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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Sepsis und septischer Schock

1.1.1  Epidemiologie

Das Krankheitsbild Sepsis gehort zu den am haufigsten todlich verlaufenden Erkrankungen
in der heutigen Zeit. Der septische Schock stellt immer noch eine der am héufigsten Todes-
ursachen von Patienten auf der Intensivstation dar.! Zahlreiche klinischen Studien zeigen
eine hohe Mortalitit von durchschnittlich bis zu 50 % der hospitalisierten Patienten sowie

eine stetige Zunahme septischer Patienten.?

Die Griinde fiir den Insidenzanstieg der Sepsisfille in Deutschland sind noch nicht ganz
geklart. Es wird vermutet da3 ein demographische Wandel mit Zunahme alterer multimor-
bider Patienten und zunehmenden Einsatzes von Breitspektrum-Antibiotika sowie invasiver
und immunsuppressiver MalBnahmen hierfiir verantwortlich sein konnten. Auch vermehrte
Sepsiskodierungen im (SIRS-)Sepsis-Codes im ICD-9/10-System durch eine erhdhte Vergii-

tung wurden diskutiert.

1.1.2  Pathopysiologie mitochondrialer Funktion allgemein und wihrend einer
Sepsis

Eine Sepsis ist eine systemische Entziindungsreaktion, welche durch eine Infektion getrig-
gert wird. Es kommt zu einer Kettenreaktion pathogener Prozesse, die letztendlich zum sep-
tischen Schock fiihren kdnnen und mit therapierefraktdrer Hypotension und Organdysfunk-
tion einhergehen.? Die Hypotension ist die Folge einer starken peripheren Vasodilatation und
einer erhohten Membranpermeabilitdt. Dies fiihrt zu einem Plasma-Kapillarleck in die ext-
razelluldre Matrix. Insgesamt enden diese Prozesse in den sogenannten ,,hyperdynamen
Shock-Syndrom* (hyperdyname Phase der Sepsis) mit reflektorisch ansteigender Herzfre-
quenz, normalem bis erhdhtem Herzminutenvolumen und niedrigem peripheren GefaBBwi-
derstand.* Bei lingeren Krankheitsverldufen kann es zu einem Ubergang dieser hyperdyna-
men in die hypodyname Phase der Sepsis kommen. Diese endet in einer therapierefraktiren

Hypotonie mit erniedrigtem Herzzeitvolumen.*

Unabhéngig von der Genese flihrt zudem der septische Schock, wie auch jede andere Form

des Schocks, zu einer inaddquaten Gewebsperfusion und infolgedessen zu einer Zelldys-
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funktion und zum Zelltod. Die Pathogenese der Sepsis und des septischen Schocks auf zel-
luldrer Ebene und die daraus resultierende Organschadigung sind dennoch noch nicht ganz
geklart. Beziiglich der Entstehung der Gewebshypoxie, die als hdufige Erscheinung der Sep-
sis bekannt ist, werden momentan zwei Hypothesen diskutiert. Die erste Hypothese be-
schreibt eine verminderte Sauerstoffzufuhr, die sogenannte ,,mikrovaskulidre Hypothese®,
bei der die Sepsis durch geschédigte kleine Blutgefafle und defekte Kapillaren entsteht.® Die
zweite Hypothese geht von einer mitochondrialen Funktionsstérung aus, die zu einer ineffi-

zienten Sauerstoffverwertung fiihrt. Diese wird auch als ,,zelluldre Hypoxie* genannt.

Wihrend einer Sepsis konnte eine Abnahme der mitochondrialen Funktion eindeutig nach-
gewiesen werden.” Der dafiir verantwortliche Mechanismus ist eine gesteigerte NO-Syn-
these. Dadurch entsteht eine Inhibition der Atmungskette. Die Inhibition fordert die Entste-
hung von Peroxinitrit und es kommt zu weiteren Schiden wie zum Beispiel Membranscha-
digungen oder Proteindenaturierungen.®® Mitochondrien bieten deshalb multiple potenzielle
Angriffspunkte fiir eine Therapie wéihrend einer Sepsis. Nach vielen Untersuchungen und

Studien wurden einige Kategorien flir mogliche mitochondriale Therapien gebildet.'®

1. Verbesserung des Sauerstoffverbrauchs durch Gabe von verschiedenen Substraten und
Forderung der oxidativen Phosphorylierung: Carnitin, Succinat, ATP.!"!?

2. Verbesserung des Elekronen-Flux durch Gabe von Ubichinol und Cytochrome ¢ und
Schutz vor zelluldrer Hypoxie." Bei geschddigtem oder reduziertem Cytochrom c
kommt es zu einer Dysfunktion des Komplex IV (Cytochrom-Oxidase) wihrend einer
Sepsis. Dieses Phanomen beruht auf einer Inhibition der Cytochrome-Oxidase durch
NO." Durch Gabe von Koffein wird das cAMP ebenfalls erhoht und zur Cytochrom c
Oxidase Phophorylierung genutzt. Dies steigert die oxidative Phosphorylierung.'
cAMP wird auch von Adrenomedullin stimuliert.

3. Reduktion von ROS und oxidativem Stress durch Antioxidantien.

Mitochondrien produzieren unter physiologischen Bedingungen ROS, welches durch
ein Leakage von Komplex I und III entsteht. 2-4 % der Elektronen leaken im Normal-
zustand. Im Krankheitszustand erhoht sich die Rate und es entsteht ein Teufelskreis:
Durch oxidativen Stress und freie Radikale werden die Mitochondrien geschédigt.
Durch die eingeschriankte mitochondriale Funktion kommt es dann zu einer Organdys-
funktion und/oder einer Organschddigung. Bei moglichen Antioxidantien-Therapien

wurden Melatonin, Glutathion, Pyruvat und NO-Inhibitoren angewendet.'®
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Es ist hinreichend bekannt, dal3 in der Sepsis die metabolische Funktionen der Leber,
vor allem die Gluconeogenese, stark beeintrachtigt sind.!* Dementsprechend wird auch
gemél der neuesten Definition der Sepsis die Leberfunktionsstorung im Sequential
[Sepsis-Related] Organ Failure Assessment (SOFA) Score beriicksichtigt.'®!” In unse-
rem Sepsismodell ldsst sich diese metabolische Funktionsstorung der Leber nachbilden.
Zugleich zeigen die Tiere auch eine verminderte mitochondriale Atmungsaktivitit in
der Leber.!® Es ist bisher aber nicht bekannt, ob die verdnderte mitochondrialen Funk-
tion in den Hepatozyten zur gestorten Gluconeogenese beitrdgt. Dies ldsst sich jedoch

aufgrund des hohen Energiebedarfs der Gluconeogenese vermuten.

1.2 Adrenomedullin

1.2.1 Geschichte

1993 wurde das Hormon Adrenomedullin (ADM) erstmals im menschlichen Pheochro-
mozytom im Nebennierenmark nachgewiesen.'® Verschiedene Studien zeigten, dass ADM
eine Erhohung von intrazellulirem cAMP induziert, welches in Thrombozyten von Ratten
nachgewiesen wurde. Weitere biologische Aktivititen, die dem ADM zuzusprechen sind,

haben das Interesse vieler Forscher geweckt.!*?°

Erhohte Plasmaspiegel von ADM wurden vor allem bei Herz- und Nierenerkrankungen ent-
deckt und mit dem starken hypotensiven Effekt aufgrund des erniedrigten GefdBwiderstan-
des der vasodilatierten Gefde in Verbindung gebracht.?! 2003 wurde zusétzlich noch das

ADM 2 aus der ADM-Familie entdeckt.??

1.2.2  Gene, Biochemie und Vorkommen

Das ADM-Gen befindet sich auf dem kurzen Arm des 11. Chromosoms (p11.1-3). Es besteht
aus bis zu vier Exonen sowie drei Intronen und kodiert fiir das Pro-ADM-Hormon mit 185
Aminosduren, aus dem ADM und PAMP (Proadrenomedullin N-terminal 20 peptide) ent-
stehen.? Die biochemische Struktur des aktiven ADM-Peptids besteht aus 52 Aminosduren
mit einer Disulfidbriicke zwischen zwei Cystein-Bausteinen zwischen Position 16 und 21

sowie einer Amin-Gruppe am Carboxylende.®> ADM gehort zur Familie der ,,Calcitonin
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gene-related peptides®, da es eine dhnliche Struktur aufweist.>* Es kommt in fast allen Ge-
weben vor, insbesondere in der Lunge, dem Herz, der Niere und den Nebennieren; vor allem

in Endothelzellen.'

1.2.3  Rezeptoren und Signaltransduktion

ADM kann zwei verschiedene Rezeptoren aktivieren:

1. CGRP-Rezeptoren
2. spezifische ADM-Rezeptoren

CGRP-Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelt und aktivieren Gs-Proteine mit darauffolgen-
der Aktivierung der Adenylcyclasen. Sie besitzen eine 7-fache erhohte Affinitdt zu CGRP
als zu ADM. CGRP-Rezeptoren konnen durch CGRP inhibiert werden und sind in ihrer
Aminoséduresequenz identisch mit dem Calcitonin-dhnlichen Rezeptor (CLR) sowie mit dem

ADM-Rezeptor. Die Wirkung nach Anbindung von ADM ist vasodilatatorisch. '-2°2¢

Spezifische ADM-Rezeptoren wurden durch verschiedene Studien entdeckt. Sie haben eine
23-fache erhohte Affinitét fiir ADM als fiir CGPR. Es wurde keine Inhibierung der Aktivitét
von ADM durch eine erhohte CGPR-Konzentration von bis zu 10 uM festgestellt. Dies be-
stitigt das Vorhandensein von eigenen ADM-Rezeptoren.?” Sie sind ebenfalls G-Protein-
gekoppelt und besitzen zwei Untereinheiten: CRLR und RAMP (receptor activity modifying
protein). ADM aktiviert die Ko-Expression von CRLR und RAMP-2 und 3 und es kommt
zu einem cAMP-Anstieg. CGPR hingegen aktiviert die Ko-Expression von CRLR und
RAMP-1. Das Resultat ist ebenfalls ein cAMP-Anstieg (siche Abb. 2).%®

Die Signaltransduktion ADM-stimulierter Zellen beruht hauptsachlich auf einer Erhdhung
von cAMP. Die Calcitonin-Familie, zu der ADM und CGRP gehdren, erhoht das cAMP in
verschiedenen Geweben und Zellen ebenso. Erst dadurch konnte das ADM entdeckt wer-
den." Der Mechanismus ist meist eine G-Protein-gekoppelte Aktivierung von Gs, Adenylat-
zyklase und Proteinkinase A.* Die Proteinkinase A modifiziert die Myosinleichteketten-
kinase in eine weniger aktive Form und fiihrt dadurch zu einer Relaxation der glatten Mus-
kulatur und Vasodilatation.?® Es gibt noch einen zweiten Weg der ebenfalls zu einer Vasodi-
latation fithrt: ADM beziehungsweise CGRP verstérken hier die NO-Synthese bei zytokin-
stimulierten glatten GefdBmuskelzellen.?! In beiden Féllen kommt es zu einer Hyperpolari-
sation der glatten Muskelzellen durch ATP-sensitive K*-Kanéle (siche Abb. 3).32 Weitere

Signaltransduktionswege sind:
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Protein-Tyrosin-Kinase (PTK)/ Extracellular-signal Regulated Kinase (ERK) Pathway,
welcher mitogene Effekte sowohl auf tumorale als auch auf nicht-tumorale Zellen aus-
iibt.*?

cAMP/PKA Pathway, welcher antimitogene Effekte wie z.B. Inhibierung der DNA-
Synthese aufzeigt.>

P13 Kinase/AKT Pathway, durch den es zu einer NO-abhéngigen Vasodilatation der

glatten Muskelzellen kommt.3

1.2.4  Biologische Aktivitit von ADM

Das Peptid wirkt auf verschiedene Organe und wurde primér durch seine vasodilatatorischen
Wirkungen bekannt. Es gibt zwei Wege, welche zu einem Verlust des peripheren Gefa3wi-
derstandes fithren und somit zur Vasodilatation. Direkt, durch die Erh6hung von intrazellu-
larem cAMP, und indirekt, durch die Induktion der NO-Ausschiittung des Gefdllendothels.
1935 Auflerdem wurden unter anderem endokrine Effekte gefunden, welche beispielsweise
die ACTH-Sekretion des Hypophysenvorderlappens oder die 3-Zellen des Pankreas inhibie-
ren, was eine Verminderung der Insulinproduktion zur Folge hat. 1337 Weitere Effekte sind
antimikrobieller Art. ADM befindet sich im Epithelium der Schleimhéute unseres Korpers
wie beispielsweise in der Lunge, im Darm und im Mund und ist der erste Abwehrmechanis-
mus bei dem Eindringen von potentiell pathogenen Mikroorganismen. '**” Es konnte nach-
gewiesen werden, dass ADM einen bakteriziden Effekt auf grampositive und gramnegative
Bakterien hat. Die Konzentration ist generell in den Schleimhiuten hoher als im Blutplasma.
Eine Ausnahme stellt beispielsweise die Sepsis dar, da sie zusdtzlich eine zelluldre inflamm-

atorische Reaktion hervorruft. '°-3%

Tab. 1: Wirkungen von Adrenomedullin (Universtitdtsklinikum Ulm, 2015)
ACTH: Adrenocortikotropes Hormon

Organ Funktion

Haut, Schleimhaut antimikrobiell, bakterizid

Herz positiv-inotrop und -chronotrop

Gefille Vasodilatation, antikoagulativ

Lunge Vasodilatation, antiphlogistisch, Bronchodilatation
ZNS Hemmung der Wasser- und Salzaufnahme
Hypothalamus Hemmung Vasopressin
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Hypophyse Hemmung ACTH

Gastrointestinaltrakt antimikrobiell, Protektion der Schleimhaut
Niere Diurese, Natriurese

Nebenniere Hemmung Aldosteron

1.2.5 ADM und Sepsis

Es gibt mehrere Studien in denen nachgewiesen wurde, dass die ADM-Konzentration im
Blut wihrend des septischen Schocks mit dem Ausmal} der Organfunktionsstorungen und
der Mortalitdt der Patienten korreliert. Je hoher die Konzentration, desto schlechter ist die
Prognose und desto hoher ist die Mortalitit.’>*° ADM wird als ,,double-edged sword* be-
zeichnet, da es wihrend einer Sepsis einerseits eine protektive, andererseits jedoch auch eine
deletire Funktion besitzt. Da die Letztere dominiert, werden wir in dieser Studie hauptséch-
lich auf diese eingehen.**! Die positiven (protektiven) Mechanismen sind folgende: wéhrend
eines septischen Schocks kommt es zu einem Fliissigkeitsverlust durch endotheliale (vasku-
lare) Hyperpermeabilitdt und Leakage, bis hin zur Gewebsschidden und Multi-Organ-Versa-
gen. Es wurde gezeigt, dass ADM die endotheliale Hyperpermeabilitit durch eine cAMP-
abhingige Relaxation des Endothels reduziert und stabilisiert und somit den Fliissigkeits-
verlust reduziert.*>** Zusitzlich wird dem ADM noch eine positiv chronotrope und inotrope
Wirkung auf das Herz zugeschrieben. Es erhoht das Herzzeitvolumen und bewirkt dadurch
eine Verbesserung des Kreislaufs und der Organperfusion.* Durch diese Mechanismen kann
ADM einen so genannten ,,hypodynamen Kreislaufzustand* mit arterieller Hypotension und
stark erniedrigten Herzzeitvolumen durchbrechen und auch einen hyperdynamen Zustand

aufrechterhalten.*

Deletiare Effekte

ADM spielt eine wichtige Rolle in der kdrpereigenen Abwehr wihrend eines Schockgesche-
hens.**"** Wenn jedoch die hypodyname Phase des septischen Schocks erreicht ist und alle
korpereigenen Abwehrmechanismen und therapeutischen Eingriffe versagen, dann wirkt
ADM nicht mehr protektiv, sondern deletér. Die daraus resultierende iiberschieende Pro-
duktion von ADM, die sich wéhrend des Fortschreitens des septischen Schocks entwickelt,
fiihrt zu einem zirkulatorischen Kollaps mit Verstiarkung des Schockgeschehens und zu einer

schnellen Verschlechterung des Allgemeinzustandes.*™” Der Grund dieser iiberschieBenden
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Antwort wurde noch nicht geklart und soll in zukiinftigen Studien analysiert werden. Mog-
liche Ursachen der genetischen Hochregulation kdnnen einerseits von der Kreislaufinsuffi-
zienz und/oder der Stimulation von bakteriellen Endotoxinen, von pro-inflammatorischen

Zytokinen und/oder einer Akkumulation durch Nierenversagen stammen.*

1.2.5.1 Pathopysiologische Funktion von ADM auf die Atmungskette

Die Pathophysiolgie der durch einer Sepsis-induzierten Adrenomedullin-Ausschiittung ist
noch nicht ganz geklért. Studien zeigen dal das ADM-Hormon die NO-Synthese in vasku-
laren endothelialen glatten Muskelzellen steigern kann.?' Der genaue molekulare Mechanis-
mus ist nicht ganz geklért. Man geht davon aus, dass die NO-Synthese durch cAMP, welches
durch CTLR nach Andocken von ADM aktiviert wird, gesteigert wird. Das ist jedoch nur
bei gleichzeitiger proinflammatorischer zytokiner Stimulation durch Interleukin-I, TNFa
und/oder Lipopolysaccharide mdglich. Diese stimulieren die ADM-Freisetzung.***” NO
kann die mitochondriale Atmungskette inhibieren. Es konkurriert mit Sauerstoff um die Bin-
dungsstelle der Cytochrom c-Oxidase. Bei hoher NO-Produktion, wie im Falle einer Sepsis,
kann es zur irreversiblen Inhibition der Cytochrom c-Oxidase kommen und damit zu oxida-

tiven Stress fithren.'?

In verschiedenen in vitro-Studien zeigte NO weitere inhibitorische Wirkungen. NO inhibiert
die zwei wichtigen Enzyme des Komplex I (NADH-Ubichonon, Oxidoreduktase) und Kom-
plex II (Succinat-Ubichinon, Oxidoreduktase) in der Elektronentransportkette. Die Inhibi-
tion kommt durch die Interaktion zwischen dem NO und den 8-Eisen-Schwefel-Zentren-
Enzymen zustande. Es kommt zu einer eingeschrinkten mitochondrialen Atmungskette und

einem partiellen Uncoupling der oxidativen Phosphorylierung (siche Abb. 4).4%4
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ATP
Komplex I Komplex Ill Komplex Il Komplex IV SYNTHASE
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Abb. 1:  Schematische Darstellung der mitochondrialen Atmungskette der Interaktionen von NO

und ONOO  auf die fiinf Komplexe. Der Elektronenfluss ist durch die blauen Pfeile dar-
gestellt. Die roten Donnerkeile reprisentieren die Inhibition der Atmungskette (Univer-
sitdtsklinikum Ulm, 2015)
IN: innere Mitochondrienmembran, OUT: dufiere Mitochondrienmembran, FeS: Eisen-
Schwefel-Zentrum, FMN: Flavinmononukleotid, NADH: Nicotinamidadenindinukleotid
NAD * reduziertes Nicotinamidadenindinukleotid, ONOO " : Peroxinitrit, NO: Stickstof}-
monoxid, Q: Ubichinon, Cyt ¢: Cytochrom ¢, Cyt b: Cytochrom b, FAD: Flavin-Adenin-
Dinukleotid, Oy: Sauerstoff, Oz : Superoxid, Cyt a: Cytochrom a, H;0: Wasser, ADP:
Adenosindiphosphat, ATP: Adenosintriphosphat

Durch die Inhibition der Atmungskette arbeiten die Komplexe schlecht. Elektronen leaken
und reagieren mit molekularen Sauerstoff, um O, zu formen. Das O, Superoxid bindet
schnell an NO und es entsteht Peroxinitrit; ONOO . Dieses sehr starke Oxidantium kann
Proteine denaturieren, DNA-Stringe und Membrane schidigen sowie die Atmungskette ir-

reversibel blockieren.?®®

1.3  Zielsetzung/Hypothese

Intention dieser Studie ist, die mitochondriale Funktion der Hepatozyten anhand des Sauer-
stoffverbrauchs wihrend einer Sepsis mit und ohne Gabe von ADM-Antikdrpern zu be-
obachten. Ausschlaggebend fiir die Entscheidung, die Effekte von ADM-Antikorper auf die
mitochondriale Atmung in der Leber zu untersuchen war eine vorausgegangene Studie die
am gleichen CLP-Modell durchgefiihrt worden war.>® Diese hatte ndmlich gezeigt, dass die
mitochondriale Atmungsaktivitét in der Leber nach einer CLP-induzierten Sepsis deutlich
reduziert ist. Dies entspricht den bereits weiter oben beschriebenen Wechselwirkungen zwi-
schen Sepsis und mitochodrialer Atmung, die letztlich zu einer zelluldren Hypoxie und einer
gestorten ATP-Produktion mit darauffolgendem Multiorganversagen fiihren.® Es war also

davon auszugehen, dass das hier verwendete CLP Modell grundsitzlich geeignet ist, um die
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Effekte der Sepsis auf Mitochondrien zu analysieren. Da die Leber als zentrales Stoffwech-
selorgan eine besondere Rolle im Sepsisgeschehen einnimmt, sollte auch in der hier vorlie-
genden Untersuchung speziell die Funktion der Lebermitochondrien im Mittelpunkt ste-

hen 51,52

In dieser Studie waren speziell die spezifischen Effekte von ADM bzw. des ADM-Antikor-
pers von besonderem Interesse. Wie bereits ausgefiihrt, trigt die erhdhte Freisetzung von
ADM wihrend einer Sepsis vermutlich zu einer gesteigerten NO-Synthese sowie zu einer
Verstarkung der zelluliren Hypoxie bei. NO wirkt inhibierend auf die Atmungskettenfunk-
tion. Dadurch wird nicht nur die Atmung beeintrachtigt, sondern es kdnnen zusitzlich Sau-
erstoffradikale gebildet werden, die wiederum toxisch auf die Mitochondrien wirken. Des-
halb sollte hier die Funktion der respiratorischen Komplexe der Atmungskette durch die Er-
fassung der mitochondrialen Atmungsaktivitit mit und ohne Therapie mit ADM-Antikorper

quantifiziert werden.
Fragestellungen dieser Studie sind:

3. Wie wirkt sich die Sepsis mit einer erhdhten ADM-Freisetzung auf die mitochondriale
Atmung aus?

4. Kann durch Gabe von ADM-AK eine Verbesserung der mitochondrialen Atmung im
Vergleich zur Kontrollgruppe erreicht werden?

5. Gibt es einen Unterschied zwischen der frithen Therapie und der spédten Therapie mit

ADM-AK?
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsplan

Adrenomedullin-Antikorper zur Behandlung von Sepsis-induzierten Méusen (Tierversuchs-

genehmigung durch Regierungsprésidium Tiibingen, Registrierungsnummer 1055).

2.1.1 Biometrie

Die Méuse der Versuche waren 8 bis 12 Wochen alt und wogen zwischen 22 und 30 g. Es
wurden C57Bl/6-Maiuse verwendet, da diese genetisch modifizierten Méuse fiir die Erfor-
schung humaner Erkrankungen geeignet sind. Sie kommen aus kongenen Stimmen und sind
sehr leicht zu ziichten.* Die Méuse werden durch ein Randomisierungsverfahren auf 3 Grup-

pen verteilt. Die Gruppen ergaben eine Gesamtzahl von 24 Méusen.

1. Septische Miuse, Vehikel (n=9)
2. Septische Méuse, ADM-Antikorper, “frithe Therapie® (n=10)
3. Septische Méause, ADM-Antikorper, “spite Therapie® (n=5)

2.1.2 Tiermodell Maus

Mause haben im Vergleich zum Menschen einen etwa 10 % hoheren Metabolismus. Um das
septische Krankheitsbild in vollem AusmaR zu erlangen und damit eine Kreislaufinsuffizi-
enz zu erzielen, fithrte man das Tierexperiment in vivo durch. Das Tiermodell sollte in der

Klinik der Standardbehandlung entsprechen.

2.2 OROBOROS® Oxygraph-2k

Die Messungen wurden mit dem Oxygraphen (OROBOROS® INSTRUMENTS GmbH
(Corp.) high-resolution respirometry; Innsbruck, Osterreich) durchgefiihrt. Der OROBO-
ROS-Oxygraph ist inzwischen das Standardgerét hochauflosender mitochondrialer Messun-
gen; vor allem bei niedriger Sauerstoftkonzentration, niedriger respiratorischer Aktivitét so-
wie schneller kinetischer Uberleitung. Diese finden sich vornehmlich in folgenden patholo-

gischen Zusténden:

Apoptosis, mitochondrale und metabolische Erkrankungen, Alterung, Ischimie

genetische mitochondrale Defekte
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Zellkulturen mit wenig Zellen
Mutanten mit verminderter respiratorischer Kapazitét
Antioxidant-Kapazitat

intrazelluldre reduzierte Sauerstoffkonzentration

Das Besondere des Oxygraphen ist es, die Messung des Sauerstoffverbrauchs (O, -Flux) der
biologischen Gewebsproben wihrend der Inkubationszeit registrieren zu konnen. Das ist das
Prinzip der High Resolution-Respirometrie. Das Gerit hat ein gro3es Temperatur-reguliertes
Kupfergehiuse, an dem alle anderen Bestandteile fixiert sind. Die Temperatur wird zwischen

der Peltier-Wiarmeableitungsplatte und dem Kupferblock reguliert (sieche Abb. 6).5

Es gibt zwei identische Glaskammern. Diese haben ein Volumen von 1,5 - 6 ml. In unseren
Versuchen haben wir diese auf 2 ml eingestellt. Die Kammern kénnen mit einem Titan-
Stopfen und einem Viton O-Ring luftdicht verschlossen werden. Der Stopfen enthélt eine
Titan-Kaniile fiir die Hamilton-Injektionsspritzen, die zur spateren Gabe der Substrate ver-

wendet wird.*

Abb. 2:  Bild des OROBOROS® Oxygraph-2k (Universitdtsklinikum Ulm, 2015), genehmigt von
Oroboros Instruments GmbH

In jeder Kammer findet sich eine Clark-Eletrode. Diese misst kontinuierlich iiber den po-
larographischen Sauerstoffsensor die Sauerstoffaktivitét. Sie besteht aus einer Gold-Kathode
und einer Silber-Silberchlorid-Anode. Daneben befindet sich eine Elektrolyt-Losung aus
Kaliumchlorid, eine O,-durchldssige Membran aus Teflon und PEEK-Riihrstédbe mit Senso-
ren. Sauerstoff durchwandert die Membran und wird an der Kathode mit Wasser zu Hydro-

xid-lonen reduziert. Die Sauerstoffsensoren werden an 0,8 V angeschlossen. Nun kann das
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Signal an die DatLab4®-Software weitergeleitet werden.>* Die DatLab4®-Software zeich-
net zwei Kurven auf: die Sauerstoffkonzentration sowie den aktuellen Sauerstoffverbrauch,
welcher aus der Sauerstoffkonzentration errechnet wird, (siche Abb. 8). Die Elektroden sind
in einem Winkel von etwa 40 ° in die Kammer eingebracht und ermdglichen dadurch die
optimale Position der Kathode, welche sonst die PEEK-Riihrstidbe (Polyetheretherketon), die
zwischen 100 und 900 Umdrehungen pro Minute drehen, storen kdnnte. Dadurch wiirde das

Signal falsch weitergeleitet und es wiirden Artefakte dargestellt.>

Ein Problem, das sich bei den dlteren Modellen der Oxygraphen ofters zeigt, ist die Sauer-
stoff-Riickdiffusion. Glas und Titan sind jedoch geeignete Materialien, um genaue Messun-
gen ohne Artefakte zu erhalten. Der PEEK-Riihrstab zeigt im Vergleich zum Teflon-Riihr-
stab eine 10-fach geringere Sauerstoffloslichkeit aufgrund der schnelleren Sauerstoff-Riick-

diffusion wihrend des Absinkens von Sauerstoff in der geschlossenen Kammer.

2.3 Weitere verwendete Materialien

Es wurden den Mausen jeweils 2 ng/g KG ADM-Antikorper HAM1101 (human adrenome-
dullin modulating antibody 1101) injiziert, einmal zum Zeitpunkt der CLP und bei der an-
deren Gruppe 16 Stunden nach der CLP.** Der Vehikel-Gruppe wurde eine phosphatgepuf-
ferte Salzlosung (PBS) anstelle des Antikorpers verabreicht. Der Antikdrper bindet sich am
N-Terminus des ADM-Hormons an. Das mitochondriale Respirationsmedium 05 (MIRO0S5)
wird flir die respiratorischen Messungen als Inkubationsmedium der Gewebsproben verwen-
det. Die Sauerstoffloslichkeit betrdgt 0,92 bei 37 °C und ist wichtig, um den partiellen Sau-
erstoffdruck in Sauerstoffkonzentration korrekt konvertieren zu konnen. Die Osmolaritit
liegt bei 330 mOsm; der pH-Wert bei 7,0. Die Bestandteile des Mediums sind in folgender
Tabelle aufgelistet:
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Tab. 2: Bestandteile des mitochondrialen Respirationsmediums 05 (Universitdtsklinikum Ulm,

2015)

MiROS: mitochondriales Respirationsmedium, uM: Mikromol, mM: Millimol, I: Liter, g:
Gramm, Ca2+: Calziumion, EGTA: Ethylenglykol-Tetraessigsiure, MgCI2: Magnesium-
chlorid, HEPES: 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure, H20: Wasser,
Na+: Natriumion, BSA: bovines Serumalbumin, KH;PO4: Monokaliumphosphat; Pi: an-

organisches Phosphat

Substanz Konzentration
EGTA 0,5 mM
K-Lactobionat 60 mM
Sucrose 100 mM
HEPES 20 mM
Taurin 20 mM
MgCl, - 6 H,O 3mM
KH,PO, 10 mM
BSA 1 g/l
Freies Ca** 0,0 mM
Na* 0,0 uM

2.4 Versuchsdurchfiihrung

2.4.1 Operative Vorbereitung

24.11 CLP

Zuerst wurde das Versuchstier gewogen. Zur Narkoseinduktion wurde die Maus kurz in eine
Kammer mit 1 ml Sevofluran eingesetzt. Die Spontanatmung der Maus wurde iiber eine
»Sulla-Maske* bei Flow 1-2 I/min, FiO, 0,5 und Sevofluran 2,5-4,5 % unterstiitzt. Nach
Messung der rektalen Korperkerntemperatur wurde die Temperatur mit Hilfe einer Wérme-
matte und -lampe zwischen 37 - 38 °C beibehalten. AnschlieBend wurden der Maus subkutan
1 pg/g KG Buprenorphin und 1 Milliliter (ml) Ringer-Laktat-Losung mit 4 ng/g KG geldster

Glukose in den Nacken injiziert. Der Bauch wurde rasiert und desinfiziert.

Es folgte eine mediane Laparatomie iiber ca. 1 cm mit basisnaher Ligatur des Zokums mit

einer 4.0 Seidennaht und einmaliger Punktion mit einer 18 G-Nadel. Es wurde etwas Stuhl
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ausgedriickt und der Darm wieder in die Bauchhdhle verlegt. Die Bauchdecke wurde in zwei
Schritten verschlossen; das Peritoneum mit einer innen fortlaufenden Naht mittels eines 8-0
Ethilon-Fadens und die Oberhaut per Einzelknopfnaht mittels eines 6-0 Ethilon-Fadens. Nun
wurde die erste Injektion mit 100 pl/25g des ADM-Antikorpers in die Penisvene der Maus
injiziert. Dieses Vorgehen représentiert die friihe Therapie unserer Studie. Die Maus wurde
in den aufgewédrmten Kéfig zuriickgelegt. Postoperativ wurde Wasser und Futter ad libitum

bereitgestellt.

2.4.1.2 8 Stunden post CLP

8 Stunden nach Sepsisinduktion erfolgte eine erneute subkutane Injektion in den Riicken der
Maus mit 1 ng/g KG Buprenorphin und 1 ml Ringer-Laktat-Losung, mit 4 pg/g KG-geldster
Glukose, plus Ceftriaxon 30 pg/g und Clindamycin 30 pg/g.

2.4.2  Operation

Diese Phase beginnt nach 16-stiindigem Sepsis-induziertem Zustand der Maus. Die Maus
wurde wieder gewogen. Dann wurde die Maus zur Narkoseinduktion kurz in die Kammer
mit 1 ml Sevofluran eingesetzt. Die Spontanatmung der Maus wurde tiber die ,,Sulla-Maske*
bei Flow 1-2 I/min, FiO, 0,5 und Sevofluran 2,5-4,5 % unterstiitzt. Nach wiederholter Mes-
sung der rektalen Korperkerntemperatur wurde die Temperatur durch eine Warmematte und
-lampe zwischen 37 - 38 °C beibehalten. AnschlieBend folgte die Narkose mittels intraperi-
tonealer Injektion von 120 ng/g Korpergewicht (KG) Ketamin, 1,25 pg/g KG Midazolam
und 0,25 pg/g KG Fentanyl mit einem Gesamtvolumen von 200 bis 250 pl.

Es folgte eine Tracheostomie, danach wurde die lungenprotektive Beatmung (Respirator
Flexivent®, Emka Technologies) begonnen. Nach einem Recruitment-Mandver wurden die
respiratorischen Parameter folgendermallen eingestellt: FiO, 0,5; PEEP 5 mmH20; I:E 1:2;
VT 6-8 pl/g und AF 160/min. Dann wurde ein ZVK in die Vena jugularis externa dextra bis
in den rechten Vorhof vorgeschoben. Es wurden 30 pg/g KG x h Ketamin und 0,3 pg/g KG
x h Fentanyl per Infusion wihrend des gesamten Versuchs eingestellt. Ferner wurden noch
80 ul/g KG X h einer kolloidalen Volumenersatzlosung infundiert. Bei Bedarf erfolgte eine

Vasopressorgabe (Noradrenalin), um den Blutdruck tiber 65 mmHg zu halten.

Jetzt wurde die zweite Bolusinjektion des ADM-Antikorpers mit 100 pl/25g KG in den Ve-
nenkatheter injiziert. Dieses Prozedere reprisentiert die spite Therapie unserer Studie.

Ebenso wurde eine intravendse Antibiose mit Ceftriaxon 30 pg/g und Clindamycin 30 pug/g
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verabreicht. Zur kontinuierlichen Uberwachung des Blutdruckes und der Herzfrequenz
wurde auch die rechtsseitige A. Carotis comunis kantiliert. Durch intravendse Gabe von Glu-

kose konnte eine Normoglycemie erhalten bleiben.

Es wurde eine erneute Laparotomie durchgefiihrt und ein perivaskulidrer Flusskopf um die
A. mesenterica superior und V. portae platziert, um die Blutflussrate per Ultraschall zu mes-
sen. Ebenso wurde die mikrozirkulatorische Durchblutungsrate und die intrakapilldre Ha-
moglobinsauerstoffsattigung der Leber durch eine Laser-Doppler-Blutflussmessung und Re-
missionsspektroskopie-Technik determiniert. Das Anlegen eines Blasenkatheters durch

Punktion war zur Auswertung der Harnwerte notig.

Es wurden innerhalb eines Beobachtungszeitraums von 5 Stunden nach der OP stiindliche
Blutentnahmen aus der A. carotis comunis zur Bestimmung des Sdure-Basen-Haushaltes
und der Gaspartialdriicke mittels Blutgasanalysator entnommen. Nach der letzten Blutent-
nahme (5.) starb das Versuchstier und der Thorax wurde er6ffnet. Nun wurde die Beatmung
abgestellt und Gewebeproben der Leber wurden gewonnen. Alle Messzeitpunkte der Blut-
entnahmen sowie Fliissigkeitsbilanzen und die Urinproduktion wurden dokumentiert. Alle

operativen Eingriffe erfolgten steril.

Dieser Versuchsplan wurde im Institut fiir Anésthesiologie, Sektion Anidsthesiologische Pa-
thophysiologie und Verfahrensentwicklung der Universitidt Ulm entwickelt. In diesem Ver-
suchsmodell wurden weitere Organe entnommen. Diese Arbeit befasst sich ausschlieBlich
mit der mitochondrialen Atmung der Leber — die tibrigen Gewebe fanden in anderen Studien

Verwendung.

2.4.3 Entnahme der Gewebeprobe

Die Leberbiopsie wurde in Stiicke geteilt und davon zwischen 10 - 15 mg in ein mit 2 ml
MiRO5 befiilltes Behéltnis gefiillt. Anschlieend wurden diese Behélter in einer eisgefiillten
Schachtel zur mechanischen Homogenisierung transportiert. Es wurde dann in Abhéngigkeit
des Gewichtes der Leberbiopsie die richtige Menge mit dem Medium MiR05 ausgerechnet,

um davon dann insgesamt 2 ml der Suspension pro Kammer des Oxygraphen hinzuzugeben.
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2.5 Respiratorische Messung

2.5.1 Vorbereitung des Oxygraph-2k

Die beiden Kammern des Oxygraphen wurden zunéchst mit 70 %-igem Ethanol und dreimal
mit destilliertem H,O gespiilt. Es wurden beide Kammern mit je 2,3 ml MiROS befiillt. Die
Temperatur wurde auf 37 °C eingestellt. Beide Kammern wurden mit gedffneten Stopfen 30
- 45 min mittels eines Magnetriihrers bei 750 Umdrehungen/Minute durchgemischt. Diese
Aquilibrierung diente der Anpassung des O,-Partialdruckes des duBeren Milieus an den O,-
Partialdruck des inneren Milieus (Medium). Nun konnte mit der Kalibrierung des Gerits
begonnen werden. Sobald die Sauerstoffverbrauchskurve und die Peltier-Anzeige (Tempe-
ratur) konstant und stabil waren, wurde eine bestimmte Messldnge fiir die Kalibrierung mar-

kiert, gespeichert und fiir die folgenden Messungen verwendet.

Es wurden alle Spritzen und Substrate in der richtigen Reihenfolge vorbereitet und auf den
Tisch gelegt. Nun wurde die Suspension des Mediums und des permeabilisierten Leberge-
webes in beide Kammern gefiillt und Sauerstoff mit einer Spritze hinzugefiigt. Bei Erreichen
der O,-Konzentration von ca. 300 nmol/ml, wurden die Kammern mit den Titan-Stopfen

verschlossen, so dass keine verbleibenden Luftbldschen in den Kammern sichtbar waren.

2.5.2  Protokoll der respiratorischen Messungen

Die Substrate wurden in einer bestimmten Reihenfolge und in einer bestimmten Dosierung
in die Kammern injiziert. Es musste nach jeder Injektion immer ein Plateau erreicht werden,
bevor die ndchsten Substrate oder Inhibitoren injiziert wurden. Es wurde folgende Substrate

und Inhibitoren laut Tabelle und Abb. 7 injiziert:
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Tab. 3: Protokoll der Substrate und Inhibitoren (Universitdtsklinikum Ulm, 2015)
M: Mol; ul: Mikroliter;, mM: Millimol; uMol: Mikromol; ADP: Adenosindiphosphat;

FCCP: Carbonylcyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon

Nr. | Substrat/Inhibitor Menge (ul) Konzentration

1. Pyruvat 10 10 mM
2. Cytochrom c 5 10 uM
3. Malat + Glutamat 12,5+ 10 5mM+ 10 mM
4. ADP 20 5mM
5. Octanoyl-Carnitin 10 0,5 mM
6. Succinat 20 10 mM
7. Oligomycin 2 5uM
8. FCCP 0,5 0,25 uM
9. Rotenon 5 0,5 uM

10. | Antimycin A 2 5uM

pmol/(s*mg)

1501 -

50| -

10 -

Basaler
0:Verbrauch= Proton LEAK Eﬂ
0 — | | | | l | |
Pyr Cytc M+G ADP Occ Succ Olg FCCP Rot AA
Zeit (Stunden)
Abb. 3:  Darstellung der Atmungszustinde nach dem Protokoll. (Universitdtsklinikum Ulm, 2015)

pmol: Pikomol, mg:Milligramm, s: Sekunde, Cyt c: Cytochrom C, Pyr: Pyruvat, G: Glu-
tamat, M: Malat, ATP: Adenosintriphosphat, Occ: Octanoyl-Carnitin, ADP: Adenosin-
diphosphat, Olg: Oligomycin, Succ: Succinat, FCCP: Carbonylcyanid-p-trifluorome-

thoxyphenylhydrazon, AA: Antimycin A, Rot: Rotenon, ROX: residual oxygen consump-
tion, PL: Proton Leak, Leak CI: Leak Komplex I, Oxphos CI: oxidative Phosphorylation
Komplex I, Oxphos CI + CII: oxidative Phosphorylation Komplex [ + II, Leak C I + II:
Leak Komplex I + II, ETS cap.: electron transfer system capacity
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In dieser Grafik ist die chronologische Substrat- und Inhibitoren-Gabe (untere Skala) sowie
der Sauerstoffverbrauch (linke Skala) der respiratorischen Messung am Oroboros-Oxygraph
dargestellt. Die dargestellte hellrote Box zeigt die non-mitochondriale Atmung, d.h. die At-
mung, die durch andere oxidative Nebenreaktionen entsteht. Die hellblaue Box spiegelt den
basalen Sauerstoffverbrauch wider, der sich aus der ATP-gekoppelten Atmung und der Pro-
tonen-Leak-Atmung zusammensetzt. Die grilnen und orangenen Boxen représentieren die
variablen Atmungszustéinde (Respiratory States) bzw. die Klassifikation der Atmungszu-

stande nach Charles und Williams.

2.5.2.1 Beginn der Messung

Dieses Protokoll beginnt mit State 1 nach Chance und Williams (1956). Dieses besagt, dass
die Mitochondrien des permeabilisierten Gewebes noch eigene (endogene) Substrate ohne
Adenylate und anorganische Phosphate aus dem Nahrmedium MiRO5 enthalten. Um die
fortbestehende Funktion der mitochondrialen Atmungskette in vitro zu gewahrleisten, wur-
den exogene Substrate hinzugefiigt. Um den maximalen Effekt der Substrate zu erreichen,

wurden die Substanzen im Uberschuss verabreicht.

Chance und Williams haben in der unteren Tabelle eine Klassifizierung der verschiedenen
Atmungszustinde (Respiratory Steady States) erstellt, um die Funktion der Mitochondrien

besser einteilen zu konnen.

Tab. 4: Klassifikation der Atmungszustinde (Respiratory Steady States) nach Charles und Williams
(Universitdtsklinikum Ulm, 2015)
ATP: Adenosintriphosphat; ADP: Adenosindiphosphat; ETS: Electron Transport System;
u: uncoupling, ROX: residual oxygen consumption; omy: Oligomycin;, OXPHOS: oxida-

tive Phosphorylierung
State | Definition Coupling State
1 Isoliertes Mitochondrium und anorganisches Phosphat
2 + Reduzierte Substrate (Malat, Glutamat, Succinat), LEAK
niedrige Atmungsrate Komplex I
3 + ADP, schnelle Atmungsrate, maximal gekoppelte Atmungsak- | OXPHOS
tivitit Komplex I+II
4 Gesamtes ADP in ATP umgewandelt, LEAK
niedrige Atmungsrate Komplex I+II
5 Kein Sauerstoff mehr vorhanden, keine Atmung ROX
4o Hemmung der ATP-Synthase durch Oligomycin LEAKomy
3u Maximale Entkoppelung der Atmungskette ETS capacity
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2.5.2.2 LEAK-Atmung Komplex I

Durch die Zugabe der Substrate von Pyruvat, Malat und Glutamat werden die ndtigen Re-
duktionsdquivalente, NAD*, durch den Krebszyklus gebildet. Diese werden fiir den Elekt-
ronenfluss der Atmungskette des Komplex I benétigt. Es ist nur geringes endogenes ADP
vorhanden. Dies wird als State 2 nach Chance und Williams eingestuft. Es konnte dadurch
die Leak-Atmung des Komplex I im Leak-State ohne Adenylate (Lx) und nach Oxidation

der endogenen Substrate gemessen werden.

Unter physiologischen Bedingungen kann man in der Messung am Oxygraphen einen leich-
ten Anstieg des Sauerstoffverbrauchs nach Gabe der Substrate sehen, welcher dann gering-
fligig abfillt, ein Plateau erreicht und den Verbrauch vom restlichen endogenen ADP wie-
derspiegelt. Dieses Plateau reprisentiert die LEAK-Atmung. Diese zeigt, dass der aufge-
baute Protonengradient durch ein minimales Protonen-Leak iiber andere Kanile abgebaut

wird, deswegen die Atmungsaktivitdt erhalten bleibt und nicht auf null abfillt.

Eine erhdhte Atmungsaktivitit im Leak-State konnte auf einen Schaden der Mitochondrien-

membran hindeuten, da noch mehr Protonen leaken als unter physiologischen Bedingungen.

2.5.2.3 Cytochrom ¢

Um die Integritét der dulleren Mitochondrienmembran zu messen, wurde Cytochrom c in die
Kammern hinzugefiigt. Ein leichter Anstieg des Sauerstoffverbrauches nach Zugabe des
Substrats wire normal. Bei stark erhohtem Sauerstoffverbrauch wiirde das auf einen Scha-
den der dufleren Mitochondrienmembran hindeuten. Durch Freisetzung des Cytochrom c in
die Matrix wird die Atmungsaktivitat stark reduziert, da der Eletronentransfer von Cy-
tochrom c auf den Sauerstoff ausféllt und die oxidative Phosphorylierung blockiert. Die ex-
terne Zugabe von Cytochrom ¢ kompensiert den Defekt und zeigt somit eine eventuelle Be-

schidigung der dulleren Membran an.

2.5.2.4 OXPHOS-Kapazitit Komplex I

Die Messung der OXPHOS-Kapazitidt von Komplex I wird durch Zugabe von ADP durch-
gefiihrt. ADP ist das zentrale Substrat von ANT (adenine nucleotide translocator) und der
ATP-Synthase. Durch den aufgebauten Protonengradienten im Intermembranraum (der
durch die vorangegangenen Komplexe entstanden ist) und die Synthese von ADP und Phos-
phat kann ATP produziert werden. Durch den Abbau des Protonengradienten kann die

Atmungskette wieder in Gang gebracht werden. Der Sauerstoffverbrauch steigt.
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2.5.2.5 OXPHOS-Kapazitit Komplex I und II

In der folgenden Grafik wird nach Zugabe von Octanoyl-Carnitin und Succinat die maximale
oxidative Phosphorylierung dargestellt. Octanoyl-Carnitin ist ein mittelkettiges Triglycerid
und kovalent an Carnitin gebunden. Es wird zur Ankurbelung der Fettsdureoxidation inji-
ziert, wobei Elektronen an Ubichinon geliefert werden. Succinat entsteht im Krebszyklus
und ist ein Substrat von Komplex II. Durch das Enzym Succinat-Dehydrogenase wird die
Oxidation von Succinat zu Fumarat katalysiert und es konnen Elektronen an Komplex II
geliefert werden. Es sind jetzt ADP sowie alle Substrate von Komplex I und II vorhanden.
Durch die ATP-Synthase wird ADP zu ATP katalysiert und der Kopplungszustand der

Atmungskette erreicht. Dieser wird als State 3 bezeichnet.

In der graphischen Darstellung des Oxgraphen der DatLab4®-Software wird ein plotzlich
steil ansteigender Sauerstoffverbrauch mit gleichzeitiger Abnahme der Sauerstoffkonzent-

ration sichtbar (siche Abb. 8).
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Abb. 4:  Graphische Darstellung einer respiratorischen Messung durch die DatLab4®-Software
wdhrend des Versuchs. Sauerstoffkonzentration (blaue Kurve) und Sauerstoffverbrauch
(rote Kurve) nach Zugabe der Inhibitoren und Substrate (pinke Markierung). (Universi-
tatsklinikum Ulm, 2015)
O;: Sauerstoff, ml: Milliliter, nmol: Nanomol, pmol: Pikomol, mg: Milligramm, s: Se-
kunde, min: Minute, h: Stunde, M: Malat, Oc: Octanoylcarnitin, Succ: Succinat, Olg:
Oligomycin, FCCP: Carbonylcyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon, Rot: Rotenon,
AA: Antimyin A
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25.2.6 LEAK-Atmung Komplex I und II

Der maximale LEAK-State wird durch Gabe von Oligomycin erreicht. Oligomycin ist ein
Hemmer des Protonenkanals der ATP-Synthase mit Bindung am Fo-Teil. Dadurch wird die
oxidative Phosphorylierung blockiert. Die Atmungskette und der Elektronenfluss werden
gebremst, da sich der Protonengradient nun kaum abbauen kann und die meisten Protonen

im Intermembranraum bleiben.

Es gibt allerdings einen Kompensationsmechanismus, den sogenannten ,,Protonen-Leak*,
welcher dazu fiihrt, dass der Protonengradient viel langsamer abgebaut wird. Hier werden
Protonen, unabhéngig von der ATP-Synthase, iiber andere Wege vom Intermembranraum in
die Matrix geschleust. Durch den Protonen-Leak wird etwa 20-30 % des gesamten Sauer-
stoffverbrauchs vor allem in den Hepatozyten von Mausen verbraucht.>® Der Protonen-Leak
spiegelt damit die LEAK-Atmung wider und wird als State 40 eingestuft. Im Diagramm kann

man ein starkes Absinken des Sauerstoffverbrauchs sehen.

2.5.2.7 ETS-Kapazitit

Die ETS-Kapazitit kann durch Zugabe des Entkopplers FCCP (Carbonyl cyanide-p-trifluo-
romethoxyphenylhydrazone) gemessen werden. Entkoppler machen in der Membran einen
Kanal fiir Protonen neben Komplex V frei. Sie besitzen eine sogenannte ,,protonophore
Wirkung. Die Protonen, die in den Intermembranraum gepumpt wurden, werden nun mit-
hilfe von Protein-Kanilen und Carriern wieder in die Matrix zuriick transportiert. Dadurch
bricht der aufgebaute Protonengradient zusammen und es kann keine Kopplung der
Atmungskette und damit auch keine ATP-Produktion stattfinden. Die Atmungskette 1duft
sozusagen im Leerlauf und wird als State 3u eingeteilt. Der Elektronenfluss lief maximal
und man konnte damit den maximalen Sauerstoffverbrauch im entkoppelten Zustand nach

mehrfacher Auftitrierung von je 0,5 pl FCCP messen.

2.5.2.8 Ende der Messung

Am Ende der Messreihe wurde noch Rotenon und Antimycin A hinzugefiigt. Dies fiihrte zu
einem totalen Stillstand der mitochondrialen Atmungsaktivitét (siche Abb. 1). Hier kann

man ebenso den residualen Sauerstoffverbrauch (ROX) messen.
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2.6 Statistische Methoden

Die Parameter zum Sauerstoffverbrauch unter Gabe der verschiedenen Substrate wurden als
quantitative Grofen anhand von Mittelwert und Standardabweichung, Minimum und Maxi-
mum sowie den Quartilen inkl. Median beschreibend dargestellt und mittels Shapiro-Wilk-
Test auf Normalverteilung gepriift. Konnte eine signifikante Abweichung von einer Normal-
verteilung nachgewiesen werden, wurden die drei Gruppen mittels nicht-parametrischem
Kruskal-Wallis-Test verglichen. Im Falle eines signifikanten Globaleffekts wurden anschlie-
Bend Post-Hoc-Paarvergleiche mit dem U-Test durchgefiihrt. Zeigten sich keine signifikan-
ten Abweichungen von einer Normalverteilung, so wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse

verwendet, um die drei Gruppen miteinander zu vergleichen.

Es wurde zweiseitig getestet und ein Signifikanzniveau von 5 % zugrunde gelegt. Eine Al-
pha-Adjustierung fiir multiples Testen fand nicht statt; die Ergebnisse haben demnach ex-
plorativen und beschreibenden Charakter. Fiir die Durchfiihrung der statistischen Berech-
nungen wurde IBM SPSS Statistics 23 (SPSS Inc. an IBM Company, Chicago, IL) einge-

setzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Messprotokoll

3.1.1 Basaler Sauerstoffverbrauch

Es sind keine signifikanten Unterschiede der basalen Atmung zwischen den drei Gruppen

festzustellen.
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Abb. 5:  Basaler Sauerstoffverbrauch der CLP Vehikel-, CLP ADM-Antikérper friihe Therapie-
und spdte Therapie-Mduse in Lebermitochondrien. Die Daten sind in einem sog. Boxplot
dargestellt mit dem Medianwert (Querbalken in der Box), 1. Quartile (unterer Querbal-
ken), 3. Quartile (oberer Querbalken), Maximum (oberer Whisker) und Minimum (unte-
rer Whisker). (Universitditsuniklinikum Ulm, 2015)

FCCP: Carbonyl cyanide p-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone, mg: Milligramm,
pmol: Pikomol, s: Sekunde CLP: cecal ligation and puncture, ADM: Adrenomedullin-
Antikorper
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3.1.2 Cytochrom ¢

Cytochrom c transferiert Elektronen von Komplex III zu Komplex IV. Durch den Transfer
der Elektronen wird Sauerstoff verbraucht. Durch Beschédigung der duBleren Mitochondri-
enmembran kann Cytochrom c in das Zytosol austreten, damit die Apoptose der Zelle aus-

16sen und der Sauerstoffverbrauch sinkt. Es sind keine signifikanten Unterschiede der drei

Gruppen festzustellen.
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Abb. 6:  Sauerstoffverbrauch nach Cytochrom ¢ Gabe der CLP Vehikel-, CLP ADM-Antikorper
frithe Therapie- und spdte Therapie- Mduse in Lebermitochondrien. Die Daten sind in
einem sog. Boxplot dargestellt mit dem Medianwert (Querbalken in der Box), 1. Quartile
(unterer Querbalken), 3. Quartile (oberer Querbalken), Maximum (oberer Whisker) und
Minimum (unterer Whisker). (Universitdtsklinikum Ulm, 2015)

FCCP: Carbonyl cyanide p-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone, mg: Milligramm,
pmol: Pikomol, s: Sekunde CLP: cecal ligation and puncture, ADM: Adrenomedullin-

Antikorper
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3.1.3 Malat und Glutamat: LEAK Komplex I

Durch die Zugabe von Malat und Glutamat kann die Leak-Atmung von Komplex I gemessen
werden. Es ist ein leichter Anstieg des Sauerstoffverbrauchs mit anschlieBendem Plateau zu
erwarten. Bei einer erhohten Atmungsaktivitit im Leak-State konnte das auf einen Schaden
der Mitochondrienmembran hindeuten. Es sind keine signifikanten Unterschiede der drei

Gruppen festzustellen.
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Abb. 7:  Mitochondriale Atmung nach Malat und Glutamat Gabe der CLP Vehikel-, CLP ADM-
Antikérper friihe Therapie- und spdte Therapie-Mduse in Lebermitochondrien. Die Daten
sind in einem sog. Boxplot dargestellt mit dem Medianwert (Querbalken in der Box),
1. Quartile (unterer Querbalken), 3. Quartile (oberer Querbalken), Maximum (oberer
Whisker) und Minimum (unterer Whisker). (Universitdtsklinikum Ulm, 2015)

FCCP: Carbonyl cyanide p-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone, mg: Milligramm,
pmol: Pikomol, s: Sekunde CLP: cecal ligation and puncture, ADM: Adrenomedullin-
Antikorper
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3.14 ADP: OXPHOS Komplex I

Hier wird die maximale oxidative Phosphorylierung von Komplex I dargestellt. Die ndtigen
Substrate des Komplex II (Succinat) fehlen hier noch und sind spéter hinzugefiigt worden.

Es sind keine signifikanten Unterschiede der drei Gruppen festzustellen.
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Abb. 8:  Mitochondriale Atmung nach ADP Gabe der CLP Vehikel-, CLP ADM-Antikérper friihe
Therapie- und spdte Therapie-Mduse in Lebermitochondrien. Die Daten sind in einem
sog. Boxplot dargestellt mit dem Medianwert (Querbalken in der Box), 1. Quartile (un-
terer Querbalken), 3. Quartile (oberer Querbalken), Maximum (oberer Whisker) und
Minimum (unterer Whisker).(Universitdtsklinikum Ulm, 2015)

FCCP: Carbonyl cyanide p-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone, mg: Milligramm,
pmol: Pikomol, s: Sekunde CLP: cecal ligation and puncture, ADM: Adrenomedullin-
Antikorper
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3.1.5 Succinat: OXPHOS Komplex I und IT

Succinat entsteht im Citratzyklus und wird {iber die Succinat-Dehydrogenase zu Fumarat.
Aus dieser Reaktion entsteht FADH,. Es erfolgt der Transport von zwei Elektronen iiber die
innere Mitochondrienmembran, welche an Komplex II gekoppelt ist. So kann die maximale
oxidative Phosphorylierung stattfinden, die durch das Vorhandensein aller nétigen Substrate
von Komplex I (NADH), Komplex II (Succinat) und ADP gemessen wird. Der Sauerstoft-

verbrauch steigt. Es sind keine signifikanten Unterschiede der drei Gruppen festzustellen.
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Abb. 9:  Mitochondriale Atmung nach Succinat Gabe der CLP Vehikel-, CLP ADM-Antikorper
frithe Therapie- und spdte Therapie-Mduse in Lebermitochondrien. Die Daten sind in
einem sog. Boxplot dargestellt mit dem Medianwert (Querbalken in der Box), 1. Quartile
(unterer Querbalken), 3. Quartile (oberer Querbalken), Maximum (oberer Whisker) und
Minimum (unterer Whisker). (Universitdtsklinikum Ulm, 2015)

FCCP: Carbonyl cyanide p-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone, mg: Milligramm,
pmol: Pikomol, s: Sekunde CLP: cecal ligation and puncture, ADM: Adrenomedullin-
Antikorper
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3.1.6 Oligomycin: LEAK Komplex I und II

Das Antibiotikum Oligomycin ist ein ATP-Synthase-Hemmer und blockiert den Protonen-
Kanal, der fiir die oxidative Phosphorylierung zusténdig ist. Unter physiologischen Bedin-
gungen wird der Elektronenfluss verlangsamt und der Sauerstoffverbrauch reduziert sich.
Oligomycin dient auch gleichzeitig als Entkoppler, der durch den hohen Protonengradienten
ein Protonen-Leak der inneren Mitochondrienmembran erzeugt und damit den Elektronen-
fluss wieder ankurbelt und Sauerstoff verbraucht. Es sind keine signifikanten Unterschiede

der drei Gruppen festzustellen.
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Abb. 10:  Mitochondriale Atmung nach Gabe des ATP-Syntase Hemmers Oligomycin der CLP Ve-
hikel-Gruppe, der CLP ADM-Antikorper friih und der spdit therapierten Mduse in Leber-
mitochondrien. Die Daten sind in einem sog. Boxplot dargestellt mit dem Medianwert
(Querbalken in der Box), 1. Quartile (unterer Querbalken), 3. Quartile (oberer
Querbalken), Maximum (oberer Whisker) und Minimum (unterer Whisker). (Universi-
tatsklinikum Ulm, 2015)

FCCP: Carbonyl cyanide p-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone, mg: Milligramm,
pmol: Pikomol, s: Sekunde CLP: cecal ligation and puncture, ADM: Adrenomedullin-
Antikorper
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3.1.7 FCCP: ETS-Kapazitit

FCCP macht die Membranen fiir die Protonen durchléssig. Dadurch wird die oxidative Phos-
phorylierung mehr oder weniger von der Atmungskette abgekoppelt und es entsteht kein

ATP. Man sieht die maximale Atmung im entkoppelten Zustand der Mitochondrien. Hier

zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen

der CLP Vehikel-Gruppe und der CLP ADM-Antikorper spit therapierten Gruppe (U-

Test, p=0,012)
der CLP ADM friih therapierten Gruppe und der CLP ADM-Antikorper spét therapier-

ten Gruppe (U-Test, p = 0,028)
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Abb. 11:  Maximale Atmung im entkoppelten Zustand nach Gabe von FCCP der CLP Vehikel-, CLP
ADM-Antikorper friihe Therapie- und spdte Therapie-Mduse in Lebermitochondrien. Die
Daten sind in einem sog. Boxplot dargestellt mit dem Medianwert (Querbalken in der
Box), 1. Quartile (unterer Querbalken), 3. Quartile (oberer Querbalken), Maximum (obe-
rer Whisker) und Minimum (unterer Whisker). (Universitdtsklinikum Ulm, 2015)
FCCP: Carbonyl cyanide p-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone, mg: Milligramm,
pmol: Pikomol, s: Sekunde CLP: cecal ligation and puncture, ADM: Adrenomedullin-

Antikorper.
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4 Diskussion

Ziel dieser Studie war zu untersuchen, ob ADM-Antikorper in der Lage sind, die Sepsis-
spezifische Beeintrachtigung der mitochondrialen Funktion zu verhindern bzw. wieder riick-

gingig zu machen. Aus den Ergebnissen lassen sich folgende Schlussfolgerungen ziehen:

1. Die mitochondriale Aktivitdt in der Leber septischer Tieren war erwartungsgemal re-
duziert. Dies bestitigt die Validitdt unseres Sepsismodells im Hinblick auf die mito-
chondriale Dysfunktion.

2. Die mitochondriale Atmungsaktivitit war nach Gabe von ADM-Antikorpern trotz ma-
nifester Sepsis hoher. Dies weist darauf hin, dass unter der Therapie mit ADM-Antikor-
per die mitochondriale Funktion tatsdchlich aufrechterhalten wird. Allerdings konnte
dieser Effekt sehr iiberraschend nur in der spat-therapierten aber nicht in der friih-thera-

pierten Gruppe beobachtet werden.

4.1 Mitochondriale Funktion im septischen Schock

Die Untersuchung der mitochondrialen Funktion beim septischen Schock steht schon lange
im Fokus vieler Studien. Diese gilt als beeintrachtigt und wird als partielle Ursache fiir Zell-
versagen und Zelltod angesehen. Im Verlauf sind diese Prozesse vermutlich an der Entste-
hung des multiplen Organversagens beteiligt. Es wird insbesondere vermutet, dass in der
Sepsis trotz suffizienter Gewebsoxygenierung eine Stérung der Sauerstoffverwertung der
Zelle bzw. der Mitochondrien selbst vorliegt. Dadurch kommt es zur sogenannten zelluldren
Hypoxie.® Mediatoren wie TNFa und Peroxinitrit sind in diesen Prozess involviert, da sie

die mitochondriale Atmungsaktivitdt hemmen konnen.*’

Die Ergebnisse unserer Versuche zeigen eine reduzierte mitochondriale Atmungsaktivitét in
der Leber der CLP Vehikel-Gruppe im Vergleich zu einer fritheren Kontroll-(Sham-)
Gruppe. Um die Anzahl der Tierversuche einzuschrianken, haben wir in unserer aktuellen
Versuchsreihe auf eine gesonderte Sham-Gruppe verzichtet, da wir auf eine entsprechende
Gruppe aus eben dieser vorangegangenen Studie zuriickgreifen konnten.'® Aus dieser vo-
rausgegangenen Studie konnten wir die Werte der mitochondrialen Atmung aus der Sham-
Gruppe der normoglykdmen Tiere iibernehmen. Der Versuchsablauf war in dieser Studie
identisch gewesen im Vergleich zu unserer aktuellen Studie. Insofern kénnen die Daten als

Kontrollen gewertet werden.
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Dieser Teil der Untersuchung diente als Validierung der Methode. Denn die Wirkung der
ADM-Antikorper sollte u.a. unter der Annahme getestet werden, dass die mitochondriale
Atmung in der Sepsis beeintriachtigt ist. Dies ist mehrfach gezeigt worden und kann als
Merkmal eines septischen Zustandes angesehen werden. Andererseits sind die Effekte der
Sepsis auf die mitochondriale Funktion auch Spezies- und Organ-abhéngig. Insofern ist es
zwingend erforderlich, am spezifischen Versuchsmodell zu zeigen, dass sie eindeutig zu be-

obachten sind, so wie es im Falle unseres experimentellen Modells der Fall ist.

4.2 Effekte der Therapie mit ADM-Antikorper auf die mitochondriale
Funktion in der Leber septischer Méuse

Die maximale Aktivitdt im entkoppelten Zustand (ETS-Kapazitit) war in der spit-therapier-
ten Gruppe hoher im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur Friihtherapie-Gruppe. Diese Er-
gebnisse zeigen eindeutig den protektiven Effekt der ADM-Antikorper beziiglich der mito-
chondrialen Atmung in der Leber. Es ldsst sich aber nicht kldren, ob die Therapie zu einer
Wiederherstellung der mitochondrialen Atmungskapazitit oder lediglich zum Erhalten der
physiologischen Aktivitdt gefiihrt hat. Die ETS-Kapazitdt weist ndmlich Werte auf, die de-
nen der Sham-Gruppe entsprechen. Dies konnte also darauf hinweisen, dass die mitochond-
riale Aktivitidt durch die Therapie auf das Ausgangsniveau gehalten werden konnte. Aller-
dings muss beriicksichtigt werden, dass die Spittherapie unter bereits manifester Sepsis be-
gonnen wurde. Es 1dsst sich nicht sagen, ob zu diesem Zeitpunkt die mitochondriale Aktivitit
bereits eingeschrankt war und die ADM-Antikorper zu einer Steigerung der Atmungsaktivi-
tit und einer Wiederherstellung des Ausgangswertes gefiihrt haben. Um diese Frage zu be-
antworten, wiére eine zusitzliche Versuchsgruppe notwendig gewesen, um die Organfunk-

tion vor Therapiebeginn zu untersuchen.

Im gekoppelten Zustand (OxPhos-Aktivitidt) waren keine statistisch signifikanten Unter-
schiede zwischen den Gruppen zu beobachten, wenn auch eine Tendenz im Sinne einer er-
hohten Aktivitét in der Spét-Therapie Gruppe entsprechend der Ergebnisse der ETS-Kapa-
zitdt zu beobachten war. Die OxPhos-Aktivitét ist ein weiterer Indikator fiir die maximale
Atmungskapazitit; im Gegensatz zur ETS-Kapazitit ist sie aber nicht nur von der Aktivitét
der Atmungskettenkomplexe, sondern auch vom ATP-Umsatz und von der Aktivitit der
ATP-Synthase abhéngig. In diesem Sinne spiegelt sie genauer die physiologische Funktion

der aeroben Zellatmung wieder als die ETS-Kapazitdt. Andererseits ist sie weniger spezi-
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fisch als Indikator fiir die Funktion der Atmungskette selbst, die von der ETS Kapazitit bes-
ser angezeigt wird. Zusammengefasst lassen sich die vorliegenden Daten wie folgt interpre-
tieren: die Therapie mit ADM-Antikorper hat eine protektive Wirkung auf die Atmungsket-
ten-Funktion in der Leber septischer Mause. Die funktionelle Bedeutung dieses Befundes ist
nicht klar, da der Effekt nur im entkoppelten (ETS), aber nicht im gekoppelten (OxPhos)

Zustand zu sehen war.

Als weiteres Qualitidtsmerkmal der mitochondrialen Atmung gilt der Kopplungsgrad. Dieser
lasst sich messen als Atmungsaktivitit vor der Zugabe von ADP und nach Injektion des
ATP-Synthase-Inhibitors Oligomycin. Diesbeziiglich zeigten die Daten keine Unterschiede
zwischen den Gruppen und liegen im Bereich der Daten der Sham-Gruppe aus der voraus-
gegangenen Studie. Dies deutet darauf, dass bei den septischen Tieren die Kopplung der
Atmungskettenaktivitit an die ATP-Synthese noch intakt war. Sie wurde auch nicht von der

Therapie beeinflusst.

4.3 Effekte der Friih- und Spéittherapie mit ADM-Antikorper

Die oben beschriebenen Effekte wurden nur in der Spat-Therapie-Gruppe, aber nicht unter
der Friih-Therapie beobachtet. Die Werte der friih-therapierten Gruppe haben sich nicht ver-
andert. Dieses Ergebnis ist sehr ungewdhnlich, denn die Intention der Frith-Therapie ist ge-
rade der Nachweis des Wirkungsprinzips. Deshalb wiirde man beim Nachweis eines Effektes
in der Spét-Therapie-Gruppe erst recht den gleichen Effekt in der Friih-Therapie-Gruppe
erwarten. Der Friith-Therapie-Gruppe wurde der ADM-Antikorper etwa zum gleichen Zeit-
punkt der CLP-Sepsisinduktion injiziert. Das Tier, welches zu diesem Zeitpunkt klinisch
noch gesund war, zeigte keine Sepsiszeichen. Ublicherweise wird in Medikamenten-Wirk-
samkeitsstudien das Medikament zuerst bei gesunden Tieren getestet, um die Wirkung vor

dem eigentlichen Krankheitsgeschehen zu dokumentieren.

Die spiate ADM-AK Gabe wurde 16 Stunden post CLP injiziert. Zu diesem Zeitpunkt hatte
sich die Sepsis entwickelt und es wurden die zu erwartenden Effekte gesehen. Dies wiirde
in der Klinik zu dem gleichen Zeitpunkt geschehen und als klinisch relevant eingestuft wer-

den.

Mogliche Ursache des negativen Ergebnisses in der friih-therapierten Gruppe kann ein Ef-
fektverlust der ADM-Antikorper iiber den Zeitraum zwischen CLP und T6tung des Tieres

sein, der etwa 21 Stunden betrug. Das negative Ergebnis der frithen Therapie ist dennoch
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von Bedeutung, weil es auf die Notwendigkeit eines besseren Verstindnisses der Pharma-
kokinetik der verwendeten Antikorper deutet. Eine frithe Therapie macht bezogen auf die
mitochondriale Funktion wenig Sinn, solange keine Anzeichen eines beginnenden Sepsis-
geschehens feststellbar sind. Eine klinische Relevanz hitte eine so frithe Therapie jedoch
aus Griinden der Prophylaxe bei ldnger hospitalisierten oder multimorbiden Patienten oder
auch bei einem traumatisch penetrierenden Trauma (wie zum Beispiel einer Darmperfora-
tion). Insofern ist es empfehlenswert, die Pharmakokinetik der ADM-Antik6rper genauer zu

untersuchen, um sie z.B. in solchen Situationen erfolgreich einsetzen zu konnen.

Bei einer Studie der Autoren Wagner et al. hat sich die ADM-Konzentration im Blutplasma
bei der frilhen Gabe des ADM-AK gesenkt und es konnte eine verminderte NO- und Pero-
xinitrit-Formation gemessen werden. Daher konnte man davon ausgehen, dass sich auch in
unserer Studie wirksame Effekte in der Frithphase des Versuchs zeigen wiirden.*® Wie schon
vorher erwéhnt, konnte dies durch die Abnahme der Antikérper-Wirkung nach der langen
Versuchsdauer oder einer zu geringen Applikation des Antikdrpers verhindert worden sein.
Moglich wire jedoch ein Schutzmechanismus aufgrund der ADM-Blockierung, indem ein

vermehrter Anstieg des Hormons provoziert wird.

Unser Ziel bestand darin, die klinische Situation so gut wie mdglich zu imitieren. Unsere
Ergebnisse belegen, dass bei einer Manifestation der Sepsis die Zugabe des ADM-Antikor-
pers eine verbesserte mitochondriale Funktion induziert. Dieser Effekt konnte eine klinische
Relevanz haben. Die ADM-Konzentration im Blutplasma scheint der am meisten ausschlag-
gebende Faktor hinsichtlich der Effektivitdt der Behandlung mit ADM-Antikorpern zu sein.
Die normale Konzentration bei Gesunden betriagt etwa 10 pmol/L. Um eine himodynami-
sche Verdnderung mit diastolischem Blutdruckabfall sowie einer Erhohung des Pulses zu
provozieren, wurde etwa die 40-fache Konzentration von ADM injiziert. Nach dem Versuch
hat sich der Kreislauf aufgrund einer etwa 20-miniitigen Halbwertszeit des Hormons stabi-

lisiert.>

Bei septischen Patienten variiert die Konzentration mit dem Fortschreiten des septischen
Zustandes. Die Konzentration des Biomarkers Pro-ADM stieg in einer Studie des Autors
Guignant umso hoher, je fortgeschrittener das Sepsisgeschehen war.*® In einigen Studien mit
ADM-Antikorpern wurden widerspriichliche Ergebnisse in Abhéngigkeit vom Zeitpunkt der
Gabe des Antikorpers ermittelt. Ein Grund dafiir konnte die unterschiedliche Rezeptordichte

von ADM und CGRP wihrend des Sepsisgeschehens sein. Diese konnte von Maus zu Maus
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variieren. Der ADM-Rezeptor ist Agonist; jedoch kann der CGRP-Rezeptor auch als Anta-
gonist via dem humanen Fragment aCGRP-(8-37) agieren.? Da ADM an beide Rezeptoren
andockt, ist die Menge der jeweiligen Rezeptoren ausschlaggebend. So kann eine erhohte Re-
zeptordichte von CGPR den Effekt von ADM reduzieren und andersherum kann durch ein
septisches Geschehen die Expression der ADM-Rezeptoren erhoht sein und demensprechend
der ADM-AK unwirksam sein. Man sollte in zukiinftigen Studien moglicherweise CGPR-Re-
zeptoren blockieren, um den alleinigen Effekt von ADM und ADM-Antikérpern zu detektie-

ren.

4.4 Methodenlimitation

Dieser Versuch ist nur ein Modell und kann somit nicht vollig der Realitét entsprechen. Die
CLP ist ein kiinstlich induziertes Sepsis-Modell und entspricht nur bedingt einer klinischen
Situation. Dennoch sind viele charakteristische Symptome der Sepsis im Modell zu beobach-
ten und belegen die Nahe zur klinischen Situation. Die Therapie der Tiere erfolgte zudem in

einer klinikdhnlichen Umgebung.

Die Messungen der mitochondrialen Atmungsaktivitit wurden mit der High Resolution Re-
spirometry der Firma Oroboros durchgefiihrt. Die High Resolution Respirometry ist ein sehr
genaues Verfahren, um feine Unterschiede der zu untersuchenden Versuchsgruppen zu de-
tektieren. Das Gerét bietet viele Vorteile: Artefakte der Sauerstoffdiffusion werden durch
die hochverarbeiteten Materialien minimalisiert. Das optimale Volumen der Kammern ist
2.0 cm?®. Das Volumen wird anhand einer Oberfldchen-Volumen-Ratio bestimmt. Je hoher
die Ratio, desto kleiner das Volumen. Dass bedeutet, dass groBere (flachigere) Fehler bei

weniger Volumen entstehen konnen und die Genauigkeit der Ergebnisse verdndern konnen.*

Die mitochondriale Funktion wurde nach Entnahme von Gewebeproben der Leber in vitro
gemessen und kann Abweichungen zu in vivo Messungen beinhalten. Wéahrend der Messun-
gen wurden Substrate und Inhibitoren in die Kammern injiziert. Diese wurden in weit héhe-
rer Konzentration als unter physiologischen Bedingungen hinzugefiigt, um wihrend des Ex-

periments einen verfrithten Abbau der Substanzen zu verhindern.®'

Als besondere Limitation der vorliegenden Studie muss beachtet werden, dass nur die mito-
chondriale Funktion in der Leber untersucht wurde. Dies wurde deshalb gemacht, weil die

Mitochondrien der Leber besonders stark im Rahmen eines septischen Prozesses beeintrach-
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tigt werden und somit die Wahrscheinlichkeit den Effekt des ADM-Antikorpers nachzuwei-
sen hoch war.®?> Andererseits ist nicht bekannt, ob die beobachteten Effekte auf andere Or-
gane iibertragen werden konnen. Zudem ist ein eindeutiger Funktionsparameter fiir die Leber
nicht verfiigbar im Gegensatz z.B. zur Niere, wo die Kreatininclearance als geeigneter Funk-
tionsindikator gilt. Dies erschwert erneut die Bedeutung der gefundenen Effekte auf die
Funktion der Leber zu iibertragen. In diesem Sinne wére es empfehlenswert, in zukiinftige
Studien auch andere Organe einzuschlieBen und deren Funktion parallel zur mitochondrialen
Atmung zu analysieren. Insgesamt muss auch beriicksichtigt werden, dass unter der Therapie
mit ADM-Antikorper keine funktionelle Besserung des septischen Zustandes der Tiere ge-
funden wurde. Auch diese Beobachtung weist darauf hin, dass die hier gefundenen Wirkun-
gen noch genauer auf deren funktionelle Bedeutung fiir den Krankheitsverlauf gepriift wer-

den sollten.

4.5 Zusammenfassende Bewertung und Ausblick

Im vorliegenden Experiment wurden stabilisierende Effekte der ADM-Antikorper auf die
mitochondriale Atmung in der Leber der septischen Maus eindeutig gezeigt. Weitere Expe-
rimente konnten dennoch nicht zeigen, dall die Funktion lebenswichtiger Organe im septi-
schen Schock durch diese therapeutische Intervention aufrechterhalten werden konnte. Im
Prinzip konnte ein positiver Effekt von ADM-Antikdrpern in der Sepsis gezeigt werden,
allerdings nur im Sinne eines Pre-treatments.®® Gerade unter Pre-treatment Bedingungen
konnte aber im Rahmen meiner Studie kein Effekt auf die mitochondriale Atmung der Leber
gezeigt werden. In Experimenten, bei denen der ADM-Antikorper als (klinisch relevantere)
Post-treatment Intervention getestet wurde (personliche Mitteilung, Daten bisher nicht ver-
offentlicht), konnten dagegen keine Effekte auf physiologische Organfunktionen beobachtet
werden. Einschrinkend muss erneut darauf hin gedeutet werden, dal3 in klinischen Modellen
nicht nur die Funktion der Leber, sondern und insbesondere auch die der Niere und des
Kreislaufs im Mittelpunkt standen. Eben die Funktion der Niere konnte unter einer Friihthe-
rapie mit ADM-Antikdrpern positiv beeinflusst werden. Die Untersuchung der mitochond-
rialen Funktion im Rahmen meiner Experimente war dagegen auf die Leber als zentrales
Stoffwechsel-Organ fokussiert. Dennoch ist ein Zusammenhang zwischen der Mitochondri-
enfunktion in der Leber und dem mdglichen Erfolg eine Therapie der Sepsis aufgrund der
derzeitigen Datenlage nicht feststellbar. Insofern wére eine umfassendere Untersuchung der

mitochondrialen Funktion am gleichen Sepsismodell wiinschenswert, die sich auch auf wei-
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tere Organe erstrecken miisste. Auf dieser Grundlage konnte die Bedeutung der mitochond-
rialen Dysfunktion und einer Mitochondrien-zentrierten Therapie in der Sepsis z.B. durch

ADM-Antikorper neu bewertet werden.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Studie war zu untersuchen, ob Adrenomedullin-Antikdrper wihrend eines septi-
schen Schocks die mitochondriale Funktion stabilisieren bzw. verbessern konnen. Vorherige
Studien zeigten namlich, dass Adrenomedullin einen deletdren Effekt auf die Sepsisentwick-
lung im Spétstadium hat.*™*” Die erhdhten Adrenomedullin-Werte im Blutplasma korrelie-
ren mit dem Ausmal des Organschadens sowie mit der Mortalitét der Patienten. Je hoher die

Konzentration, desto schlechter die Prognose und desto hoher die Mortalitat.?*4

Fiir den Versuch wurden 24 C57B1/6-Méuse in drei Gruppen aufgeteilt. Bei allen wurde eine
sogenannte cecal ligation puncture durchgefiihrt. Nach einem 16-stiindigen Intervall folgte
eine Beobachtungsphase mit intensivmedizinischer Uberwachung. Die Vehikel-Gruppe be-
kam keine Therapie. Die zweite Gruppe bekam als Therapie den Adrenomedullin-Antikor-
per zum Zeitpunkt der cecal ligation puncture (Friihtherapie) und die dritte Gruppe erst 16
Stunden nach der cecal ligation puncture, dal heiflit zu Beginn der Beobachtungsphase
(Spéttherapie). Nach Ende des Versuchs und Tétung der Méuse wurde das Lebergewebe
entnommen und mit einem Oxygraphen die mitochondriale Funktion gemessen. Dazu wurde
eine definierte Menge des entnommenen Gewebes homogenisiert und in die Oxygraph-
Kammern eingebracht. Zur Quantifizierung der mitochondrialen Atmungsaktivitdt wurden
Substrate und Inhibitoren nach einem spezifischen Protokoll injiziert. Die Sauerstoffkon-
zentration in den Kammern wurde kontinuierlich aufgezeichnet. Daraus berechnete die Dat-
Lab4®-Software den Sauerstoffverbrauch. Die verschiedenen Substrate und Inhibitoren
wurden benétigt, um die Funktion der verschiedenen Komplexe der Atmungskette im ge-

koppelten und entkoppelten Zustand zu untersuchen.

Die Ergebnisse der Studie bestitigen zunichst, dass die mitochondriale Funktion in der Le-
ber als Folge der cecal ligation puncture beeintrachtigt ist. Dies zeigt der Vergleich der Er-
gebnisse der Vehikel-Gruppe unserer Studie mit einer Sham-Gruppe aus einer fritheren Un-
tersuchung. Griinde dafiir konnen die erhohte Stickstoffmonoxid-Produktion und anderer
Mediatoren sein, welche zu oxidativen Schiaden der Mitochondrien fiihren konnen. Dieses
Ergebnis zeigt zundchst, dass das Modell valide ist, um Effekte einer Therapie auf Sepsis-
induzierte Verdnderungen der mitochondrialen Atmung zu untersuchen. Unsere Ergebnisse
zeigen eindeutig, dass die mitochondriale Aktivitit durch die spédt-Therapie aufrecht erhalten
werden kann. Die mitochondriale Atmungsaktivitidt war nimlich sowohl im gekoppelten als

auch im entkoppelten Zustand hoher als in der Vehikel-Gruppe. Sie war auf dem gleichen
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Niveau wie die mitochondriale Aktivitét in der Leber der Sham-Gruppe aus der bereits er-
wihnten fritheren Studie.'® Bei der frith-therapierten Gruppe wurde dagegen keine Verinde-
rung im Vergleich zur Vehikel-Gruppe gesehen. Dies ist sehr iiberraschend, da ein positiver
Effekt einer Therapie am ehesten in einem Pre-treatment-Ansatz zu erwarten wére. Als
Grund dafiir kann nur ein frithzeitiger Effektverlust des Antikdrpers tiber den Zeitraum des
Versuchs in Frage kommen. Denn im Rahmen der Friihtherapie wurde der Antikdrper zum
Zeitpunkt der cecal ligation puncture appliziert. Es wurde davon ausgegangen, dass der An-
tikorper-Spiegel mit dieser Injektion fiir die gesamte Versuchsdauer im therapeutischen Be-
reich gehalten werden kann, was aber moglicherweise nicht der Fall war. Der Antikorper
wurde entsprechend zuvor vom Hersteller bestimmter Daten zur Pharmakokinetik appliziert,
eine Kontrolle des Spiegels war im Rahmen des aktuellen Versuchs deshalb auch nicht vor-
gesehen. Dies wire aufgrund des geringen Blutvolumens der Maus auch technisch nicht
ohne weiteres moglich gewesen. Dennoch belegen die Daten der Spittherapie den positiven
Effekt des Antikorpers, so dass der fehlende Effekt in der Friiththerapie die Bewertung des
Therapie-Ansatzes nicht beeintrichtigt. Fiir die unterschiedlichen Ergebnisse der Adreno-
medullin-Antikdrper-Therapie in der Friih- und Spétphase kann auch die Rezeptordichte von
Adrenomedullin und das Calcitonin Gene-Related Peptid verantwortlich sein. Das Calcito-
nin Gene-Related Peptid kann Adrenomedullin antagonisieren. Bisher ist noch nicht klar, in
wie weit die Aktivitdt von Adrenomedullin dadurch in den verschiedenen Stadien der Sepsis
beeinflusst wird. Dieses herauszufinden konnte in zukiinftigen Studien ein interessanter An-

satz sein.

Insgesamt muss abschliefend festgehalten werden, dass in begleitenden Experimenten die
hier eindeutig beobachteten Effekte der Therapie mit Adrenomedullins-Antikérpern auf die
Mitochondrien-Funktion in der Leber der septischen Maus offensichtlich nicht mit einem
insgesamt positiven Einfluss auf das Outcome der Sepsis einhergingen. Insofern erscheint

dieser therapeutische Ansatz derzeit trotzdem nicht erfolgversprechend zu sein.
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