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Zusammenfassung (deutsch)

Wahrend eines hamorrhagischen Schocks ist die intestinale Barrierefunktion
entscheidend flr die Entstehung mdglicher Komplikationen wie einer Sepsis oder
eines Multiorganversagens. Hier ist vor allem die mitochondriale Funktion und die
regionale Mikrozirkulation im Gastrointestinaltrakt von Bedeutung. Remote ischemic
preconditioning (RIPC) ist ein gewebeprotektives Verfahren, welches aus nicht
letalen, kurzen Episoden aus Ischamie und Reperfusion an weiter entfernt
liegenden Versorgungsgebieten besteht. Die Fragestellung dieser Arbeit ist die
Beurteilung des Effektes von RIPC nach 24 h auf die intestinale mitochondriale
Funktion unter physiologischen Kreislaufbedingungen und nach einem
hamorrhagischen Schock mit anschlieRender Reperfusion. Zur Durchfihrung dieser
Studie wurden 39 Wistar Ratten in 4 Versuchsgruppen unterteilt (Normovolamie
(NV), Hypovolamie (HV), RIPC + NV, RIPC + HV). Zunachst wurden die Hinterlaufe
der Tiere mittels einer Blutdruckmanschette komprimiert (RIPC). 24 h spater wurden
die Tiere teils fur 1 h einer Hamorrhagie mit anschlieRender Retransfusion
ausgesetzt (HV). Die mitochondriale Funktion wurde mittels des
Sauerstoffverbrauches in vitro anhand von Gewebehomogenaten des Dunndarms
und des Colons gemessen. Glutamat/Malat und Succinat wurden hier als Substrate
verwendet, um die basale Geschwindigkeit der Atmungskette (State 2) zu messen,
wahrend durch die Zugabe von ADP die Geschwindigkeit des maximalen
Sauerstoffverbrauches (State 3) gemessen wurde. Als Mal} fur die Effizienz der
oxidativen Phosphorylierung wurde die ADP/O-Ratio (zugegebenes ADP/O2 —
Verbrauch) berechnet. Als Parameter fur die Kopplung zwischen der Atmungskette
und der oxidativen Phosphorylierung diente der respiratory control index (RCI =
State 3/ State 2). Die Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test und Dunns
Korrektur (p<0,05). RCI und die ADP/O — Ratio blieben nach Stimulation Uber beide
Komplexe des Colons und des lleums unverandert, sowohl im Vergleich zur
Kontrollgruppe als auch nach RIPC. Fur beide Komplexe zeigte sich hier ebenfalls
kein signifikanter Unterschied sowohl im ADP/O - Ratio als auch im RCI nach
Schockinduktion oder RIPC. Demzufolge konnte im spaten Fenster der Protektion
kein Einfluss von RIPC auf die mitochondriale Funktion in Dinndarm und Colon
sowohl unter physiologischen Bedingungen als auch nach hamorrhagischem

Schock mit anschlieRender Reperfusion nachgewiesen werden.



Abstract (english)

During a hemorrhagic shock, the intestinal barrier function is crucial for the
development of possible complications such as sepsis or multiple organ failure.
Mitochondrial function and regional microcirculation in the gastrointestinal tract are

of particular importance here.

Remote ischemic preconditioning (RIPC) is a tissue-protective procedure that
consists of non-lethal, short episodes of ischemia and reperfusion in distant supply
areas and has tissue-protective effects on organs. The purpose of this study is to
evaluate the effect of RIPC after 24 h on intestinal mitochondrial function under
physiological circulatory conditions and after hemorrhagic shock with subsequent

reperfusion.

To conduct this study, 39 Wistar rats were divided into 4 experimental groups
(normovolemia (NV), hypovolemia (HV), RIPC + NV, RIPC + HV). First, the hind
legs of the animals were compressed using a blood pressure cuff (RIPC). 24 h later,
some of the animals were exposed to hemorrhage for 1 h (HV) with following
reperfusion. Mitochondrial function was measured by oxygen consumption in vitro
using tissue homogenates of the small intestine and colon. Glutamate/malate and
succinate were used as substrates to measure the basal rate of the respiratory chain
(state 2), while the rate of maximal oxygen consumption (state 3) was measured by
the addition of ADP. The ADP/O-ratio (added ADP/ O2-consumption) was calculated
as a measure of the efficiency of oxidative phosphorylation. The respiratory control
index (RCI = state 3/state 2) served as a parameter for the coupling between the
respiratory chain and oxidative phosphorylation. The evaluation was carried out
using the Kruskal-Wallis test and Dunn's correction (p<0.05). RCI| and the ADP/O-
ratio remained unchanged after stimulation across both complexes of the colon and
ileum, both in comparison to the control group and after RIPC. For both complexes,
there was also no significant difference in the ADP/O-ratio or in the RCI after shock
induction or RIPC. Consequently, no influence of RIPC on mitochondrial function
could be detected in the late window of protection, either under physiological

conditions or after hemorrhagic shock followed by reperfusion.
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1 Einleitung

1.1 Der hamorrhagische Schock

Grundlegend unterscheidet man vier verschiedene Schockformen. Diese sind der
distributive, der kardiogene, der obstruktive und der hypovolamische Schock. Allen
Schockformen gemeinsam ist das Ungleichgewicht zwischen Sauerstoffangebot
und Sauerstoffbedarf, welches bei allen Arten zu einem Multiorganversagen
(MODS) fuhren kann [1]. Der hamorrhagische Schock stellt die haufigste der
verschiedenen Schockarten dar [2, 3]. Ursachlich sind beispielsweise Traumata,
maternale, gastrointestinale, peri- und postoperative Blutungen sowie
Aneurysmarupturen [4]. Primar Uberlebende eines hamorrhagischen Schocks
haben im weiteren Verlauf ein schlechtes Outcome und eine stark erhdhte Langzeit-
Mortalitat [4, 5] beispielsweise aufgrund der Entstehung eines Multiorganversagens.
Aufgrund der hohen Inzidenz sowie seiner Letalitat ist der hamorrhagische Schock
sowohl fur die Klinik als auch fur die Forschung von besonderer Bedeutung und soll

somit im Fokus der vorliegenden Arbeit stehen.

Er ist definiert als eine Unterform des hypovolamischen Schocks, welcher
gekennzeichnet ist durch einen meist sehr akuten Verlust von intravaskularem
Volumen [6]. Der hypovolamische Schock kann dabei als isolierte Abnahme des
Blutplasmavolumens auftreten, bei welchem kein begleitender Verlust
korpuskularer Bestandteile besteht. Dies resultiert in einer Abnahme von Vorlast
und Schlagvolumen und tritt etwa bei Verbrennungen, renalen Ursachen wie zum
Beispiel osmotischer Diurese oder Durchfall und Erbrechen auf [6]. Der
hamorrhagische Schock hingegen zeichnet sich durch eine akute Blutung, also dem
Verlust korpuskularer Anteile, aus. Die haufigsten Ursachen dieses sind, wie bereits
oben erwahnt, beispielsweise eine akute gastrointestinale, posttraumatische oder
perinatale Blutung [4, 7]. Die Abgrenzung zu einem hypovolamischen Schock ist
aufgrund der therapeutischen Konsequenz sinnvoll. Wahrend die aktuelle Therapie
der Wahl des hypovolamischen Schocks zunachst eine kristalloide
Fllssigkeitssubstitution darstellt, kann es beim hamorrhagischen Schock sinnvoll

sein eine Bluttransfusion durchzufiuhren.



1.2 Pathophysiologie des hamorrhagischen Schocks

Um die Auswirkung des hamorrhagischen Schocks auf den Korper und
insbesondere auf den, in dieser Arbeit im Fokus stehenden, Gastrointestinaltrakt zu
verstehen, ist ein grundlegendes Verstandnis der Pathophysiologie hilfreich.

Aufgrund dessen wird diese im Folgenden erlautert.

Der hamorrhagische Schock fuhrt zunachst durch einen grof3en Blutverlust zu einer
Einschrankung der Mikrozirkulation mit folgender unzureichender Blutversorgung
von Zellen und Gewebe, welche in einen Sauerstoffmangel resultiert.
Kompensatorisch greifen zunachst Mechanismen, um die Blutversorgung in
lebenswichtigen Organen wie Herz und Gehirn durch arterielle Vasokonstriktion und
Steigerung der Herzrate zu gewahrleisten. So werden Neurotransmitter wie zum
Beispiel Katecholamine, antidiuretische Hormone und ANP (atrial natriuretic
peptide) produziert [8]. Diese Kompensationsmechanismen sind allerdings limitiert,
sodass es ohne eine frihe und effektive Therapie zu zellularer Hypoxamie und
Organdysfunktion kommen kann [8]. Die Priorisierung der Perfusion in
lebenswichtigen Organen fuhrt zunachst vor allem zu einer Minderperfusion der
Nieren, der Leber, des Gastrointestinaltraktes und der Skelettmuskeln. Wenn die
genannten Kompensationsmechanismen ausgeschopft sind, kann eine starke
Hamorrhagie anschlieRend ebenfalls zu einer Minderperfusion von Hirn und
Myokard fuhren. [8].

In den folgenden Abschnitten wird zur besseren Ubersicht auf die einzelnen,
insbesondere fir die Fragestellung der vorliegenden Arbeit, relevanten Aspekte der

Pathophysiologie des hamorrhagischen Schocks eingegangen.

1.2.1 Mitochondriale Dysfunktion

Neben der Minderversorgung der Zellen und des Gewebes, welche beim
hamorrhagischen Schock durch den Sauerstoffmangel vorliegt, kbnnen nach
aktuellen  Forschungsergebnissen auch die  Mitochondrien in  ihrer

Funktionsfahigkeit beeintrachtigt sein [9, 10].

Alle Zelltypen aufer Erythrozyten besitzen Mitochondrien. Die Mitochondrien

verwenden bis zu 98% des gesamten Sauerstoffbedarfs des Organismus. Sie



werden allgemein als Kraftwerk der Zelle bezeichnet und dienen der
Energieproduktion in Form von ATP. Die Energie wird vorrangig zum
Aufrechterhalten der normalen zellularen Funktion genutzt. Neben ihrer Funktion
anhand der Atmungskette ATP zu synthetisieren, weisen die Mitochondrien noch
viele weitere lebenswichtige Funktionen und Fahigkeiten auf. So regulieren sie den
programmierten Zelltod, produzieren Reactive oxygene species (ROS) und sind an

den Reaktionen des Citratzyklus und der Beta-Oxidation beteiligt [11].

Ein durch eine Hypoperfusion ausgeldstes Sauerstoffdefizit in den Mitochondrien,
wie es beim hamorrhagischen Schock ausgelost wird, verursacht eine Inhibition der
Elektronentransportkette. Somit ist die ATP-Produktion vermindert. Dies flhrt
weiterhin zu einer Einschrankung der Na*/K*-Pumpe und der Membran-
Depolarisierung, sodass es intrazellular zu einer Akkumulation von Ca?* kommt. Der
daraus resultierende anaerobe Metabolismus fuhrt zu einer Lactatazidose und kann

in einen Zelluntergang resultieren [12].

Entgegen dieser Annahme deuten aktuelle Studien allerdings darauf hin, dass auch
eine vermehrte Sauerstoffzufuhr wahrend eines hamorrhagischen Schocks die
Morbiditat und Mortalitat nicht verringert [13].

Dies fuhrt zu der Hypothese, dass der zur Verfligung stehende Sauerstoff von den
Zellen nicht verwertet werden kann. Die Mitochondrien riicken hier in den Fokus, da
sie den groften Sauerstoffbedarf des Organismus aufweisen. Demzufolge liegt die
Vermutung nahe, dass es durch einen hamorrhagischen Schock zu einer
mitochondrialen Dysfunktion mit folgender Beeintrachtigung der
Sauerstoffverwertung kommt [9, 10].

Demzufolge ist nicht nur das verminderte Sauerstoffangebot eine Ursache fur
Folgeschaden wie das Organversagen. Durch die entstehende mitochondriale
Dysfunktion kénnen die Zellen den angebotenen Sauerstoff zusatzlich zu dem
verringertem Sauerstoffangebot nicht verwerten und zur Energiegewinnung nutzen.
Dies fuhrt zu einer vermehrten Apoptose der Zellen, welche im weiteren Verlauf in
einen Verlust der Barrierefunktion und der Entstehung einer Sepsis oder eines
Multiorganversagens resultiert [14]. Die Kombination aus eingeschrankter
Mikrozirkulation und mitochondrialer Dysfunktion wird auch als Microcirculatory and
Mitochondrial Distress Syndrom (MMDS) bezeichnet [15]. Durch diese Bezeichnung

wird die Pathogenese eines mdglichen Organversagens deutlicher und rickt die

3



besondere Bedeutung der ebenfalls zugrundeliegenden mitochondrialen
Dysfunktion in den Mittelpunkt [16].

Wahrend in einigen Organen bereits eine mitochondriale Dysfunktion folgend auf
einen hamorrhagischen Schock nachgewiesen werden konnte [9, 17], liegt noch
keine eindeutige Datenlage zu den Auswirkungen eines hamorrhagischen Schocks
auf die intestinale mitochondriale Funktion vor. Grund hierfur sind widerspruchliche
Ergebnisse und Unterschiede in den Studiendesigns [18, 19]. Um die Effekte des
hamorrhagischen Schocks auf die intestinale oxidative Phosphorylierung konkreter

zu erforschen, bedarf es also weiterer Daten.

1.2.2 Schadigung der intestinalen Barrierefunktion

Wie bereits oben erwahnt ist der Gastrointestinaltrakt ein wesentlicher Bestandteil
der Pathogenese eines Multiorganversagens bei einem hamorrhagischen Schock.
In den folgenden Abschnitten werden aufgrund dessen die intestinalen
Auswirkungen des hamorrhagischen Schocks und deren Konsequenzen naher
erlautert. Eine weit verbreitete Hypothese geht davon aus, dass es bei Erreichen
der kritischen Ischamiezeit des Gastrointestinaltraktes zu einem Ubertritt von
Bakterien und Toxinen in den Blutkreislauf kommt. Die intestinale Barrierefunktion
dient dem Verhindern des Ubertretens von Bakterien und Toxinen, welche sich
physiologisch im Magen-Darm-Trakt (GIT) befinden, in das Blut- und Lymphsystem.
Bei Schadigung dieser Barrierefunktion zum Beispiel durch kompromittierte
mukosale Perfusion und die Folgen des MMDS, wirde es durch Ubertretende
Bakterien und Toxine zu einer Bakteridamie und dem Entstehen einer Sepsis oder

eines Multiorganversagens kommen.

1.2.3 Ischamie-/Reperfusionsschaden

Der Ischamie-/Reperfusionsschaden stellt einen weiteren Erklarungsansatz zur
Pathogenese des Multiorganversagens nach hamorrhagischem Schock dar. Er
beschreibt die Entstehung eines Gewebeschadens nach einer Phase der

Minderperfusion durch die sich anschliel}ende Reperfusion.



Somit tragt nicht nur die Ischamie allein zum Gewebeschaden bei, sondern auch
die Reperfusion kann ursachlich flr den beschriebenen Zelluntergang sein. Da die
aktuell haufigste Therapie des hamorrhagischen Schocks die
Flussigkeitssubstitution zur Aufrechterhaltung der Kreislaufhomoostase ist, ruckt
der Ischamie-/Reperfusionsschaden auch als Konsequenz der Therapie des

hamorrhagischen Schocks in den Fokus.

Hieraus folgend bestehen die pathophysiologischen Vorgange aus zwei Stufen.
Zunachst kommt es durch die Ischamie wie anfangs beschrieben zu einer
Verminderung der Mikrozirkulation, einer Sauerstoffunterversorgung, einer
mitochondrialen Dysfunktion und durch einen Gewebeschaden zu einer moglichen
Schadigung der intestinalen Barrierefunktion. Anschliel3end zeigt sich, initiiert durch
die iatrogene oder physiologische Reperfusion, ein Anstieg von Neutrophilen, sowie

eine Produktion von ROS und proinflammatorischer Zytokine [20].

Das folgende Ungleichgewicht zwischen der Produktion von ROS in den
Mitochondrien und den antioxidativen Mechanismen flhrt zu oxidativem Stress.
ROS entstehen als Nebenprodukt der Atmungskette und beinhalten ein freies
Elektron. Sie sind essenziell fur bestimmte Zellsignalwege. lhre Aktivitat ist durch
Antioxidantien streng reguliert. Durch eine ischamische Periode kann es dazu
kommen, dass antioxidative Schutzmechanismen nicht mehr ausreichend greifen
konnen. Die Elektronentransportkette der Mitochondrien ist die Hauptquelle der
Entstehung von ROS, aber auch der Ort, welcher als erstes durch ROS geschadigt
werden kann [21, 22]. Der so entstehende oxidative Stress fiihrt dazu, dass Lipide,
Proteine und Nukleinsauren geschadigt werden und resultiert letztendlich
wiederrum in einer mitochondrialen Dysfunktion [21, 22]. So flhrt also nicht nur die
Minderperfusion sondern auch die sich anschlieRende Reperfusion zu einer
mitochondrialen Dysfunktion. Dabei ist noch unklar, ob der sich selbst verstarkende
Mechanismus aus Ubermaliger ROS-Produktion und daraus resultierenden
mitochondrialem Schaden zu oxidativem Stress fuhrt oder, ob oxidativer Stress
selbst zu mitochondrialer Dysfunktion und darauffolgender vermehrter ROS-
Produktion fuhrt. Die mitochondriale Dysfunktion ihrerseits fuhrt schlieBlich wie

bereits oben erwahnt zu einer insuffizienten Sauerstoffverwertung.

Zusatzlich zu der Entstehung des oxidativen Stresses, der Ausschuittung

proinflammatorischer Zytokine und dem Anstieg der Neutrophilen sinkt durch eine



Reperfusion der Stickstoffmonoxid-Gehalt (NO-Gehalt), sodass es zu einer
verstarkten Vasokonstriktion kommt. Die dadurch entstehende mikrozirkulatorische
Insuffizienz fuhrt zu verlangerter Ischamie, verstarkter Nekrose, wiederrum
vermehrter ROS-Produktion und gesteigerter Ausschittung von inflammatorischen
Faktoren [12, 20].

Die Theorie des Ischamie-/Reperfusionsschadens bestarkt, dass eine Sepsis und
ein  Multiorganversagen, welche durch eine  Minderperfusion des
Gastrointestinaltrakts hervorgerufen wurden, nicht zwangslaufig durch eine
bakterielle Translokation entstanden sind, auch wenn diese zusatzlich dazu

beitragen kann [23].

Abschliel3end lasst sich festhalten, dass die Entstehung von Komplikationen nach
einem hamorrhagischen Schock multifaktorielle Ursachen hat. Nicht nur eine
Schadigung der intestinalen Barrierefunktion tragt wie lange angenommen dazu bei,
sondern auch die mitochondriale Dysfunktion sowie der Ischamie-

/Reperfusionsschaden sind wichtige Bestandteile der Pathogenese.

1.3 Therapieansatze

Aus den bisher beschriebenen Mechanismen lassen sich einige Therapieansatze
ableiten, die zur Behandlung des hamorrhagischen Schocks eingesetzt werden
konnen. Einige, die in der bestehenden Forschung viel Beachtung finden, sollen im

Folgenden erlautert werden.

Um den Korper vor den lebensbedrohlichen Folgen zu schiutzen sind der Erhalt der
intestinalen Mikrozirkulation und mitochondrialen Funktion von besonderer
Bedeutung [24].

Gegenwartige Bemuhungen der gastrointestinalen Dysfunktion und somit der
Entstehung eines Multiorganversagens praventiv entgegenzuwirken, fokussieren
sich hauptsachlich auf eine frihe enterale Erndhrung. Diese verbessert die
intestinale Barrierefunktion und die Immunitat sowie die Resorption und tragt zum
Erhalt der gastrointestinalen Schleimhaut bei [25]. Ein Ansatz zur Verbesserung der
intestinalen Mikrozirkulation ist eine Hyperkapnie. So ist davon auszugehen, dass



ein erhohter Kohlendioxidgehalt im Blut eine weitere Therapiemdoglichkeit darstellen
konnte [26].

Auch den pharmakologischen Therapiemoglichkeiten wird immer mehr
Aufmerksamkeit beigemessen. So zeigt eine Studie von Herminghaus et al., dass
eine lokale Gabe von Nitroglycerin und lloprost die Effektivitat der oxidativen
Phosphorylierung in den Mitochondrien des Colons verbessert. Ein negativer
Einfluss auf die Barrierefunktion im Colon durch Nitroglycerin und lloprost konnte in
der Studie nicht nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der Studie zeigen allerdings
nur die Effekte der Medikamente im in-vitro-Versuchsaufbau bei physiologischem
Sauerstoffangebot. Dadurch bietet sie nur einen geringen Anhalt fiir eine eventuelle
in-vivo-Wirkung bei hamorrhagischem Schock [27]. Auch eine lokale Gabe von
Melatonin und Losartan zeigte eine Verbesserung der Mikrozirkulation der gastralen
Schleimhaut wahrend eines hamorrhagischen Schocks in einer Versuchsreihe,
welche an Hunden durchgefihrt wurde. Wahrend Losartan auch unter
physiologischen Bedingungen eine Verbesserung der Mikrozirkulation hervorrief,

war dies bei lokaler Applikation von Melatonin nicht der Fall [28, 29].

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass es bereits einige Therapieansatze zur
Behandlung des hamorrhagischen Schocks gibt, welche sich auf eine intestinale
Wirkung fokussieren. Eine eindeutige Studienlage liegt allerdings nicht vor. Es
bedarf somit sowohl im Bereich der Pathophysiologie als auch darauf aufbauend in
Bezug auf daraus resultierenden therapeutischen Ansatzen noch weiterer
Forschung, um langfristig das Outcome des hamorrhagischen Schocks flir den

Patienten zu verbessern.

Im Folgenden wird der vielversprechende Therapieansatz der ischamischen
Fernprakonditionierung zur Pravention von Zellschaden wahrend einer Ischamie
besprochen. Dieser Ansatz ist ein wichtiger Bestandteil der hier behandelten
Fragestellung.

1.4 Ischamische Prakonditionierung und ischamische

Fernprakonditionierung

Im Abschnitt 1.3 wurden bereits einige Therapieansatze wie beispielsweis die friihe

parenterale Ernahrung erlautert. Neben diesen Methoden stellt die ischamische

7



Prakonditionierung (IPC) einen weiteren vielversprechenden Ansatz dar, der vor
den entstehenden Zellschaden insbesondere der mitochondrialen Dysfunktion im
Rahmen eines Ischamie-/Reperfusionsschadens wahrend einer ischamischen
Periode schutzen kann. Das Phanomen der ischamischen Prakonditionierung
wurde im Jahre 1986 zunachst von Murry et al. beschrieben. Die IPC besteht aus
nicht letalen kurzen repetitiven Episoden aus Ischamie und Reperfusion. Durch eine
Aktivierung von endogenen Schutzmechanismen des Korpers werden so Organe
vor spateren Schaden durch Ischamie und der anschlieBenden Reperfusion
geschutzt. So beschreibt die Studie von Murry et al., dass IPC die Infarktgrof3e am
Myokard zu 25% im Vergleich zur Kontrollgruppe senkte [30, 31]. 1993 bewies
Przyklenk et al., dass Phasen aus Ischamie und Reperfusion am Versorgungsgebiet
der Arteria circumflexa ebenfalls protektiv auf das Versorgungsgebiet des Ramus
interventricularis anterior wirkt. Hier zeigte sich zum ersten Mal das Phanomen,
dass eine Anwendung von IPC auch an weiter entfernten Versorgungsgebieten
mdglich ist. Diese Methode wird als ischamischen Fernprakonditionierung (RIPC,

remote ischemic preconditioning) bezeichnet [32].

Im Jahre 1997 verwendeten Birnbaum et al. die gleiche Technik und bestatigten mit
inrer Studie, dass eine ischamische Periode am Skelettmuskel des Hinterbeins
eines Kaninchens die Myokardinfarktgrof3e reduziert. So wurde gezeigt, dass RIPC
auch an weiter entfernt liegenden Organen einen Effekt hat. Mithilfe dieser
Erkenntnis wurde die einfachere klinische Anwendbarkeit der RIPC zum Beispiel

bei herzchirurgischen Operationen ermdglicht [33].

Anfangs wurden insbesondere die Effekte von IPC auf das Myokard untersucht.
Spater wurden auch gewebeprotektive Effekte auf Leber [34], Lunge [35], Nieren
[36], Hirn [37] und Darm [38] nachgewiesen. Anhand einiger experimenteller
Studien konnte gezeigt werden, dass IPC nicht nur einen protektiven Effekt auf den
zellularen Schaden nach einer langeren Ischamie hat, sondern, dass IPC und RIPC
auch einen positiven Einfluss auf die Folgen nach einem hamorrhagischen Schock
zum Beispiel an der Lunge [39], am Myokard, am Hirn [40] und an der Leber [41]

haben.

Cheung et al. beschaftigten sich zum ersten Mal mit der klinischen Anwendbarkeit
von RIPC am Menschen. Dafur untersuchten sie padiatrische Patient/-innen mit

kongenitalen Herzfehlern. RIPC wurde an den unteren GliedmalRen vor der



jeweiligen Intervention durchgefuhrt. Es zeigt sich im Vergleich zur Kontrollgruppe
eine Reduktion der myokardialen Schadigung nach RIPC [42]. In spateren Jahren
wurden immer mehr klinische Studien zur Wirkung von RIPC auf verschiedene
Organe durchgefuhrt. Eine Studie von Zhou et al. beispielsweise zeigt ebenfalls
einen positiven Effekt von RIPC im Kklinischen Setting. Hier wurde eine
nephroprotektive Wirkung von RIPC bei Patienten nach offenem Aortenbogenersatz
nachgewiesen [43]. Eine Metaanalyse von Moscarelli et al. befasst sich mit der
Wirkung von RIPC im Zusammenhang mit isolierten Klappenverfahren am Herzen.
Die Studie zeigt, dass RIPC keinen Vorteil fur das postoperative Ergebnis brachte.
Gleichzeitig wurden keine unerwlinschten Ereignisse im Zusammenhang mit RIPC
innerhalb dieser Metaanalyse gefunden [44]. Es wurden ebenfalls mehrere Studien
im Hinblick auf eine Auswirkung von RIPC bei Hepatektomien durchgefuhrt. Eine
Metaanalyse von Tian et al. vergleicht diese Studien und kommt zu dem Schluss,
dass RIPC zwar eine kurzfristige hepatoprotektive Wirkung aufweist, die Daten der
Studien allerdings nicht ausreichen, um einen routinemafigen Einsatz von RIPC bei

Hepatektomien zu unterstitzen [45].

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Datenlage zur klinischen
Anwendbarkeit von RIPC noch deutliche Licken aufzeigt. Die meisten klinischen
Studien koénnen einen Vorteil von RIPC nicht darlegen. Obwohl RIPC in
experimentellen Modellen oft erfolgreich war, zeigt das Verfahren in der klinischen

Praxis demnach oftmals keine Wirkung [46].

1.4.1 Friihe und spate Phase der ischamischen Prakonditionierung

Im Folgenden sollen die Auswirkungen der ischamischen Prakonditionierung
betrachtet werden. Diese werden in zwei Phasen unterteilt: die frihe und die spate
Phase. Der frihen Phase werden die protektiven Effekte zugeordnet, welche bereits
wenige Minuten nach der initialen Ischamie auftreten und bis zu zwei bis drei
Stunden anhalten. Effekte, welche hingegen erneut 12 bis 24 Stunden nach der
initialen Ischamie auftreten und bis zu drei bis vier Tage anhalten, werden der
spaten verzdgerten Phase zugeordnet [47]. Bisher haben sich erst wenige Studien
mit den kardioprotektiven und intestinalen Wirkungen von RIPC in der spaten Phase
der Protektion beschaftigt [48, 49]. Hou et al. untersuchten 2017 die Unterschiede

der nephroprotektiven Wirkung von RIPC auf die frhe und die spate Phase bei
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Patient/-innen, welche eine laparoskopische Partialnephrektomie erhielten. Hier
wurde eine Wirkung von RIPC auf beide Phasen festgestellt, wobei die protektive
Wirkung in der spaten Phase starker ausgepragt war [50]. Eine weitere Studie
untersuchte, ob RIPC einen kardioprotektiven Effekt auf die Infarktgrofie sowohl in
der frihen als auch in der spaten Phase der Protektion hat. Es war eine
Verringerung der InfarkigrofRe durch RIPC in beiden Phasen zu erkennen. Im
Gegensatz zu der Studie von Hou et al. zeigte sich hier allerdings eine starkere
Reduktion der InfarktgrofRe im frihen Fenster der Protektion [51]. Um die intestinale
Wirkung von RIPC in beiden Phasen zu untersuchen, fuhrten Yang et al. eine Studie
an Ratten durch und stellten fest, dass sowohl IPC als auch RIPC in beiden Phasen
einen protektiven Effekt auf die gastrointestinale Schleimhaut aufweisen. Durch
eine Kombination der beiden Verfahren zeigte sich in der spaten Phase der
protektivste Effekt [48].

Um die Unterschiede der Effekte von RIPC in beiden Phasen zu konkretisieren sind
weitere Untersuchungen notwendig. Insbesondere protektive Effekte der spaten
Phase, wirden eine gute Mdglichkeit zur klinischen Anwendung von RIPC bieten.
Diese Arbeit befasst sich daher konkret mit den Auswirkungen von RIPC im spaten

Fenster der Protektion.

1.4.2 Auswirkungen von IPC und RIPC auf den Gastrointestinaltrakt

Aufgrund der pathophysiologischen Bedeutung des Gastrointestinaltrakts bei der
Entstehung eines Multiorganversagens (MODS) nach hamorrhagischem Schock
liegt der Fokus dieser Arbeit auf den Auswirkungen von RIPC auf den
Gastrointestinaltrakt. Im Folgenden werden bisherige experimentelle und klinische

Studienergebnisse zu den intestinalen Einflissen von IPC und RIPC beschrieben.

Untersuchungen zu den Auswirkungen der IPC auf den Darm zeigen, dass IPC die
Mortalitat, die Inflammation und den oxidativen Stress bei Ratten, welche
intestinaler Ischamie und Reperfusion ausgesetzt wurden, mindert, die
mikrovaskulare Perfusion positiv beeinflusst und somit die Ischamie-
/Reperfusionsschaden und die Mortalitat senkt [52-55].
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Dickson et al. bewiesen als erstes anhand eines Rattenmodells, dass auch RIPC
die hypoxische Toleranz innerhalb des Interstitiums nach einem Ischamie-

/Reperfusionsschaden steigert [56, 57].

Wahrend einige Studien keine protektiven Effekte von RIPC auf einen intestinalen
Ischamie-/Reperfusionsschaden nach einer einmaligen Ischamiephase zeigten [58,
59], stellten Saeki et al. dar, dass RIPC die intestinale Schadigung nach dreimaliger
Durchfihrung einer 15-minltigen Ischamiephase senken konnte [60].
Dementsprechend haben moglicherweise wiederholte und langere Zyklen einer
Ischamiephase einen starkeren positiven Einfluss auf einen intestinalen Ischamie-
/Reperfusionsschaden [56, 60].

Eine Verminderung des oxidativen Stresses wahrend der Ischamie und der
folgenden Reperfusion scheint ein protektiver Effekt von IPC und RIPC zu sein.
Diese Protektion findet zum Beispiel Uber eine Erhdhung des antioxidativen
Potentials im Endorgan statt [61, 62]. Es gibt ebenfalls Hinweise darauf, dass
verschiedene Signalkaskaden wie beispielsweise die mitochondrialen ATP-
sensitiven Kaliumkanale [18] mit der protektiven Wirkung von IPC in Verbindung
gebracht werden konnen. Ob und wie diese Signalkaskaden auch bei RIPC wirken,
ist noch nicht eindeutig. So beschaftigen sich bisher nur wenige Studien mit den
Auswirkungen von RIPC auf die oxidative Phosphorylierung in den Mitochondrien
[63]. Die genaue Wirkung von RIPC auf die zellulare Ebene wie zum Beispiel die
mitochondriale Dysfunktion in den Zellen der Darmschleimhaut ist also noch nicht

genau beschrieben und bedarf weiteren Untersuchungen.

Gomes at al. untersuchten die Auswirkungen von RIPC und IPC unter
physiologischen Bedingungen, bei heranwachsenden Mausen mit Blick auf eine
Gewebeschadigung von Herz, Lungen, Nieren und dem Gastrointestinaltrakt. Die
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die oben genannten Organsysteme nach
alleiniger IPC und RIPC keine histologischen Schaden aufwiesen [64]. Eine Studie
von Kraemer et al. zeigt positive Effekte von RIPC auf die Sauerstoffsattigung des
Hautgewebes und den Kapillardruck an einer entfernten kutanen Stelle. Auch diese
wurde unter physiologischen Bedingungen ohne das Hervorrufen eines
hamorrhagischen Schocks durchgefuhrt [65]. Die Ergebnisse dieser Studien deuten
darauf hin, dass die Durchfuhrung von IPC und RIPC keinen negativen Einfluss auf

die Funktion der Organsysteme hat. Die Studienlage und Durchfihrung der Studien
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ist allerdings sehr inhomogen, dadurch ist die Datenlage zu den Auswirkungen von
RIPC unter physiologischen Bedingungen nicht eindeutig [44]. Weitere Studien
sollten durchgefuhrt werden, um den Effekt von RIPC unter physiologischen

Bedingungen zu untersuchen.

1.5 Ziele der Arbeit

AbschlieRend lasst sich festhalten, dass der hamorrhagische Schock mit
anschlieBendem intestinalem Ischamie-/Reperfusionsschaden mit hohen
Mortalitatsraten einhergeht und RIPC eine vielversprechende Intervention zum
Schutz darstellen konnte. Dennoch konnten bisher nur wenig Erkenntnisse Uber die
Wirkung von RIPC auf das intestinale Gewebe und dessen Mikrozirkulation erlangt
werden. Zudem zeigt die aktuelle Studienlage teils widerspriichliche Ergebnisse.
Auch die zugrunde liegenden Prozesse der Auswirkungen von IPC und RIPC
insbesondere der mdglichen Effekte auf die Mitochondrien sind wie oben
beschrieben noch nicht ausreichend untersucht. Folglich bedarf es aufgrund der
unklaren sich teils widersprechenden Datenlage bezuglich der protektiven Effekte
von RIPC auf den Gastrointestinaltrakt und der zugrunde liegenden Signalkaskaden

mit eventueller Beteiligung der Mitochondrien noch weiterer Forschung.

Basierend auf der beschriebenen Datenlage ergeben sich demnach folgende

Fragestellungen fur die vorliegende Studie:

1. Welche Wirkung hat ein hamorrhagischer Schock mit anschlie3ender
Reperfusion auf die intestinale mitochondriale Funktion im spaten
Fenster?

2. Welchen Effekt hat RIPC im spaten Fenster der Protektion auf die
intestinale mitochondriale Funktion unter physiologischen
Kreislaufbedingungen?

3. Welche Auswirkung hat RIPC im spaten Fenster der Protektion auf die
intestinale mitochondriale Funktion nach einem hamorrhagischen Schock
mit anschlieRender Reperfusion?
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2 Material und Methoden

Nahere Angaben zu Materialien und Geraten befinden sich im Anhang (siehe Seite
46-48).

2.1 Tierexperimenteller Versuchsteil

Der tierexperimentelle Teil wurde von Frau Krill durchgefuhrt, sodass kein
Fachkundennachweis gemaly §9 des geltenden Tierschutzgesetzes vorzulegen
war. Die NIH-Richtlinien fir die Tiersorgfaltspflicht wurden bei allen Experimenten
eingehalten. Eine Genehmigung des Landesamtes fur Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz in Recklinghausen, Deutschland (Aktenzeichen: 81-
02.04.2018.A308) liegt vor.

2.1.1 Versuchstiere

Durchgefuhrt wurden die Versuchsreihen an circa drei Monate alten, gesunden
Wistar-Ratten mit einem Korpergewicht von 350 +/- 35g aus der Zucht Janvier
(Frankreich) aus der ,Zentralen Einrichtung flr Tierforschung und
wissenschaftlichen Tierschutzaufgaben“ Dusseldorf. In den Experimenten werden
ausschlieBlich mannliche Ratten verwendet, sowohl um zyklus- und hormonell-
bedingte Schleimhautveranderungen als auch hormonell- bedingte Diskrepanzen
der Immunantwort auf den hamorrhagischen Schock auszuschlieRen. Es wurden
ausschliellich  Tiere fur die Versuche verwendet, welche keine
Krankheitsanzeichen aufwiesen. Die Adaptationszeit vor Beginn der Versuche
betrug sieben Tage. Die Hygieneuberwachung wurde anhand der FELASA-
Richtlinien durchgefuhrt.

Sowohl Modelle eines hamorrhagischen Schocks als auch Effekte der
ischamischen Fernprakonditionierung sind an Ratten in der Fachliteratur gut
beschrieben, sodass ausreichende Vergleichsarbeiten vorliegen. Die auf einen
hamorrhagischen Schock folgende Immunantwort ist bei Ratten ahnlich zu jener
Immunantwort beim Menschen [66].

Die Haltung der Tiere erfolgte unter klimatisierten Bedingungen (Raumtemperatur
22 +/- 2°C, relative Luftfeuchtigkeit 50 +/- 5%, Luftumwalzrate 16 - 20mal pro
Stunde) in Makrolon®- Einzelkafigen vom Typ 3. Die Kafige waren mit entkeimten
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Weichholzgranulat (Familie Rettenmaier & Séhne GmbH und Co KG, Rosenberg)
als Einstreu ausgestattet. Ein 12-Stunden Tag-Nacht-Wechsel wurde mithilfe von
weilkem Kunstlicht in einer Intensitat von 300 - 320 Lux durchgefuhrt. Die Ernahrung
der Ratten erfolgte mit einem Alleinfuttermittel fur Ratten und Mause (ssniff
Spezialdiaten GmbH, Soest) und entkeimten Trinkwasser mit einem pH-Wert von

2,6 - 3,0 (ozonisiert und mit HCI angesauert). Beides wurde ad libitum angeboten.

2.1.2 Versuchsablauf

Die Aufteilung der Tiere erfolgte vor Versuchsbeginn randomisiert in 4 verschiedene

Gruppen:
Gruppe Tag 1 Tag 2
Gruppe 1 (n=10) Sham Normovolame Kontrolle
Gruppe 2 (n=10) RIPC Normovolame Kontrolle
Gruppe 3 (n=10) Sham Ischamie-Reperfusion
Gruppe 4 (n=10) RIPC Ischamie-Reperfusion

Tabelle 1: Gruppenaufteilung der Versuchstiere

FUr die Untersuchung der spaten Effekte von RIPC auf den Darm erfolgte der

protektive Stimulus 24 Stunden vor dem hamorrhagischen Schock.

Tag 1:
Nachdem die Tiere gewogen wurden, wurden sie mit Pentobarbital (40mg/kg i.p.,

0,25ml/kg) bei erhaltener Spontanatmung narkotisiert.

AnschlieRend wurde an den Tieren der Gruppen 2 und 4 RIPC durchgeflihrt. Dies
bedeutet, dass in tiefer Narkose um beide Hinterlaufe Blutdruckmanschetten gelegt
und diese viermal fur jeweils 5 Minuten auf 200mmHg aufgeblasen wurden. Darauf

folgte jeweils eine 5-minutige Reperfusionszeit. In den anderen Gruppen wurde eine
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Sham-Intervention durchgefuhrt. Hier wurden die Blutdruckmanschetten fur

insgesamt 40 Minuten um die Hinterlaufe gelegt, jedoch nicht aufgeblasen.

Nach diesen Interventionen wurden die Tiere zurtick in ihre Kafige gelegt und das

Abklingen der Narkose wurde Uberwacht.

Tag 2:

Am zweiten Tag des Versuches wurden die Tiere wieder zunachst gewogen und
anschlieBend mit Pentobarbital (100mg/kg i.p., 0,625ml/kg) narkotisiert. Neben
einer Temperaturmessung, einer kontrollierten Warmezufuhr Uber eine
Warmematte und einer Sicherung der Atemwege durch eine Tracheostomie und
maschineller Beatmung, wurden die Vena jugularis externa zur Aufrechterhaltung
der Narkose (Pentobarbital 10mg/kg/h, Pancuronium 3mg/kg,
Fllssigkeitssubstitution mittels Vollelektrolytldsung 4ml/kg/h) und die Arteria carotis
zur kontinuierlichen Blutdruckmessung kanuliert. Der Zugang in der Arteria carotis
externa diente zusatzlich dem regelmaligen Abnehmen von Blutgasanalysen
(BGAs), sodass die maschinelle Beatmung kontrolliert und gegebenenfalls
angepasst werden konnte. Zudem konnte hieriber Blut enthommen werden, um

einen hamorrhagischen Schock zu induzieren.

Im Anschluss wurde eine mediane Laparotomie von circa 2 Zentimeter durchgefuhrt
und die 02C -Messsonde zur spektrometrischen  Messung der
Gewebeoxygenierung sowie Messung der mikrozirkulatorischen Perfusion mittels
Laserdoppler an einer ausgelagerten Darmschlinge (Colon und distales lleum)
angebracht.

Nachdem eine Blutgasanalyse mit einer Blutprobe aus der Arteria carotis externa
durchgefuhrt wurde, erfolgte die Messung der Mikrozirkulation (O2C, CytoCam) und
eine erneute Blutgasanalyse nach einer 15-minltigen Stabilisierungsphase, auch
Baseline genannt. Wahrend des gesamten Versuchsablaufes wurden neben den
bereits genannten Herzkreislaufparametern wie der Kdrpertemperatur tber eine
rektale Sonde und der regelmafligen Blutdruckmessung Uber den Zugang in der
arteria carotis, die Schleimhautoxygenierung und -perfusion kontinuierlich ermittelt.
In den Gruppen, in denen eine Ischamie und eine Reperfusion durchgefuhrt wurden,

wurde Blut aus der Arteria carotis bis zum Erreichen eines mittleren arteriellen
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Drucks von 35 - 40mmHg (Ziel-MAP) Uber 5 Minuten abgenommen. Dieser Ziel-
MAP wurde weitere 60 Minuten durch intermittierende Blutentnahmen oder auch
Injektion einer Vollelektrolytldsung aufrechterhalten. Daraufhin wurde durch eine
Retransfusion des entnommenen Blutes nach insgesamt 120 Minuten die

Reperfusionsphase untersucht.

Die Tiere wurden anschlieliend noch unter Narkose fachgerecht und schmerzfrei
durch Exsanguination getdtet. Das so entnommene Blut wurde zur Analyse der
intestinalen Funktion, zur Analyse der systemischen Entzindungsparameter und

zur Erstellung eines Differenzialblutbildes verwendet.

Daraufhin wurde Gewebe aus dem Gastrointestinaltrakt gewonnen. Dieses wurde

zur Messung der mitochondrialen Funktion verwendet.
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Abb. 1: schematischer Versuchsablauf des tierexperimentellen Teils der Gruppen 1-4; zu

verschiedenen Zeitpunkten erfolgt eine Blutgasanalyse (BGA)

2.2 Laborexperimenteller Versuchsteil

2.2.1 Materialen und Gerate

Im Anhang befinden sich genauere Angaben hinsichtlich verwendeter Materialien
und Gerate (siehe Seite 46-48).
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2.2.2 Chemikalien

Im Anhang befinden sich genauere Angaben hinsichtlich verwendeter Chemikalien,

Reagenzien, Puffern und Losungen (siehe Seite 49-51).

2.2.3 Herstellung des Gewebehomogenates aus Colon und Diunndarm

Die entnommenen Gewebeproben aus Colon und Dinndarm wurden direkt nach
der Entnahme in einem Isolationspuffer (siehe Anhang) gelagert und wahrend der
gesamten Aufbereitung und den Messvorgangen gekuhlt. Nachdem sie mit einer
Prazisionswaage einzeln gewogen wurden, wurden die in der Langsachse
aufgeschnittenen Gewebeproben durch vorsichtiges Tupfen von Kot, Fettgewebe
und Schleim befreit. Die im Anschluss durchgefihrte 5-minitige Inkubation mit
Trypsin dient der Lockerung der Zellverbande. Danach wurden die Gewebeproben
in einen Isolationspuffer, welcher zusatzlich 20mg/ml bovines Serumalbumin und
Proteaseinhibitoren (cOmplete™) enthielt, gegeben. Eine manuelle Zerkleinerung
der Proben auf 2- 3mm groRRe Sticke mittels einer Schere folgte. Anschlie3end
wurde das Gemisch in einen S-Behalter geflllt und mit dem Potter-Elvehjem-
Homogenisierungsstab bei 2000rpm homogenisiert. Um grole Gewebesticke
herauszufiltern, wurde das Gemisch durch eine Kompresse in ein 50ml Falcon

gegeben und somit gefiltert und anschlielend auf Eis gestellt.

2.2.4 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Lowry-Methode wurde zur Proteinbestimmung angewendet [67]. Grundlegend
fur die Lowry-Methode sind zwei Reaktionen. Der erste Schritt dieser Methode ist
die Bildung eines blauvioletten, quadratisch-planaren Farbstoffkomplexes zwischen
den in einer alkalischen L6ésung vorhandenen Peptidbindungen und Kupfer (ll)-
lonen. Dieser Schritt beruht auf der Biuretreaktion. Eine Reduktion von Cu(ll) durch
die Peptidbindung zu Cu(l) findet im zweiten Schritt statt. Das so entstandene Cu(l)
reduziert das gelbe Folin-Ciocalteu-Reagenz zu Heteropolymolybdenblau. So
entsteht eine Blaufarbung, deren Intensitat anhand einer Photometrie mit einer
Wellenlange von 750nm quantifiziert wird. Mit Hilfe der Messung der Intensitat einer
Standardverdinnungsreihe mit definierten Proteinkonzentrationen lassen sich so

die Proteinkonzentrationen der Gewebeproben bestimmen. Zur Herstellung der

17



Standardverdinnungsreine wurden bovines Serumalbumin und Aqua dest.
verwendet. Die Standardverdinnungsreihe wurde nach der Herstellung auf Eis

gelegt.

Zur Herstellung der Proben aus Colon- und Dunndarmhomogenat wurden die
Homogenate im Verhaltnis 1:100 mit Aqua dest. verdunnt. Im Anschluss wurden
jeweils 100pul des Proteinstandards und der verdinnten Homogenate in 500ul der
Lésung 1 (15 ml Reagenz A: 10g Natriumkarbonat in 500ml 0,1M Natriumhydroxid-
Ldsung; 150ul Reagenz B: 2g Kaliumnatriumtatrat in 100ml Aqua dest.; 150l
Reagenz C: 1g Kupfersulfat-Pentahydrat in 100ml Aqua dest.) pipettiert und im
Anschluss gevortext. Nach einer 10-minutigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur
wurden 50ul von Lésung 2 (2 ml Folin-Ciocalteau-Reagenz, 2 ml Aqua dest.) in die
Falcons pipettiert. Nach einem erneuten Vortexen des Gemisches folgte eine

Inkubationszeit von 30 Minuten bei Raumtemperatur.

Zur photometrischen Messung in Doppelbestimmung wurden jeweils 200ul der
Standardreihe und der Proben in eine 96-Well Mikrotitierplatte Uberfuhrt. Die
Extinktion wurde abschlief3end bei einer Wellenlange von 750nm gemessen. Zur
Bestimmung der Proteinmenge wurden diese Daten an die Software Synergy™ 2

Multi-Mode Microplate Reader mit dem Programm Gen51.11 weitergeleitet.

Aus den drei technischen Replikaten konnte ein Mittelwert errechnet werden.

2.2.5 Bestimmung der mitochondrialen Funktion mittels Respirometrie

Zur Messung der Mitochondrien-Funktion in den Gewebeproben aus Dinndarm und
Colon wurde der Sauerstoffverbrauch beziehungsweise die Geschwindigkeit des
Sauerstoffverbrauches mittels Respirometrie untersucht. Die Messung erfolgte am
Respirometriesystem der Firma Strathkelvin Instruments mit einer Clark-Elektrode.
Diese misst die Sauerstoffkonzentration bei 30°C. Zunachst wurde eine Zwei-Punkt-
Kalibrierung mithilfe von Wasser als Positivkontrolle und einer Sodiumsulfatiésung
als Negativkontrolle durchgefuhrt. Die Angabe der respiratorischen Werte erfolgte

in nmol/min/mg Protein.

Die Elektrode erfasste die Sauerstoffkonzentrationswerte und leitete diese an das
Computerprogramm Strathkelvin 782 System weiter. Die Atmungsgeschwindigkeit

ergibt sich aus der Ableitung der Sauerstoffkonzentration nach Zeit pro mg Protein.
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Eine Ubersicht des gesamten Versuchsablaufes mit den applizierten Substraten
zeigt Abbildung 2.

: Zugabe von Substrat

(Suc, G-M, ADP)

/I Messkammer (Homogenat + Puffer) \

ey | |
@ X >
-

J | |

Abb. 2: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus der Respirometrie

Suc — Succinat; G-M — Glutamat-Malat; ADP — Adenosindiphosphat; Oz — Sauerstoff

Um eine Proteinkonzentration von 6mg/ml zu erreichen wurde zunachst das
Gewebehomogenat in eine bestimmte Menge Respirationspuffer (siehe Anhang)
gegeben. Diese Mischung wurde anschliel3end in die Messkammer pipettiert (siehe
Abb. 2). Wahrend der gesamten Messung sorgte ein elektromagnetischer Ruhrer
fur eine optimale Durchmischung der Probe. Die Messkammer wurde durch einen
Stopfen verschlossen, in welchem sich eine dinne Kapillare befand. Diese wurde
dazu verwendet wahrend der Messung die einzelnen Substrate anhand einer
Spritze in die Kammer zu injizieren. Die Sauerstoffkonzentrationen wurden durch
die Clark-Elektrode gemessen und wahrend des gesamten Messvorgangs

aufgezeichnet (siehe Abb. 2).
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Chance und Williams formulierten bereits 1956 verschiedene Respirationsstadien

[68]. Diese werden wie folgt beschrieben:

State 1: ADP- und Substratlevel sind gering, dadurch geringe mitochondriale

Atmung

State 2: Substratlevel ist hoch, ADP-Level allerdings niedrig, dadurch geringe

mitochondriale Atmung
State 3: Zugabe von ADP, dadurch hohe mitochondriale Atmung

State 4: Umwandlung von ADP in ATP, sodass das ADP-Level und die

mitochondriale Atmung sinken

State 5: Sauerstoffmangel, dadurch sinkt die mitochondriale Atmung

Um den Ablauf dieser Messung nachzuvollziehen ist die Kenntnis der Atmungskette
von Relevanz (siehe Abb. 3). Daher werden im Folgenden die wichtigsten Aspekte
erortert. Uber die Substrate Malat-Glutamat und Succinat wurden die Komplexe |
und Il der Atmungskette stimuliert. Komplex | der Atmungskette reduziert NADH+H™*
zu NAD"*. Die Glutamatdehydrogenase oxidiert Glutamat zu alpha-Ketoglutarat,
wobei NAD* zu NADH+H* reduziert wird. Die Malat-Dehydrogenase oxidiert
wiederum Malat zu Oxalacetat, dabei entsteht ebenfalls durch Reduktion von NAD*
NADH+H*. Somit steht NADH+H* fir die Reaktionen von Komplex | zur Verfligung.
Dieser Reaktionsmechanismus wird auch Malat-Aspartat-Shuttle genannt und dient
dem Transport von NADH+H* vom Zytosol Uber die innere Mitochondrienmembran

in die mitochondriale Matrix.

Zur Stimulation von Komplex Il wurde Succinat hinzugegeben. Komplex Il wandelt

Succinat zu Fumarat und Ubertragt dabei Wasserstoffionen auf FAD.

Im Anschluss wurde ADP hinzugegeben, welches als Substrat fur die ATP-

Synthase dient.
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Intermembranraum

e ——— - " tochrom C
© -
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Mitochondrien —
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I Succinat Fumarat
4H*
NADH+H NAD? %0, H20
ADP+P,

Oxalacetat Malat

ATP
4H 2H"
Malat-Dehydrogenase

Abb. 3: schematische Darstellung der Atmungskette mit den Komplexen I-IV und der ATP-
Synthase

| — Komplex I: NADH-Dehydrogenase-Komplex; Il — Komplex Il: Succinat-Dehydrogenase-Komplex;

Il — Komplex II: Cytochrom-c-Reduktase; IV — Komplex IV: Cytochrom-c-Oxidase; V: ATP-Synthase

Anhand eines Elektronenflusses tiber den Komplexen | - IV wird Energie fir die Protonenpumpen
geliefert. Diese transportieren H*-lonen von der Matrix des Mitochondriums in den
Intermembranraum. So werden Elektronen fiir die ATP-Synthese in den Mitochondrien bereitgestellt.

Die Atmungskette kann jeweils Uber Komplex | oder Il angesteuert werden.

Es wurden zwei verschiedene Messvorgange durchgefihrt, um die Komplexe | und
Il getrennt anzusteuern. Vor der Zugabe der Substrate startete die Messung mit der
Aufzeichnung des Sauerstoffverbrauchs. Diese Phase des Sauerstoffverbrauches
ohne Zugabe von Substraten wird als State 1 bezeichnet. Der erste Messvorgang
diente der Ansteuerung von Komplex | durch die Zugabe von 2,5mM Glutamat und
2,5mM Malat nach einer Minute. Durch die Zugabe von 5mM Succinat wurde im
zweiten Messvorgang Komplex Il angesteuert. Hier wurden vor Beginn des
Messvorgangs anfangs 0,5mM Rotenon zu dem Gemisch aus Gewebehomogenat
und Respirationspuffer hinzugegeben. Rotenon ist ein Inhibitor des Komplex | der
Atmungskette. Somit wird verhindert, dass Komplex | im zweiten Messvorgang
ebenfalls angesteuert wird. Nach Zugabe der Substrate konnte die basale
Geschwindigkeit der Atmungskette abgeleitet werden. Dies bezeichnet man als
State 2 (siehe Abb. 4). Nach 2 Minuten wurde in beiden Messvorgangen 125uM
ADP in die Messkammer injiziert. Dadurch wird die ATP-Synthase angesteuert und
zur maximalen ATP-Synthese stimuliert. Der Sauerstoffverbrauch steigt. Diese
Phase wird als State 3 bezeichnet. State 4 beschreibt den anschlieRenden

Abschnitt, in welchem das zugegebene ADP zu ATP umgewandelt wurde, der
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vorhandene Sauerstoff aber noch nicht vollstandig verbraucht ist. Die beiden
Messvorgange wurden nach 6 Minuten beendet. Zu diesem Zeitpunkt ist der

gesamte Sauerstoff verbraucht und State 5 ist erreicht.

Die Angabe der Respirationsraten erfolgte in nmol/min/mg Protein.

+ Substrat
0,3 -
+ADP
State 5 /
0,2 4
= - 80,
E
g ’__,.-—--""""F- ADP verbraucht
0,1 1
0,verbraucht
SEE.\:',_:(._,I
D T T T T T I 1
0 1 2 3 4 5 6 7

Zeit [min]

Abb.4: schematische Darstellung der Messkurve bezogen auf den Sauerstoffverbrauch

mM — Millimolar; Oz — Sauerstoff; AO2 — Sauerstoffverbrauch im State 3; ADP — Adenosindiphosphat;

min — Minute

Der respiratorische Kontrollquotient (RCI, respiratory control index) beschreibt die
Kopplung zwischen der Elektronentransportkette und der oxidativen
Phosphorylierung. Den RCI berechnet man aus dem Verhaltnis von State 3 zu State
2. Ist die Kopplung zwischen den beiden oben genannten Komponenten hoch, so
steigt der errechnete RCI-Wert. Ein hoher RCI-Wert bedeutet dabei, dass eine hohe
Substratoxidation mit einer hohen ATP-Produktion vorliegt. Bei einem Protonenleck
liegen somit kleinere RCI-Werte vor, da durch das Protonenleck die ATP-Produktion
bei dennoch hoher Substratoxidation sinkt. Die RCI-Werte konnen zwischen eins

und unendlich liegen.
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RCI= [State 3] / [State 2]

Die Effizienz der oxidativen Phosphorylierung kann durch das ADP-Sauerstoff-Ratio
beschrieben werden. Dieses wird aus dem Verhaltnis von zugegebener ADP-

Menge und dem Sauerstoffverbrauch in State 3 berechnet.

ADP/O = zugegebenes ADP/ AO2

2.3 Statistische Auswertung

Die ermittelten Daten wurden an das Computerprogramm GraphPad Prism v6.01
(GraphPad Software, Inc., USA) weitergeleitet. Die ermittelten Daten wurden in eine
Excel-Tabelle eingepflegt. Die Datenanalyse wurde anhand des Kruskal-Wallis-Test
mit Dunns-Korrektur fir multiple Vergleiche durchgefuhrt. Das Signifikanzniveau ist
p < 0,05. Mithilfe des Programms GraphPad wurden die zu sehenden box-plot-

Diagramme erstellt.
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3 Ergebnisse

Um den Effekt von RIPC auf die intestinale mitochondriale Funktion im spaten
Fenster der Protektion zu untersuchen, bedienen wir uns als wesentliche
Messwerte dem RCI und der ADP/O. Im Folgenden werden die Daten als Median

(Minimum-Maximum) dargestellt.

3.1 Effekt der Schockinduktion auf die oxidative Phosphorylierung
in Colon und lleum (Abb. 5+6, Tab. 2-5)

Vergleicht man die Auswirkungen der Schockinduktion (Sham-Interventionen) auf
die oxidative Phosphorylierung im normovolamen Versuchsablauf, so ist zu
erkennen, dass der RCI und die ADP/O-Ratio keinen signifikanten Unterschied
zwischen dem normovolamen und hypovolamen Versuchsaufbau aufweisen. Dies
gilt sowohl nach Stimulation von Komplex | als auch von Komplex Il (Abb. 5+6 und
Tab. 2-5).

3.2 Effekt der RIPC-Intervention auf die oxidative
Phosphorylierung im normovolamen Versuchsablauf im Colon
(Abb. 5, Tab. 2 und 3)

Nach Stimulation der Atmungskette Uber Komplex | des Colons zeigt sich im
normovolamen Versuchsaufbau kein signifikanter Unterschied zwischen der Sham-
Gruppe und der RIPC-Gruppe sowohl fur RCI als auch fur das ADP/O-Ratio. Die
Effekte der Sham- und RIPC-Intervention auf die Stimulation der Atmungskette Uber
Komplex Il im normovolamen Versuchsablauf werden in den Abbildungen 5 B) und
D) dargestellt. In diesen ist zu erkennen, dass eine Durchfihrung von RIPC im
Vergleich zur Sham-Intervention ebenfalls keinerlei Einfluss auf die Werte von RCI
und ADP/O-Ratio nach Ansteuerung der oxidativen Phosphorylierung tber Komplex
Il hat.

3.3 Effekt der RIPC-Intervention auf die oxidative
Phosphorylierung im hypovolamen Versuchsablauf im Colon
(Abb. 5, Tab. 2 und 3)

24



Auch beim hypovolamen Versuchsaufbau kann kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen bezogen auf die Auswirkungen auf die oxidative
Phosphorylierung bei Ansteuerung der Atmungskette Uber Komplex | auf den RCI
und auf das ADP/O-Ratio gefunden werden. Auch bei Ansteuerung der
Atmungskette Uber Komplex Il im hypovolamen Versuchsablauf konnen keine

signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

A) Colon, Komplex | B) Colon, Komplex I
84 &
E_
1 o “] I
o
& 4- T L 3
< <, T
- P — P =
2 I
T Il T
0 | 1 | 1 0 | | | 1
Sham, RIPC, Sham, RIPC, Sham, RIPC, Sham, RIPC,
NV NV HV HV NV NV HV HV
C) Colon, Komplex | D) cColon, Komplex li
8 - 8 -
6 T 6 -|-
5 oal S . T T
x 4 x 4
2 24 L
= J_ ——
0 1 1 1 1 0 T T T T
Sham, RIPC, Sham, RIPC, Sham, RIPC, Sham, RIPC,
NV NV HV HV NV NV HV HV

Abb. 5: Ergebnisse der respiratorischen Messungen bei Ansteuerung der Atmungskette tiber

Komplex | + Il im Colon; NV = Normovolamie; HV = Hypovolamie

Darstellung der ADP/O-Ratio und des RCI als Median mit Minimum und Maximum nach Stimulation
der Atmungskette Uber Komplex | mittels Glutamat/Malat und Uber Komplex Il mittels
Succinat/Rotenon fur die verschiedenen Vergleichsgruppen (Kontrolle (n = 9), Schock (n=10), RIPC
(n=10), Schock + RIPC (n= 10)) im Colon.
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Sham, NV RIPC, NV Sham, HV RIPC, HV

Komplex | 3,230 (1,19-5,52) | 3,530 (2,30-5,85) | 2,720 (1,63-5,30) | 3,045 (1,47-4,60)
|

Komplex | 2,000 (0,95-2,77) | 2,400 (1,70-5,23) | 2,150 (1,30-4,97) | 2,705 (0,97-4,20)
[

Tabelle 2: Darstellung der ADP/O-Ratio als Median (Minimum-Maximum) im Colon; NV =

Normovolamie; HV = Hypovolamie

Sham, NV RIPC, NV Sham, HV RIPC, HV

Komplex | 3,330 (1,42-4,45) | 2,085 (1,31-6,86) | 2,380 (1,27-3,50) | 2,230 (1,51-4,11)
|

Komplex | 3,430 (1,86-5,22) | 2,850 (1,26-6,12) | 3,235 (1,29-5,25) | 2,505 (1,56-4,61)
[

Tabelle 3: Darstellung des RCI als Median (Minimum-Maximum) im Colon; NV = Normovolamie;

HV = Hypovolamie

3.4 Effekt der RIPC-Intervention auf die oxidative
Phosphorylierung im normovolamen Versuchsablauf im lleum
(Abb. 6, Tab. 4 und 5)

Die Abbildung 6 =zeigt die Effekte auf die Ansteuerung der oxidativen
Phosphorylierung uber Komplex | und Il des lleums im normovolamen und
hypovolamen Versuchsablauf. Auch hier bringt die Auswertung fur RCI in der
normovolamen Gruppe fur die Stimulation der Atmungskette Uber Komplex | und in
der normovolamen Gruppe Uber die Ansteuerung der Atmungskette Gber Komplex
Il dhnliche Ergebnisse hervor, sodass kein signifikanter Unterschied besteht. Fur
das ADP/O-Ratio ergeben sich in dieser Gruppe ebenfalls vergleichbare Ergebnisse
innerhalb der normovolamen Uber Komplex | angesteuerten Versuchsgruppe sowie

der normovolamen Uber Komplex Il angesteuerten Versuchsgruppe.
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3.5 Effekt der RIPC-ntervention auf die oxidative
Phosphorylierung im hypovolamen Versuchsablauf im lleum (Abb.
6, Tab. 4 und 5)

Bezogen auf die Effekte der RIPC- und Sham- Intervention auf die oxidative
Phosphorylierung im hypovolamen Versuchsablauf im lleum sind ahnliche
Ergebnisse wie in den vorherigen Gruppen zu erkennen. So zeigen sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Sham- und RIPC-Gruppen unter
hypovolamen Bedingungen sowohl nach Stimulation von Komplex | als auch nach

Stimulation von Komplex Il.
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Abb. 6: Ergebnisse der respiratorischen Messungen bei Ansteuerung der Atmungskette tiber

Komplex | + Il im lleum; NV = Normovolamie; HV = Hypovolamie

Darstellung der ADP/O-Ratio und des RCI als Median mit Minimum und Maximum nach Stimulation
der Atmungskette Uber Komplex | mittels Glutamat/Malat und Uber Komplex Il mittels
Succinat/Rotenon fur die verschiedenen Vergleichsgruppen (Kontrolle (n = 9), Schock (n= 10), RIPC
(n=10), Schock + RIPC (n= 10)) im lleum.
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Sham, NV RIPC, NV Sham, HV RIPC, HV

Komplex | 4,230 (2,68-6,33) | 4,680 (2,92-8,19) | 4,205 (1,60-6,63) | 4,185 (2,99-6,79)
|

Komplex | 4,040 (2,22-6,01) | 4,045 (2,82-6,62) | 3,165 (1,24-5,53) | 3,115 (1,97-6,21)
[

Tabelle 4: Darstellung der ADP/O-Ratio als Median (Minimum-Maximum) im lleum; NV =

Normovolamie; HV = Hypovolamie

Sham, NV RIPC, NV Sham, HV RIPC, HV

Komplex | 2,110 (1,46-3,17) | 1,930 (1,28-6,09) | 2,290 (1,39-3,62) | 1,810 (1,23-5,65)
I

Komplex | 2,570 (1,36-3,60) | 2,335 (0,81-5,67) | 2,305 (1,40-3,33) | 2,645 (1,33-3,67)
[

Tabelle 5: Darstellung des RCI als Median (Minimum-Maximum) im lleum; NV = Normovolamie;

HV = Hypovolamie

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sowohl die Schockinduktion als auch die
Durchfihrung von RIPC keinen Einfluss auf die oxidative Phosphorylierung hatten.
RCI und die ADP/O-Ratio bleiben nach Stimulation Uber beide Komplexe des
Colons und des Dinndarms sowohl nach Schockinduktion als auch nach RIPC
unverandert. Zusatzlich ist festzuhalten, dass kein signifikanter Unterschied der
ADP/O-Ratio und des RCI als Messwerte fur die Effizienz der oxidativen
Phosphorylierung und der Kopplung zwischen Elektronentransportkette und der
oxidativen Phophorylierung im normovolamen Versuchsaufbau im Vergleich zum

hypovolamen Versuchsablauf gezeigt werden konnte.
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4 Diskussion

AbschlieBend lassen sich im Hinblick auf die zu Anfang beschriebenen

Fragestellungen folgende Ergebnisse aus der vorliegenden Studie ableiten:

1. Die intestinale mitochondriale Funktion wird durch einen hamorrhagischen
Schock mit anschlielRender Reperfusion im spaten Fenster nicht beeinflusst.

2. Unter physiologischen Kreislaufbedingungen hat RIPC im spaten Fenster der
Protektion keine Auswirkungen auf die intestinale mitochondriale Funktion.

3. Auch nach einem hamorrhagischen Schock mit anschlieRender Reperfusion
konnte die mitochondriale Funktion im lleum und Colon durch RIPC im

spaten Fenster der Protektion nicht moduliert werden.

4.1 Ergebnisdiskussion:

4.1.1 Effekt von RIPC nach hamorrhagischen Schock mit anschlieBender
Reperfusion auf die intestinale oxidative Phosphorylierung im spaten Fenster

der Protektion

Der zentrale Fokus unserer Studie lag auf den Auswirkungen von RIPC nach
hamorrhagischem Schock mit anschlielender Reperfusion auf die intestinale
mitochondriale Funktion im spaten Fenster der Protektion. Hier zeigte sich kein
Effekt. Auch im frihen Fenster der Protektion zeigte sich in unserer friheren Studie
keine Veranderung der mitochondrialen Funktion in lleum und Colon durch RIPC im
Rahmen eines hamorrhagischen Schocks [19]. Eine positive Auswirkung auf die
Morphologie der Darmschleimhaut zeigte sich in der Studie von Hummitzsch et al.

und einigen anderen Studien dennoch [56, 69].

Die genauen Mechanismen, welche diesem Schutz von RIPC zugrunde liegen, sind

noch nicht ausreichend untersucht worden.

Hummitzsch et al. erwahnen in ihrer Studie beispielsweise andere potenzielle
Mediatoren von RIPC im Gastrointestinaltrakt wie etwa HIF-1a, ADAMTS1, Cited2
und Cytochrom C [56]. Diese sind vorgebildete Molekule und kdnnen somit schnell
aktiviert werden. Die Wechselwirkung dieser Mediatoren muss allerdings noch
genauer erschlossen werden [70]. Diese Mediatoren wurden allerdings in der hier

vorliegenden Studie nicht untersucht.
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Hummitzsch et al. unterstitzen mit ihren Erkenntnissen folglich die Theorie von
Saeki at al., dass das friihe Fenster der Protektion gepragt ist durch eine schnelle
Aktivierung intrazellularer Signalwege unter Beteiligung bereits vorgebildeter
Molekule wie beispielsweise HO-1, NF-kB und NO. Im Gegensatz dazu steht die
Annahme, dass das spate Fenster der Protektion durch langsamere
Transkriptionsvorgange und die De-Novo-Synthese von Schutzproteinen
gekennzeichnet ist [60]. In den letzten Jahren wurden bereits viele Mechanismen
und Proteine identifiziert, welche so zur RIPC-vermittelten-Kardioprotektion
beitragen. In Studien zur Kardioprotektion wird beschrieben, dass die schutzende
Wirkung von RIPC im Herzen mit einer erhdéhten Phosphorylierung von Pro-
Survival-Kinasen (z.B. Erk1/2 und Akt) verbunden ist [71, 72]. Hummitzsch et al.
konnten allerdings keine erhohte Phosphorylierung dieser Molekule im
Gastrointestinaltrakt  nachweisen [56]. Neben diesen  beschriebenen
kardioprotektiven Mechanismen riicken die Mitochondrien in der RIPC-vermittelten-
Protektion in den Kardiomyozyten immer mehr in den Mittelpunkt und viele Autoren
schreiben den Mitochondrien eine zentrale Rolle zu [73, 74]. Die Mitochondrien sind
von grofl3er Bedeutung, da die meisten Signalwege, welche durch RIPC beeinflusst
werden, einen mitochondrialen Kanal hemmen. Dieser kann Uber eine Entkopplung
der oxidativen Phosphorylierung und eine Schwellung der Mitochondrien den
Zelltod induzieren [72]. Auch in einer Studie an Rattenherzen von Cellier at al. fihrte
RIPC nach einer Ischamie und Reperfusion zu einer geringeren InfarktgrofRe, einem
Anstieg des mitochondrialen Fusionsproteins OPA1 und einer Abnahme des
mitochondrialen Spaltprotein DRP1 und somit zu einer erhaltenen Morphologie der
Mitochondrien [74].

Aus diesem Abschnitt ist bereits ersichtlich, dass viele Studien bisher nur die
Auswirkungen von RIPC auf das Herz untersuchten. Die Studie von Hummitzsch et
al. sowie unsere Studie nahmen hingegen die Auswirkungen auf den
Gastrointestinaltrakt in den Blick. Beide Studien deuten darauf hin, dass sich die
RIPC-vermittelnden Schutzmechanismen im Darm von denen fur das Herz

beschriebenen Mechanismen unterscheiden.

Interessant ware hier, ob eine ischamische Prakonditionierung einen Effekt auf die
mitochondriale Funktion in der intestinalen Schleimhaut zeigt. Zu dieser

Fragestellung konnte keine hinreichende Datenlage gefunden werden. Lediglich
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eine Untersuchung von Wu et al. weist darauf hin, dass eine ischamische
Prakonditionierung (IPC) an der oberen Mesenterialarterie die mitochondriale
Atmung im Dinndarm reduziert. Die mitochondriale Funktion wurde in dieser Studie
mittels einer Dehydrogenase-abhangigen Umwandlung als MalR fur die
Glykolyserate gemessen [75]. Aufgrund der mangelnden Datenlage ist eine

Auswirkung von IPC auf die intestinale mitochondriale Funktion weiterhin unklar.

4.1.2 Auswirkungen des hamorrhagischen Schocks mit anschlieBender

Reperfusion auf die intestinale oxidative Phosphorylierung im spaten Fenster

Die zu Beginn formulierte These, dass die intestinale mitochondriale Funktion durch
eine Minderperfusion mit anschlieRender Reperfusion, beeintrachtigt wird, konnten
wir in unserem Versuchsaufbau interessanterweise nicht bestatigen. Xiong at al.
zeigten hingegen anhand einer an Ratten durchgefuhrten Studie eine
Beeintrachtigung der mitochondrialen Aktivitat in den Enterozyten nach einem
hamorrhagischen Schock mit anschlielender Reperfusion. Hier ist allerdings
festzuhalten, dass die Aufrechterhaltung des Schockzustandes in dem
Versuchsaufbau von Xiong et al. im Gegensatz zu unserem Versuchsaufbau 120
Minuten andauerte. Dies kann eine mogliche Ursache flir die vorliegenden

Diskrepanzen sein [18].

Der Frage, ob es schon in einem friheren Zeitfenster nach der Induktion eines
hamorrhagischen Schocks zu Veranderungen in der mitochondrialen Funktion
kommt, ging eine andere Studie unserer Arbeitsgruppe nach. Hier wurde wie auch
in der vorliegenden Studie keine intestinale mitochondriale Dysfunktion nach einem
einstundigen hamorrhagischen Schock nachgewiesen. So blieben der
Elektronentransfer innerhalb der Atmungskette, die maximale Atmungsrate, die
mitochondriale Kopplung und die Atmungseffizienz nach einer Stunde des
hamorrhagischen Schocks erhalten und unterschieden sich nicht zwischen
normovolamischen Kontrollen und der hamorrhagischen Interventionsgruppe.
Dennoch konnte nachgewiesen werden, dass die mikrozirkulatorische
Sauerstoffversorgung wahrend des hamorrhagischen Schocks reduziert ist. Es ist
allerdings wichtig zu erwahnen, dass die hier besprochene Studie unserer
Arbeitsgruppe nur die fruhen Effekte nach hamorrhagischem Schock ohne eine

anschlielende Reperfusion beschreibt [19].
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Einige andere Studien stellten hingegen fest, dass ein Ischamie-
/Reperfusionsschaden weiterhin zu einer beeintrachtigten Heilung einer
Kolonanastomose und histopathologischen Schaden flhrt [76, 77]. Diese Studien
und unsere Ergebnisse lassen vermuten, dass am ehesten mikrovaskulare
Storungen und nicht eine mitochondriale Dysfunktion ursachlich fur funktionelle
Gewebeschaden des Gastrointestinaltraktes wahrend des hamorrhagischen
Schocks mit anschliel3iender Reperfusion sind. Die Datenlage zu Auswirkungen des
hamorrhagischen Schocks mit anschlieBender Reperfusion auf die intestinale

mitochondriale Funktion bleibt weiterhin inhomogen.

4.1.3 Auswirkung von RIPC unter physiologischen Kreislaufbedingungen auf

die intestinale oxidative Phosphorylierung im spaten Fenster der Protektion

In dieser Arbeit wurden auch die alleinigen Auswirkungen von RIPC unter
physiologischen Kreislaufbedingungen auf die intestinale Funktion der
Mitochondrien im spaten Fenster untersucht. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin,
dass RIPC unter diesen Bedingungen die mitochondriale Funktion in lleum und
Colon nach 24 Stunden nicht beeinflusst. So konnten wir weder eine Verbesserung
der intestinalen mitochondrialen Funktion noch eine Verschlechterung nachweisen.
Wie bereits anfangs beschrieben zeigten einige wenige klinische Studien bereits,
dass die Durchfuhrung von RIPC und IPC keine Auswirkungen auf die
Gewebemorphologie und die Funktion von Organen wie Herz, Lunge, Nieren und
Gastrointestinaltrakt hat [44, 65, 78]. Die bereits oben genannte Studie unserer
Arbeitsgruppe beschreibt die Auswirkungen von RIPC im frihen Fenster der
Protektion. Auch hier konnte keine Auswirkung von RIPC, weder auf die
mitochondriale Funktion noch auf die intestinale Mikrozirkulation und die

Gewebsintegritat unter physiologischen Kreislaufbedingungen, gezeigt werden [19].

Hummitzsch et al. untersuchten ebenfalls die Effekte von RIPC auf die intestinale

Schleimhaut im frihen Fenster. Hier zeigten sich folgende Erkenntnisse:

Histomorphologisch zeigten sich hier nach der Durchfliihrung von RIPC allein keine
Veranderungen an der Darmepithelschicht und eine weiterhin normale
Zottenstruktur. Im Kontrast dazu waren nach dem Ischamie-/Reperfusionsschaden
aufgeplatzte und denudierte Zotten mit Epithelschuppung zu erkennen, welche bei
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mit RIPC vorbehandelten Tieren weniger ausgepragt darzustellen war [56]. Eine
Metaanalyse von Boengler et al. beschaftigte sich schliel3lich mit den Auswirkungen
von RIPC auf die mitochondriale Funktion in Kardiomyozyten. Sie stellten fest, dass
es nur wenige Studien gibt, welche den mitochondrialen Sauerstoffverbrauch in
Tiermodellen sowohl nach RIPC als auch nach RIPC mit anschlieRender
Schockinduktion analysierten. In den betrachteten Studien hatte RIPC allein keine
Auswirkung auf die oxidative Phosphorylierung in aus Rattenherzen isolierten
Mitochondrien [63, 79].

Unsere Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen der genannten Studien in Bezug
auf die normovolamischen Untersuchungsbedingungen tberein und zeigen, dass in
unserem Modell RIPC keinen Effekt auf die mitochondriale Funktion im lleum- und

Colongewebe unter normovolamischen Kreislaufbedingungen erzielt.

4.1.4 RIPC in klinischer Anwendung

Es lohnt sich ebenfalls ein Blick auf die klinische Anwendbarkeit der ischamischen
Fernprakonditionierung. Erwahnenswert sind hier zwei grof3e klinische Studien
ERICCA und RIPHeart), welche die kardioprotektiven Effekte von RIPC im
klinischen Setting untersuchten [80]. Sie konnten im Gegensatz zu der bisher
vorherrschenden Datenlage keine kardioprotektive Wirkung von RIPC nachweisen
[80]. Auch die Datenlage bezlglich der Wirkung der ischamischen
Fernprakonditionierung auf den Gastrointestinaltrakt ist sehr inhomogen. Sowohl in
Tierversuchen [56, 81] als auch in klinischen Studiendesigns [82, 83] wurden
positive  Effekte auf einen intestinalen Ischamie-/Reperfusionsschaden
nachgewiesen. Andere Studien zeigten jedoch gegenteilige Ergebnisse [76, 84, 85].
Yi et al. untersuchten in ihrer Studie die Effekte der ischamischen
Fernprakonditionierung auf die postoperative gastrointestinale Funktion von
Patient/-innen nach laparoskopischer Darmkrebs-Resektion. RIPC wurde hier
mittels drei Zyklen von je funfminutiger Ischamie mit anschlieBender fuUnfminutiger
Reperfusion durch Verwendung einer Blutdruckmanschette am rechten Oberarm
durchgefuhrt. Die Messung der postoperativen gastrointestinalen Funktion erfolgte
mithilfe des I-FEED-Scores. Es wurden die postoperativen Funktionen der Patient/-
innen anhand von finf Punkten (Essensaufnahme, Ubelkeit, Erbrechen, klinische

Untersuchung und Dauer der Symptome) gemessen und unterteilt. Hier zeigte sich,
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dass RIPC eine schitzende Wirkung auf die postoperative gastrointestinale
Funktion der Patient/-innen hatte [86]. Auch Li et al. konnten einen positiven Effekt
von RIPC auf die intestinale Funktion zeigen. Sie untersuchten Patient/-innen,
welche sich einer elektiven offenen infrarenalen Aneurysma-Operation unterzogen.
Hier wurde RIPC anhand von drei Zyklen von je funfminatiger Ischamie mit
anschlieBender  funfminttiger  Reperfusion  durch  Verwendung einer
Blutdruckmanschette, hier allerdings im Gegensatz zu der Studie von Yi et al. am
linken Oberarm, durchgefuhrt. Li et al. haben hier das Ausmal} der Darmverletzung
anhand von drei Markern gemessen. Zum einen verwendeten sie das Protein I-
FABP, welches bei einer Verletzung der Darmschleimhaut einen Anstieg im
peripheren Blutkreislauf aufweist. Auch die DAO-Aktivitat im Serum ist ein Marker,
welcher als Index fur die Schadigung der Dunndarmschleimhaut verwendet wird.
Als dritten Marker verwendeten Li et al. den Serumendotoxinspiegel, da er als
Indikator flr die intestinale Permeabilitat dient [82]. Im Gegensatz zu den Studien
von Yi et al. und Li et al., konnten Struck et al. keine Auswirkungen von RIPC auf
die Darmschadigung bei Patienten und Patientinnen feststellen, welche sich einer
Herzoperation mit kardiopulmonalem Bypass unterzogen haben. Struck et al. haben
sowohl die Hohe des Proteins I-FABP im Serum gemessen als auch zweimal taglich
eine klinische Untersuchung der Patienten und Patientinnen bezuglich des
Auftretens von gastrointestinalen Komplikationen durchgefuhrt. RIPC wurde hier
durch vier Zyklen von je funfminatiger Ischamie mit anschlieBender funfminutiger
Reperfusion durch Verwendung einer Blutdruckmanschette an einem Arm

angewendet [85].

Die Inhomogenitat dieser Datenlage in Bezug auf die Anwendung von RIPC im
klinischen Setting wird vermutlich durch mehrere Faktoren ausgeldst. Einerseits ist
die Definition einer gastrointestinalen Dysfunktion nur sehr vage und kann aus
diesem Grund nicht standardisiert diagnostiziert und in Studien festgehalten werden
[86]. Die oben genannten Studien verwendeten jeweils unterschiedliche Strategien,
um die intestinale Funktion beziehungsweise Schadigung zu untersuchen.
Andererseits sind die klinischen Studiendesigns meist sehr unterschiedlich und
haben keine groRRe Stichprobengrofle. Die oben genannten Studien beschaftigen
sich mit den Effekten von RIPC im frGhen Fenster der Protektion. Bisher konnten

keine  klinischen Studien zu den Auswirkungen der ischamischen
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Fernprakonditionierung auf den Gastrointestinaltrakt im spaten Fenster der

Protektion gefunden werden.

4.2 Methodendiskussion

Wie bereits oben erwahnt bestehen groRe Unterschiede in der Datenlage zur
Auswirkung von RIPC auf die intestinale Schleimhaut. Folgende Faktoren kénnen

dazu beitragen und als Ursache in Betracht gezogen werden:

Die Messung wurde jeweils zu einem bestimmten Zeitpunkt 24h nach der
Durchfuhrung von RIPC durchgefuhrt. Somit kdnnen wir nur Aussagen zu diesem
einen Zeitpunkt treffen. Wir kbnnen keine Aussagen zu den Zeitpunkten davor und
danach tatigen und somit nicht ausschlieRen, dass Veranderungen in der
intestinalen mitochondrialen Aktivitat zu einem anderen Zeitpunkt messbar
gewesen waren. In anderen Studiendesigns wurde ebenfalls meist nur zu einem
Zeitpunkt eine Messung durchgefiihrt. Somit ist ein Vergleich dieser

unterschiedlichen Zeitpunkte schwierig.

Da wir uns in der vorliegenden Studie auf die Untersuchung der mitochondrialen
Aktivitat beschrankten, lohnt sich ein naherer Blick auf die Mitochondrien.
Mitochondrien sind Zellorganelle, welche sehr anpassungsfahig sind und sich
schnell an wechselnde Stoffwechsellagen adaptieren kdnnen [87]. Auf diese Weise
konnen Schaden an der mitochondrialen DNA durch eine DNA-Polymerase
repariert und somit die Mitochondrien vor einem Zellschaden geschutzt werden [88].
Wir koénnen nicht ausschlie®en, dass diese und andere Reparaturmechanismen
bereits zum Messzeitpunkt mdgliche mitochondrialen Schaden repariert hatten und
somit in unserer Studie keine anhaltende mitochondriale Dysfunktion sowohl nach

hamorrhagischen Schock als auch nach RIPC nachgewiesen werden konnte.

Wie bereits oben dargestellt, besteht ein Unterschied in der Wirkungsweise von
RIPC im Darm und im Herzen. Das Herz besteht Giberwiegend aus einer Zellart, den
Kardiomyozyten. In der Zusammensetzung ist das Darmgewebe jedoch komplexer
und beinhaltet verschiedene Zelltypen wie Endothelzellen, Epithelzellen,
Fibroblasten, Immunzellen usw. In unserer Studie, wie auch in der Studie von
Hummitzsch et al. und anderen Studien zur intestinalen Wirkung von IPC und RIPC

wurden Gewebehomogenate verwendet. Dies kann eventuell dazu fuhren, dass
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RIPC-vermittelte Effekte auf einen bestimmten Zelltyp (z.B. Epithelzellen) durch
andere Zelltypen, welche nicht auf RIPC reagieren, Uberdeckt werden. Somit
koénnten die Ergebnisse dieser, aber auch anderer, Studien zur intestinalen Wirkung
von RIPC verfalscht sein. Ebenfalls kann es zu einer Schadigung der Mitochondrien
durch den Homogenisierungsprozess kommen. Um dies auszuschliel3en, fuhrten
wir bei jeder Messung eine Kontrollmessung durch. Eine Alternative zur Herstellung
von Gewebehomogentaten stellt die Gewinnung von Mitochondrien durch einen
aufwendigen Isolationsprozess dar. Die so gewonnenen Mitochondrien werden
einzeln zur Messung verwendet. Bei diesem Verfahren wird allerdings diskutiert, ob
die Daten dieser gewonnenen Mitochondrien reprasentativ fir das gesamte
Gewebe verwendet werden kdnnen. Bei dem Isolationsprozess besteht zusatzlich
die Gefahr, dass die Mitochondrien beschadigt werden kdnnen [89]. Das Verfahren
zur Herstellung von Gewebehomogenaten ist im Institut fur experimentelle
Anasthesie der Heinrich-Heine-Universitat in Dusseldorf ein gangiges und somit
standardisiertes Verfahren. Gegenuber dem aufwendigen Isolationsprozess weist
die Herstellung von Gewebehomogenaten viele Vorteile wie einen zeitlich
geringeren Arbeitsaufwand, die Verwendung von kleineren Mengen zur Messung

bestimmter Parameter und die Stabilitat der Gewebeproben auf [89].

Andere Confounder wie zum Beispiel das Alter der Tiere, Komorbiditaten der
Versuchstiere, Geschlecht und andere mogliche Kompensationsmechanismen
mussen ebenfalls als Ursache flur die inhomogene Datenlage in Erwagung gezogen
werden. Bezlglich des Alters der Tiere deutet eine Studie von Ren et al. daraufhin,
dass die lleumzotten verschiedener Sprague-Dawley-Ratten mit steigendem Alter
atrophisch werden und somit die Barrierefunktion der Mukosa herabsetzen kdnnten
[90]. Andere Studien zeigten ebenfalls eine mit zunehmendem Alter starker
ausgepragte mitochondriale Dysfunktion [91]. In unserer Studie wurden die
Versuche an acht Wochen alten Wistar-Ratten durchgefiihrt, womit weitestgehend
altersbedingt eingeschrankte Funktionen der Barrierefunktion und der
mitochondrialen Dysfunktion ausgeschlossen werden koénnen. Allerdings muss
bertcksichtigt werden, dass mdgliche Kompensationsmechanismen bei so jungen
Tieren noch nicht komplett entwickelt sind. Neben dem Alter der Tiere kdnnen auch
deren Komorbiditaten einen Einfluss auf die Studienergebnisse haben. Wider et al.

zeigten in ihrem Versuch, dass der kardioprotektive Effekt der ischamischen
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Fernprakonditionierung bei an Diabetes Typ 2 erkrankten Versuchstieren nicht
auftritt [92]. Als Versuchstiere verwendeten wir ausschlieRlich Wistar-Ratten. Hier
konnen wir weitestgehend davon ausgehen, dass keine Komorbiditaten bestehen.
Um dardber hinaus hormonelle Einflisse auszuschlieBen und eine hohere
Homogenitat zwischen den einzelnen Versuchstieren zu etablieren, beschrankten

wir uns auf die Untersuchung von mannlichen Wistar-Ratten (siehe Seite 14).

Andere mdgliche Kompensationsmechanismen kénnen ebenfalls Ursache fur die
inhomogenen Studienergebnisse sein. Hier sind zum Beispiel sympathoadrenerge
Mechanismen wie eine Tachykardie, eine Tachypnoe und eine Zentralisierung
durch periphere Vasokonstriktion zu beachten. Da diese Mechanismen nicht teil der
Fragestellung waren und in dem Zeitraum zwischen RIPC beziehungsweise Sham
und der letztendlichen Laparotomie nach gegebenenfalls durchgefuhrter Ischamie-
Reperfusion-Phase nicht gemonitort wurden, kann keine Aussage uber mdgliche
Auswirkungen dieser Faktoren auf die Studienergebnisse getatigt werden. Eine
Hypothermie ware ein weiterer Kompensationsmechanismus und kann uber eine
Abnahme des Sauerstoffverbrauchs und einer Verminderung des Stoffwechsels
eine protektive Wirkung auf die mitochondriale Funktion bewirken. Anhand des
Einsatzes einer Warmematte und rektaler Temperaturmessung konnen wir in
unserem Versuchsaufbau eine Hypothermie allerdings weitestgehend ausschliel3en
(siehe Seite 15).

Nicht unerwahnt bleiben darf, dass viele Autoren einen Einfluss von Anasthetika auf
die Wirkung der ischamischen Fernprakonditionierung beschreiben. So
beschreiben Chen et al., dass es zu einer Aufhebung der kardioprotektiven
Mechanismen von RIPC kommt, wenn Propofol vor der Anwendung von RIPC
verabreicht wird. Kommt es allerdings zu einer Verabreichung nach der Anwendung
der ischamischen Fernprakonditionierung liegt weiterhin ein kardioprotektiver
Schutz vor. Die Signalmechanismen des kardioprotektiven Schutzes durch RIPC
kénnen also in der spaten Phase der Protektion nicht durch Propofol aufgehoben
werden [93]. Bisher wurden solche Effekte nur flr Propofol beschrieben. In unserer

Studie verwendeten wir daher Pentobarbital als Anasthetikum (siehe Seite 15).

Zur Reduktion von Messfehlern bildeten wir jeweils einen Mittelwert aus den drei
durchgefuhrten Messungen (siehe Seite 18).

38



Es wurden somit bereits viele mogliche Faktoren erortert, dennoch ist es nicht
auszuschliel3en, dass weitere bisher noch unbekannte Confounder die Ergebnisse

beeinflussen konnen.

5 Schlussfolgerung und Ausblick

Im Rahmen dieser Versuchsreihe konnte weder ein Einfluss auf die mitochondriale
Funktion unter normovolamen noch unter hypovolamen Bedingungen oder nach
Durchfihrung von RIPC festgestellt werden. Die mitochondriale Funktion wird also
weder durch RIPC noch durch eine Hypovolamie mit anschlieRender Reperfusion
verandert. Es konnen daraus folgend keine Aussagen uber die Wirksamkeit
beziehungsweise die Effekte von RIPC im Allgemeinen getroffen werden. Aufgrund
der weiterhin inhomogenen und teils widerspruchlichen Datenlage besteht die
Notwendigkeit weitere Nachforschungen zu moglichen Wirkmechanismen von

RIPC aufs intestinale Gewebe durchzufihren.

Gelingt es Wirkmechanismen herauszukristallisieren ware dies eine gute
Madglichkeit zur klinischen Anwendbarkeit von RIPC und somit Protektion vor einer
Sepsis oder einem Multiorganversagen bei einem hamorrhagischen Schock.
Allerdings ist zu bedenken, dass es viele mdgliche Einflisse wie Komorbiditaten
oder das verwendete Anasthetikum gibt, welche den Effekt der ischamischen

Fernprakonditionierung auch im klinischen Setting mildern kénnten.
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7 Anhang

7.1 Materialien und Gerate des laborexperimentellen

Versuchsteils

Borosilicate Becherglas

VWR International GmbH. Darmstadt

Deutschland, 600ml

Eismaschine

AF 80, Scotsman, Mailand, Italien

Eppendorf Research®Pipette

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

Hamburg, Deutschland

Falcons Cellstar Tubes 50ml

FalconTM 50ml, SARSTEDT

AG&Co.KG, Nimbrecht, Deutschland

Falcons Cellstar Tubes 15ml

FalconTM 15ml, SARSTEDT

AG&Co.KG, Numbrecht, Deutschland

Gewebehomogenisator Potter-

Elvejem

Pro Scientific, Swedesboro, New

Jersey, USA

Handschuhe

Abena, gloves nitrile powder-free

Homogenisatorgefald

Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland

Homogenisierstation

IKA Eurostar 20 digital

Injekt Spritze Ito Corporation Exmire Microsyringe
MS-R25, Fuiji, Japan
Kompressen ES-Kompresse, Paul Hartmann AG,

Heidenheim, Deutschland
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Mikrotitierplatten

Mikrotestplatte 96-Well F,

SARSTEDT, Numbrecht, Deutschland

Multi-Detektions-Plattenlesegerat

BioTek Synergy 2 mit Software
Gen5™ Version 1.11, BioTek,

Winooski, USA (Protein- und MDA-

Konzentrationsbestimmung)

Petrieschalen

pH-Meter

Digital-pH-Meter 646, Knick
Elektronische Messgerate GmbH &

Co. KG, Berlin, Deutschland

Pinzette gebogen

Pinzette spitz

Pipetten

Pipettensatz Eppendorf Research R

100ul bis 5000l

Reaktionsgefal® 1,5ml

Micro tube 1,5ml, SARSTEDT AG &

Ko.KG, Numbrecht, Deutschland

Reaktionsgefall 2ml

Micro tube 2ml, SARSTEDT AG &

Ko.KG, Numbrecht, Deutschland

Respirometer

MT200 und SI782, Strathkelvin
Instruments, North Lanarkshire,

Schottland

47




Respirometer Software

782 System Version 4.4 HID,
Strathkelvin Instruments, North

Lanarkshire, Schottland

TiefkUhlschrank Forma 900 Ultratiefkuhlschrank,
Thermo Fischer Scientific, Waltham
MA, USA

Trockenschrank UT6060, Hereaus Holding GmbH,
Hanau, Deutschland

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

Waage LA230S, Sartorius, Goéttingen,
Deutschland

Wasserbad JULABO GmbH Typ: ED (v.2),
Seelbach, Deutschland

Zentrifuge Eppendorf Zentrifuge 5810 R,

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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7.2 Reagenzien und Chemikalien des laborexperimentellen

Versuchteils

ADP (Adenosintriphoshat)

Sigma A5285, MG 501,31 g/mol

Antimycin A from Streptomyces sp.

Sigma A8674, 50mM

Aqua dest.

Merck, Darmstadt Deutschland

BSA 0,1% fatty acid free (bovine

serum albumine)

Sigma A6003

cOmplete™ (Protease Inhibitor

Cocktail)

Roche Life Science, Mannheim,

Deutschland

Cytochrom C from bovine heart

Sigma C2037 - 50MG

Ethylenglykoltetraacetat EGTA

Roth 3054, MG 380,3 g/mol

Folin-Ciocalteau-Reagenz

Sigma Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim Deutschland

Flussiger Stickstoff

Linda, Duisburg, Deutschland

Glutamat

Fluka, MUnchen, Deutschland

Kaliumchlorid

Roth 6781, MG 74,56g/mol

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Merck 4873, MG 136,09g/mol

Kaliumhydroxid

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis

MO, USA

Malat

SERVA Electrophoresis GmbH,

Heidelberg, Deutschland

Mannitol (D(-)-Mannit)

Roth 4175.1, MG 182,18g/mol
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MDA (Tetramethoxypropan)

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis

MO, USA

3-(N-Morpholino)-1-Propansulfonsaure

MOPS

Roth 6979, MG 209,27g/mol

Natriumcarbonat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydrogencarbonat

Roth 8551.1, MG 84,01g/mol

Natriumhydroxid Merck, Darmstadt, Deutschland

n-Butanol Merck, Darmstadt, Deutschland

Oligomycin 5mg/ml in DMS, CAlbiochem, Israel

Phosphorsaure AppliChem GmbH, Darmstadt
Deutschland

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

Succinat Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis

MO, USA

Sucrose (D(+)-Saccharose)

Roth 4621, MG 342,3g/mol

Thiobarbitursaure (TBA)

Merck 1.08180.0025 MG 144,15g/mol

Tetrasodiumpyrophosphat

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis

MO, USA

Trypsin-EDTA

(Ethylendiamintetraacetat) 0.05%

Gibco 25300-054 100ml
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7.3 Puffer und Losungen des laborexperimentellen Versuchsteils

Isolationspuffer (pH 7,15)

200mM Mannitol

50mM Sucrose

5mM KH2PO4

5mM MOPS

0,1% BSA

1mM EGTA

zusatzlich wurden fir Colon und

lleum 20mg BSA/ml hinzugefligt

Respirationspuffer (pH 7,4)

130mM KCL

5mM K2HPO4

20mM MOPS

2,5mM EGTA

1 uM Na4P207

0,1% BSA

zusatzlich wurden fir Colon und

lleum 20mg BSA/mI hinzugefligt

Lowry Reagenz A

10g Natriumcarbonat

0,51 Natriumhydroxid

Lowry Reagenz B

2g Kupfersulfat-Pentahyrat

Lowry Reagenz C

1g Kaliumtartrat
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