausschlieflich mit Dobutamin und eine andere
Versuchsgruppe mit der Kombination aus Dobutamin + Vasopressin behandelt wurden.
Fir die alleinige Therapie mit Dobutamin wurden in beiden Studien keine Verdanderungen der
mitochondrialen Atmung beobachtet. Die Ergebnisse beider Studien stimmen somit
miteinander Uberein. Die Kombination von Dobutamin mit Vasopressin, die in unseren
Versuchen zusatzlich untersucht wurde, reduzierte hingegen die State-2-Atmung und
beeinflusste somit die Kopplung zwischen Atmungskette und oxidativer Phosphorylierung.
Auch hierbei muss berlicksichtigt werden, dass unterschiedliche Organe zweier verschiedener
Spezies verglichen werden. AulRerdem ist zu beachten, dass in der Arbeit von Vuda et al. die
Medikamentengabe in vitro erfolgte, wohingegen in unserer Studie die Medikamentengabe

in vivo erfolgte.

4.3.2 Levosimendan

In dieser Arbeit konnte weder fir die Monotherapie mit Levosimendan noch fir die
Kombinationstherapie mit Levosimendan + niedrig dosiertem Vasopressin ein Effekt auf die
Mitochondrienfunktion im Colon von septischen Ratten festgestellt werden. Die
mitochondriale Atmung, die mittels Respirometrie untersucht wurde, verdanderte sich im
Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen nicht signifikant. Die ebenfalls unveranderte
ROS-Produktion, die mittels MDA-Assay ermittelt wurde, passt zu der unverdnderten

mitochondrialen Atmung.

Es ist Gberraschend, dass sich in unseren Levosimendan-Versuchsgruppen keine signifikanten
Verdanderungen zeigten. Denn es wird schon ldanger vermutet, dass Levosimendan die
Mitochondrienfunktion beeinflusst, indem es nicht nur die Karp-Kanéle in GefaRmuskelzellen
offnet, sondern auch eine Offnung der mitochondrialen Kate-Kanile bewirkt. Bisher liegen u. a.
Untersuchungen an Leber- [84] und Herzmitochondrien [113] vor, die diese Vermutung

bestarken.
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Der Einfluss von Levosimendan auf die mitochondriale Funktion bei Sepsis wurde bisher nur
von wenigen Forschungsgruppen untersucht. Torraco et al. [86] bestimmten zur Beurteilung
des Redox-Status die Menge der glutathionylierten Proteine sowie die Expression der
mitochondrialen Superoxiddismutase in Muskelbiopsien von septischen Patienten, die zuvor
mit Levosimendan behandelt worden waren. Als Hinweis auf eine verbesserte antioxidative
Abwehr stellten die Forscher eine Reduktion der glutathionylierten Proteine fest und
erfassten eine gesteigerte Expression der mitochondrialen Superoxiddismutase mittels
Western Blot. Torraco et al. schlussfolgerten aus diesen Ergebnissen, dass Levosimendan die
Mitochondrien in Skelettmuskelbiopsien vor oxidativem Stress schitzt, indem es die

antioxidative Abwehr erhoht.

Im Gegensatz dazu deuten unsere Versuche darauf hin, dass Levosimendan den oxidativen
Stress im Colon bei Sepsis weder reduziert noch steigert. Die Ergebnisse unserer Studie
konnten daher ein Hinweis darauf sein, dass die protektive Wirkung von Levosimendan
gewebespezifisch ist. Bislang wurde die Wirkung von Levosimendan auf die Mitochondrien im

Colon von keiner weiteren Forschungsgruppe erforscht.

4.3.3 Milrinon

In dieser Arbeit konnte weder fir die Monotherapie mit Milrinon noch fir die
Kombinationstherapie mit Milrinon + niedrig dosiertem Vasopressin ein Effekt auf die
Mitochondrienfunktion im Colon von septischen Ratten festgestellt werden.
Die mitochondriale Atmung, die mittels Respirometrie untersucht wurde, veranderte sich im
Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen nicht signifikant. Die ebenfalls unveranderte
ROS-Produktion, die mittels MDA-Assay ermittelt wurde, passt zu der unverdanderten

mitochondrialen Atmung.

Bisher ist wenig Uiber die mitochondriale Wirkung von Milrinon bekannt und wurde bislang
auch in keinem Sepsis-Modell untersucht. Lin et al. [94] untersuchten jedoch kiirzlich die
Wirkung von Milrinon auf die kardiale Mitochondrienfunktion bei Katecholamin-induziertem
Herzversagen. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass Milrinon im Tiermodell die

Aktivitat von Komplex | und lll der Atmungskette in Kardiomyozyten steigert [94].

Eine andere Forschungsgruppe untersuchte mit Cilostazol die Wirkung eines weiteren

Wirkstoffs aus der Gruppe der PDE3-Inhibitoren auf die Mitochondrienfunktion in
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Kardiomyozyten. Die Ergebnisse dieser Studie deuten darauf hin, dass der PDE3-Inhibitor
Cilostazol einen protektiven Effekt auf die Mitochondrien in Kardiomyozyten hat. Denn
Cilostazol scheint das Anschwellen der Mitochondrien zu verhindern, die mitochondriale
ROS-Produktion zu reduzieren und das mitochondriale Membranpotenzial zu

stabilisieren [114].

Die positiven Effekte der PDE3-Inhibitoren Milrinon und Cilostazol auf die mitochondriale
Funktion in Kardiomyozyten scheinen sich jedoch nicht auf andere Zelltypen und Gewebe
Ubertragen zu lassen. Denn unsere Versuche ergeben keinen Hinweis darauf, dass Milrinon

die Mitochondrienfunktion im Colon beeinflusst.

Eine Studie von Abdollahi et al. [115] legt sogar nahe, dass PDE3-Inhibitoren, darunter
Milrinon, die Membranintegritat von Hepatozyten herabsetzen und somit die Anfalligkeit fiir

Mitochondriengifte wie Cyanid erhdhen.

Folglich lasst sich vermuten, dass die Wirkung von Milrinon organabhangig ist. Aus diesem
Grund waren zusétzliche Studien zu moglichen Effekten von Milrinon auf die mitochondriale
Funktion weiterer Organe interessant und kénnten ebenfalls Informationen Uber potenzielle

therapeutische Vorteile sowie Risiken von Milrinon in der klinischen Verwendung liefern.
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4.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen von niedrig dosiertem Vasopressin sowie der drei
positiven Inotropika Dobutamin, Levosimendan und Milrinon auf die Mitochondrienfunktion
im Colon septischer Ratten zu untersuchen. In der Versuchsgruppe Vasopressin + Dobutamin
zeigte sich ein signifikanter Anstieg des RCI, der auf eine signifikant reduzierte Basalatmung
(State 2) zuriickzufihren war. Da jedoch keine weiteren signifikanten Veranderungen der
mitochondrialen Atmung oder der ROS-Produktion nachgewiesen werden konnten, ist eine
entscheidende Beeinflussung der untersuchten Mitochondrienfunktionen durch diese

Medikamente im Colon-Gewebe nicht anzunehmen.
Aus den Ergebnissen dieser Arbeit lassen sich zwei Schlussfolgerungen ziehen.

(1) Keines der getesteten Medikamente scheint die Gesamtfunktion der Mitochondrien im
Colon zu verbessern. Daher lasst sich fur keines der Medikamente ein therapeutischer
Nutzen in Hinblick auf die mitochondriale Funktion im Colon bei Sepsis ableiten.

(2) Andersherum scheint jedoch auch keines der getesteten Medikamente die
Gesamtfunktion der Mitochondrien im Colon zu verschlechtern. Daher ist davon
auszugehen, dass die Medikamente im klinischen Alltag zur Kreislaufstabilisierung von
septischen Patienten weiterhin eingesetzt werden kénnen, ohne eine Beeintrachtigung

der Mitochondrienfunktion im Colon beflirchten zu mussen.

Da in dieser Arbeit keine entscheidenden Effekte der untersuchten Medikamente auf die
Gesamtfunktion der Mitochondrien im Colon gezeigt werden konnten, andere Studien jedoch
Effekte auf die Mitochondrien anderer Organe (z. B. Herz und Leber) nachwiesen, waren
weitere in vivo-Versuche fiir andere Organe umso interessanter. Denn sowohl Vasopressin als
auch positive Inotropika finden bei septischem Schock im klinischen Alltag Anwendung. Somit
ist es von hoher klinischer Bedeutung, ein umfassendes Verstandnis sowohl fiir den moéglichen
therapeutischen Nutzen als auch fiir potenzielle Risiken dieser Medikamente zu erlangen. Vor
diesem Hintergrund haben ebenfalls klinische Studien einen hohen Stellenwert, um die
Sicherheit und Wirksamkeit dieser Medikamente im Kontext der Sepsisbehandlung evaluieren

zu kénnen.
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6 Anhang

6.1 Materialien und Gerate des tierexperimentellen Versuchsteils

Beatmungsgerat

VentElite Small Animal Ventilator, Harvard Apparatus,
Massachusetts, USA

Blutgasanalysegerat

ABL 715, Radiometer, Kopenhagen, Danemark

Buprenorphin s.c.

Temgesic®, Reckitt Benckiser, Mannheim, Deutschland

Darmnaht

monofil, nicht resorbierbarer Faden 6-0 Ethikon Prolene?®,
Ethikon Inc., Somerville, USA

Desinfektionsmittel

Kodan® Tinktur forte, farblos, Schiilke & Mayr GmbH,
Norderstedt, Deutschland

Dobutamin

Dobutamin Liquid Fresenius, Fresenius Kabi GmbH,
Homburg, Deutschland

Dreiwegehahn

Discofix® C, B. Braun SE, Melsungen, Deutschland

Haut- und Muskelnaht

polyfil, resorbierbarer Faden, 4-0 Ethicon Vicryl Plus®,
Johnson-Johnson, Neuss, Deutschland

Jonosteril

Jonosteril®, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg, Deutschland

Levosimendan

Levosimendan Carinopharm, CARINOPHARM GmbH, Eime,
Deutschland

Lochtuch

Foliodrape®, Paul Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland

Milrinon

Milrinon Hikma, Hikma Pharma GmbH, Martinsried,
Deutschland

Pentobarbital

Narcoren® Injektionslésung fir Tiere, Boehringer
Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim, Deutschland

Perfusor

Perfusor® fm, B. Braun SE, Melsungen, Deutschland

Peripherer venéser Katheter

Vasofix® Brauniile®, B. Braun SE, Melsungen, Deutschland

Sevorane®, AbbVie Deutschland GmbH & Co. KG,

Sevofluran Ludwigshafen, Deutschland
Skalpellklinge B. Braun Aesculap AG; Tuttlingen, Deutschland

] Omnifix-F®, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Spritzen

Deutschland

Temperatur-Monitoring

Homeothermic Monitoring System, Harvard Apparatus,
Massachusetts, USA

Vasopressin

Empressin, AOP Orphan Pharmaceuticals, Osterreich

Waage

MT1831, Microlife AG, Widnau, Schweiz
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6.2 Materialien und Gerate des laborexperimentellen Versuchsteils

Akku-betriebene Pipettierhilfe

pipetus®, Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Eberstadt, Deutschland

Analysewaage

LA230S, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Anatomische Pinzette

B. Braun SE, Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland

Eismaschine

AF80, Scotsman, Mailand, Italien

Homogenisator Potter-
Elvehjem

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

Homogenisatorgefal

60 ml, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Homogenisierstation

Dispergierstation T 8.10, IKA Labortechnik, Staufen,
Deutschland

Kompressen

ES-Kompressen, Paul Hartmann AG, Heidenheim,
Deutschland

Magnetriihrer

Variomag MONO DIRECT, H+P Labortechnik AG,
Oberschleiflheim, Deutschland

Microplate-Reader

BioTek Synergy 2 mit Software Gen5TM Version 1.11,
BioTek, Winooski, USA

Mikroliterspritze

Exmire Microsyringe MS*R25, Ito Corporation, Fuji, Japan

Mikroreaktionsgefafld

Reagiergefal® 1,5 ml EASY CAP, SARSTEDT AG & Co. KG,
Nimbrecht, Deutschland

Mikrotiterplatte

Mikrotestplatte 96 Well F, SARSTEDT, Nimbrecht,
Deutschland

pH-Meter

SevenCompact S220-Basic, METTLER TOLEDO, Ohio, USA

Pipetten

Mikropipette Eppendorf Research®, Eppendorf SE,
Hamburg, Deutschland

Prazisionswaage

BP1200, Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland

Respirometer-Software

782 System Version 4.4 HID, Strathkelvin Instruments,
North Lanarkshire, Schottland

Respirometersystem

Mitocell MT200 und SI782, Strathkelvin Instruments,
North Lanarkshire, Schottland

Schere

B. Braun SE, Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland
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Schraubrohre 15 ml

Falcon™ 15 ml, SARSTEDT AG & Co. KG, Nimbrecht,
Deutschland

Schraubrohre 50 ml

Falcon™ 50 m| SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht,
Deutschland

Serologische Pipette

10 ml Stripette™, Corning Incorporated, New York, USA

Statistik-Software

GraphPad Prism Version 6.0, GraphPad Software,
Inc, La Jolla, USA

Tiefkuhlschrank

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

Vakuum-Trockenschrank

Vacutherm VT 6060 M, Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland

Vortex Genie Touch Mixer 1, Scientific Industries,

Vortexgerat New York, USA

Wasserbad ED-Wasserbad, JULABO GmbH, Seelbach, Deutschland
] Rotina 420R, Andreas Hettich GmbH & Co.KG,

Zentrifuge

Tuttlingen, Deutschland

6.3 Puffer und Losungen des laborexperimentellen Versuchsteils

Isolationspuffer (pH 7,15)

e 200 mM Mannitol

* 50 mM D(+)-Saccharose

* 5 mM Kaliumdihydrogenphosphat
* 5mM 3-MOPS

* 0,1-%ig BSA fatty acid free

1 mM EGTA

Mannitol in Aqua dest. geben und das Gemisch bei > 90 °C
fir 30 Minuten erhitzen. Wenn die Mannitol-Losung
abgekihlt ist, die weiteren Substanzen hinzugeben und
anschlieRend den pH-Wert mit Kaliumhydroxid auf 7,15

titrieren.

Vor Gebrauch zusatzlich 20 mg BSA/ml hinzufiigen.
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Respirationspuffer (pH 7,4)

* 130 mM KClI

* 5 mM Kaliumdihydrogenphosphat
e 20 mM 3-MOPS

e 2,5mMEGTA

e 1 uM Natriumdiphosphat

* 0,1-%ig BSA fatty acid free

Alle Substanzen in Aqua dest. geben und anschlieend den

pH-Wert mit Kaliumhydroxid auf 7,4 titrieren.

Vor Gebrauch zusatzlich 20 mg BSA/ml hinzufugen.

6.4 Chemikalien und Reagenzien des laborexperimentellen

Versuchsteils

99%

1,1,3,3-Tetramethoxypropan,

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

1-Butanol

EMPLURA®, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

2-Thiobarbitursaure

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

3-MOPS

Carl Roth & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Adenosindiphosphat

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Antimycin

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Bovine Serum Albumin

PAA Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland

cOMPLETE

Roche Diagnostics GmbH, Heiligenhaus, Deutschland

Cytochrom ¢

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

D(+)-Saccharose

Carl Roth & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Dimethylsulfoxid

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

EGTA

Carl Roth & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Fliissiger Stickstoff

Linde, Duisburg, Deutschland
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Folin-Ciocalteau-Reagenz

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Glutamat

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

Kaliumchlorid

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Kaliumhydroxid

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Kalium-Natrium-Tartrat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Kupfer(ll)-Sulfat-Pentahydrat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Kupfersulfat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Malat

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland

Mannitol

Carl Roth & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Natriumcarbonat

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

Natriumchlorid

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydroxid

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumsulfid

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Oligomycin Calbiochem by Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Phosphorsadure 85 % AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Rotenon Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Sodiumsulfid Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Succinat Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Trypsin EDTA

Gibco®, ThermoFisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA
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