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Fiir meine Eltern.

In tiefer Dankbarkeit fiir alles, was ihr mir ermoglicht habt.



Zusammenfassung

Die Sepsis ist definiert als lebensbedrohliche Organdysfunktion, die durch eine inadidquate
Wirtsantwort auf eine Infektion hervorgerufen wird. Sie ist weltweit mit einer hohen Inzidenz und
Letalitdt assoziiert. Es existieren Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen mitochondrialer
Funktion (MF) und dem sepsisinduzierten Organversagen. Andisthetika konnen die MF
unterschiedlich verdndern und organspezifisch wirken. Sowohl intestinale als auch hepatische
Storungen korrelieren mit der Mortalitétsrate bei Sepsis. Zur MF im Colon liegen bislang nur wenige
Daten vor. Fiir die Leber gibt es kaum Untersuchungen, die die Effekte mehrerer Anésthetika

miteinander vergleichen.

Das Ziel dieser Arbeit war daher, die Wirkung von fiinf gingigen Anisthetika auf die MF in Colon
und Leber unter septischen und nicht-septischen Bedingungen zu vergleichen. In einer verblindeten
in-vivo-Studie wurden 120 Wistar-Ratten in 10 Gruppen (n = 12) randomisiert. Die Gruppen 1 bis
5 wurden einer sterilen Laparotomie (Sham) unterzogen. Bei den Gruppen 6 bis 10 wurde mittels
Colon-Ascendens-Stent (CASP) eine abdominelle Sepsis induziert. Nach 24 Stunden wurde eine
Relaparotomie durchgefiihrt. Die Narkoseaufrechterhaltung erfolgte je nach Gruppenzugehdrigkeit
mit [sofluran, Sevofluran, Propofol, Midazolam oder Dexmedetomidin. Nach 90 Minuten wurden
alle Tiere durch Exsanguination getdtet und Gewebe aus Colon und Leber entnommen. AnschlieBend
erfolgte die Messung der MF in Colon- und Leberhomogenaten durch Respirometrie. Es wurde der
basale Sauerstoffverbrauch (State 2) nach Gabe von Substraten fiir Komplex I (Glutamat/Malat) und
fiir Komplex II (Succinat) der Atmungskette sowie der maximale Sauerstoffverbrauch (State 3) nach
ADP-Gabe gemessen. Zudem wurde die ADP/O-Ratio als MaB fiir die Effizienz der oxidativen
Phosphorylierung bestimmt. Als Parameter der Kopplung zwischen Atmungskette und oxidativer
Phosphorylierung wurde ein Respiratory Control Index (RCI - State 3/2) herangezogen. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test mit Dunn-Korrektur; p < 0,05 wurde

als signifikant gewertet.

Signifikante Unterschiede konnten nur fiir die MF in der Leber und nur bei nicht-septischen Tieren
festgestellt werden: Nach einer Narkose mit Isofluran war die ADP/O-Ratio nach Stimulation der
Atmungskette tiber Komplex II signifikant hoher als nach Midazolam-Narkose. Auflerdem war State
3 nach Stimulation der Atmungskette iber Komplex I nach Propofol-Narkose signifikant niedriger
als nach Midazolam-Narkose. Fiir die mitochondriale Funktion im Colon zeigten sich zwischen den
untersuchten Aniésthetika keine signifikanten Unterschiede. Bei den septischen Tieren konnten

weder fiir die MF in der Leber noch im Colon signifikante Unterschiede gemessen werden.

Die vorliegende Arbeit zeigt somit, dass sich die untersuchten Anésthetika in ihrem Effekt auf die
MF in der Leber bei nicht-septischen Tieren geringfiigig unterscheiden. Hinsichtlich ihres Effekts
auf die MF im Colon und bei septischen Tieren gibt es keine signifikanten Unterschiede zwischen

den verschiedenen Anésthetika.



Abstract

Sepsis is defined as a life-threatening organ dysfunction caused by a dysregulated host response to
infection. It is associated with a high incidence and mortality worldwide. Evidence suggests an
association between mitochondrial function (MF) and sepsis-induced organ failure. Anesthetic
agents may affect mitochondrial function differently and exert organ-specific effects. Both intestinal
and hepatic dysfunction are associated with increased mortality in sepsis. To date, only limited data
are available regarding mitochondrial function in the colon. In the liver, only few studies have

compared the effects of different anesthetic agents on mitochondrial function.

The aim of this study was therefore to compare the effects of five commonly used anesthetic agents
on mitochondrial function in the colon and liver under septic and non-septic conditions. In a blinded
in vivo study, 120 Wistar rats were randomized into 10 groups (n = 12). Groups 1 to 5 underwent
sterile laparotomy (sham procedure). In groups 6 to 10, abdominal sepsis was induced using the colon
ascendens stent peritonitis (CASP) model. After 24 hours, relaparotomy was performed. Depending
on group allocation, anesthesia was maintained with isoflurane, sevoflurane, propofol, midazolam,
or dexmedetomidine. After 90 minutes, all animals were euthanized by exsanguination, and tissue
samples from the colon and liver were collected. Mitochondrial function in colon and liver
homogenates was subsequently assessed by respirometry. Basal oxygen consumption (state 2) after
administration of substrates for complex I (glutamate/malate) and complex II (succinate) of the
respiratory chain, as well as maximal oxygen consumption (state 3) after ADP stimulation, were
measured. In addition, the ADP/O ratio was determined as a parameter of oxidative phosphorylation
efficiency. The respiratory control index (RCI; state 3/state 2) was used as a parameter of coupling
between the respiratory chain and oxidative phosphorylation. Statistical analysis was performed
using the Kruskal-Wallis test with Dunn’s correction; p < 0.05 was considered statistically

significant.

Significant differences were detected only in hepatic mitochondrial function and only in non-septic
animals: Following isoflurane anesthesia, the ADP/O ratio after stimulation of the respiratory chain
via complex II was significantly higher compared to midazolam anesthesia. Furthermore, state 3
respiration after stimulation of the respiratory chain via complex I was significantly lower following
propofol anesthesia compared to midazolam anesthesia. No significant differences in mitochondrial
function of the colon were observed between the investigated anesthetic agents. In septic animals, no

significant differences in mitochondrial function were detected either in the liver or in the colon.

In conclusion, the present study demonstrates that the investigated anesthetic agents differ slightly
in their effects on hepatic mitochondrial function in non-septic animals. With regard to their effects
on mitochondrial function in the colon and under septic conditions, no significant differences were

observed between the different anesthetic agents.
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1 Einleitung

1.1 Bedeutung der Sepsis

Bereits 1913 bemerkte William Osler, ein kanadischer Arzt, der auch als Vater der modernen
Medizin bezeichnet wird: ,,Auller in wenigen Ausnahmen scheint der Patient eher durch die
Reaktion des Korpers auf die Infektion zu sterben als durch die Infektion selbst™ [1]. Damit
beschrieb er schon damals ein zentrales Prinzip des heutigen Verstdndnisses von Sepsis. Das
Krankheitsbild der Sepsis ist seit 2016 international einheitlich definiert als eine
lebensbedrohliche Organdysfunktion, die durch eine inaddquate Wirtsantwort auf eine
Infektion hervorgerufen wird [2]. Eine sepsisassoziierte Organdysfunktion liegt bei einem
Anstieg des SOFA-Scores (s. Tabelle 1) um > 2 Punkte vor. Der septische Schock stellt die
schwerste Verlaufsform der Sepsis dar. Er ist definiert durch eine persistierende Hypotonie
mit einem mittleren arteriellen Druck < 65 mmHg, die eine Katecholamingabe erforderlich

macht, sowie durch ein Serumlaktat > 2 mmol/L trotz addquater Volumengabe.

Die Sepsis zdhlt weltweit zu den hdufigsten und schwerwiegendsten Erkrankungen. Im Jahr
2017 erkrankten schiatzungsweise 48,9 Millionen Menschen, wéhrend 11 Millionen
Todesfille mit einer Sepsis assoziiert waren, was rund 20 Prozent aller Todesfille entspricht
[3]. Auch in Deutschland wird die jahrliche Inzidenz auf etwa 279.000 Fille geschétzt [3].
Sepsis betrifft alle Altersgruppen. Besonders hohe Inzidenzen zeigen sich bei Kindern unter
5 Jahren mit schitzungsweise 20,3 Millionen Sepsisfillen und 2,9 Millionen
sepsisassoziierten Todesfillen sowie bei dlteren Menschen zwischen 65 und 89 Jahren, bei
denen ein weiterer Erkrankungsgipfel beobachtet wird [3]. Eine systematische
Ubersichtsarbeit und Metaanalyse aus dem Jahr 2020 zeigt einen deutlichen Anstieg der
Sepsisinzidenz seit 2008 [4]. Schitzungen zur Inzidenz sind jedoch aufgrund von

unterschiedlichen Definitionen und nur ungenauer Erfassung nur bedingt belastbar.

Nach tiberstandener Sepsis treten zudem hédufig Langzeitfolgen auf. Innerhalb von zwei
Jahren nach iiberlebter Sepsis versterben etwa 33 Prozent der Patienten. Weitere 17 Prozent
entwickeln Langzeitkomplikationen, die als Post-Sepsis-Syndrom bezeichnet werden [5].
Hierzu zdhlen unter anderem eine eingeschrinkte Muskelkraft, muskuloskelettale
Schmerzen und Polyneuropathien sowie chronische Erschopfung, Konzentrationsstérungen
und verminderte kognitive Leistungen [6]. Auch psychische Beschwerden wie

Depressionen, Schlafstérungen oder Angstzusténde treten hiufig auf [6].



Tabelle 1: Bestandteile und Punktwerte des Sequential Organ Failure Assessment (SOFA)-

Scores !
Parameter 2 Punkte 3 Punkte 4 Punkte
Atmung: >400 mmHg <400 mmHg <300 mmHg <200mmHg <100 mmHg
P.O/FiO; unter unter
kiinstlicher kiinstlicher
Beatmung Beatmung
Gerinnung: > 150.000/ul < 150.000/ul < < <
Thrombozytenzahl 100.000/pl 50.000/ul 20.000/ul
Leber: <1,2 2,0-5,9 6,0-11,9 >12,0
Bilirubin mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl
Herz-Kreislauf- MAP > 70 Dopamin <5  Dopamin Dopamin
System mmHg oder 5,1-15 oder >15 oder
Dobutamin Adrenalin <0,1 Adrenalin >0,1
(jede oder oder
Dosierung)? Noradrenalin ~ Noradrenalin
<0,12 >(,12
Niere: 1,2-1,9 mg/dl 2,0-3,4 mg/dl  3,5-4,9 mg/dl >5 mg/dl
Kreatinin/
Urinausscheidung
oder oder
<500 ml <200 ml
Urin/ Tag Urin/ Tag
ZNS: 10-12 6-9 <6

Glasgow Coma
Scale Score

1 modifiziert nach Vincent et al. [7]

2 Katecholamingabe in pg/kg/min fiir mindestens eine Stunde

Die Behandlung der Sepsis ist zudem mit erheblichen Kosten verbunden. Daten aus den

USA zeigen, dass die krankenhausbezogenen Behandlungskosten einer Sepsis hoher sind als

die eines akuten Myokardinfarktes, einer Herzinsuffizienz, einer Pneumonie oder einer

COPD [8]. Eine systematische Ubersichtsarbeit aus dem Jahr 2022 zeigt, dass die



durchschnittlichen Krankenhauskosten pro Sepsis-Patient je nach Land im Zeitraum von
Januar 2010 bis Januar 2022 zwischen 1 101 Euro und 91 951 Euro lagen [9]. Die medianen
sepsisbedingten Gesundheitsausgaben pro Land betrugen 2,65 Prozent des jeweiligen
nationalen Gesundheitsbudgets [9]. Diese Untersuchungen bezogen die Behandlung von
Langzeitkomplikationen jedoch nicht mit ein, sodass insgesamt von einer noch deutlich

hoheren gesamtwirtschaftlichen Belastung auszugehen ist.

1.2 Pathophysiologie der Sepsis

Die Pathophysiologie der Sepsis ist nur unvollstédndig verstanden und Gegenstand intensiver
Forschung. Die resultierende Organdysfunktion scheint multifaktoriell bedingt zu sein.
Huang et al. beschreiben in einer systematischen Ubersichtsarbeit aus dem Jahr 2019 eine
dysregulierte Immunantwort, Immunschwiche, mitochondriale Schdden, Koagulopathie
sowie endoplasmatischen Retikulumstress (ER-Stress) als zentrale Mechanismen der Sepsis

[10]. Ein weiterer Schliisselmechanismus ist die gestorte Mikrozirkulation [11].

Ausloser der initialen Immunantwort ist in der Regel eine Infektion mit Bakterien, Pilzen,
Viren oder Parasiten. Erregerbestandteile (pathogen-associated molecular patterns,
PAMPs), wie beispielsweise Lipopolysaccharide (LPS), sowie endogene Substanzen, die
durch Zellschiadigung freigesetzt werden (damage-associated molecular patterns, DAMPs),
fiihren zu einer Aktivierung von Pattern-Recognition-Rezeptoren (PRRs) des angeborenen
Immunsystems [12]. Die Aktivierung dieser Rezeptoren initiiert intrazelluldre
Signalkaskaden, die zur Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie Interleukin-6 (IL-
6) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) sowie antiinflammatorischer Zytokine wie
Interleukin-10 (IL-10) fithren [13, 14]. Die resultierende {iberschieende systemische

Immunreaktion kann klinisch zu Fieber, Schock und Multiorganversagen fiihren.

Viele Patienten mit Sepsis entwickeln zudem eine Immunschwiche, die nosokomiale und
andere sekundire Infektionen sowie die Reaktivierung latenter Viren begiinstigt. Die
zugrunde liegenden Mechanismen sind vielfdltig und noch nicht vollstdndig verstanden. Zu
den Mechanismen zdhlt unter anderem eine vermehrte Apoptose von B-Lymphozyten, T-
Lymphozyten und dendritischen Zellen [15-17]. Ein weiterer zentraler Mechanismus ist die
Ausbildung einer sogenannten Endotoxin-Toleranz. Darunter versteht man das bei Patienten
mit Sepsis beobachtete Phinomen einer abgeschwichten Immunantwort von Monozyten

und Makrophagen nach wiederholter Stimulation mit LPS [18, 19]. Weitere diskutierte



Mechanismen umfassen die vermehrte Freisetzung unreifer Neutrophiler sowie

epigenetische und metabolische Verdnderungen [20, 21].

Ein weiterer wichtiger Mechanismus ist die sepsisinduzierte Koagulopathie [22]. PAMPs
und DAMPs fiihren iiber die Bindung an PRRs zur Aktivierung von Monozyten und damit
zu einer vermehrten Expression des Tissue-Faktors, was den extrinsischen Gerinnungsweg
aktiviert und eine verstirkte Thrombinbildung zur Folge hat. Eine Stérung des
gerinnungshemmenden Protein-C/S-Systems wird ebenfalls beobachtet [23]. Geschddigte
Endothelzellen setzen zudem vermehrt Von-Willebrand-Faktor frei [24]. Aktivierte
neutrophile Granulozyten bilden sogenannte Neutrophil Extracellular Traps (NETS),
netzartige Strukturen aus DNA und Histonen, die Pathogene binden und abtdten [25]. NETs
fordern gleichzeitig die intravasale Blutgerinnung und die Bildung von Thromben [26]. In
einer japanischen Beobachtungsstudie aus dem Jahr 2019 erfiillten 29 Prozent der Patienten
die Kriterien fiir eine disseminierte intravasale Koagulopathie (DIC) als schwerste Form der
sepsisinduzierten Koagulopathie [27]. Im Rahmen einer DIC kommt es zur Bildung von
Mikrothromben, die iiber eine Beeintrichtigung der Mikrozirkulation wesentlich zur

Entstehung des sepsisinduzierten Organversagens beitragen [28].

Das endoplasmatische Retikulum (ER) ist ein Zellorganell in eukaryotischen Zellen und
spielt eine zentrale Rolle in der Proteinsynthese, -faltung und posttranslationaler
Modifikation. Dariiber hinaus stellt es einen der wichtigsten intrazelluldren Calciumspeicher
dar. Da Calciumionen als Second Messenger fungieren, ist die Freisetzung von Calcium aus
dem ER entscheidend fiir die intrazelluldre Signaltransduktion. Bei Stérungen der
Proteinfaltung kann es zur Akkumulation fehlgefalteter Proteine im ER kommen, was einen
Zustand induziert, der als ER-Stress bezeichnet wird. ER-Stress wird auch vermehrt bei
Patienten mit Sepsis beobachtet [29]. Bei ER-Stress reagiert die Zelle mit dem sogenannten
unfolded protein response (UPR). Der UPR aktiviert verschiedene Signalwege, die zu einer
Reduktion der Proteintranslation, einer Erhohung der Faltungskapazitit sowie zum Abbau
fehlgefalteter Proteine fithren [30]. Bei anhaltender Aktivierung des UPR kann es jedoch
auch zur Induktion von Zelltod kommen, was zur Entstehung des Multiorganversagens in

der Sepsis beitrdgt [30].

Neben den immunologischen Verdnderungen scheint auch die Mikrozirkulation wesentlich
zur Organdysfunktion beizutragen. Im Rahmen eines septischen Schocks kommt es durch
Abnahme des GefaBtonus (relative Hypovoldmie) und Fliissigkeitsverluste infolge erhohter

Gefidllpermeabilitit (absolute Hypovoldmie) zu einer verminderten Durchblutung der

4



kleinsten BlutgefiBe. Dies beeintrichtigt die Organperfusion und fiihrt zu einer
Gewebehypoxie [11]. Diese Verdnderungen treten bereits auf, bevor der mittlere arterielle
Blutdruck relevant abfallt [31] und konnen auch nach Normalisierung der Makrozirkulation
und des Blutdrucks weiter bestehen [32]. Aus diesem Grund gewinnt das Monitoring der
Mikrozirkulation und die positive Beeinflussung der Mikrozirkulation bei kritisch kranken
Patienten zunehmend an Bedeutung. So werden nicht-invasive Verfahren zur Visualisierung
der Mikrozirkulation wie die sublinguale Mikrozirkulationsmessung  mittels
Videomikroskop weiterentwickelt [33]. AuBerdem wird die medikamentdse Modulation der
Mikrozirkulation intensiv erforscht und ist beispielsweise auch ein Schwerpunkt der

Arbeitsgruppe, in der die vorliegende Arbeit entstanden ist [34-36].

1.3 Grundlagen der mitochondrialen Funktionsweise

Mitochondrien sind Zellorganellen in eukaryotischen Zellen, die eine zentrale Rolle im
zelluliren Energiestoffwechsel spielen. Uber die oxidative Phosphorylierung in der inneren
Mitochondrienmembran wird Adenosintriphosphat (ATP) gebildet, das als zentraler
Energietridger und Signalmolekiil fungiert. Entsprechend finden sich auch besonders viele

Mitochondrien in Zellen mit hohem Energiebedarf, wie Muskel- oder Nervenzellen.

Mitochondrien sind von einer Doppelmembran umgeben. Die innere Membran ist stark
gefaltet und bildet je nach Zelltyp unterschiedliche Strukturen. Hier sind die Enzyme der
Atmungskette lokalisiert. Der Raum innerhalb der inneren Membran wird als Matrix
bezeichnet und enthélt zahlreiche Enzyme sowie die mitochondriale DNA. Die duflere
Membran ist nicht gefaltet und beinhaltet Kanile, die dem Stoffaustausch dienen.
Mitochondrien unterscheiden sich je nach Gewebe- und Zelltyp sowohl in ihrer Morphologie

als auch in ihrer funktionellen Spezialisierung und Proteinzusammensetzung [37].

Wichtige Funktionen der Mitochondrien sind unter anderem die oxidative Phosphorylierung,
die mitochondriale Fettsduresynthese und -oxidation, die Apoptoseinduktion, die
intrazelluldre Speicherung von Calcium, der Citratzyklus, die Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS), Warmeproduktion und Teile des Harnstoffzyklus [37]. In Tabelle
2 sind die zentralen Funktionen von Mitochondrien in eukaryotischen Zellen und deren

Bedeutung aufgefiihrt.



Tabelle 2: Zentrale Funktionen von Mitochondrien in eukaryotischen Zellen

Spezifische Aufgabe Bedeutung

ATP-Synthese Energiegewinnung auf zelluldrer Ebene [38, 39]

3-Oxidation von Fettsduren Gewinnung von Substraten fiir den Citratzyklus (Acetyl-CoA)
[40]

Citratzyklus Bereitstellung von FADH2, NADH + H+ fir die

Atmungskette [40]

Hém-Biosynthese Bestandteil von Himoglobin, Myoglobin, Cytochrom c [40]
Calciumspeicherung Signaltransduktion [37]

ROS-Produktion Signalmolekiile [38, 40]

Apoptose-Induktion Gewebehomdostase, Tumorsuppression [41]

Thermogenese Warmeproduktion [37]

Die oxidative Phosphorylierung stellt den =zentralen Prozess der mitochondrialen
Energiegewinnung dar. In der inneren Mitochondrienmembran befindet sich eine
Elektronentransportkette, bestehend aus mehreren Proteinkomplexen (Komplex I-V) sowie
den Elektronentrigern Ubiquinon und Cytochrom c¢. Die Elektronen von
Nikotinamidadenindinukleotid (NADH) und Flavin-Adenin-Dinukleotid (FADH2) werden
auf die Komplexe I und I der Atmungskette libertragen. Der Elektronentransport ist mit dem
Transport von Protonen aus der Matrix in den Intermembranraum gekoppelt. Hierdurch
kommt es zum Aufbau eines elektrochemischen Protonengradienten. Die so gewonnene
Energie wird durch die ATP-Synthase (Komplex V der Atmungskette) dazu genutzt,
Adenosindiphosphat (ADP) zu Adenosintriphosphat zu phosphorylieren [42].

Im Rahmen der Atmungskette entstehen als Nebenprodukte reaktive Sauerstoffspezies
(ROS), wie beispielsweise Superoxidanion (O2-—) und Wasserstoffperoxid (H20). Sie

fungieren als Second Messenger in zelluldren Signalprozessen, insbesondere im Rahmen der



Immunantwort [43]. Dariiber hinaus spielen mitochondriale ROS eine wichtige Rolle in der

Makrophagen-assoziierten Immunabwehr [44-46].

1.4 Sepsis und mitochondriale Funktion

Zahlreiche Studien haben Verdnderungen der mitochondrialen Funktion bei Patienten mit
Sepsis beschrieben [47-51]. Dabei zeigen sich unter anderem Hinweise auf eine

eingeschrinkte oxidative Phosphorylierung und eine gestorte Zellatmung.

So wurde beispielsweise eine vermehrte Inaktivierung des Pyruvatdehydrogenase-
Komplexes beschrieben, wodurch zentrale Schritte der oxidativen Phosphorylierung
beeintrichtigt werden [52]. In klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass periphere
mononukledre Blutzellen (PBMC) bei Patienten mit septischem Schock eine verminderte
ATP-Synthase-Aktivitit sowie eine reduzierte Zellatmung aufweisen [53]. Auch bei
Patienten ohne Schocksymptomatik wurden eine herabgesetzte Aktivitit der Komplexe I, I1I
und IV der Atmungskette sowie ein reduzierter Sauerstoffverbrauch festgestellt [54].
Dariiber hinaus wurde eine signifikante Korrelation zwischen dem Ausmal} der
mitochondrialen Dysfunktion, dem Schweregrad der Sepsis sowie dem klinischen Outcome
beobachtet [54]. Weitere Untersuchungen zeigten in Thrombozyten septischer Patienten
verminderte NADH-Konzentrationen und eine reduzierte Aktivitit der Komplexe I, III und
IV [55]. Auch in Muskelgewebe konnte eine verminderte ATP-Konzentration sowie eine
eingeschrinkte  Aktivitdit mitochondrialer Enzyme nachgewiesen werden [56].
Experimentelle Studien in Tiermodellen zeigen ebenfalls eine reduzierte Aktivitit der

Atmungskettenkomplexe sowie weitere Marker filir mitochondriale Dysfunktion [57-59].

Die Befunde unterscheiden sich jedoch in Abhéngigkeit vom untersuchten Zell- und
Gewebetyp sowie vom Stadium der Sepsis. In verschiedenen Organen verdndert sich die
mitochondriale Funktion auf ganz unterschiedliche Weise [53-55]. So gibt es
Untersuchungen, in denen die mitochondriale Funktion wihrend einer Sepsis gleich blieb
und insbesondere in friihen Krankheitsstadien wurde teilweise sogar eine gesteigerte

mitochondriale Funktion beschrieben [60, 61].

1.5 Colon und Leber wahrend einer Sepsis

Die Leber erfiillt zentrale Funktionen im Stoffwechsel, in der Synthese von Gerinnungs- und

Akute-Phase-Proteinen sowie in der Entgiftung. Im Rahmen einer Sepsis kommt es friih zu



einer Beeintrdchtigung der Stoffwechsel- und Entgiftungsfunktion der Leber, spéter treten
auch Cholestase und der Untergang von Hepatozyten auf [62]. Kupffer-Zellen werden stark
aktiviert und produzieren gro3e Mengen proinflammatorische Zytokine wie TNF-a, IL-1 und
IL-6, was zu einer Verstarkung der systemischen Entziindungsreaktion fiihrt. Durch die
Rekrutierung von Neutrophilen kommt es zu einer Beeintrachtigung der Mikrozirkulation,
unter anderem durch verstirkte Adhésion an das Endothel und Obstruktion von kleinen
Gefallen. Des Weiteren fordern NETs die Entstehung von Mikrothromben und schadigen
Gefialle [63]. Sowohl durch Kupffer-Zellen als auch durch Neutrophile werden grof3e
Mengen an ROS produziert, was eine mitochondriale Dysfunktion sowie eine

Gewebeschadigung verursacht [63].

Arbeiten zum FEinfluss der Sepsis auf die mitochondriale Respiration in der Leber zeigen
teilweise widerspriichliche Ergebnisse. Einige Studien berichten iiber eine verminderte
mitochondriale Funktion [66-69], widhrend andere keine signifikanten Verdnderungen
finden [70, 71] oder sogar eine gesteigerte mitochondriale Funktion beobachten [50, 72].
Herminghaus et al. untersuchten vor diesem Hintergrund die mitochondriale Funktion in
Abhingigkeit vom Schweregrad der Sepsis. Dabei zeigte sich, dass bei milder Sepsis sogar
eine gesteigerte Effizienz der Atmungskette auftritt, wihrend die Effizienz der oxidativen
Phosphorylierung unabhéngig vom Schweregrad unveréndert bleibt [5S0]. In einer weiteren
Studie analysierten Herminghaus et al. die mitochondriale Funktion im zeitlichen Verlauf
der Sepsis. Hierbei wurde nach 24 und 48 Stunden eine gesteigerte mitochondriale Funktion
beobachtet, gefolgt von einer verminderten Effizienz der oxidativen Phosphorylierung nach
72 Stunden. Nach 96 Stunden zeigte sich eine Normalisierung der mitochondrialen Funktion
[60]. Diese Befunde verdeutlichen, dass die mitochondriale Funktion in der Leber bei Sepsis

sowohl vom Schweregrad als auch vom zeitlichen Verlauf der Erkrankung abhéngt.

Aufgrund ihrer vielféltigen Aufgaben ist davon auszugehen, dass eine Beeintrachtigung des
Organs das Outcome bei Sepsis beeinflusst. Die Inzidenz der sepsisassoziierten
Leberdysfunktion (SALD) ist aufgrund unterschiedlicher Definitionen schwer exakt zu
beziffern [64]. Yan et al. ermittelten 2014 in einer Ubersichtsarbeit eine durchschnittliche
SALD-Inzidenz von 39,9 Prozent. Diese liegt damit niedriger als bei respiratorischen,
renalen oder neurologischen Dysfunktionen, ist jedoch vergleichbar mit der Inzidenz
kardiovaskuldrer Storungen. Zudem entwickeln 8,5 Prozent der Patienten mit Sepsis ein
akutes Leberversagen [62]. Die Mortalitét bei SALD wird mit 54 bis 68 Prozent angegeben

und tibertrifft damit die Sterblichkeit septischer Patienten mit respiratorischer Dysfunktion



[62, 65]. Klinisch kann sich SALD unterschiedlich manifestieren. In der Literatur werden
vor allem die sepsisassoziierte Cholestase, die hypoxische Hepatitis und das akute

Leberversagen beschrieben [64-66].

Das Colon erfiillt als Teil des Dickdarms wichtige Funktionen wie die Resorption von
Wasser und Elektrolyten, die Schleimproduktion sowie die Beherbergung von Bakterien, die
Nahrungsbestandteile weiter aufteilen. Dariiber hinaus befindet sich im Darm eine grof3e
Anzahl spezialisierter Immunzellen. Das intestinale Mikrobiom beeinflusst das
Immunsystem [67]. Das intestinale Mikrobiom, die darmassoziierten Immunzellen, die
Darmschleimhaut und das Darmepithel bilden gemeinsam die sogenannte Darmbarriere, die
den Organismus vor Pathogenen schiitzt. Im Rahmen einer Sepsis kommt es héufig zu einer

Storung dieser Barriere [68].

Eine wesentliche Ursache hierfiir sind Mikrozirkulationsstorungen. Diese treten wihrend
einer Sepsis bereits auf, bevor sich makrozirkulatorische Parameter wie der mittlere
arterielle Blutdruck verdndern [69]. Wéhrend eines Stresszustands fiihrt die Ausschiittung
von Katecholaminen zu einer Vasokonstriktion und Umverteilung des Blutvolumens
zugunsten von Herz und Gehirn [70]. In die Splanchnikusgefdfle, die die Bauchorgane
versorgen und drainieren, fliet etwa 20 bis 25 Prozent des Herzzeitvolumens [75, 76].
Aufgrund dieser guten Durchblutung und grof3en Oberfldche ist der Darm besonders anfallig
fir ~ Mikrozirkulationsstorungen.  Zusétzlich  treten  wéhrend  einer  Sepsis
Endotheldysfunktionen sowie eine vermehrte Mikrothromben-Bildung auf [76]. Dadurch
entsteht eine unregelmifige Perfusion mit Arealen, die hypoxisch sind, und anderen
Arealen, die noch relativ gut perfundiert sind [71]. Minderperfusion kann eine Ischdmie des
Darmgewebes verursachen und zu einer bakteriellen Translokation fiihren. Dabei kommt es
iiber die Darmwand zum Ubertritt von Bakterien und PAMPs in die Blutbahn oder
Lymphknoten [72]. Uber die Pfortader oder das Lymphsystem gelangen die Pathogene
anschlieend zur Leber, wo sie eine systemische Entziindungsreaktion auslosen bzw.

verstiarken konnen [71-73].

Dariiber hinaus beeinflusst Sepsis die mitochondriale Dynamik im Darmepithel und fiihrt
iiber Verdnderungen bei der mitochondrialen Fusion und Fission verstirkt zu
mitochondrialer Fragmentation [74]. Dies geht mit einer erhdhten Produktion von ROS
sowie einer mitochondrialen Dysfunktion einher [74]. Hierunter zeigt sich beispielsweise
eine reduzierte Aktivitit im Komplex I der Atmungskette [75]. Im Rahmen dieser

mitochondrialen Dysfunktion kommt es aulerdem zum Strukturverlust von Tight junctions
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und zu Zytoskelettschiden [74, 76], was ein weiterer Faktor flir die Entstehung einer

gestorten Darmbarriere ist.

Zusétzlich verdndert sich im Verlauf einer Sepsis das intestinale Mikrobiom, insbesondere
im Colon [77]. Eine bereits vorhandene Dysbiose scheint sowohl das Risiko fiir die
Entwicklung einer Sepsis als auch fiir die Auspriagung von Endorganschiden zu erhéhen
[78, 79]. Die genauen Zusammenhidnge zwischen dem intestinalen Mikrobiom und dem
Immunsystem sind jedoch noch nicht komplett verstanden und Thema zahlreicher aktueller

Forschungsprojekte [80-83].

Auch die Darmmotilitdt wird durch Sepsis beeintrachtigt. Castro et al. haben dosis- und
zeitabhingige Verdnderungen der Darmmotilitét beschrieben, wobei es nach einer initialen

Phase von Hypermotilitit zu einem paralytischen Ileus kommt [84].

1.6 Der Einfluss von Anasthetika auf die mitochondriale Funktion

Septische Patienten bendtigen hédufig eine Sedierung auf der Intensivstation oder eine
Narkose im Rahmen operativer Eingriffe, sodass Anisthetika regelméfBig zum Einsatz
kommen. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Anésthetika Isofluran,
Sevofluran, Propofol, Midazolam und Dexmedetomidin auf die mitochondriale Funktion

untersucht. Die Datenlage hierzu ist komplex.

Isofluran ist ein weit verbreitetes volatiles Anésthetikum aus der Gruppe der Flurane und
weist eine gute muskelrelaxierende sowie eine geringe analgetische Wirkung auf. Unter
Isofluran-Narkosen wurde wiederholt eine Hemmung von Komplex I der Atmungskette
beschrieben [85-89]. Osuru et al. berichteten zudem {iber eine verminderte Aktivitit der
Komplexe II, III, IV und V [90]. Isofluran wird allerdings im Rahmen einer
pharmakologischen Pré- und Postkonditionierung mit kardio- und neuroprotektiven Effekten
in Verbindung gebracht, die unter anderem durch Verdnderungen der ROS-Produktion, der
Atmungskette und des mitochondrialen Membranpotentials vermittelt werden [87, 91, 92].
Eine Studie aus dem Jahr 2025 lieferte Hinweise darauf, dass die protektiven Effekte eng

mit dem Komplex I der Atmungskette zusammenhéngen [93].

Sevofluran ist ein weiteres volatiles Andsthetikum aus der Gruppe der Flurane. Es hat eine
gute hypnotische, jedoch nur mafig muskelrelaxierende und analgetische Wirkung und wird
hiufig in der Kinderanésthesie eingesetzt. Die Studienlage beziiglich des Einflusses von

Sevofluran auf die mitochondriale Respiration ist nicht eindeutig. Einige Studien
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beschreiben eine verringerte Komplex [-Aktivitdt [85, 88, 94], wihrend dieser Effekt in
anderen Studien nicht beobachtet wurde [95]. Insgesamt scheint die Hemmung der
mitochondrialen Respiration unter Sevofluran weniger ausgeprégt zu sein als unter Isofluran
[85]. Wie fiir Isofluran wurden auch fiir Sevofluran im Rahmen von Prd- und
Postkonditionierung kardio- und neuroprotektive Effekte beschrieben [96], die ebenfalls eng

mit Komplex I zusammenzuhingen scheinen [93].

Propofol ist ein weit verbreitetes intravendses Anédsthetikum, das haufig zur
Narkoseeinleitung sowie fiir total intravendse Anisthesien verwendet wird. Es ist
kurzwirksam und hat keine analgetische Wirkung. Auch unter Propofol-Narkosen wurde
eine verringerte Komplex I-Aktivitdt beobachtet [95, 97], diese Effekte traten jedoch
teilweise nur unter hohen Dosierungen [85] oder nur in der Leber, nicht aber im Colon auf
[50]. Unter Propofol-Narkosen wurde zudem teilweise eine verringerte Aktivitit in Komplex

IV [95] und in Komplex II [85] gemessen.

Midazolam gehort zur Gruppe der Benzodiazepine und wird vor allem zur Pramedikation,
Anxiolyse und Sedierung eingesetzt, kann jedoch auch zur Narkoseeinleitung und
Narkoseaufrechterhaltung verwendet werden. Studien zum Einfluss von Midazolam auf die
mitochondriale Respiration sind begrenzt. Colleoni et al. beschrieben eine Hemmung der
Atmungskette, vor allem von Komplex I [98]. Kuebart et al. zeigten ebenfalls eine
Beeintrachtigung der mitochondrialen Funktion, dies trat jedoch nur unter sehr hohen

Dosierungen und nur in der Leber, nicht im Colon, auf [99].

Dexmedetomidin ist ein selektiver a2-Adrenozeptor-Agonist und wird vor allem zur
Sedierung intensivmedizinisch behandelter Patienten eingesetzt. Fiir Dexmedetomidin
wurden iiberwiegend protektive Effekte auf die mitochondriale Funktion beschrieben.
Mehrere Studien zeigen, dass Dexmedetomidin nach LPS-Injektion die ROS-Produktion
senken, die ATP-Produktion steigern und das Membranpotential stabilisieren kann [100-
102]. Weng et al. maBlen bei Kardiomyozyten eine Reduktion der Atmungskomplexe, dafiir
aber eine hohere Effizienz der Kopplung und eine Stabilisierung des mitochondrialen
Membranpotentials [103]. Kuebart et al. konnten in Colon- und Leberhomogenaten von

gesunden Ratten jedoch keine Verbesserung der mitochondrialen Funktion feststellen [99].

Insgesamt zeigen sich substanzspezifische Unterschiede hinsichtlich des Einflusses auf die

mitochondriale Funktion, wobei die Datenlage uneinheitlich ist. Tendenziell scheint vor

11



allem Propofol einen negativen Einfluss auf die mitochondriale Funktion zu haben, wéihrend

fiir Dexmedetomidin sogar teilweise eine protektive Wirkung beschrieben wird.

1.7 Ziele der Arbeit

Die Sepsis ist weiterhin eine lebensbedrohliche Erkrankung mit einer weltweit hohen
Inzidenz und Letalitdt [2]. Mitochondriale Dysfunktion stellt dabei einen wesentlichen
Bestandteil der Pathophysiologie des sepsisinduzierten Organversagens dar [47, 48, 54].
Insbesondere intestinale und hepatische Stérungen spielen eine Schliisselrolle im Verlauf

der Sepsis [72] und sind hdufig mit mitochondrialen Verdnderungen assoziiert [61, 74].

Im Verlauf der Erkrankung kommen bei Patienten mit Sepsis hdufig Anisthetika zum
Einsatz. Voruntersuchungen zeigen substanzspezifische Unterschiede im Einfluss der
Anisthetika auf die mitochondriale Funktion [85]. Die Datenlage hierzu ist jedoch
uneinheitlich und es existieren nur wenige Studien, die mehrere Anésthetika direkt

miteinander vergleichen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, die Effekte von flinf gingigen Anésthetika auf die
mitochondriale Funktion in Colon und Leber unter septischen und nicht-septischen

Bedingungen vergleichend zu untersuchen.

Daraus ergeben sich folgende Fragestellungen:

1. Gibt es Unterschiede in den Effekten der Anésthetika (Propofol, Isofluran,
Sevofluran, Dexmedetomidin und Midazolam) auf die mitochondriale Funktion in
der Leber?

2. Gibt es Unterschiede in den Effekten der Anésthetika (Propofol, Isofluran,
Sevofluran, Dexmedetomidin und Midazolam) auf die mitochondriale Funktion im
Colon?

3. Unterscheiden sich die Effekte unter septischen und nicht-septischen Bedingungen?
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2 Material und Methoden

2.1 Tierexperimenteller Versuchsteil
2.1.1 Allgemeines

Fiir die Durchfiihrung der im Folgenden beschriebenen Tierversuche lag eine Genehmigung
nach § 8 des Tierschutzgesetzes vom Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
(LANUV) Nordrhein-Westfalen vor (Aktenzeichen 81-02.04.2019.A275). Operative
Eingriffe (Sham-/CASP-Operationen, Laparotomie mit Organentnahme),
Substanzapplikation und Betreuung der Tiere erfolgten durch die Veterindrmedizinerin
Sandra Kramer. Die Verfasserin hatte lediglich Kontakt zu dem Gewebsmaterial, sodass kein
Sachkundenachweis geméal Tierschutz-Versuchstierverordnung (TierSchVersV) notwendig

war.

2.1.2 Material, Gerate und Medikamente des tierexperimentellen

Versuchsteils

Im Anhang befinden sich die Angaben zu den verwendeten Materialien, Gerédten und

Medikamenten des tierexperimentellen Versuchsteils.

2.1.3 Versuchstiere

Es wurden ménnliche, etwa 3 Monate alte Wistar-Ratten mit einem Korpergewicht von 350
g +/- 45 g verwendet. Ausgewertet wurden die Ergebnisse von 120 Tieren. Weitere 11 Tiere
verstarben vor Beendigung des Versuchs (8 nach einer Sham-Operation und 3 nach einer

CASP-Operation), sodass von ihnen keine Daten in die Auswertung eingingen.

Die Versuchstiere wurden iliber die ZETT (zentrale Einrichtung fiir Tierforschung und
wissenschaftliche Tierschutzaufgaben der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf) bezogen.
Die Haltung erfolgte im Einklang mit der Richtlinie 2010/63/EU des europdischen
Parlaments und des Rates vom 22. September 2010 zum Schutz der fiir wissenschaftliche

Zwecke verwendeten Tiere.

Die Tiere wurden in handelsiiblichen FEinzelkédfigen gehalten. Sie erhielten
Rattenstandardnahrung und sauberes Trinkwasser ad libitum aus einer Nippeltranke. Zudem
wurde darauf geachtet, dass die Tiere Sichtkontakt zueinander hatten. Ab der ersten

Operation bis zur Beendigung der Versuche wurden sie alle 6 Stunden durch einen Tierarzt
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untersucht. Die Belastung der Tiere wurde mittels eines Score Sheets standardisiert
dokumentiert und ein Septic rat severity score ermittelt (s. Anlage). Bei Erreichen einer
Punktezahl von > 10 erfolgte aus Tierschutzgriinden eine schmerzlose Tétung des Tieres mit

Pentobarbital (600 mg/kg intraperitoneal).

2.1.4 Versuchsablauf

Die Tiere wurden randomisiert in 10 Gruppen eingeteilt. Jede Gruppe bestand aus 12 Tieren.
Die verwendete Gruppengrofle ergab sich aus einer A-priori-Poweranalyse. Es wurde ein
Signifikanzniveau von o = 0,05 und eine Power von 0,8 zugrunde gelegt. Basierend auf
Erfahrungswerten aus vorangegangenen Untersuchungen wurde eine Standardabweichung
von etwa 20 % des jeweiligen Mittelwertes angenommen. Unter diesen Voraussetzungen
ergab sich eine erforderliche Gruppengréf3e von mindestens 12 Tieren pro Versuchsgruppe,
um die erwarteten Unterschiede mit ausreichender statistischer Sicherheit nachweisen zu
konnen. Die Tiere wurden anschlieBend durch die Veterindrmedizinerin Sandra Kramer je

nach Gruppeneinteilung nach einem bestimmten Schema vorbehandelt und operiert (s. Abb.
1).

Alle Tiere erhielten 30 Minuten vor der Operation eine Analgesie mit Buprenorphin (0,05
mg/kg subkutan). Die Einleitung der Narkose erfolgte im Kéfig mit Pentobarbital-Natrium
(35 mg/kg intraperitoneal). Im Anschluss wurden die Tiere auf einem durch eine
Wirmematte vorgewdrmten Operationstisch in Riickenlage gelagert. Unter sterilen
Bedingungen erfolgte eine Laparotomie mittels eines ca. 2 cm langen Schnitts entlang der

Linea alba caudal des Nabels.

Von den 10 Gruppen wurden 5 Gruppen einer Colon Ascendens Stent Peritonitis-Operation
(im Folgenden nur CASP-Operation genannt) unterzogen, um eine Sepsis zu induzieren. Die
5 anderen Gruppen wurden einer sterilen Laparotomie im Sinne einer Sham-Operation
unterzogen. Die Operationsdauer betrug in allen Versuchsgruppen ca. 10 Minuten. In den
folgenden 24 Stunden wurden die Tiere mindestens alle 6 Stunden mit Hilfe des oben bereits
erwdhnten Score Sheets (s. Anlage) tierdrztlich untersucht und ein Septic rat severity score
ermittelt. Zudem erhielten sie alle 6 bis 8 Stunden eine Analgesie mit Buprenorphin (0,05

mg/kg subkutan).
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24 h

Laparotomie > Relaparotomie
Pentobarbital
Gruppen 1-5: Gruppen 6-10: Sham1/ Sham2/  Sham3/ Sham4/  Sham5/

CASP 6 CASP7 CASP 8 CASP9 CASP 10

Sham-Operation CASP-Operation

Isofluran  Sevofluran Propofol  Midazolam Dexmedetomidin

uiw 06

n = 12 Tiere pro Gruppe Tétung durch Exsanguination
Abb. 1: Versuchsaufbau und zeitlicher Ablauf des tierexperimentellen Teils

Nach einer initialen Laparotomie unter Pentobarbitalnarkose erfolgte bei den Tieren entweder eine Sham-
Operation (Gruppen 1-5) oder eine CASP-Operation (Colon ascendens stent peritonitis; Gruppen 6—10). Nach
24 Stunden (h) wurde eine Relaparotomie durchgefiihrt. Dabei wurden jeweils eine Sham- und eine CASP-
Gruppe einem der folgenden Anisthetika zugeordnet: Isofluran, Sevofluran, Propofol, Midazolam oder
Dexmedetomidin. Nach einer Expositionsdauer von 90 Minuten (min) erfolgte die Tétung der Tiere durch

Exsanguination. Pro Versuchsgruppe wurden n = 12 Tiere untersucht.

Erstellt mit BioRender.com (BioRender, Toronto, Kanada).

24 Stunden nach der Operation erfolgte eine weitere Operation. Die Narkoseeinleitung
erfolgte wieder mit Pentobarbital-Natrium (70 mg/kg intraperitoneal). Die
Narkoseaufrechterhaltung erfolgte je nach Gruppenzugehorigkeit mit Isofluran (0,8-1,5
Vol.-%), Sevofluran (2-3 Vol.-%), Propofol (10-20 mg/kg/h), Midazolam (0,8-1,5 mg/kg/h)
oder Dexmedetomidin (1,5-4,5 pg/kg/h) (s. Tabelle 3).
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Tabelle 3: Versuchsgruppen mit Sham- bzw. CASP-Operation und jeweiliger Anésthesie

Gruppe Versuchsbedingung n

Gruppe 1 Sham + Isofluran (0,8-1,5 Vol.-%) 12
Gruppe 2 Sham + Sevofluran (2-3 Vol.-%) 12
Gruppe 3 Sham + Propofol (10-20 mg/kg/h) 12
Gruppe 4 Sham + Midazolam (0,8-1,5 mg/kg/h) 12
Gruppe 5 Sham + Dexmedetomidin (1,5-4,5 pg/kg/h) 12
Gruppe 6 CASP + Isofluran (0,8-1,5 Vol.-%) 12
Gruppe 7 CASP + Sevofluran (2-3 Vol.-%) 12
Gruppe 8 CASP + Propofol (10-20 mg/kg/h) 12
Gruppe 9 CASP + Midazolam (0,8-1,5 mg/kg/h) 12
Gruppe 10 CASP + Dexmedetomidin (1,5-4,5 pg/kg/h) 12

Dann erfolgte eine Relaparotomie mit Erweiterung des Schnitts bis zum Xyphoid. Nun
wurden verschiedene Messungen durchgefiihrt, um die Ausprigung einer Sepsis, die
Organfunktion, himodynamische Parameter und die Mikrozirkulation zu bestimmen. Diese
Messungen sind Gegenstand der Dissertation von Frau Sandra Kramer und werden im

Folgenden nicht ndher beschrieben.

Nach ca. 90 Minuten wurden alle Tiere in tiefer Narkose durch Exsanguination getotet und
Gewebe aus Colon und Leber fiir weitere Untersuchungen entnommen. Die Gewebeproben

wurden umgehend auf Eis gelagert.

2.1.5 CASP-Operation

CASP-Operationen gelten als eine gut etablierte Methode, um eine abdominale Sepsis in
Nagetieren hervorzurufen [104]. Mithilfe eines Stents, der in das Colon ascendens
implantiert wird, wird der kontinuierliche Austritt von Darminhalt in die Bauchhdhle

ausgelost. Dies fiihrt zu einer Peritonitis und daraus folgend zu einer Sepsis [105].

Die Durchfiihrung der CASP-Operation orientierte sich am von Herminghaus publizierten

Versuchsprotokoll [105] (s. Abb. 2):
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Am Ubergang von Zékum zum Colon ascendens werden zwei Stents implantiert. Hierfiir
wird mit zwei Venenverweilkaniilen das Darmlumen punktiert und mit nicht-resorbierbaren
Faden an der Darmwand fixiert und auf jeweils ca. 1 cm gekiirzt. Mittels vorsichtiger
Kompression des Colon ascendens wird die Durchgéngigkeit der Stents fiir den Darminhalt
tiberpriift, um eine kontinuierliche Bakterientranslokation in die Bauchhdéhle zu
gewihrleisten. Die Bauchhdhle wird anschlieBend mit 10 ml warmer Infusionslosung
gespiilt und die Bauchdecken fortlaufend verschlossen. Die Haut wird mit

Einzelknopfndhten verschlossen.

A Tieranatomie B CASP-Mechanismus

Magen

1

/.
P
:;_” Zokum >

W CASP-Stent ‘\
Colon -

Fdzes

Dinndarm >

Rektum

—) polymikrobielle Sepsis

Abb. 2: Schematische Darstellung des CASP-Modells (Colon ascendens stent peritonitis) bei
der Ratte

(A) Anatomische Lokalisation des Colon ascendens im Tier.

(B) Mechanismus des CASP-Modells. Zwei Stents werden in das Colon ascendens eingebracht, wodurch
kontinuierlich Fazes aus dem Darm in die Peritonealhéhle austreten. Dies fiihrt zu einer polymikrobiellen

Peritonitis und in der Folge zu einer polymikrobiellen Sepsis.

Erstellt mit BioRender.com (BioRender, Toronto, Kanada).

2.1.6 Sham-Operation

Als Sham-Operation bezeichnet man in der experimentellen Forschung eine Operation, die
als Kontrollversuch bei einem Operationsverfahren eingesetzt wird. Ziel ist es, in dem

Kontrollversuch moglichst gleiche Bedingungen zu schaffen, um eine Beeinflussung durch
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weitere Variablen auf den beobachteten Effekt ausschlieBen zu konnen. Mogliche
Storfaktoren bei der Untersuchung einer Operationsmethode sind beispielsweise die

Narkose und das entstandene Gewebetrauma.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden bei den Sham-Operationen nach den bereits oben
beschriebenen Vorbereitungen ebenfalls zwei auf ca. 1 cm gekiirzte Venenverweilkaniilen
auf die Tunica serosa des Colon ascendens angendht. Anders als bei den CASP-Operationen
wurde nicht das Lumen penetriert, sodass kein Darminhalt in die Bauchhohle gelangte. Die
Bauchhohle wurde auch hier wieder mit 10 ml warmer Infusionsléosung gespiilt und die
Bauchdecken fortlaufend verschlossen. Die Haut wurde wieder mit Einzelknopfnihten

verschlossen.

Die beiden Operationsverfahren unterschieden sich somit lediglich in dem Austritt von

Darminhalt und der daraus resultierenden Induktion einer Peritonitis und Sepsis.

2.2 Laborexperimenteller Versuchsteil

Alle im Folgenden durchgefiihrten Untersuchungen wurden hinsichtlich der

Gruppeneinteilung der Versuchstiere verblindet durchgefiihrt.

2.2.1 Material, Gerate und Chemikalien des laborexperimentellen

Versuchsteils

Im Anhang befinden sich alle Angaben zu den Materialien, Gerdten, Chemikalien,
Reagenzien, Puffern und Losungen, die im laborexperimentellen Versuchsteil verwendet

wurden.

2.2.2 Herstellung der Homogenate

Nach Entnahme der Organproben erfolgte umgehend die Lagerung in einem mit
Isolationspuffer gefiillten Becherglas. Das Gewebe wurde nun in mehreren Schritten
gereinigt, aufgearbeitet und homogenisiert. Wiahrend des gesamten Prozesses wurde durch

die Lagerung auf Eis eine Kiihlung des Gewebes gewdhrleistet.

Von dem Lebergewebe wurden zunédchst 1 g abgewogen und der Rest verworfen.
AnschlieBend wurde das Gewebe mit einer Schere in ca. 2 mm grof3e Teile zerkleinert. Der

Isolationspuffer wurde danach vorsichtig abgegossen und das Gewebe mit weiterem
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Isolationspuffer mehrfach gespiilt. Der Uberstand wurde ausgegossen und anschlieBend
erneut 10 ml von dem Isolationspuffer hinzugegeben. Der Isolationspuffer und das Gewebe
wurden im néchsten Schritt in einen S-Behilter gegeben und mittels eines elektrischen
Laborriihrwerks bei 2000 rpm fiinfmal homogenisiert. Eine Kompresse wurde nun als Sieb
benutzt, um verbliebene groflere Gewebestlickchen herauszufiltern. Die so entstandene
Zellsuspension wurde anschlieBend in einem 50 ml Falcon-Zentrifugenrdhrchen

aufgefangen.

Das Gewicht des entnommenen Colongewebes wurde zundchst mittels einer
Prizisionswaage bestimmt und dokumentiert. Alle weiteren Schritte erfolgten auch hier im
Eisbad, um eine permanente Kiihlung des Gewebes zu gewéihrleisten. Das Gewebe wurde
danach in eine mit Isolationspuffer befiillte Petrischale gegeben, Fettanhingsel entfernt und
der Darminhalt mit Hilfe einer Pinzette ausgestrichen. AnschlieBend wurde der Darm mit
einer Schere lidngs eroffnet. Die Mukosa wurde mithilfe einer Kompresse weiter gesdubert.
Zur Lockerung der Zellverbdnde wurde gewichtsadaptiert Trypsin-EDTA (0,05 %)
hinzugegeben (Darmgewicht in g x 2 = x ml Trypsin-EDTA). Nach 5 Minuten wurde das
Gewebe aus der Petrischale genommen und in ein kleines Glas mit gewichtsadaptierter
Menge des Isolationspuffers mit humanem Serumalbumin hinzugegeben (Darmgewicht in g
x 4 = x ml Isolationspuffer mit humanem Serumalbumin). Dem Isolationspuffer war vorher
zudem gewichtsadaptiert der Proteaseinhibitor cOmplete™ hinzugefiigt worden
(Darmgewicht in g x 4 = x uL cOmplete™). Im Anschluss erfolgte mittels einer Schere die
Zerkleinerung des Colongewebes in mdglichst kleine Teile. Der Isolationspuffer und das
Gewebe wurden in einen S-Behilter gegeben und mittels einem elektrischen Laborrithrwerk
bei 2000 rpm sechsmal homogenisiert. Auch hier wurde das Homogenat mittels einer
Kompresse noch einmal gefiltert und die Zellsuspension in einem 50 ml Falcon-

Zentrifugenrohrchen aufgefangen.

2.2.3 Proteinbestimmung mittels LOWRY-Methode

Die sogenannte Lowry-Methode ist ein erstmals im Jahr 1951 von Oliver Lowry publiziertes
Verfahren, um Proteine quantitativ zu bestimmen [106]. Das Verfahren beruht auf zwei
chemischen Reaktionen: In einem ersten Schritt reagieren in einer alkalischen Losung, dem
sogenannten Lowry-Reagenz, die Peptidbindungen mit Kupfer(Il)-Ionen zu einem blau-
violetten Komplex. Diese Reaktion ldauft bei Raumtemperatur in 5 bis 10 Minuten

vollsténdig ab. In einem zweiten Schritt wird gelbes Folin-Ciocalteu-Reagenz (FCR, Losung
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aus Molybdatophosphorsédure und Wolframatophosphorsdure) hinzugefiigt. Der blau-
violette Komplex reduziert das FCR, was zu einer intensiven Blaufarbung fiihrt. Mittels
Photometrie kann die resultierende Farbung dann zur quantitativen Bestimmung der

Proteinkonzentration genutzt werden.

Um die Proteinkonzentration bestimmen zu konnen, wurde als Vergleichswert eine
Standardreihe mit bekannter Proteinkonzentration herangezogen. Diese Standardreihe

bestand aus Bovinem Serumalbumin und Aqua dest. in unterschiedlicher Konzentration (s.

Tabelle 4).

Tabelle 4: Standardreihe aus Bovinem Serumalbumin

Standard KO K1 K2 K3 K4 K5 K6
Proteinkonzentration 0 62,5 125 250 500 750 1.000
(ng/ml)

10 pl der Homogenate wurden jeweils in 990 pl Aqua dest. gegeben. Um die
Messgenauigkeit zu erhohen, wurden von jedem Homogenat drei solcher Suspensionen
hergestellt. Zur Herstellung des Lowry-Reagenz wurden pro Versuchstier 8 ml Reagenz A,
80 nl Reagenz B und 80 pl Reagenz C vermischt. In Eppendorf-Gefdaf3en wurden 500 pul des
Lowry-Reagenz mit je 100 pl der Standardreihe oder der Homogenatsuspensionen vermischt
und 10 Minuten stehen gelassen. Dies entsprach dem ersten Schritt der oben beschriebenen

Lowry-Methode.

Danach wurde jedem Eppendorf-Gefd3 50 pl von der Folin-haltigen Lowry-Losung 2
hinzugefiigt und der Inhalt vermischt. Es erfolgte eine 30-miniitige Inkubation bei
Raumtemperatur. Dies entsprach dem zweiten Schritt der oben beschriebenen Lowry-

Methode.

Nach 30 Minuten wurden in eine 96-Well-Platte je zweimal 200 pl eines Eppendorf-Gefélles
in ein Well pipettiert. Mit der so préparierten 96-Well-Platte erfolgte im Multi-Detection
Microplate Reader Synergy™?2 mit der Software Gen5 Version 1.11.5 eine photometrische
Bestimmung der Proteinkonzentrationen. Aus den unterschiedlichen Messwerten wurde

jeweils ein Mittelwert fiir die Proteinkonzentration des Leberhomogenats und ein Mittelwert
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fiir die Proteinkonzentration des Colonhomogenats errechnet. Diese Mittelwerte dienten

spéter zur Bestimmung der benétigten Menge an Respirationspuffer.

2.2.4 Respirometrie

Eine der zentralen Funktionen der Mitochondrien ist die Bereitstellung von ATP {iber die
Atmungskette. Dabei wird Sauerstoff als terminaler Elektronenakzeptor verbraucht. Der
Sauerstoffverbrauch stellt somit ein indirektes MaB fiir die mitochondriale Funktion dar. Zur
Bestimmung der mitochondrialen Funktion wurde daher der Sauerstoffverbrauch der
Homogenate nach Zugabe verschiedener Substrate und Inhibitoren gemessen. Wie in der
Einleitung bereits dargestellt, erfiillen Mitochondrien zahlreiche Funktionen, von denen die
Bereitstellung von ATP nur eine darstellt. Aus Griinden der besseren Verstindlichkeit wird
im Folgenden dennoch der Begriff ,,mitochondriale Funktion* verwendet, wenn Parameter
der Atmungskette und der oxidativen Phosphorylierung gemeint sind, auch wenn dies nur

einem Teil der mitochondrialen Gesamtfunktion entspricht.

Die Messungen wurden mit einem Respirometriesystem von Strathkelvin Instruments und
der zugehorigen Software durchgefiihrt. Das System besteht aus dem eigentlichen
Respirometer, das mit einer Sauerstoffelektrode arbeitet, sowie aus einer speziell fiir
Mitochondrien- und Zellsuspensionen geeigneten Messkammer-Einheit (MT200/MT200A
Respirometer Cell; SI782 Single/Dual Channel Meter). Die Messkammer-Einheit umfasst
eine Glaskammer, die wihrend der folgenden Untersuchungen von konstant 30 °C warmem
Wasser umspiilt wurde, einen transparenten Verschlusskolben sowie einen integrierten
Magnetriihrer. Der Verschlusskolben besitzt eine kleine Offnung, iiber die wihrend einer

respirometrischen Messung Substrate und Inhibitoren zugegeben werden kdnnen.

Vor Beginn der Messungen erfolgte eine Kalibrierung des Respirometers mit geschiitteltem
Aqua dest. als Positivkontrolle. Durch das Schiitteln wurde das Aqua dest. mit Luftsauerstoff
angereichert. Die Positivkontrolle diente als oberer Referenzwert und lag zwischen 400 und
470 Pikoampere (pA). Als Negativkontrolle diente eine Losung aus Aqua dest. und
Natriumsulfit. Natriumsulfit reagiert mit Sauerstoff zu Natriumsulfat und entzieht Losungen

so Sauerstoff. Die Negativkontrolle diente als unterer Referenzwert und lag unter 50 pA.

Die Respirationspuffer (fiir Colonhomogenate mit 20 mg BSA/ml, fiir Leberhomogenate
ohne zusidtzliches Albumin) wurden in einem Wasserbad auf 30 °C erwidrmt. Um

vergleichbare Proteinmengen zu erhalten, wurden die Homogenate in Abhéngigkeit von der
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photometrisch bestimmten Proteinkonzentration in ein vorher errechnetes Mischverhiltnis
mit dem Respirationspuffer gebracht. Von den so hergestellten Proben wurden jeweils 550
ul in die Messkammer tiberfiihrt. Die Respirationsraten wurden kontinuierlich erfasst und in

nmol/min/mg Proteine angegeben.

Angelehnt an die von Chance und Williams 1956 etablierten klassischen Stadien der
mitochondrialen Atmung werden die verschiedenen Phasen im Folgenden State 1, State 2,

State 3 und State 4 genannt [107] (s. Abb. 3).

+ Substrat +ADP

O A @ State 2@
State 3
AO,
@ADP verraucht
>
Zeitt

Abb. 3: Schematische Darstellung der respiratorischen Zustinde wihrend der Messung

Nach Zugabe von Substraten (Glutamat/Malat oder Succinat) wird State 2 erreicht, der den basalen
Sauerstoffverbrauch mit vorhandenen Substraten in Abwesenheit von ADP beschreibt. Durch Zugabe von ADP
wird State 3 induziert, der die maximale respiratorische Aktivitét darstellt. Nach vollstindigem Verbrauch des
ADP geht die Respiration in State 4 iiber, der durch eine geringere Sauerstoffverbrauchsrate gekennzeichnet

ist.

Der Beginn der Messung entspricht State 1, dem Zustand in Abwesenheit von Substraten
und ADP. Eine Minute nach Messbeginn wurden entweder 2,5 mM Glutamat und 2,5 mM
Malat oder 0,5 uM Rotenon und anschlieBend Succinat (5 mM fiir Colonhomogenate, 10
mM fiir Leberhomogenate) hinzugefiigt. Dadurch wurde der sogenannte State 2 induziert,
der den Zustand nach Zugabe von Substraten in Abwesenheit von ADP beschreibt. Glutamat
und Malat dienen als Substrate fiir Komplex I der mitochondrialen Atmungskette. Succinat
ist ein Substrat fiir Komplex II der Atmungskette. Das Succinat reagiert durch Komplex II
zu Fumarat und reduziert dabei FAD zu FADH2. Rotenon ist ein Inhibitor von Komplex I
der Atmungskette und wurde bei den Messungen mit Succinat eingesetzt, um die Respiration

iiber Komplex II isoliert zu untersuchen.
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Nach einer weiteren Minute wurde ADP hinzugefiigt (250 uM fiir Leber- und 50 pM fiir
Colonhomogenate), um State 3 zu induzieren. State 3 beschreibt den Zustand bei
Vorhandensein von Substraten und Stimulation der Respiration durch ADP. Neben der
Respirationsrate  wurde zudem der maximale Sauerstoffverbrauch berechnet. Nach
Verbrauch des ADP wird der State 4 erreicht. Nach insgesamt 5 bis 6 Minuten wurde der

Versuch beendet.

Aus dem Verhiltnis von State 3 zu State 2 wurde der Respiratory Control Index (RCI)
berechnet. Er dient als MaBl fiir die Kopplung zwischen den Komplexen I-IV der
mitochondrialen Atmungskette und der ATP-Synthase, die teilweise auch als Komplex V

bezeichnet wird. Je hoher der RCI, desto stirker ist die Kopplung.

Aus dem Verhiltnis von zugegebenem ADP und verbrauchtem Sauerstoff in State 3 wurde
die ADP/O-Ratio berechnet. Die ADP/O-Ratio dient als MaB fiir die Effizienz der oxidativen
Phosphorylierung. Je hoher die ADP/O-Ratio, desto effizienter erfolgt die oxidative
Phosphorylierung.

Zur Uberpriifung der mitochondrialen Integritit wurden fiir jedes Gewebehomogenat
Kontrollmessungen mit Cytochrom c, Oligomycin, Carbonylcyanid-m-

chlorphenylhydrazon (CCCP) und Antimycin A durchgefiihrt (s. Abb. 4).

Cytochrom ¢ wurde hinzugefiigt, um Beschiddigungen der dulleren Mitochondrienmembran
zu detektieren. Es wurde im State 3 hinzugegeben und fiihrt bei fehlender Integritat der

duBeren Mitochondrienmembran zu einem Anstieg des Sauerstoffverbrauchs.

Oligomycin ist eine als Antibiotikum eingesetzte Substanz, welche die ATP-Synthase
inhibiert. Sie wurde hinzugegeben, um Schidden der inneren Mitochondrienmembran zu
detektieren. Nach Zugabe von Oligomycin wird durch die Hemmung der ATP-Synthase
normalerweise ein dem State 2 &hnlicher Zustand hervorgerufen. Bei Schiden der inneren
Mitochondrienmembran kommt es jedoch zu einem unkontrollierten Protonenfluss und

dadurch zu einem unverhiltnisméBig hohen Sauerstoffverbrauch.

CCCP ist ein Entkoppler der mitochondrialen Atmungskette. Es verhindert den Aufbau eines
Protonengradienten und hemmt so die oxidative Phosphorylierung. Um das
Membranpotential aufrechtzuerhalten, erhoht sich in intakten Mitochondrien die Aktivitit

der Atmungskette, was mit einem gesteigerten Sauerstoffverbrauch einhergeht.
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Abb. 4: Schematische Darstellung der mitochondrialen Atmungskette und der Angriffspunkte
der verwendeten Substanzen

Elektronen werden von NADH bzw. FADH: iiber die Komplexe I-IV der Atmungskette auf Sauerstoff
iibertragen. Dabei werden Protonen aus der mitochondrialen Matrix in den Intermembranraum transportiert
und ein Protonengradient aufgebaut, der die ATP-Synthese durch die ATP-Synthase antreibt. Rotenon hemmt
Komplex I, Antimycin A Komplex III und Oligomycin die ATP-Synthase. Der Entkoppler CCCP fiihrt zu

einem Protonenleck und hebt den Protonengradienten auf.

Modifiziert nach einer Vorlage von BioRender.com (BioRender, Toronto, Kanada).

Antimycin A ist ebenso wie Oligomycin ein Antibiotikum. Es bindet an Komplex III der
Atmungskette und blockiert die Ubertragung von Elektronen von Coenzym Q auf
Cytochrom c. Dadurch wird der Elektronentransport zur Cytochrom-c-Oxidase (Komplex
IV) unterbrochen und der mitochondriale Sauerstoffverbrauch nahezu vollstindig gehemmt,

wodurch der nicht-mitochondriale Sauerstoffverbrauch ermittelt werden kann.
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2.3 Statistische Auswertung

Um den Einfluss der verschiedenen Anisthetika auf die mitochondriale Funktion zu
untersuchen, wurden die respiratorischen Messdaten von Isofluran, Sevofluran, Propofol,
Midazolam und Dexmedetomidin miteinander verglichen. Die Effekte auf septische und
nicht-septische Tiere wurden getrennt voneinander untersucht. Ebenso wurden die Effekte
auf Colon- und Lebergewebe und auf Komplex I und Komplex II der Atmungskette getrennt

voneinander untersucht. Die statistische Auswertung erfolgte mit der Statistiksoftware

GraphPad Prism® 8.

Von State 2, State 3, State 4, delta O, der ADP/O-Ratio und dem RCI wurden jeweils das
Minimum, das Maximum, die Spannweite, der Mittelwert, der Median, die
Standardabweichung, der Standardfehler, das untere Quartil, das obere Quartil und der
Interquartilsabstand berechnet. Die Daten wurden mittels eines Kolmogorv-Smirnovs-Tests
auf Normalverteilung getestet. Bei Nicht-Normalverteilung erfolgten Kruskal-Wallis-Tests,

gefolgt von einer Dunn’s Korrektur. Das Signifikanzniveau lag bei 0,05.

Die Ergebnisse wurden in Box-Plot-Diagrammen grafisch dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Der Einfluss der verschiedenen Anasthetika auf die mitochondriale

Funktion in der Leber
3.1.1 Mitochondriale Funktion in der Leber bei nicht-septischen Tieren

Bei nicht-septischen Tieren zeigten sich nach Stimulation der Atmungskette iiber Komplex
I weder bei der ADP/O-Ratio noch dem RCI statistisch signifikante Unterschiede (s.
Tabellen 6 und 7 sowie Abb. 5). Bei State 3 ergab sich jedoch ein signifikanter Unterschied
zwischen der Gruppe, die eine Propofol-Narkose erhalten hatte, und der Gruppe, die eine
Midazolam-Narkose hatte: State 3 war nach Propofol-Narkose signifikant niedriger als nach
Midazolam-Narkose (s. Tabelle 5 und Abb. 5: Propofol: 12,94 (IQR 11,67-14,9);
Midazolam: 16,34 (IQR 14,62-17,64)). Nach Stimulation der Atmungskette iiber Komplex
I ergaben sich weder fiir State 3 noch fiir den RCI signifikante Unterschiede. Die ADP/O-
Ratio war nach Isofluran-Narkose jedoch signifikant hoher als nach Midazolam-Narkose (s.

Tabelle 9 und Abb 6: Isofluran: 3,07 (IQR 3,03-3,3); Midazolam: 2,245 (IQR 1,88-2,86)).

Zusammenfassend zeigten sich in einzelnen Aspekten der mitochondrialen Funktion in der

Leber nicht-septischer Tiere signifikante Unterschiede je nach Anésthetikum.

3.1.1.1 Mitochondriale Funktion in der Leber bei nicht-septischen Tieren nach

Stimulation der Atmungskette liber Komplex |

Tabelle 5: Werte fiir State 3 in der Leber bei nicht-septischen Ratten nach Komplex-I-
Stimulation

Isofluran Sevofluran  Propofol Midazolam Dexmedetomidin
Minimum 12,33 13,4 9,75 11,7 12,6
25. Perzentile 14,22 13,61 11,67 14,62 13,9
Median 14,93 14,64 12,94 16,34 14,7
75. Perzentile 16,93 16,41 14,9 17,64 15,44
Maximum 18,17 18,33 15,63 18,7 18,21
Standardabweichung 1,8 1,7 1,87 2,11 1,59
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Tabelle 6: Werte

fiir ADP/O in der Leber bei nicht-septischen Ratten nach Komplex-I-

Stimulation
Isofluran Sevofluran  Propofol Midazolam Dexmedetomidin

Minimum 3,6 2,6 2,97 2,27 2,2

25. Perzentile 4.4 3,3 3,93 3,02 3,23

Median 4,76 3,84 4,2 3,68 4,07

75. Perzentile 5,55 4.8 4.5 4,52 4,87

Maximum 6,7 5,02 4,93 6,47 5,07
Standardabweichung 0,92 0,83 0,59 1,18 0,99

Tabelle 7: Werte fiir den RCI in der Leber bei nicht-septischen Ratten nach Komplex-I-

Stimulation
Isofluran Sevofluran  Propofol Midazolam Dexmedetomidin

Minimum 10,64 8,91 10,86 11,7 10,93

25. Perzentile 11,54 11,64 13,01 12,3 12,6

Median 13,79 13,18 14,12 12,74 13,01

75. Perzentile 15,25 14,95 15,03 15,96 13,46

Maximum 20,35 16,05 15,38 17,46 14,33
Standardabweichung 2,81 2,05 1,53 2,14 0,89

b
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Abb. 5: Vergleich der Atmungsparameter von Lebermitochondrien nicht-septischer Ratten
nach Isofluran-, Sevofluran-, Propofol-, Midazolam- oder Dexmedetomidin-Narkose nach
Komplex-I-Stimulation

Dargestellt sind State 3, ADP/O und Respiratory Control Index (RCI) fiir Isofluran, Sevofluran, Propofol,
Midazolam und Dexmedetomidin. Die Daten sind als Boxplots dargestellt (Median, Interquartilsabstand, Min—
Max). Signifikante  Unterschiede zwischen  Gruppen sind durch Klammern dargestellt.

*=p<0,05

3.1.1.2 Mitochondriale Funktion in der Leber bei nicht-septischen Tieren nach

Stimulation der Atmungskette Giber Komplex I

Tabelle 8: Werte fiir State 3 in der Leber bei nicht-septischen Ratten nach Komplex-II-
Stimulation

Isofluran Sevofluran  Propofol Midazolam Dexmedetomidin
Minimum 18,63 18,93 14,44 17 18,06
25. Perzentile 19,63 21,51 17,85 21,54 20,58
Median 223 22,52 20,07 22,8 22,24
75. Perzentile 26,03 24,24 22,5 2591 24,45
Maximum 27,93 28 23,37 29,83 28,35
Standardabweichung 3,23 2,32 2,74 3,59 3,06
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Tabelle 9: Werte fiir ADP/O in der Leber bei nicht-septischen Ratten nach Komplex-II-

Stimulation
Isofluran Sevofluran  Propofol Midazolam Dexmedetomidin

Minimum 2,47 1,76 2 1,57 1,6

25. Perzentile 3,03 1,94 2,47 1,88 1,83

Median 3,07 2,55 2,63 2,25 2,54

75. Perzentile 33 3,2 2,86 2,86 2,85

Maximum 5,1 3,6 3,25 4,23 3,16
Standardabweichung 0,73 0,63 0,33 0,77 0,54

Tabelle 10: Werte fiir den RCI in der Leber bei nicht-septischen Ratten nach Komplex-II-

Stimulation
Isofluran Sevofluran  Propofol Midazolam Dexmedetomidin

Minimum 6,95 7,83 7,92 8,1 7,77

25. Perzentile 7,87 8,95 8,88 8,8 9,01

Median 8,91 9,23 9,41 9,66 9,48

75. Perzentile 9,57 10,13 10,04 10,59 9,65

Maximum 10,33 11,23 10,23 11,66 10,35
Standardabweichung 1,04 0,87 0,69 1,10 0,69
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Abb. 6: Vergleich der Atmungsparameter von Lebermitochondrien nicht-septischer Ratten
nach Isofluran-, Sevofluran-, Propofol-, Midazolam- oder Dexmedetomidin-Narkose nach
Komplex-II-Stimulation

Dargestellt sind State 3, ADP/O-Ratio und der Respiratory Control Index (RCI) fiir Isofluran, Sevofluran,
Propofol, Midazolam und Dexmedetomidin. Die Daten sind als Boxplots dargestellt (Median,
Interquartilsabstand, Min—Max). Signifikante Unterschiede zwischen Gruppen sind durch Klammern
dargestellt.
*=p<0,05

3.1.2 Mitochondriale Funktion in der Leber bei septischen Tieren

Bei den septischen Tieren zeigten sich zwischen den verschiedenen Gruppen keine

signifikanten Unterschiede der mitochondrialen Funktion in der Leber.

3.1.2.1 Mitochondriale Funktion in der Leber bei septischen Tieren nach Stimulation

der Atmungskette iiber Komplex |

Tabelle 11: Werte fiir State 3 in der Leber bei septischen Ratten nach Komplex-I-Stimulation

Isofluran Sevofluran  Propofol Midazolam Dexmedetomidin
Minimum 11,13 4,89 12 9,6 11,13
25. Perzentile 12,83 12,1 12,99 13,47 14,13
Median 13,63 14,33 15,76 14,84 15,28
75. Perzentile 14,88 16,36 16,6 17,08 17,52
Maximum 17,03 18,72 17,82 18,67 21,97
Standardabweichung 1,84 3,75 2,01 2,67 3,23
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Tabelle 12: Werte fiir ADP/O in der Leber bei septischen Ratten nach Komplex-I-Stimulation

Isofluran Sevofluran  Propofol Midazolam Dexmedetomidin
Minimum 1,6 23 3 1,63 2,63
25. Perzentile 3,9 3,66 3,82 2,7 3,09
Median 5,13 4,53 4,31 3,39 3,81
75. Perzentile 5,37 495 4,42 4,61 421
Maximum 8,63 6,19 4,97 8,37 4,93
Standardabweichung 1,79 1,01 0,58 2,2 0,73

Tabelle 13: Werte fiir den RCI in der Leber bei septischen Ratten nach Komplex-I-Stimulation

Isofluran Sevofluran  Propofol Midazolam Dexmedetomidin
Minimum 10,12 4,32 9,18 8,64 12,08
25. Perzentile 11,18 9,08 11,7 10,83 12,44
Median 12,25 13,09 12,31 13,89 13,54
75. Perzentile 14,16 15,67 14,33 16,35 15,8
Maximum 16,72 16,86 17,31 19,64 16,75
Standardabweichung 2,22 4,03 2,21 3,7 1,67
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Abb. 7: Vergleich der Atmungsparameter von Lebermitochondrien septischer Ratten nach
Isofluran-, Sevofluran-, Propofol-, Midazolam- oder Dexmedetomidin-Narkose nach
Komplex-I-Stimulation

Dargestellt sind State 3, ADP/O-Ratio und der Respiratory Control Index (RCI) fiir Isofluran, Sevofluran,
Propofol, Midazolam und Dexmedetomidin. Die Daten sind als Boxplots dargestellt (Median,
Interquartilsabstand, Min—Max).

3.1.2.2 Mitochondriale Funktion in der Leber bei septischen Tieren nach Stimulation

der Atmungskette tiber Komplex Il

Tabelle 14: Werte fiir State 3 in der Leber bei septischen Ratten nach Komplex-II-Stimulation

Isofluran Sevofluran  Propofol Midazolam Dexmedetomidin
Minimum 16,09 19,4 17,51 16,43 16,73
25. Perzentile 18,44 20,54 19,17 19,27 20,91
Median 19,8 21,6 21,95 21,64 22,74
75. Perzentile 21,27 24,42 23,57 25,17 26,06
Maximum 27,27 26,84 27,3 26,92 3391
Standardabweichung 3,25 2,35 3,09 3,73 4,97
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Tabelle 15: Werte fiir ADP/O in der Leber bei septischen Ratten nach Komplex-II-Stimulation

Isofluran Sevofluran  Propofol Midazolam Dexmedetomidin
Minimum 2,13 1,35 1,9 1,13 1,63
25. Perzentile 2,58 2,35 2,28 1,9 1,98
Median 3,25 2,87 2,59 2,32 2,4
75. Perzentile 4.7 2,97 2,75 3,03 291
Maximum 5,61 3,5 2,84 5,13 3,26
Standardabweichung 1,12 0,55 0,3 1,28 0,53

Tabelle 16: Werte fiir den RCI in der Leber bei septischen Ratten nach Komplex-II-
Stimulation

Isofluran Sevofluran  Propofol Midazolam Dexmedetomidin
Minimum 10,12 4,32 9,18 8,64 12,08
25. Perzentile 11,18 9,08 11,7 10,66 12,44
Median 12,25 13,09 12,31 12,71 13,54
75. Perzentile 14,16 15,67 14,33 16,42 15,8
Maximum 16,72 16,86 17,31 19,64 16,75
Standardabweichung 2,22 4,03 2,21 3,86 1,67
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Abb. 8: Vergleich der Atmungsparameter von Lebermitochondrien septischer Ratten nach
Isofluran-, Sevofluran-, Propofol-, Midazolam- oder Dexmedetomidin-Narkose nach
Komplex-II-Stimulation

Dargestellt sind State 3, ADP/O und der Respiratory Control Index (RCI) fiir Isofluran, Sevofluran, Propofol,
Midazolam und Dexmedetomidin. Die Daten sind als Boxplots dargestellt (Median, Interquartilsabstand, Min—

Max).

3.2Der Einfluss der verschiedenen Anasthetika auf die mitochondriale

Funktion im Colon

3.2.1 Mitochondriale Funktion im Colon bei nicht-septischen Tieren

Bei den nicht-septischen Tieren ergaben sich zwischen den verschiedenen Gruppen keine
signifikanten Unterschiede in der mitochondrialen Funktion im Colon, weder nach

Stimulation der Atmungskette iiber Komplex I noch iiber Komplex II.
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3.2.1.1 Mitochondriale Funktion im Colon bei nicht-septischen Tieren, nach

Stimulation der Atmungskette (iber Komplex |

Tabelle 17: Werte fiir State 3 im Colon bei nicht-septischen Ratten nach Komplex-I-
Stimulation

Isofluran Sevofluran  Propofol Midazolam Dexmedetomidin
Minimum 0,62 1,13 0,97 0,8 0,44
25. Perzentile 0,79 1,32 1,13 1,06 1,1
Median 1 1,5 1,33 1,53 1,4
75. Perzentile 1,49 1,69 1,7 2,09 1,71
Maximum 1,96 1,93 2,75 2,44 2,1
Standardabweichung 0,44 0,23 0,49 0,52 0,48

Tabelle 18: Werte fiir ADP/O im Colon bei nicht-septischen Ratten nach Komplex-I-
Stimulation

Isofluran Sevofluran  Propofol Midazolam Dexmedetomidin
Minimum 1,13 1,4 1,33 0,63 1,17
25. Perzentile 1,78 1,51 1,65 1,08 1,73
Median 2,77 1,88 2,07 1,6 1,97
75. Perzentile 4,17 2,35 2,77 2,78 2,29
Maximum 5,23 3,23 3,7 3,33 4,93
Standardabweichung 1,40 0,62 0,69 0,93 1,04
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Tabelle 19: Werte fiir den RCI im Colon bei nicht-septischen Ratten nach Komplex-I-
Stimulation

Isofluran Sevofluran  Propofol Midazolam Dexmedetomidin
Minimum 1,4 2,06 2,04 2 1,82
25. Perzentile 1,99 2,61 2,21 2,26 2,37
Median 2,16 3,25 3,45 2,99 2,99
75. Perzentile 4,49 3,81 4.6 5,18 3,54
Maximum 6,29 5,52 4,99 7,07 5,55
Standardabweichung 1,53 0,97 1,18 1,79 1,1
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Abb. 9: Vergleich der Atmungsparameter von Colonmitochondrien nicht-septischer Ratten
nach Isofluran-, Sevofluran-, Propofol-, Midazolam- oder Dexmedetomidin-Narkose nach
Komplex-I-Stimulation

Dargestellt sind State 3, ADP/O und der Respiratory Control Index (RCI) fiir Isofluran, Sevofluran, Propofol,
Midazolam und Dexmedetomidin. Die Daten sind als Boxplots dargestellt (Median, Interquartilsabstand, Min—

Max).
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3.2.1.2 Mitochondriale Funktion im Colon bei nicht-septischen Tieren, nach Stimulation der

Atmungskette iiber Komplex II

Tabelle 20: Werte fiir State 3 im Colon bei nicht-septischen Ratten nach Komplex-II-

Stimulation
Isofluran Sevofluran  Propofol Midazolam Dexmedetomidin

Minimum 0,58 2,01 2,37 1,28 04

25. Perzentile 1,93 2,47 2,5 1,89 2,23

Median 2,83 3,32 2,97 3 2,8

75. Perzentile 3 42 3,49 4,55 3,46

Maximum 5,08 4,65 6,01 5,35 4,61
Standardabweichung 1,16 0,87 1,03 1,36 1,08

Tabelle 21: Werte fiir ADP/O im Colon bei nicht-septischen Ratten nach Komplex-II-

Stimulation
Isofluran Sevofluran  Propofol Midazolam Dexmedetomidin

Minimum 0,56 0,41 0,59 0,51 0,58
25. Perzentile 0,97 0,63 0,73 0,64 0,77
Median 1,4 0,92 1,19 0,93 1,03
75. Perzentile 1,9 1,3 1,37 1,29 1,62
Maximum 5,37 1,87 1,57 2,33 4,92
Standardabweichung 1,3 0,43 0,34 0,59 1,23

37



Tabelle 22: Werte fiir RCI im Colon bei nicht-septischen Ratten nach Komplex-II-Stimulation

Isofluran Sevofluran  Propofol Midazolam Dexmedetomidin
Minimum 1,92 2,69 2,56 2.4 2,37
25. Perzentile 241 3,06 2,88 3,02 2,8
Median 2,7 4,37 4,71 4,56 3,73
75. Perzentile 5,12 5,78 5,48 5,97 5,82
Maximum 6,35 7,05 6,56 7,34 6,3
Standardabweichung 1,53 1,51 1,48 1,61 1,52
Sham Colon Komplex Il Sham Colon Komplex I Sham Colon Komplex 1l
B = B = 8=

@

E

£ B 6

£ 4

=] o —

E 4+ & & 41

£ El <, -

@ 24 é 2

i ==

1] T T T T T 1] T T T T T 0 T T T
ft\ a d} ey & 4~""-$S &F ﬂ‘f q@ &é“ §$@ UQD
A S S
'@I’- Qﬁ'!- on

Abb. 10: Vergleich der Atmungsparameter von Colonmitochondrien nicht-septischer Ratten
nach Isofluran-, Sevofluran-, Propofol-, Midazolam- oder Dexmedetomidin-Narkose nach
Komplex-II-Stimulation

Dargestellt sind State 3, ADP/O und der Respiratory Control Index (RCI) fiir Isofluran, Sevofluran, Propofol,
Midazolam und Dexmedetomidin. Die Daten sind als Boxplots dargestellt (Median, Interquartilsabstand, Min—

Max).

3.2.2 Mitochondriale Funktion im Colon bei septischen Tieren

Bei den septischen Tieren ergaben sich zwischen den verschiedenen Gruppen keine
signifikanten Unterschiede in der mitochondrialen Funktion im Colon, weder nach

Stimulation der Atmungskette liber Komplex I noch iiber Komplex II.
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3.2141 Mitochondriale Funktion im Colon bei septischen Tieren, nach Stimulation

der Atmungskette iiber Komplex |

Tabelle 23: Werte fiir State 3 im Colon bei septischen Ratten nach Komplex-I-Stimulation

Isofluran Sevofluran  Propofol Midazolam Dexmedetomidin
Minimum 0,8 0,92 0,86 0,8 0,76
25. Perzentile 1,01 1,02 1,09 0,95 0,85
Median 1,22 1,21 1,29 1,3 1,2
75. Perzentile 1,36 1,59 1,84 1,69 1,61
Maximum 1,57 2,44 2,4 2,57 1,67
Standardabweichung 0,23 0,44 0,5 0,55 0,35

Tabelle 24: Werte fiir ADP/O im Colon bei septischen Ratten nach Komplex-I-Stimulation

Isofluran Sevofluran  Propofol Midazolam Dexmedetomidin
Minimum 1,27 1,23 0,7 1,02 0,96
25. Perzentile 1,58 1,65 1,49 1,60 1,39
Median 2,44 2,51 1,84 2,18 2,56
75. Perzentile 2,93 2,98 2,35 2,58 3,21
Maximum 3,6 3,13 3,37 4,4 4,1
Standardabweichung 0,75 0,69 0,78 0,90 1,07
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Tabelle 25: Werte fiir den RCI im Colon bei septischen Ratten nach Komplex-I-Stimulation

Isofluran Sevofluran ~ Propofol Midazolam  Dexmedetomidin
Minimum 1,73 2,17 2,1 2,22 1,75
25. Perzentile 2,18 2,98 2,61 2,55 2,24
Median 3,01 3,81 3,11 4,31 2,72
75. Perzentile 5,08 5,35 4,03 4,89 3,97
Maximum 5,75 9,86 5,14 6,36 4,67
Standardabweichung 1,47 2,09 0,9 1,34 1,04
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Abb. 11: Vergleich der Atmungsparameter von Colonmitochondrien septischer Ratten nach

Isofluran-, Sevofluran-,
Komplex-I-Stimulation

Propofol-, Midazolam-

oder Dexmedetomidin-Narkose nach

Dargestellt sind State 3, ADP/O und der Respiratory Control Index (RCI) fiir Isofluran, Sevofluran, Propofol,

Midazolam und Dexmedetomidin. Die Daten sind als Boxplots dargestellt (Median, Interquartilsabstand, Min—

Max).
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3.21.2 Mitochondriale Funktion im Colon bei septischen Tieren, nach Stimulation

der Atmungskette iiber Komplex Il

Tabelle 26: Werte fiir State 3 im Colon bei septischen Ratten nach Komplex-II-Stimulation

Isofluran Sevofluran ~ Propofol Midazolam  Dexmedetomidin
Minimum 1,53 1,72 2,33 1,93 1,21
25. Perzentile 1,84 2,32 2,74 2,55 1,69
Median 2,29 2,87 2,92 2,92 2,54
75. Perzentile 2,83 3,51 4,2 3,83 3,62
Maximum 3,13 4,15 5,33 5,16 3,93
Standardabweichung 0,56 0,75 1,02 1 1

Tabelle 27: Werte fiir ADP/O im Colon bei septischen Ratten nach Komplex-II-Stimulation

Isofluran Sevofluran ~ Propofol Midazolam  Dexmedetomidin
Minimum 1 0,65 0,5 0,48 0,53
25. Perzentile 1,14 0,74 0,61 0,77 0,7
Median 1,45 0,9 0,98 1,2 0,97
75. Perzentile 1,68 1,38 1,19 1,26 1,85
Maximum 2,05 1,93 1,4 1,78 2,64
Standardabweichung 0,34 0,4 0,32 0,38 0,73
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Tabelle 28: Werte fiir den RCI im Colon bei septischen Ratten nach Komplex-II-Stimulation

Isofluran Sevofluran ~ Propofol Midazolam  Dexmedetomidin
Minimum 2,01 2,92 2,45 2,81 1,86
25. Perzentile 2,59 425 3,51 3,12 2,75
Median 3,8 4,65 4,81 4,54 3,59
75. Perzentile 5,54 5,23 5,82 5,54 6,01
Maximum 5,74 6,73 6,26 6,25 6,88
Standardabweichung 1,49 1,06 1,37 1,27 1,8
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Abb. 12: Vergleich der Atmungsparameter von Colonmitochondrien septischer Ratten nach
Isofluran-, Sevofluran-, Propofol-, Midazolam- oder Dexmedetomidin-Narkose nach
Komplex-II-Stimulation

Dargestellt sind State 3, ADP/O und der Respiratory Control Index (RCI) fiir Isofluran, Sevofluran, Propofol,
Midazolam und Dexmedetomidin. Die Daten sind als Boxplots dargestellt (Median, Interquartilsabstand, Min—

Max).
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4 Diskussion

4.1 Methodendiskussion
4.1.1 Wahl des experimentellen Modells

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt von Anisthetika auf die mitochondriale
Funktion bei Ratten untersucht. In der Sepsisforschung sind Nagetiermodelle gut etabliert,
insbesondere Mause und Ratten werden haufig eingesetzt [ 108]. Das Genom der Ratte weist
eine hohe Ahnlichkeit zum menschlichen Genom auf und ein GroBteil der menschlichen
Krankheitsgene besitzt ein Ortholog im Rattengenom [109]. Dartiiber hinaus bietet die Ratte,
im Vergleich zur Maus, aufgrund ihrer groferen Korper- und Organmasse praktische
Vorteile fiir experimentelle Untersuchungen. So lassen sich chirurgische Eingriffe, wie
beispielsweise die hier durchgefiihrten CASP- bzw. Sham-Operationen, einfacher

durchfiihren und es konnen groBBere Gewebeproben gewonnen werden.

Eine Alternative zu tierexperimentellen Versuchen stellen in-vitro-Modelle dar. Auch in der
Arbeitsgruppe, in der die vorliegende Arbeit durchgefiihrt wurde, werden entsprechende
Versuche eingesetzt [110, 111]. In-vitro-Modelle sind in der Regel ethisch weniger
problematisch, da keine Experimente an lebenden Organismen durchgefiihrt werden.
Dadurch sind sie zudem héaufig kostengiinstiger und leichter reproduzierbar. Allerdings
konnen in In-vitro-Modellen systemische Einflussfaktoren, wie beispielsweise die
Interaktion zwischen verschiedenen Organen oder pharmakokinetische Prozesse, nicht
abgebildet werden. Ein tierexperimentelles Modell kann dies genauer darstellen und war

daher fiir die vorliegende Arbeit besser geeignet.

Eine noch hohere klinische Relevanz besitzen klinische Studien, da die Ergebnisse auf realen
Krankheitsverlaufen beruhen und direkt am Menschen erhoben werden. Die experimentellen
Bedingungen sind hierbei jedoch deutlich schwieriger zu kontrollieren als in
tierexperimentellen Studien. In Tiermodellen kann der Versuchsablauf standardisiert werden

und statt Surrogatparametern kann Gewebe direkt analysiert werden.

4.1.2 Ethische Aspekte und Umsetzung des 3R-Prinzips

Die britischen Wissenschaftler William Russell und Rex Burch formulierten 1959 das

sogenannte 3R-Prinzip zum ethischen Umgang mit Tierexperimenten [112]. Abb. 13

43



veranschaulicht das 3R-Prinzip. Es wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit

berticksichtigt.

Im Vorfeld wurde beispielsweise gepriift, ob ein alternatives Verfahren wie ein In-vitro-
Versuch genauso geeignet wire (Replacement-Prinzip). Aufgrund der im vorherigen
Unterkapitel dargestellten Griinde wurde entschieden, dass dies in diesem Fall nicht moglich

ist.
Das 3R-Prinzip
Replacement —— Reduction —— Refinement

Ersatz von Tierversuchen Reduktion der verwendeten Verbesserung der Haltungs-
durch alternative Methoden Tiere auf ein Minimum und Versuchsbedingungen

N 4

K\t N\ - adaquate Analgesie
Sk
Feahs
.:"“’l}'ﬁf 7
artgerechte Haltung
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_E‘
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Monitoring des Wohlergehens

Abb. 13: Das 3R-Prinzip in der tierexperimentellen Forschung nach Russell und Burch.

In der vorliegenden Arbeit wurde das 3R-Prinzip beriicksichtigt. Es wurde gepriift, ob alternative Verfahren
wie in-vitro-Versuche oder Computersimulationen eingesetzt werden kdnnen (Replacement), die verwendeten
Tiere wurden auf ein Minimum reduziert (Reduction) und die Haltung sowie die Durchfithrung der

Experimente wurden so gestaltet, dass die Belastung der Tiere moglichst gering gehalten wurde (Refinement).

Erstellt mit BioRender.com (BioRender, Toronto, Kanada).

Die iibliche Gruppengrof3e in septischen Rattenmodellen betrdgt 10 bis 12 Tiere pro Gruppe
[113-118]. Die in dieser Arbeit vorliegende Gruppengréfle von 12 Tieren pro Gruppe ergab
sich aus einer A-priori-Poweranalyse (s. Abschnitt 2.1.4 Versuchsablauf). Eine Reduktion
der Gruppengrofle wiirde die statistische Teststirke (Power) der Untersuchung verringern
und konnte dazu fiihren, dass ein tatsdchlich vorhandener Effekt nicht erkannt wird [119].
Es erfolgte somit eine Abwdgung zwischen dem Ziel, die Anzahl der Versuchstiere
moglichst gering zu halten, und der Notwendigkeit, eine ausreichende wissenschaftliche

Aussagekraft der Untersuchung sicherzustellen (Reduction-Prinzip).
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Unter dem Gesichtspunkt des Refinement-Prinzips wurden verschiedene Mallnahmen
ergriffen, um das Leid der Tiere zu minimieren. Die Durchfiihrung der Studie erfolgte im
Einklang mit der Richtlinie 2010/63/EU des europdischen Parlaments und des Rates vom
22. September 2010 zum Schutz der fiir wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere
(Europdische Union 22.09.2010). Die Tiere erhielten eine spezielle Rattendidt und Wasser
ad libitum und hatten Sichtkontakt zueinander. Wéhrend des gesamten Versuchsablaufs
erfolgte mindestens alle 6 Stunden eine tierdrztliche Evaluation des gesundheitlichen
Zustands der Ratten. Dies erfolgte systematisch unter Verwendung eines Septic rat severity
scoring systems (s. Anhang). Bei Erreichen einer bestimmten Punktezahl erfolgte die
schmerzlose Totung mittels Pentobarbital. Zudem erhielten die Tiere alle 6 bis 8 Stunden
eine Analgesie mit Buprenorphin (0,05 mg/kg). Die operativen MaBBnahmen erfolgten immer

unter Narkose und Analgesie.

4.1.3 Methodenwahl zur Untersuchung der mitochondrialen Funktion

In der vorliegenden Arbeit wurden respirometrische Messungen des Sauerstoffverbrauchs
durchgefiihrt, um die mitochondriale Funktion zu untersuchen. Durch Zugabe von Glutamat
und Malat bzw. Succinat und Rotenon konnten Komplex I und Komplex II der Atmungskette
getrennt voneinander untersucht werden. Die Respirometrie stellt ein etabliertes Verfahren
zur Untersuchung der mitochondrialen Funktion dar [120]. Mitochondrien besitzen jedoch
zahlreiche Funktionen (s. Abschnitt 1.3 Grundlagen der mitochondrialen Funktionsweise).
Die Respirometrie kann primér Aussagen zur oxidativen Phosphorylierung machen. Andere
Funktionen, wie beispielsweise die ROS-Produktion oder weitere Stoffwechselprozesse,
werden durch dieses Verfahren nicht erfasst. Die Aussagekraft der Respirometrie ist somit
hinsichtlich der Gesamtfunktion der Mitochondrien begrenzt. Trotz dieser Limitationen gilt
die Respirometrie weiterhin als Goldstandard-Methode zur Untersuchung der

mitochondrialen Funktion in Gewebe- und Zellproben [121].

4.1.4 Auswahl der verwendeten Anasthetika

Die Auswahl der untersuchten Anésthetika erfolgte aufgrund ihrer klinischen Relevanz fiir
die Behandlung kritisch kranker Patienten. Alle untersuchten Substanzen sind fiir eine
intensivmedizinische Sedierung geeignet und werden in unterschiedlichem Umfang in der
S3-Leitlinie Analgesie, Sedierung und Delirmanagement in der Intensivmedizin empfohlen

[122]. Die Auswahl deckt die wichtigsten Sedativa- bzw. Anésthetikagruppen ab: Propofol
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als intravendses Anédsthetikum und bevorzugte Substanz fiir eine Sedierung von bis zu 7
Tagen, Isofluran und Sevofluran als wichtige Vertreter der volatilen Inhalationsanésthetika,
Midazolam als Benzodiazepin und weit verbreitetes Sedativum und Dexmedetomidin als zur
Sedierung eingesetzter Alpha2-Adrenozeptoragonist. Insbesondere fiir Isofluran, Sevofluran
und Propofol wurden in vorausgegangenen Arbeiten bereits Effekte auf die mitochondriale
Funktion nachgewiesen (s. 1.6 Der Einfluss von Anésthetika auf die mitochondriale
Funktion). Fiir Propofol wurden in vorangegangenen Arbeiten sowohl protektive [123, 124]
als auch nachteilige Effekte [125] in septischen Nagetiermodellen beschrieben. Das gleiche
gilt fiir Isofluran [126, 127].

Die Auswahl dieser Substanzen ermoglicht somit einen Vergleich klinisch besonders
relevanter Anésthetika und soll dazu beitragen, uneinheitliche Befunde aus vorherigen

Studien besser einzuordnen.

4.1.5 Auswahl des Sepsismodells

Zur Sepsisinduktion im Nagetiermodell wurden in den vergangenen Jahrzehnten
verschiedene Methoden entwickelt. Die beiden am héufigsten verwendeten Methoden sind
das LPS-Modell (Injektion von Lipopolysacchariden, s. auch 1.2 Pathophysiologie der
Sepsis) und das Cecal Ligation and Puncture (CLP)-Modell. Weitere etablierte Methoden
sind die Injektion von Bakterien, das Bacteria clot implantation-Modell, das in dieser Arbeit
angewandte Colon Ascendens Stent Peritonitis (CASP)-Modell sowie das Cecal Slurry
(CS)-Modell [128].

Das LPS-Modell ist eine der dlteren Methoden, wird jedoch weiterhin eingesetzt, da es
technisch einfach anzuwenden und sehr gut reproduzierbar ist sowie rasch zu einer
ausgeprigten systemischen Entziindungsreaktion und zu einem massiven Anstieg
proinflammatorischer Zytokine fiihrt [129]. In experimentellen Untersuchungen fiihrte das
LPS-Modell zudem zu stirkeren inflammatorischen Reaktionen als das CLP-Modell [130].
Die durch das LPS-Modell hervorgerufene Immunreaktion unterscheidet sich jedoch in
threm zeitlichen Verlauf und in der Stirke der auftretenden Effekte deutlich von der
Immunreaktion im CLP-Modell [129]. Internationale Konsensempfehlungen im Rahmen der
Initiative ,,Minimum Quality Threshold in Pre-clinical Sepsis Studies (MQTiPSS)* aus dem
Jahr 2018 raten davon ab, das LPS-Modell zur Nachahmung einer menschlichen Sepsis zu

verwenden [131].
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Es wird angenommen, dass das CLP-Modell die Pathophysiologie der menschlichen Sepsis
besser nachahmt als das LPS-Modell [108, 128, 130]. Es gilt als Goldstandard-Verfahren
der Sepsisinduktion im Tiermodell [108, 132]. Im CLP-Modell wird das Zoékum nach
medianer Laparotomie unterhalb der Ileozédkalklappe ligiert und ein- oder mehrmals mit
einer Nadel punktiert [133]. Hierdurch kommt es zum Austritt von Féizes in die
Peritonealhohle, was zur Entwicklung einer polymikrobiellen Sepsis fithrt. Durch Variation
der Ligaturhdhe, der Anzahl der Punktionen sowie des Nadeldurchmessers kann der

Schweregrad der Sepsis modifiziert werden [128, 133].

Das CASP-Modell und das CLP-Modell dhneln sich darin, dass in beiden Modellen durch
Austritt von Darminhalt eine Peritonitis und in der Folge eine polymikrobielle Sepsis
ausgelost wird. In einem direkten Vergleich der beiden Modelle wurden im CASP-Modell
jedoch hohere Bakterienmengen sowie hohere Zytokinlevel nachgewiesen. Zudem zeigten
sich im CLP-Modell nach 24 Stunden Adhésionen zwischen Diinndarmschlingen und dem
ligierten Zokum, sodass es zu keinem weiteren Austritt von Darminhalt kam, wihrend im
CASP-Modell kontinuierlich weiter Darminhalt in die Peritonealhdhle austrat [134].
Befiirworter des CASP-Modells argumentieren, dass im Vergleich zum CLP-Modell sowohl
der Austritt von Darminhalt als auch der Schweregrad der Sepsis besser kontrolliert werden
konnen und das Modell dadurch reproduzierbarer ist [117, 128]. Vor diesem Hintergrund
wurde in der vorliegenden Arbeit das CASP-Modell dem CLP-Modell vorgezogen. Alle
tierexperimentellen Modelle stehen jedoch unter dem Kritikpunkt, dass die Ergebnisse nicht
ohne Weiteres auf den Menschen {iibertragbar sind, da sich die Immunantwort von

Nagetieren in wesentlichen Aspekten von der des Menschen unterscheidet [108, 135, 136].

4.2 Ergebnisdiskussion

Die in der Einleitung als Ziele der Arbeit formulierten Fragen konnen wie folgt beantwortet

werden:

1. Es gibt Unterschiede in den Effekten einzelner Anésthetika auf die mitochondriale
Funktion in der Leber. Nach Stimulation der Atmungskette iiber Komplex I war State
3 nach Propofol-Narkose signifikant niedriger als nach Midazolam-Narkose.
Auflerdem war nach Stimulation der Atmungskette iber Komplex II die ADP/O

Ratio nach Isofluran-Narkose signifikant hoher als nach Midazolam-Narkose.
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2. Es gibt keine signifikanten Unterschiede in den Effekten der unterschiedlichen
Anisthetika auf die mitochondriale Funktion im Colon.

3. Die beobachteten Effekte unterscheiden sich unter septischen und nicht-septischen
Bedingungen. Signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Anésthetika

wurden nur unter nicht-septischen Bedingungen nachgewiesen.

4.2 1 Effekte auf die mitochondriale Funktion in der Leber

Nach Stimulation der Atmungskette iiber Komplex I war State 3 (maximale respiratorische
Aktivitdt nach Zugabe von ADP) nach Propofol-Narkose signifikant niedriger als nach
Midazolam-Narkose. Dieser Befund steht im Einklang zu Voruntersuchungen, in denen
ebenfalls ein negativer Effekt von Propofol auf die mitochondrialen Parameter in Komplex
I beschrieben wurde. So stellten Rigoulet et al. 1996 fest, dass unter Propofol eine starke
Inhibierung von State 3 in Lebermitochondrien von Ratten auftritt [137]. Grundmanova et
al. zeigten im Myokardgewebe von Ratten nach Propofolverabreichung ebenfalls eine
signifikant erniedrigte Aktivitit in Komplex I [97]. Auch Lotz et al. zeigten unter Propofol
im Myokard von Kaninchen eine signifikant beeintrichtigte Aktivitit in Komplex I [95]. Im
Mausmodell wurde ebenfalls eine verminderte Komplex-I-Aktivitdt nach Propofolgabe

beobachtet [85].

Der Wirkmechanismus, wie Propofol Komplex I hemmt, ist nicht vollstindig geklért. Es
wird jedoch angenommen, dass eine Propofol-abhidngige Inhibition von Komplex I Teil der
pathophysiologischen Prozesse ist, die zum Propofol-related infusion syndrome (PRIS)
beitragen [138]. PRIS ist eine seltene, jedoch potenziell lebensbedrohliche Komplikation
einer langfristigen Propofolgabe. Die in der vorliegenden Arbeit beobachteten signifikanten
Verdnderungen der mitochondrialen Funktion unter Propofol kénnten diese Hypothese

unterstiitzen.

Nach Stimulation der Atmungskette tiber Komplex II war die ADP/O Ratio nach Isofluran-
Narkose signifikant hoher als nach Midazolam-Narkose. Dies spricht dafiir, dass nach
Midazolamgabe eine groflere Sauerstoffmenge bendtigt wird, um die gleiche Menge ADP
umzusetzen und demnach dafiir, dass die oxidative Phosphorylierung unter Isofluran

effizienter ablauft als unter Midazolam.

Direkte Vergleichsuntersuchungen zwischen Isofluran und Midazolam konnten in der

Literatur nicht gefunden werden, sodass eine Literatureinordnung des Befundes hier nur
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indirekt erfolgen kann. Generell waren Effekte von Isofluran in anderen Untersuchungen vor
allem fiir Komplex I beschrieben worden und zeigten tiberwiegend einen negativen Effekt
auf die mitochondriale Funktion [85, 139, 140]. Hinsichtlich der Effekte von Midazolam auf
die mitochondriale Funktion ist die Datenlage begrenzt und uneinheitlich. In einer dlteren
Studie aus dem Jahr 1996 sind negative Effekte von Midazolam auf die Komplexe I, IT und
IIT der Atmungskette beschrieben worden [98], wihrend in einer neueren Untersuchung
keine Beeintrachtigung der mitochondrialen Funktion festgestellt wurde [141]. Kuebart et
al. beobachteten nur unter supratherapeutischen Dosierungen einen negativen Effekt von
Midazolam auf die oxidative Phosphorylierung [99]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
sprechen demnach fiir eine effizientere oxidative Phosphorylierung unter Isofluran als unter
Midazolam, sollten jedoch vor dem Hintergrund fehlender Vergleichsdaten und da in
anderen Parametern keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Substanzen

gemessen wurden, vorsichtig interpretiert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen Propofol und
Isofluran gefunden. Osuru et al. untersuchten die Effekte von Propofol und von Isofluran auf
die mitochondriale Funktion in der Leber im septischen Rattenmodell. Dabei zeigte sich,
dass die Komplex-I-Aktivitét bei septischen Tieren unter Isofluran erniedrigt war, wiahrend
sie unter Propofol sogar leicht stieg. Die Komplex-II-Aktivitit war unter Isofluran
signifikant erniedrigt, unter Propofol jedoch nicht [90]. Anders als in der vorliegenden
Arbeit wurden die Substanzen jedoch nicht direkt miteinander verglichen, sodass eine
unterschiedliche Fragestellung vorlag. Dass in der vorliegenden Arbeit im direkten
Vergleich kein signifikanter Unterschied festgestellt werden konnte, konnte darauf
zuriickzufithren sein, dass Propofol und Isofluran einen &hnlichen Effekt auf die
mitochondriale Funktion haben. Andererseits konnten aber auch unterschiedliche Effekte

vorliegen, die durch den Einfluss der Sepsis jedoch tiberlagert werden.

4.2.2 Effekte auf die mitochondriale Funktion im Colon

Im Gegensatz zu den in der Leber beobachteten Effekten konnten im Colon keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden, weder bei septischen noch bei nicht-

septischen Tieren.

Es gibt bislang nur eine begrenzte Anzahl an Untersuchungen, die sich mit dem Einfluss von

Andisthetika auf die mitochondriale Funktion im Colon beschéftigt haben. Zudem konnte in
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der Literatur keine Studie gefunden werden, die — wie in der vorliegenden Arbeit -
unterschiedliche Anésthetika im Hinblick auf die mitochondriale Funktion direkt
miteinander verglichen hat. Herminghaus et al. beobachtete, dass Propofol eine
Verbesserung der mitochondrialen Funktion im Colon bewirkt, wihrend es gleichzeitig zu
einer Verschlechterung der mitochondrialen Funktion in der Leber kommt [50]. Kuebart et
al. sahen keinen Effekt von Midazolam und Dexmedetomidin auf die mitochondriale
Funktion im Colon [99]. Es gibt jedoch Studien, die andere Effekte von Anédsthetika auf das
Colon untersucht haben. So gibt es beispielsweise eine Untersuchung, die Propofol und
Dexmedetomidin im Hinblick auf die gastrointestinale Motilitdt bei septischen Méusen
verglichen hat und feststellte, dass Dexmedetomidin die gastrointestinale Peristaltik hemmt,
wihrend dies bei Propofol nicht passiert [142]. Die insgesamt geringe Datenlage erschwert
die Einordnung der Befunde und verdeutlicht den Bedarf weiterer Untersuchungen in diesem

Bereich.

Dass in der Leber — wenn auch nur wenige — signifikante Unterschiede aufgetreten sind und
diese im Colon fehlen, stellt einen Hinweis auf eine organspezifische Wirkung von
Andisthetika dar. Eine mogliche Erklarung hierfiir ist, dass Mitochondrien je nach Organ
unterschiedliche Anforderungen erfiillen miissen und sich daher in ihrer Morphologie sowie
der Proteinzusammensetzung unterscheiden [37, 143, 144]. McLaughlin et al. konnten
zeigen, dass sich sowohl die Respirationsraten als auch die Expression der einzelnen
Atmungskomplexe sowie die Effizienz der oxidativen Phosphorylierung zwischen
verschiedenen Organen signifikant unterscheiden [145]. Dies konnte auch erklaren, weshalb
die Leber als hoch stoffwechselaktives Organ mit hoher Mitochondriendichte empfindlicher
auf pharmakologische Einfliisse reagiert. Eine weitere Erkldrung konnte die heterogene
Zellzusammensetzung der Gewebe sein. Aufgrund des mehrschichtigen Aufbaus des Colons
unterscheiden sich die enthaltenen Zelltypen in Colonhomogenaten mdglicherweise stirker
als in den Leberhomogenaten, wodurch es zu einer Uberlagerung unterschiedlicher Effekte

kommen konnte.

4.2.3 Einfluss der Sepsis auf die Wirkung der Anasthetika

Ein zentraler Befund der vorliegenden Arbeit ist, dass bei den septischen Tieren keine
signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Anésthetika hinsichtlich der

mitochondrialen Funktion auftraten.
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Die Studienlage hinsichtlich des Einflusses von Anésthetika auf die mitochondriale Funktion
bei septischen Tieren ist limitiert, was einen direkten Vergleich der Ergebnisse erneut
erschwert. Eine Voruntersuchung an septischen Ratten beschrieb eine stirkere
Beeintriachtigung der Atmungskette unter Isofluran im Vergleich zu Propofol [90].
Allerdings erfolgte dort der Vergleich gegeniiber nicht-septischen Kontrollgruppen und
nicht zwischen den Anisthetika selbst, wodurch die Ubertragbarkeit auf die vorliegenden

Ergebnisse eingeschrinkt ist.

Studien, die verschiedene Anésthetika im Kontext der Sepsis direkt miteinander vergleichen,
beziehen sich iiberwiegend auf klinisch relevante Endpunkte wie Mortalitit oder
Organfunktion. Koutsogiannaki et al. zeigten beispielsweise, dass eine prolongierte Gabe
von Isofluran das Outcome verschlechterte, wihrend dies bei Propofol nicht der Fall war.
Des weiteren beschrieben sie unter Isofluran eine verschlechterte Nierenfunktion, eine
erhohte Bakterienlast und eine verminderte Rekrutierung von Neutrophilen [126]. Schlapfer
et al. stellten hingegen im septischen Rattenmodell eine erhdhte Mortalitit unter Propofol
verglichen mit volatilen Anésthetika fest [125]. Diese widerspriichlichen Ergebnisse zeigen,

dass weiterer Forschungsbedarf in diesem Bereich besteht.

Eine mdgliche Erklarung fiir das Ausbleiben signifikanter Unterschiede bei septischen, nicht
jedoch bei nicht-septischen Tieren, ist, dass sepsisassoziierte Verdanderungen der
mitochondrialen Funktion die Effekte der untersuchten Anésthetika iiberlagern. Unter
septischen Bedingungen wurde unter anderem eine Stickstoffmonoxid- und ROS-vermittelte
Hemmung von Komplexen der Atmungskette [146] sowie die Downregulation von Genen,
die fiir mitochondriale Proteine kodieren [147], beschrieben. Andererseits haben
Herminghaus et al. wihrend der initialen Phasen einer Sepsis auch verbesserte
mitochondriale Respirationsparameter in der Leber beobachtet [61]. Diese Prozesse konnten

die Detektierbarkeit zusdtzlicher pharmakologischer Effekte erschweren.
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4.3 Schlussfolgerungen

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass sich die untersuchten Anisthetika hinsichtlich ihrer
Effekte auf die mitochondriale Funktion insgesamt nur geringfiigig unterscheiden.
Signifikante Unterschiede konnten ausschlieBlich in der Leber und nur bei nicht-septischen
Tieren nachgewiesen werden, wihrend im Colon sowie unter septischen Bedingungen keine

signifikanten Unterschiede beobachtet wurden.

Diese Befunde sprechen dafiir, dass der Einfluss von Anésthetika auf die mitochondriale
Funktion organspezifisch ist und die Leber eine hohere Sensitivitit gegeniiber
pharmakologischen Einfliissen aufweist als das Colon. Die Ergebnisse bei septischen Tieren
deuten darauf hin, dass sepsisassoziierte Verdnderungen der mitochondrialen Funktion

mogliche substanzspezifische Effekte nivellieren kénnen.

Die Aussagekraft der Ergebnisse ist durch das tierexperimentelle Studiendesign und die
daraus resultierende eingeschrinkte Ubertragbarkeit auf den Menschen limitiert. Zudem
erfasst die Respirometrie nur einen Teil der mitochondrialen Funktion. Die vorliegenden
Daten liefern daher wertvolle Erkenntnisse, erlauben aber keine unmittelbaren klinischen

Schlussfolgerungen.

Zukiinftige Studien sollten den Einfluss von Anésthetika unter septischen Bedingungen
weiter untersuchen und zuséitzliche mitochondriale Parameter sowie weitere organbezogene

Endpunkte mit einbeziehen.
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7 Anhang

7.1 Materialien und Gerate des tierexperimentellen Teils

Vasofix Safety® 16G

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Introcan Safety® 24G

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Prolene™ 6-0, 9,3mm, 3/8c,

75cm

Ethicon, Norderstedt, Deutschland

Vicryl™ plus 17mm, 1/2c,
70cm

Ethicon, Norderstedt, Deutschland

Polyester griin 4-0 100 m nicht

resorbierbar

Resorba, Niirnberg, Deutschland

Raucodrape® Lochtuch
45x75cm

Lohmann und Rauscher GmbH und Co. KG,

Neuwied, Deutschland

Surgical gloves sterile 6,5

Semperit Investment Asia, Singapur, Asien

Wattestibchen

Mai Med GmbH, Neuenkirchen, Deutschland

MoliNea, Molicare®, normal,

40x60cm

Hartmann, Wiener Neudorf, Osterreich

Transpore®, 2,5cm x 9,1m

3M, Saint Paul, Minnesota, Vereinigte Staaten

Omnifix®-F, Luer-Solo, 1ml

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

ES-Kompressen 10x10cm

Paul Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland

Homeothermic Monitoring
System Version 1.1.1

Wirmematte

Hugo Sachs Elektronik

- Harvard Apparatus GmbH, March, Deutschland

VentElite Hugo Sachs

Elektronik Beatmungsgerat

Harvard Apparatus GmbH, March,

Deutschland
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Trajan 800 Narkosegerét

Dréger, Dragerwerk AG & Co. KGaA, Liibeck,
Deutschland

Pilot Anésthesie Perfusor

Fresenius Vial S.A. Brezins, Frankreich

Verdampfer Vapor 19.1

Drager, Dragerwerk AG & Co. KGaA,

Liibeck, Deutschland

7.2 Medikamente des tierexperimentellen Teils

Temgesic® Buprenorphin

Indivior, UK Limited

Narcoren® Pentobarbital-

Natrium

Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim
am Rhein, Deutschland

Bepanthen® Augen-und

Nasensalbe

Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland

Kodan® Tinktur forte farblos

Schiilke und Mayr, Norderstedt, Deutschland

Jonosteril® Infusionslosung

500ml

Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland

Sauerstoff, 10L 200bar

The Linde Group, Leuna, Deutschland

Druckluft fiir
Atemschutzgerdte, 10L 200bar

The Linde Group, Leuna, Deutschland

Heparin-Natrium, 5.000
LE./ml

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Isofluran-Piramal

Primal Critical Care Deutschland GmbH,

Hallbergmoos, Deutschland

Sevorane® Sevofluran

AbbVie Deutschland GmbH und Co KG,
Ludwigshafen, Deutschland
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Propofol 1%, 10mg/1ml Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg,

Deutschland

Midazolam 5mg/ml Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Dexmedetomidin 100 pg/ml EVER Valinject GmbH, Unterach, Osterreich

7.3 Materialien und Gerate des laborexperimentellen Teils

Borosilikatglas VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Badthermostat Julabo ED, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Badthermostat Thermomix 1420, B.BRAUN Deutschland GmbH &
Co. KG, Melsungen, Deutschland

Eismaschine Manitowoc Flockeneisbereiter, Manitowoc Ice,
Manitowoc, USA

Falcon Falcon™ 15ml, SARSTEDT, Niimbrecht,
Deutschland

Falcon Falcon™ 50ml, SARSTEDT, Niimbrecht,
Deutschland

Laborriihrwerk IKA® EUROSTAR 20 digital 2000rpm, IKA®-Werke
GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland

Mikrospritze Exmire Microsyringe, Ito Corporation, Fuji, Japan

Mikrotiterplatten Mikrotestplatte 96-Well F, SARSTEDT, Niimbrecht,
Deutschland

Multi-Detektions- BioTek Synergy 2 mit Software Gen5™ Version 1.11.,

Plattenlesegerét BioTek, Winooski, USA (Protein- sowie MDA-
Konzentrationsbestimmung)

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

Pipette Pasteur 7ml, VWR International, Darmstadt,

Deutschland

Pipette Pipettensatz Eppendorf Research® 100ul bis 5000ul,
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipetus Pipetus, Hirschmann Laborgerite, Eberstadt,
Deutschland

Pipettenspitze 10ul Tips, SARSTEDT, Niimbrecht, Deutschland

Pipettenspitze 200ul Tips, SARSTEDT, Niimbrecht, Deutschland

Pipettenspitze 1000u] Graduated Tip, Starlabgroup, Hamburg,
Deutschland

Pipettenspitze 0,1-5ml Eppendorf Tips, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

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

Reaktionsgefal Micro-Tubes, 1,5ml, SARSTEDT, Niimbrecht,
Deutschland

Reaktionsgefal Micro-Tubes 2,0ml, SARSTEDT, Niimbrecht,
Deutschland

Respirometer MT200 und SI782, Strathkelvin Instruments, North

Lanarkshire, Schottland

Respirometer Software

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

Statistiksoftware und

graphische Darstellung

GraphPad Prism Version 6.0, GraphPad Software, Inc,

La Jolla, USA

Tiefkiihlschrank

Liebherr Comfort, Liebherr, Bulle, Schweiz

Tiefkiihlschrank

Sanyo Medicool, PHC Corporation, Tokyo, Japan
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Vortexgerit Vortex Genie Touch Mixer 1, Scientific Industries,
New York, USA
Waage LA230S, Sartorius, Gottingen, Deutschland

7.4 Chemikalien und Reagenzien des laborexperimentellen Teils

Adenosindiphosphat Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Antimycin A Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Aqua dest. Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Bovine Serum Albumin (fatty
acid free)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

CCCP (Carbonylcyanide 3-
chloro-phenylhydrazone)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

cOmplete™ (Protease Inhibitor

Cocktail)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

Cytochrom c

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

EGTA

Carl Roth & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Folin-Ciocalteau-Reagenz

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

L-Glutamat

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

Kaliumchlorid

Carl Roth & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat

Merck, Darmstadt, Deutschland
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di-Kaliumhydrogenphosphat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Kaliumnatriumtartrat- Merck, Darmstadt, Deutschland
Tetrahydrat
Kaliumhydroxid Carl Roth & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Kupfer(Il)-Sulfat-Pentahydrat

Merck, Darmstadt, Deutschland

L-Malat

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

D(-)-Mannitol

Carl Roth & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

MOPS (3-(N-Morpholino)-

propan-sulfonsadure)

Carl Roth & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Natriumcarbonat, wasserfrei

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

Natriumhydroxid Merck, Darmstadt, Deutschland
Oligomycin EMD Chemicals, San Diego, USA
Rotenon Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland

D(+)-Saccharose

Carl Roth & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Sodium sulfite

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Succinat

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Tetrasodiumpyrophosphat

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Trypsin-EDTA
(Ethylendiamintetraacetat)

Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland
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7.5 Puffer und Losungen des laborexperimentellen Teils

Isolationspuffer

Respirationspuffer

200 mM D(-)-Mannitol

50 mM D(+)-Saccharose

5 mM Kaliumdihydrogenphosphat
5 mM MOPS

0,1%iges BSA fatty acid free

1 mM EGTA

4 M Kaliumhydroxid

Mannitol und 1 Liter Aqua dest. werden
zusammengegeben und bei mindestens 90 °C ca. 20
bis 30 Minuten erhitzt. Nach Abkiihlen werden die
weiteren Substanzen hinzugegeben. Der pH-Wert wird

mit Kaliumhydroxid auf 7,15 titriert.

Fiir das Colon werden vor Gebrauch zusétzlich 20 mg

BSA/ml hinzugefiigt.

130 mM Kaliumchlorid

5 mM di-Kaliumhydrogenphosphat
20 mM MOPS

2,5 mM EGTA

1 uM Tetrasodiumpyrophosphat
0,1%iges BSA fatty acid free

4 M Kaliumhydroxid
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Die Substanzen werden zusammengegeben und mit
Aqua dest. auf 1 Liter aufgefiillt. Der pH-Wert wird
mit Kaliumhydroxid auf 7,4 titriert.

Fiir das Colon werden vor Gebrauch zusétzlich 20 mg

BSA/ml hinzugefiigt.

Loésungen fiir die Proteinkonzentrationsbestimmung

Lowry Losung 1

Reagenz A: 10 g Natriumcarbonat werden in 500 ml 1
M Natriumhydroxid-Losung geldst

Reagenz B: 2 g Kaliumnatriumtartrat-Tetrahydrat
werden in 100 ml Aqua dest. gelost

Reagenz C: 1 g Kupfer(Il)-Sulfat-Pentahydrat wird in
100 ml Aqua dest. geldst

Lowry Losung 2

400 pl Folin-Ciocalteau-Reagenz

400 pl Aqua dest.
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7.6 Septic rat severity score

Untersuchung Untersuchungsergebnis Punktezahl
Korpergewicht 1. préoperatives Gewicht (pG) in |A% <5 — 0 Punkte
Gramm A% <15 — 2 Punkte
2. Momentanwert (mW) in Gramm A% <20 — 3 Punkte
3. A=% des mW vom pG A% > 20 — 10
Punkte
Erscheinung 1. Normale Erscheinung, Fell | — 0 Punkte
anliegend, sauber geputzt
2. Geringes Pflegedefizit, Fell | — 1 Punkt
gestriaubt — 2 Punkte
3. Zunehmendes Pflegedefizit, Rander
an Auge/Anus — 3 Punkte
4. Deutliches Pflegedefizit, Augen
verklebt, Einstreu haftet am Anus
Spontanverhalten 1. Ratte erkundet Kifig, aktiv — 0 Punkte
2. Ratte sitzt auf einer Stelle, | — 1 Punkt
Ganzkorperbewegung vorhanden
3. Buckelige Haltung, schwankender | — 3 Punkte
Gang — 10 Punkte
4. Immobil, Seitenlage
Provoziertes 1. Ratte flieht bei Kéfigdftnung, starker | — 0 Punkte
Verhalten Muskeltonus
2. Ratte flieht erst bei Anndherung der | — 1 Punkt
Hand — 3 Punkte
3. Ratte flieht erst bei Beriihrung — 10 Punkte
4. Fluchtreflex erloschen
Atemfrequenz 1. Préoperativer Wert (pW) A% <10 — 0 Punkte
2. Momentanwert (mW) A% <20 — 1 Punkt
3. A=% des mW vom pW A% <50 — 2 Punkte
A% > 50 — 3 Punkte
Exspiratorisches 1. Nein — 0 Punkte
Atemgerausch 2. Ja — 1 Punkt
Abdomenpalpation 1. Kein  Druckschmerz,  weiches | — 0 Punkte
(AP) Abdomen — 1 Punkt
2. Geringe Reaktion auf AP, weiches
Abdomen — 3 Punkte
3. Abdominelle Resistenz — 10 Punkte
4. Deutliche Schmerzzeichen auf AP,
hartes Abdomen
Kotbeschaffenheit 1. Viel normaler Kot im Kéfig, koten | — 0 Punkte
wihrend der Untersuchung
2. Viel Kot im Kifig, Kot blutig, | — 2 Punkte
diinnfliissig oder schleimig
3. Wenig Kot im Kifig, unabhdngig | — 3 Punkte
von Beschaffenheit
4. Kein Kot im Kifig seit letzter | — 10 Punkte

Untersuchung
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Auswertung:

Aufaddieren der pro Untersuchungskategorie erreichten Punktezahlen. Wird in wenigstens
zwei Kategorien die Punktezahl von 3 Punkten erreicht, werden alle 3-Punkte Werte auf 4
Punkte aufgewertet. Totung des Tieres durch Uberdosierung Pentobarbital (600 mg/kg) i.p.

notwendig bei 10 und mehr Punkten.
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