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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Klinische Bedeutung von Ischamie und Reperfusion

Im Kklinischen Alltag spielen Ischamie und Reperfusion eine bedeutende Rolle.
Ischamie/Reperfusions(l/R)-Schaden kénnen alle Organe und Gewebe betreffen und
unterschiedliche Ursachen haben. Sie tragen zu Morbiditat und Mortalitat in einer
Vielzahl von pathologischen Prozessen bei. Bedeutend fur die Klinik sind vor allem
I/IR-Schaden im Rahmen von Schlaganfallen, Myokardinfarkten, akuten
Nierenversagen und Herzkreislaufstillstanden sowie in allen Bereichen der Chirurgie;
beispielsweise wahrend Organtransplantationen, in der Herz- und in der
Thoraxchirurgie und bei gefaldchirurgischen Eingriffen. Insbesondere im
Gastrointestinaltrakt konnen I/R-Schaden zu einer Dysfunktion der endothelialen und
epithelialen Barriere, Translokation von Bakterien und schlieBlich zum
Multiorganversagen fiihren."® Die Wiederherstellung des Blutflusses und damit
einhergehend die Reoxygenierung ist assoziiert mit einer Verstarkung des
Gewebeschadens und  einer  Entzindungsantwort, = dem  sogenannten
Reperfusionsschaden.*  Bei I/R-Schaden  spielen eine  Vielzahl  von
pathophysiologischen Prozessen eine Rolle (s. Abbildung 1). Ein entscheidender
Faktor im Rahmen von I/R-Schaden ist oxidativer Stress. Wahrend I/R entstehen
reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Vor allem wahrend der Reperfusion fallen grol3e
Mengen davon an.’ Dariiber hinaus kénnen Ischamie und Reperfusion zur
Aktivierung von Zelltod durch Apoptose und Nekrose beitragen.® I/R-Schaden fiihren
auch zu einer Storung der Barrierefunktion des Gefalendothels. Es kommt zu einer
erhohten Gefalldurchlassigkeit, einer Entzindungsreaktion des Endothels, einem
Ungleichgewicht zwischen vasokonstriktiven und vasodilatativen Faktoren sowie zur
Aktivierung der Koagulation und des Komplementsystems.” 7 Die I/R-Schaden des
Darms bilden eine Ausnahme, da es durch Endothel-/Epithelschaden zur
Translokation von Bakterien kommt. Ansonsten liegen bei I/R-Schaden meist keine
mikrobiellen Einflisse vor.® Reperfusionsschaden sind meist auch durch
Autoimmunprozesse gekennzeichnet. Hierbei kommt es zu einer Antikorperbildung,
getriggert durch die Erkennung von eigenen Antigenen, ahnlich wie bei pathogenen
Antigenen, und anschlieBend zur Komplementaktivierung.9 AuBerdem fuhren I/R-

Schaden zur Auslosung einer Immunantwort, unter anderem durch Aktivierung und
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Ansammlung von Immunzellen der angeborenen und erworbenen Immunantwort,
sowie der Aktivierung von Pattern Recognition Rezeptoren (PPR), wie beispielsweise

Toll like Rezeptoren (TLR), durch endogene Faktoren.®

Ischamie und

Reperfusion
Autoimmun-
— Zelltod Immunantwort prozesse M
oxidativer Stress A Endothel-/ Antiks Anderung der
(ROS, H,0,) (Apoptose, Epithelschaden (angeboren und (Antikorper, Transkription
? Nekrose) erworben) Komplement-
aktivierung)

Abbildung 1: Pathophysiologische Folgen von Ischamie und Reperfusion
I/R-Schaden lésen eine Vielzahl von pathophysiologischen Prozessen aus. Unter anderem kommt es
zu oxidativem Stress, Zelltod, Schadigung des Endothels und Epithels, Anderung der Transkription

sowie Ausldsung einer Immunantwort und Autoimmunprozessen.

Um I/R-Schaden zum Beispiel wahrend einer Organtransplantation oder wahrend
einer perkutanen Koronarintervention bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt zu
verringern und die Ischamietoleranz zu erhdhen, gibt es unterschiedliche Ansatze.
Moglichkeiten sind beispielsweise die ischamische Konditionierung, der Einsatz von
therapeutischen Gasen sowie Eingriffe auf zellularer Ebene, zum Beispiel durch die
Gabe von Antioxidantien und metabolische Strategien, wie die Induktion von
Glykolyseenzymen und somit eine Verschiebung der Energiegewinnung durch
R-Oxidation hin zur Glykolyse."

Daruber hinaus hat sich gezeigt, dass die Gabe von verschiedenen Anasthetika, wie
beispielsweise intravends appliziertes Propofol, I/R-Schaden reduzieren kann.
Allerdings sind die zellularen und molekularen Protektionsmechanismen noch
weitgehend unklar.’®'? Dies liegt unter anderem daran, dass geeignete in-vitro
Systeme zur Untersuchung von Hypoxieschaden fehlen und somit die Auswirkungen
von Anasthetika auf I/R-Schaden nur schwer evaluiert werden kdnnen. Deswegen
wurde im Rahmen dieser Arbeit ein in-vitro Hypoxiemodell etabliert, um fokussiert die

Effekte von Propofol unter Hypoxie und Normoxie auf CaCo-2 Zellen, als
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Modellsystem flr das Darmepithel, zu untersuchen. Insbesondere wurden die
Spiegel von ROS, welche eine entscheidende Rolle bei I/R-Schaden spielen,

evaluiert.

1.2 Ischamie und Reperfusion im Darm

Neben I/R-Schaden des Herzens und des Hirns ist auch der Gastrointestinaltrakt
haufig von I/R betroffen. Arterielle Mangeldurchblutung, vendse Abflussstorung oder
Mangeldurchblutung  bei  Kreislaufzentralisation im  Schock  verursachen
Kreislaufstorungen des Darmes. I/R des Gastrointestinaltraktes ist ein klinischer
Notfall. Eine schnelle Diagnose und Behandlung sind wichtig, um einen Darminfarkt
zu verhindern.” Bei Darmischamien werden zwei unterschiedliche Klassifikationen
angewandt. In Anlehnung an die obstruktiven Mechanismen werden okklusive und
nicht-okklusive Darminfarkte unterschieden. Die amerikanische Gesellschaft fir
Gastroenterologie empfiehlt dartber hinaus die Unterscheidung nach klinischen
Gesichtspunkten: akute Mesenterialischamie (AMI), chronische Mesenterialischamie
(Angina abdominalis) und ischamische Kolitis. Die Mortalitatsrate durch eine
Darmischamie liegt zwischen 60 % und 80 %.'*"® Da Darmischamien héaufig
unspezifische Symptome zeigen, ist eine friihzeitige Diagnose oft schwierig.”™ '® Die
I/IR-Schaden des Darmes haben eine gestorte Barrierefunktion des Darmes,
Translokation von Bakterien sowie lokale und systemische Entzindungsprozesse zur
Folge, die letztendlich zum Multiorganversagen fuhren konnen. Bakteriamie und/oder
Endotoxin assoziierte Systemantwort, wie SIRS (systemic inflammatory response
syndrom), Sepsis, Atemversagen oder kardiale Dysfunktion sind fur die schlechte
Prognose eines akuten intestinalen I/R-Schadens mitverantwortlich.™"’

Die Entstehung von ROS im Rahmen von I/R ist entscheidend fur den
Schadigungsprozess. Vor allem wahrend der Reperfusion entstehen grolde Mengen
an ROS, darunter auch Wasserstoffperoxid (s. Abbildung 2).° Da die intestinale
Mukosa extrem sensitiv auf ROS reagiert, sind die ROS einer der wichtigsten
Faktoren bei der Entstehung von intestinalen I/R-Schaden.'” Die Mechanismen der
intestinalen Mukosaschadigung nach I/R-Schaden sind komplex. Eine durch ROS
verursachte Lipidperoxidation ist ein entscheidender Faktor, der zu intestinalen I/R-

Schaden fuhrt. Antioxidantien dagegen, beispielsweise mit der Nahrung
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aufgenommene Flavonoide, scheinen die intestinale Mukosa vor |/R-Schaden zu

schiitzen.'” 8

Ischamie und Reperfusion

!

Interstitium
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Abbildung 2: Ischamie und Reperfusions vermittelte Prozesse im Darmepithel
Wahrend Ischamie und vor allem wahrend der Reperfusion des Darms entstehen ROS, darunter

Wasserstoffperoxid.

1.3 Ischamie und Reperfusions assoziierte Mechanismen:
oxidativer Stress

Als oxidativer Stress wird eine das physiologische Ausmal} Uberschreitende Menge
an ROS bezeichnet.® Zu den ROS gehéren zum einen stabile molekulare Oxidantien
wie  Wasserstoffperoxid, Hydroperoxid, Hypochloritanionen und angeregte
Sauerstoffmolekile und zum anderen freie Radikale wie Hyperoxid-Anionen,
Hydroxylradikale, Peroxylradikale und AIkoxyIradikaIe.19 Als Radikale werden
Molekule mit mindestens einem ungepaarten Elektron bezeichnet, die dadurch
besonders reaktionsfreudig und instabil sind.?*® Radikale entstehen wahrend der
Reperfusion in der Atmungskette, im Xanthinoxidase-Metabolismus und durch

NADPH-Oxidase in Entzindungszellen (vor allem in aktivierten, neutrophilen




Einleitung 5

Granulozyten).* * 2! 22 Auch unter Normoxie entstehen geringe Mengen an freien
Sauerstoffradikalen, die aber unter anderem durch endogene antioxidative Enzyme
neutralisiert werden. Insbesondere wahrend der Reperfusion fallen grol3e Mengen an
freien Sauerstoffradikalen an, die schadlich sind.®> ROS filhren zur Oxidation von
zellularen Proteinen, Lipiden und Nukleinsauren. Dies kann eine Funktionsanderung
bzw. einen -ausfall, zellulare Dysfunktion sowie Zelltod als Folge haben (s. Abbildung
3).]

Ischamie und Reperfusion

l

1 ROS

7 1N

Lipide Nukleinsauren Proteine

VI

Oxidation

|

Funktionsanderung/-ausfall

!

zellulare Dysfunktion

!

Zelltod

Abbildung 3: Auswirkungen von Ischamie und Reperfusion auf zellularer
Ebene

Wahrend I/R entstehen gro3e Mengen an ROS. Diese schadigen zellulare Lipide, Nukleinsduren und
Proteine durch Oxidation. Hierdurch kann es zur Funktionsdnderung oder zum Funktionsverlust und

letztendlich zur zellularen Dysfunktion und zum Zelltod kommen.

Wahrend der Reperfusion reagiert molekularer Sauerstoff auch mit Hypoxanthin und
Xanthin durch die Xanthinoxidase zu Superoxidanionen, die wiederum katalysiert
durch die Superoxiddismutase zu Wasserstoffperoxid umgewandelt werden.
Entstehendes Wasserstoffperoxid fuhrt durch die Haber-Weiss-Reaktion sowie die

Fenton-Reaktion, welche durch erhdhte Verflugbarkeit von freiem Eisen wahrend
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Ischamie katalysiert werden, zu einem Anstieg von hochtoxischen Hydroxylradikalen
(s. Abbildung 4).> %* 2* Hydroxylradikale reagieren mit Bestandteilen der
Zellmembran und fihren dadurch zur Ausschittung von Faktoren, welche die

Adhasion von Granulozyten an das mikrovaskuldre Endothel begiinstigen.®

Atmungskette

_ /\ NADPH-Oxidase
€

Xanthinoxidase

Superoxiddismutase

OH®+0OH" H,O0+OH *+OH -

Katalase
Gluthationperoxidase

A 4

H,0+0,

Abbildung 4: Entstehung von ROS

ROS entstehen bei verschieden Prozessen und werden unter physiologischen Bedingungen durch
enzymatisch und nicht enzymatisch  wirkende  Antioxidantien = umgewandelt.  Unter
pathophysiologischen Konditionen wie bei I/R kommt es zu einem Uberschuss an ROS, der durch die

antioxidativen Mechanismen nicht mehr ausgeglichen werden kann und Zellschaden zur Folge hat.

Der menschliche Korper  verfugt uber verschiedene antioxidative
Schutzmechanismen gegen endogene und exogene ROS. Zu diesen Mechanismen
zahlen unter anderem Enzyme, wie Superoxiddismutase, Glutathionperoxidase und
Katalase sowie nicht enzymatisch aktive Systeme wie Glutathion und Thioredoxin.?*
Daneben konnen unter anderem Vitamine, beispielsweise Vitamin E, antioxidative
Wirkungen im Kérper entfalten.?

Im Folgenden wird detailliert auf die Katalase eingegangen, da diese im Vordergrund

der vorliegenden Studie stand. Katalase setzt Wasserstoffperoxid zu Sauerstoff und
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Wasser um (s. Abbildung 5).?° Sie wurde erstmals 1900 durch Loew identifiziert und
benannt.?” 2 Saugetiere, inklusive des Menschen, exprimieren Katalase in allen
Geweben. Besonders hohe Konzentrationen werden in der Leber, den Nieren und

den Erythrozyten gefunden.®

1) H,0, + 2o fawe 20H"
2) H,0, _Katalase 0, + 2H" + 2e

Summengleichung :

2H,0, Katalase 2H,0 + O,

Abbildung 5: Wirkmechanismus der Katalase

Der Wirkmechanismus von Katalase verlauft in zwei Schritten. Im ersten Schritt wird
Wasserstoffperoxid durch Katalase reduziert. Im zweiten Schritt wird Wasserstoffperoxid oxidiert. Aus
zwei Molekilen Wasserstoffperoxid entstehen durch die Umsetzung durch Katalase zwei Molekiile
Wasser und ein Molekil Sauerstoff.

Neben den beschriebenen toxischen Effekten von ROS im Rahmen von I/R zeigen
Studien aber auch, wie wichtig Wasserstoffperoxid und andere ROS als second
messenger bei intrazellularen Signalwegen sowie bei der Regulation der
Transkription sind.?*>? Bei der Regulation der Genexpression durch Oxidantien
wurden beispielsweise die beiden Transkriptionsfaktoren Nuclear Factor kB und
Activator Protein 1 identifiziert. Die Bindungsstellen dieser beiden Redox-regulierten
Transkriptionsfaktoren liegen in der Promoterregion einer Vielzahl von Genen, die
direkt in die Pathogenese von zum Beispiel Tumorerkrankungen und Atherosklerose

involviert sind.*°

1.4 CaCo-2 Zellen als Modellsystem fiur das Darmepithel

Die unterschiedlichen Abschnitte des menschlichen Darms besitzen einen

einheitlichen vierschichtigen Wandaufbau aus Mukosa, Submukosa, Muskularis und
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Serosa oder Adventitia. Das Epithel der Mukosa bildet im gesamten
Gastrointestinaltrakt eine Diffusionsbarriere durch junktionale Komplexe wie Tight
junctions und erfullt darGber hinaus regional spezifische Aufgaben. Die Mukosa des
Dunndarms ist durch Falten, Zotten und Mikrovilli enorm vergroRert und tragt ein
einschichtiges Zylinderepithel mit Blrstensaum (Enterozyten) und Becherzellen
(s. Abbildung 6). Durch das Epithel mit Tight junctions wird die Diffusionsschranke

zwischen Darmlumen und dem Extrazellularraum, dem eigentlichen Korperinneren,

aufrechterhalten.® 3¢
Enterozyt mit
Tigth junctions
und Mikrovilli Darmlumen
leley CLl 3 "y
’9: g‘? ’_’?‘ W\
CES &£ ' A
3 L B H
H HH 3
S  H 3 .
= E - B3 5 Enterozyt mit
: | - e 3 - 3 R
2 g 3 G Tigth junctions
- N 3 -+ und Mikrovilli
L < .3 s
R §oR ¥
I LW o et s AARAENASRA ARSI AN
Blut-,
LymphgefaRe Interstitium
und Nerven

Abbildung 6: Darmmukosa und CaCo-2 Monolayer

Das Darmepithel in-vivo ist durch Falten, Zotten und Mikrovilli enorm vergréfiert. Das einschichtige
Zylinderepithel stellt durch junktionale Komplexe wie Tight junctions eine Diffusionsbarriere dar. Die
CaCo-2 Zellen wachsen als Monolayer. Auch sie zeigen eine zylinderférmige polarisierte Morphologie

mit Mikrovilli an der apikalen Seite und Tight junctions zwischen den Nachbarzellen.

Die humane intestinale CaCo-2 Zelllinie wird seit Uber zwanzig Jahren weitverbreitet
als Modell der intestinalen Barriere angewendet.>® Die urspriinglichen Zellen sind
humane Adenokarzinomzellen des Kolons und wurden im Sloan-Kettering Institute
for Cancer Research in New York City erstmals isoliert. Die Zellen wachsen als
Monolayer, zeigen eine zylinderférmige, polarisierte Morphologie mit Mikrovilli an der

apikalen Seite, Tight junctions zwischen den Nachbarzellen und exprimieren
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Enzyme, wie beispielsweise Sucrase-lsomaltase, Laktase und Aminopeptidase N
(s. Abbildung 6).**® CaCo-2 Zellen werden meist als konfluenter Monolayer
verwendet. CaCo-2 Monolayer finden als in-vitro Modell des menschlichen
Dinndarms in der pharmazeutischen Forschung breite Anwendung, um die
Absorption und Wirkungen von oral verabreichten Medikamenten zu Uberprufen. Das
CaCo-2 Modellsystem bildet die Grundlage fur Standardscreeningassays fur
Permeabilitat, wird zur Untersuchung von Medikamenten und Arzneistofftragern

sowie deren zytotoxischen Evaluation genutzt.>” 38 40-42

1.5 In-vitro Hypoxiemodelle

Der Begriff Hypoxie bezeichnet einen verminderten Sauerstoffgehalt im Gewebe
oder Blut. Dies kann durch verschiedene Faktoren hervorgerufen werden. Klinische
Symptome einer Hypoxie kdénnen unter anderem Dyspnoe, Zyanose, Tachykardie,

Blutdruckanstieg, Verwirrtheit, Angst und Unruhe sein.*®

Um eine Hypoxie in-vitro zu erzeugen, gibt es verschiedene M('jglichkeiten.44 Hypoxie
kann durch die Verwendung einer Hypoxiekammer sowie durch die Verwendung von
Enzymen induziert werden. Aufierdem kann eine Hypoxie chemisch durch Cobalt-
Chlorid oder Natriumdithionit erzeugt werden.***? Vor- und Nachteile dieser
Hypoxiemodelle werden in der Diskussion (s. 4.1) erortert.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Enzym basiertes Hypoxiemodell angewandt.
Erstmals wurde dieses Modell von Baumann et al. beschrieben®® und in den
vergangenen Jahren im Forschungslabor der Klinik fur Anasthesiologie und operative
Intensivmedizin weiterentwickelt.”™* In diesem System werden zwei Enzyme,
Glukoseoxidase und Katalase, eingesetzt, um rasch ein lang anhaltendes
Sauerstoffdefizit in Zellkultur zu erzielen. Durch die Reaktion von Glukoseoxidase
wird Sauerstoff aus dem Zellkulturmedium oder dem Puffer umgewandelt. Dies
erfolgt dadurch, dass in Anwesenheit von molekularem Sauerstoff und
Glukoseoxidase Glukose oxidiert wird. Dabei entstehen Gluconsdure und
Wasserstoffperoxid, welches potentiell toxisch ist. Wasserstoffperoxid wird deswegen
umgehend durch Katalase in Wasser und Sauerstoff umgewandelt. Bei dieser
Reaktion werden zwei Molekule Glukose pro Molekidl Sauerstoff bendtigt
(s. Abbildung 7).4% %0: 5% %6
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C,H,O, + O, + H,0 — Glukoseoxidase C,H,0, + H,0,
HZOZ Katalase HZO + %Oz

Gesamtreaktion :

Glukoseoxidase /

2C,H,0, + O, _fewee , 2C.H,,0,

Abbildung 7: Enzymatische Erzeugung einer Hypoxie

Glukoseoxidase oxidiert Glukose in Anwesenheit von molekularem Sauerstoff zu Gluconsaure und
Wasserstoffperoxid. Die Katalase katalysiert die Reaktion von Wasserstoffperoxid zu Wasser und

Sauerstoff.

Durch dieses Enzym basierte System wird schnell eine stabile Hypoxie

(pO2 < 5 mmHg) erreicht und Interventionen sind wahrend der Hypoxie mdglich.

1.6 Eigenschaften von Propofol

Das intravendse Anasthetikum Propofol (2,6-Diisopropylphenol) wird seit seiner
Einfihrung Ende der achtziger Jahre weitverbreitet zur Narkoseeinleitung und -
erhaltung sowie zur Sedierung verwendet, da es eine kurze Plasmahalbwertszeit,

eine relativ geringe Kumulation sowie wenige unerwunschte Arzneimittelwirkungen

t.12

aufweis Propofol wird hauptsachlich durch Konjugation in der Leber

metabolisiert.” Neben seinen Vorteilen beziiglich der Anasthesie zeigt Propofol auch

eine Reihe von Nicht—Anf—jsthetikaeigenschaften.12 Beispielsweise verfugt Propofol

59-62

{iber immunmodulatorische'?, anxiolytische®®, antiemetische®*®?, analgetische®

64-66

sowie antioxidative Eigenschaften. Darliber hinaus kann Propofol die

6769 und ist

Plattchenaggregation und die intrazellulare Kalziumzunahme inhibieren
ein  Modulator der Stickstoffmonoxidsynthese.”” Verschiedene experimentelle
Modelle zeigten protektive Effekte von Propofol auf einzelne Organe wie
beispielsweise das Gehirn, die Leber, die Lunge und das Herz.”"®® Klinische Studien

bestatigten ebenfalls die Propofol vermittelte Organprotektion.®” 8 8
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Propofol ist ein wasserunldsliches Alkylphenolderivat. Erhaltlich ist Propofol zur
intravendsen Injektion in einer Emulsion mit Sojabohnendl, Eiphosphatid, Glycerol
und Natriumhydroxid.86 Aufgrund der schlechten Definition der Propofolemulsion
wurde Propofol in der vorliegenden Studie in DMSO geldst, wie auch in den meisten

anderen Studien mit Propofol.”" 8789

Propofol enthalt eine Phenol-Hydroxygruppe und a&hnelt dadurch a-Tocopherol
(Vitamin E), welches ein natlrliches Antioxidans ist (s. Abbildung 8). Die
antioxidativen Eigenschaften von Propofol resultieren teilweise aus dieser
Phenolstruktur und sind vermutlich unter anderem fir die zytoprotektiven Effekte von

Propofol verantwortlich.?

Propofol

CH, | OH | CH,

PPN

| CH,

F ——) Phenolgruppe

a-Tocopherol

CH,

Abbildung 8: Strukturformeln von Propofol und a-Tocopherol
Propofol enthdlt wie a-Tocopherol (Vitamin E) eine Phenolgruppe und weist antioxidative

Eigenschaften auf.

Dartber hinaus kann Propofol Signalwege, beispielsweise den Glutamat-Signalweg

im Rahmen einer Ischdmie des Gehirns, induzieren und regulieren.®*%® Die
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zytoprotektiven Eigenschaften von Propofol kénnten daher neben den direkten
antioxidativen Eigenschaften indirekt Gber die Induktion von zelleigenen,
antioxidativen Mechanismen vermittelt werden. Direkte antioxidative Effekte wurden
von zahlreichen Gruppen gezeigt.>*®® Indirekte Effekte von Propofol konnte unsere

Arbeitsgruppe im Jahr 2012 an humanen Neuroblastomzellen darstellen.**

1.7 Zielsetzung der Arbeit

I/IR-Schaden des Darms beglnstigen eine Dysfunktion der Darmbarriere, die
Translokation von Bakterien und kénnen letztendlich zu einem Multiorganversagen
fuhren. Diverse Studien zeigen, dass I/R-Schaden durch Gabe des intravendsen
Anésthetikums Propofol reduziert werden kénnen.” *'" Jedoch sind die Wirkungen
von Propofol sowie die zellularen und molekularen Mechanismen des Anasthetikums
auf den Darm weitgehend unbekannt.'®"2

Daher war es Ziel dieser Arbeit ein geeignetes in-vitro Hypoxiemodell zu etablieren
und die zellularen und molekularen Mechanismen des Anasthetikums Propofol unter
normoxischen und hypoxischen Bedingungen an Darmzellen in-vitro zu evaluieren.
Im Vordergrund der Analysen standen dabei Untersuchungen zu den Effekten von
Propofol auf die ROS-Spiegel, Wasserstoffperoxidspiegel sowie dem Einfluss von

Propofol auf die Katalaseexpression.
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2 Material und Methoden

21 Material

Alle verwendeten Substanzen wurden, sofern nicht anders vermerkt, von den Firmen
Roth, Sigma und Merck; Deutschland (D) bezogen und waren von hochstmoglichem

Reinheitsgrad.

2.1.1 Zellkultur

Zell-Schaber, BD Biosciences, USA; Black clear bottom 96 Well Platten, Cellstar
Kulturflaschen 25 cm? und 75 cm2, Greiner Bio-One, D; GlutaMAX 100x, Invitrogen,

USA:; Neubauer Zahlkammer improved, Neubauer, D; Nunclon Surface 6 Well
Platten, -12 Well Platten und -96 Well Platten, Nunc, D; DMEM/HG, Dulbecco’s PBS
1x, Fetales Kalberserum Gold, Gentamicin 50 mg/ml, MEM Non Essential Amino
Acids 100x, Trypsin-EDTA 1x, PAA, Osterreich; Phosphatase inhibitor cocktail
tablets, Protease inhibitor cocktail tablets, Roche Diagnostics, D; Katalase (Aktivitat
2950 U/mg), Glukose Oxidase (Aktivitat 17300 U/g), Trypan Blau Ldsung 0,4 %,
Sigma-Aldrich, USA.

Pufferlosungen und Kulturmedien

z1 PBS 8 g NaCl, 0,2g KCI, 1,78 g Na;HPO4s x 2 H0,
0,24 g KH;POy4, ad 1000 ml Aqua dest., pH=7,4

Z2 DMEM/HG 10 % FKS DMEM/HG mit 10 % fetalem Kalberserum, NEAA
und Gentamicin (0,05 mg/ml)

Z3 DMEM/HG 1 % FKS DMEM/HG mit 1 % fetalem Kalberserum, NEAA
und Gentamicin (0,05 mg/ml)

2.1.2 Proteinbiochemie

Filterpapier Mini Trans-Blot, Bio Rad, D; Page Ruler, Fermentas, D; ECL-Plus
Western  Blotting  Detection  System  (RPN2132), High  Performance
Chemiluminescence Film Amersham Hyperfim ECL, PVDF-Transfer-Membran
(45 um), GE Healthcare, UK; PBSA, PAA, Osterreich; Phosphatase inhibitor cocktail
tablets, Protease inhibitor cocktail tablets, Roche Diagnostics, D; Roti—Quant,
Roth, D; Starting Block T20 (TBS) Blocking Buffer, Thermo Scientific, USA.
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Pufferlosungen

P1 Gelpuffer | 45,42 g Tris, 1 g SDS, ad 250 ml Aqua dest.

P2  Gelpuffer Il 15,14 g Tris, 1 g SDS, ad 250 ml Aqua dest.

P3  PBSA-Complete 40 ml PBSA steril, 1600 pl Proteaseinhibitor

P4  RIPA-Puffer 4,38 g NaCl, 5 ml NP-40, 5g SDC, 5ml SDS (10 %),
3,03 g Tris, ad 500 ml Aqua dest.

P5 RIPA-full 5ml RIPA (P4), 0,5ml Phosphataseinhibitor, 0,2 ml
Proteaseinhibitor

P6 Lammli-Puffer (2x) 2,4 ml Tris (1 M), 0,8 g SDS, 4 ml Glycerol (100 %),
0,01 % BPB, 1 ml Mercaptoethanol, ad 13 ml Aqua dest.

P7  SDS- Laufpuffer 12,2 g Tris, 57,6 g Glycin, 4 g SDS, ad 4000 ml Aqua
dest.

P8  Transferpuffer 28,8 g Glycin, 6,06 g Tris, 400 ml Methanol, ad 2000 ml
Aqua dest., pH=7,5

P9  TBST-Puffer 6,06 g Tris, 20,25g NaCl, 5m, 0,5 M EDTA, 2,5 ml
Tween 20, ad 2500 ml Aqua dest., pH=7,5

Reagenz Trenngel 10 % Sammelgel 4,5 %

P1 2,60 ml -

P2 - 2,60 mi

Acrylamid 2,50 ml 1,13 ml

Aqua dest. 4,81 ml 6,19 ml

APS 60 pl 60 pl

TEMED 30 pl 30 pl

Tabelle 1: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele
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Primarantikorper

Zielprotein | MW [kDa] | Spezies Verdiinnung | Hersteller/ Katalognummer

CAT 65 Kaninchen | 1/15000 Abcam, ab 1877

Aktin 42 Ziege 1/1000 Santa Cruz, sc-1615
Sekundarantikorper

Schwein anti-Kaninchen 1gG-HRP 1/10000 Dako, P0217

Kaninchen anti-Ziege 1gG-HRP 1/10000 Santa Cruz, sc-2922

Tabelle 2: Verwendete Antikorper

2.1.3 Molekularbiologie

Reverse Transkriptase MultiScribe, RNase Inhibitor, 10x RT Puffer, 10x RT Random
Primer,  Applied USA; GTQ, DEPC Wasser,
Ethidiumbromidlésung 1 %, 100 bp Gen Ruler DNA-Ladder, 6x DNA Loading Dye,
Fermentas, D; BSA 5 mg/ml, New England BioLabs, USA; RLT Puffer (1015750),
RNAeasy Mini Kit (74106), Qiagen, D; dNTPs Mix 25x 100 mM fur die reverse
Transkription, dNTPs Mix 20 mM fur die Polymerasekettenreaktion (aus dATP
100 mM, dCTP 100 mM, dGTP 100 mM, dTTP 100 mM), 10x Reaktionspuffer B,
MgCl,, Taq Polymerase (Hot Fire Pool DNA Polymerase 1, HF0573), Solis BioDyne,

Estland.

Biosystems, Agarose

Verwendete Primer

CAT

F:5- AGC TGG TTA ATG CAA ATG GG
R:5- TCT GTT CCT CAT TCA GCA CG
Annealing-Temperatur: 55 °C,
Amplicon-Grofie: 705 bp

18srRNA

F:5-GTT GGT GGA GCG ATTTGT CTG G
R:5°- AGG GCA GGG ACT TAATCAACGC
Annealing-Temperatur: 55 °C,
Amplicon-GroRRe: 348 bp

Tabelle 3: Verwendete Oligonukleotide
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Pufferlosungen

M1  RLT-Puffer (Qiagen, s. 2.1.3)

M2  10x RT-Puffer (Applied Biosystems, s. 2.1.3.)

M3  10x Reaktionspuffer B (Solis BioDyne, s. 2.1.3)

M4  TAE-Puffer (50x): 242 g Tris, 57,1 ml Essigsaure, 100 ml 0,5M EDTA, ad
1000 ml Aqua dest., pH=8,0

M5 6x DNA Loading Dye (Fermentas, s. 2.1.3)

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Hintergrund:

I/R-Schaden verursachen im Gastrointestinaltrakt eine Dysfunktion der intestinalen
Barriere.”"” Verschiedene Studien zeigen, dass die Gabe von Anasthetika I/R-
Schaden reduzieren kann.'®'? Um die zelluldren und molekularen Mechanismen von
Propofol unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen naher zu analysieren,
wurde das CaCo-2-Zellkulturmodell, als ein Modell der intestinalen Barriere35,
verwendet (humane epitheliale kolorektale Adenokarzinomzellen; European
Collection of Cell Cultures Salisbury, Grof3britannien).

Durchflhrung:

Die Anzuchtung der CaCo-2 Zellen erfolgte mit DMEM/HG 10 % FKS (Z22) bei 37 °C
und 5 % CO,. Alle 5 bis 7 Tage fand ein Mediumwechsel statt. Fir die Experimente
wurde DMEM/HG 1 % FKS (Z3) verwendet, da hohe Konzentrationen von fetalem
Kalberserum mit den Nachweisassays fur ROS und Wasserstoffperoxid interferieren.
Um Subkulturen anzulegen wurden die Zellen mit 37 °C warmen PBS (Z1)
gewaschen; fiir 75 cm? Kulturflaschen fanden 7 ml PBS (Z1) und fiir 25 cm?
Kulturflaschen 5 ml PBS (Z1) Verwendung. Zur Abldésung der Zellen vom
Flaschenboden wurde Trypsin-EDTA, 5 ml bei 75 cm? Kulturflaschen und 3 ml bei
25 cm? Kulturflaschen, auf die Zellen gegebenen und 3-5 min bei 37 °C inkubiert. Die
Inaktivierung des Trypsins erfolgte durch Hinzufigen von DMEM/HG 10 % FKS (Z22),
fiir 75cm? Kulturflaschen fanden 10 ml und fir 25cm? Kulturflaschen 6 ml
Verwendung. Die Ablésung der restlichen am Boden haftenden Zellen geschah

mechanisch und anschlieBend erfolgte die Zentrifugation (200 g, 10 min). Die
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Zellpellets wurden in DMEM/HG 10 % FKS (Z2) resuspendiert. Fir 75 cm?
Kulturflaschen wurden 10-15 ml, fir 25 cm? Kulturflaschen 10 ml und fir 6-well-
Platten 3 ml pro well DMEM/HG 10 % FKS (Z2) verwendet. In die mit DMEM/HG
vorbereiteten Kulturgefalle wurden die resuspendierten Zellen gegeben und
anschlieBend bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert bis sie die gewunschte Konfluenz
erreicht hatten. Die Beurteilung der Konfluenz und der Morphologie erfolgte mit
einem Leica DMIL Mikroskop und die fotografischen Aufnahmen der Zellen
entstanden mit einer LMscope Kamera und der Software XnView v1.95.4.

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen zunachst wie beim Anlegen von
Subkulturen behandelt: waschen mit 37 °C warmen PBS (Z1) und Inkubation mit
Trypsin—EDTA. Die Inaktivierung des Trypsins erfolgte durch Zugabe von DMEM/HG
10 % FKS (Z2). Die Zellen wurden mechanisch vom Boden abgeldst, zentrifugiert
(200 g, 10 min) und das Pellet wurde in 5,5 ml DMEM/HG 10 % FKS (Z2) geldst. In
jedem Cryocup fand die Vermengung von 100 yl DMSO und 900 pl Zellsuspension
statt. Die Cryocups wurden in einem Isopropanolcontainer (Mr. Frosty Cryo 1 °C
Freezing Container, Nalgene) Uber 24 h bei -80 °C eingefroren. Nach 24 h erfolgte
die Einlagerung der Cryocups in einem Stickstofftank.

Das Auftauen der Cryocups fand uber 30 sec in einem 37 °C warmen Wasserbad
statt. Die DMSO haltige Zellsuspension wurde in 10 ml DMEM/HG 10 % FKS (Z2)
pipettiert und zentrifugiert (200 g, 10 min) um das DMSO zu entfernen. Die Auflésung
des Zellpellets geschah in DMEM/HG 10 % FKS (Z2) und anschlielRend erfolgte der

Transfer der geldsten Zellen in Zellkulturflaschen.

2.2.2 In-vitro Hypoxie

Hintergrund:

In den vergangen Jahren ist es unserer Arbeitsgruppe gelungen, ein Enzym
basiertes in-vitro Ischamie/Reperfusions(I/R)-Modell zu etablieren.’’** Dieses Modell
eignet sich zur Untersuchung Hypoxie induzierter I/R-Schaden auf zellularer und

45,50 95 ynd konnte unter

molekularer Ebene in einem definierten Zellkultursystem
anderem flir Untersuchungen der Effekte von Acetylsalicylsaure auf Apoptose und
Signalwege in CaCo-2 Zellen eingesetzt werden. Dartber hinaus fand das Modell
Anwendung fur Untersuchungen protektiver Effekte von Patientenseren an CaCo-2
Zellen, sowie zur Evaluation der zytoprotektiven Effekte von Sevofluran auf

neuronale Zellen und der Prifung der Reduktion von Hypoxie induzierten
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Zellschaden durch milde Hypothermie und Postkonditionierung mit Katalase in-

vitro.>%*

Durchfuhrung:

Die Anzichtung der Zellen erfolgte wie zuvor beschrieben unter normoxischen
Bedingungen bei 37 °C (s. 2.2.1 Zellkultur). Die Induktion einer Hypoxie resultierte
durch den Austausch des Normoxiemediums gegen Hypoxiemedium. Die Herstellung
des Hypoxiemediums erfolgte dabei durch den Zusatz von Glukoseoxidase und
Katalase zu 37 °C warmen DMEM/HG 1 % FKS (Z3). Die Glukoseoxidase lag im
Medium mit einer finalen Aktivitat von 4 U/ml und Katalase mit einer Endaktivitat von
960 U/ml vor.

2.2.2.1 Bestimmung des Sauerstoffpartialdrucks

Hintergrund:

Zur Prufung der Hypoxie und um die Kinetik der Hypoxieinduktion zu ermitteln, wurde
der Sauerstoffpartialdruck im Medium bestimmt.

Durchflhrung:

Die Bestimmung des Sauerstoffpartialdrucks (pO.) fand mit einem Tissue Oxygen
Pressure Monitor (Licox cmP® Oxygen Catheter, Integra, USA) statt. Die Messungen
erfolgten bei Raumtemperatur Uber 240 min. Fur die Aufzeichnung des pO, im
Medium nach induzierter Hypoxie wurde 10 ml DMEM/HG 1 % FKS (Z3) mit 100 uM
Propofol kurz vor Messbeginn versetzt. Zum Zeitpunkt t, wurden Katalase und
Glukoseoxidase hinzugeflgt und kurz gemischt. Wahrend der ersten 10 min wurde
der pO; alle 30 sec, nach 10 min alle 60 sec und nach 20 min alle 5 min abgelesen.
Nach 60 min, 120 min und 240 min wurde ebenfalls der pO, registriert. Als
Losungsmittelkontrolle diente ein Ansatz, der anstatt mit Propofollosung mit DMSO
0,04 % versetzt wurde. Je Ansatz wurden drei unabhangige Wiederholungen
durchgefuhrt.

2.2.3 Behandlung der CaCo-2 Zellen mit Propofol

Hintergrund:

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass Anasthetika I/R-Schaden reduzieren
konnen. Allerdings werden die zellularen und molekularen Mechanismen kontrovers
diskutiert.’'? Um die Effekte von Propofol auf CaCo-2 Zellen unter hypoxischen und

normoxischen Bedingungen zu evaluieren, wurden CaCo-2 Zellen mit Propofol
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behandelt. Die eingesetzten Propofolendkonzentrationen in den Medien 30 uM und
100 uM wurden basierend auf den beschriebenen Propofolplasmakonzentrationen im
Menschen, die wahrend Sedierung und Narkose erreicht werden (s. Abbildung 9),

gewahit.%

118 196 uM

1,5 2,5 mg/kg KG

P
Narkose-
einleitung

23,6 118 314 353 942 uM/h

0,3 1,5 4 45 12 mg/kg KG/h

Sedierung im Rahmen der
Intensivbehandlung

" Sedierung bei chir. und
diag. MaBnahmen

Narkoseaufrechterhaltung

Abbildung 9: Dosierungen von Propofol: Umrechnung in Molaritaten

(Bei der Berechnung wurde von einer 70 kg Person und 51 Blut ausgegangen. Molekulargewicht

Propofol = 178,27 g/mol. KG = Kérpergewicht)

Durchflhrung:

CaCo-2 Zellen, die die gewunschte Konfluenz fur das jeweilige Experiment erreicht
hatten, wurden Hypoxie, Hypoxie + Propofol 30 uM und Hypoxie + Propofol 100 uM
ausgesetzt und jeweils mit den respektiven Normoxiekontrollen verglichen. Zunachst
erfolgte die Herstellung des Hypoxiemediums (s.2.2.2 In-vitro Hypoxie).
AnschlieBend fand die Zugabe von Propofol (30 uM und 100 uM) bzw. DMSO
(0,04 %) als Kontrolle zu dem Normoxiemedium sowie zu dem Hypoxiemedium statt
(s. Abbildung 10). Bevor die Medien auf die Zellen gegeben wurden, fand bei jedem
Experiment eine Kontrolle statt, ob der pO, unter 5 mmHg lag. Die Inkubation der
Zellen erfolgte jeweils fur 1 h mit den vorbereiteten Medien bei 37 °C und 5 % CO..
Nach 1 h wurden alle Zellen einmal mit 37 °C warmen DMEM/HG 1 % FKS (Z3)

gewaschen, um anhaftende Rickstande zu entfernen. AnschlieRend erfolgte die
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Zugabe von 37°C warmen DMEM/HG 1% FKS (Z3) zu den Zellen. Die
Probenentnahme fir die unterschiedlichen Experimente fand zu verschiedenen

Zeitpunkten statt.

Wechsel des Wechsel des
Mediums Mediums +
Waschen
-1 h Oh 48 h
I I} [ I
[ Normoxie I Normoxie I Normoxie ]

I
Versuchsgruppen: 1. DMSO 0,04 %

2.  Propofol 30 uM
3. Propofol 100 uM

Wechsel des Wechsel des
Mediums Mediums +
Waschen
-1 h Oh 48 h
I I} I I
|

Versuchsgruppen: 4. DMSO 0,04 %
5. Propofol 30 uM
6. Propofol 100 uM

Abbildung 10: Versuchsaufbau der Studie und zeitlicher Ablauf

Fir Quantifizierungen der reaktiven Sauerstoffspezies wurden die Zellen in
schwarzen 96 Well Platten mit lichtdurchlassigem Boden ausgesat und stimuliert. Die
ROS-Menge wurde mittels Dichlorodihydrofluoresceindiacetat-Assays bestimmt
(s. 2.2.4).

Um die Wasserstoffperoxidspiegel in den Medien zu bestimmen, wurde jeweils
500 yIl Medium aus den 12 Well Platten entnommen. Die Quantifizierung der
Peroxidkonzentration in den entnommenen Medien erfolgte durch ein QuantiChrom
Peroxide Assay Kit (BioAssay Systems, USA) (s. 2.2.5).
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Fir den Proteinnachweis durch Western Blot wurden die Zellen in den 75 cm?
Flaschen mit je 6 ml PBSA-Complete (P3) gewaschen. Die Proteinisolierung erfolgte
mit eiskalten Losungen und auf Eis. Anschlielend wurden 200 pl RIPA-full (P5)
hinzugegeben und die Zellen abgeschabt. Die Zelllésung wurde flur 15 min im
Ultraschallbad behandelt, finfmal in eine Insulinspritze aufgezogen und dann 10 min
bei 4 °C zentrifugiert. Unter Verwendung des Roti-Quant Assays fand eine
Proteinbestimmung nach Bradford statt (s. 2.2.6).

FUr die molekularbiologischen Experimente wurde aus den CaCo-2 Zellen, die in
25 cm? Zellkulturfalschen geziichtet und der gewiinschten Behandlung ausgesetzt
waren, RNA isoliert. Hierzu wurden die Zellen einmal mit 37 °C warmen PBS (Z1)
gewaschen. Anschlieliend wurde 600 yl RLT-Puffer (M1) in jede Flasche gegeben.
Mit Zellschabern wurden die Zellen vom Flaschenboden gelost und in
Eppendorfreaktionsgefalle pipettiert. Die RNA wurde durch die Verwendung des
RNeasy-Kits (Qiagen, D) nach Herstellerangaben isoliert (s. 2.2.7).

Weitere Angaben zum Zeitpunkt der Probenentnahme und Konfluenz der Zellen

finden sich in Tabelle 4.

Methode Art der Probe Zeitpunkt der Probenentnahme | Konfluenz
der Zellen

ROS-Assay Zellen + 2h,4hn,
Kulturmedium 24 hund48h nach Hypoxie 40 %
H.O»-Assay Kulturmedium 24 hund48h nach Hypoxie 30-40 %
Western Blot Protein 4 hund 20 h nach Hypoxie 70-80 %
RT-PCR RNA 1h nach Hypoxie 60-80 %

Tabelle 4: Art der Proben, Zeitpunkte der Probenentnahmen und Konfluenz der

Zellen zu Beginn des Versuchs

2.2.4 Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies

Hintergrund:
ROS spielen eine entscheidende Rolle bei I/R-Schaden. Vor allem wahrend der
Reperfusion fallen grole Mengen an schadlichen Sauerstoffradikalen an, die mit

zelluldaren Proteinen, Lipiden und Nukleinsauren reagieren und hierdurch zu
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zellularer Dysfunktion sowie Zelltod fihren kdénnen. Die intestinale Mukosa reagiert
dabei extrem sensitiv auf ROS." > "7

Durchfuhrung:

Zur fluorometrischen Quantifizierung der ROS wurde jedes Well der schwarzen
96 Well Platten mit lichtdurchlassigem Boden mit 2yl DCF (0,49 mg/mi
Dichlorodihydrofluoresceindiacetat) und 198 yl DMEM/HG 1 % FKS (Z3) versetzt.
Die kinetische Messung erfolgte bei 37 °C nach 0 min und nach 30 min mit einem
Fluoreszenz ELISA Reader (Genios FL, Tecan, D). Die Fluoreszenzmessung fand
bei einer Excitationswellenlange von 485 nm und einer Emissionswellenlange von
535 nm statt. Eine DCF-Standardkurve wurde angelegt und anhand dieser konnte mit

der Software Magellan V6.6. sowie Excel 2003 die Menge an ROS bestimmt werden.

2.2.5 Wasserstoffperoxidassay

Hintergrund:

Peroxide nehmen eine zentrale Stellung unter den ROS ein. Viele pathologische
Mechanismen im Korper sind mit erhdhten Peroxidkonzentrationen assoziiert,
beispielsweise I/R-Schaden.?” Zur Quantifizierung der Peroxidkonzentration in den
Proben wurde ein QuantiChrom Peroxide Assay Kit (BioAssay Systems, USA)
verwendet. Dieser basiert auf der Oxidation von Fe?* zu Fe®*" in Anwesenheit von
Wasserstoffperoxid. Diese Anderungen kénnen kolorimetrisch bei 620 nm gemessen
werden.>

Durchflhrung:

Um die Wasserstoffperoxidspiegel in den Medien zu bestimmen, wurde jeweils 20 pl
Probe mit 100 pl Detektionslosung in eine 96 well Platte pipettiert. Die
Detektionslosung wurde nach den Herstellerangaben angesetzt. DarUber hinaus
wurde eine Wasserstoffperoxid-Standardkurve basierend auf den Herstellerangaben
angelegt. Nach 30 min wurde bei 620 nm mit einem ELISA Reader (Sunrise, Tecan,
D) die Absorption bestimmt. Durch Verwendung der Standardkurve mit bekannten
Wasserstoffperoxidkonzentrationen erfolgte die rechnerische Ermittlung der
Wasserstoffperoxidkonzentration in der entsprechenden Probe mithilfe der Software
Magellan V6.6. sowie Excel 2003.
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2.2.6 Western Blot

Hintergrund:

Der Western Blot wird zur ldentifizierung und Quantifizierung von Proteinen in
Proben verwendet. Zunachst werden dabei denaturierte Proteine durch eine SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Es folgt der Transfer der Proteine auf
eine PVDF-Transfer-Membran (Blot) und anschlielend die Proteindetektion mittels
Antikdrpern. Der Primarantikorper bindet dabei spezifisch an antigene Epitope des
auf der Membran fixierten Zielproteins. An die Fc-Region des Primarantikérpers
bindet ein speziesspezifischer, markierter Sekundarantikdrper, der zur Detektion
dient.*®

Durchfihrung - Probenvorbereitung:

Eine Proteinbestimmung nach Bradford wurde unter Verwendung des Roti-Quant
Assays nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Anhand einer Standardkurve fand die
Kalkulation der Proteinkonzentration in der Probe statt. Jeweils 30 ug der
Proteinproben wurden auf ein einheitliches Volumen mit RIPA-Complete (P5)
aufgeflllt. AnschlielRend wurden die Proben mit 2x Lammli-Puffer (P6) vermengt und
drei Minuten bei 97 °C erhitzt.

Durchfuhrung - Gelelektrophorese:

Fir die Gelelektrophorese wurden ein 10 % Trenngel und ein 4,5 % Sammelgel
verwendet (s. Tabelle 1). Das Sammelgel dient dazu die Proteine, bevor sie in das
Trenngel wandern, zu einer scharfen Bande zu fokussieren. Hierdurch wird eine gute
Auftrennung und hohe Scharfe der Proteinbanden erzielt. Zum GieRen des Gels
wurden Glasplatten mit einem 1 mm breiten Spalt verwendet, welche in eine
Giel3vorrichtung eingespannt und mit Aqua dest. gewaschen wurden. Die
verschiedenen Komponenten des Trenngels wurden vermengt und bis 1 cm unter
den Rand in die Kammer eingeflllt. Das Trenngel wurde mit Isopropanol
Uberschichtet, um es feucht zu halten und eine glatte Oberflache zu erzielen. Nach
30 min wurde das Sammelgel vorbereitet, welches nach Absaugen des Isopropanols
auf das Trenngel gegossen wurde. In das Sammelgel wurde ein 1 mm Kamm fur die
Geltaschen eingesteckt. Nach weiteren 30 min wurden der Kamm aus dem Gel
entfernt und die Glasplatten mit dem Gel in eine Laufvorrichtung eingespannt. Die
Laufvorrichtung wurde mit SDS-Laufpuffer (P7) befullt. In die Geltaschen wurden die

Proben, jeweils gleiche Mengen an Protein (30 ug) sowie ein Proteinmarker als
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GrolRenstandard pipettiert. Der Lauf erfolgte bei einer konstanten Stromstarke von
40 mA uber 90 Minuten.

Durchfihrung — Transfer der Proteine auf eine Membran (Blot):

FUr den Transfer der Proteine wurde die Wet-Blot Methode (Mini Trans-Blot, Bio-
Rad, USA) verwendet. Diese erfolgt nach dem Sandwichverfahren. Zunachst wurde
das Sammelgel vom Trenngel abgetrennt und eine PVDF-Transfer-Membran eine
Minute lang in Methanol getrankt. Fur das Sandwichverfahren wurde auf das
schwarze  Kunststoffgitter ~ zunachst ein in  Transferpuffer  getrankter
Schaumstoffschwamm gelegt. Auf den Schwamm folgte ein in Transferpuffer
getranktes Filterpapier, das Trenngel, eine PVDF-Transfer-Membran, wiederum ein
Transferpuffer getranktes Filterpapier und ein Schaumstoffschwamm (s. Abbildung
11). AnschlieBend wurde das Sandwich geschlossen und in die mit kaltem
Transferpuffer gefillte, eisgekihlte Transfervorrichtung eingebaut. Hierbei war zu
beachten, dass sich keine Luftblasen zwischen den einzelnen Schichten bildeten und
dass die Membran zur Anode und das Gel zur Kathode zeigte. Fir den einstindigen

Transfer lag eine konstante Spannung von 100 V an.

[ ] LT .
000000 ransparente Seite
O0O00O0O0 Schaumstoffschwamm
OO0000O0 Filterpapier
OO0000O0 PVDF- Transfermembran

Trenngel
Filterpapier
Schaumstoffschwamm

Schwarze Seite

Abbildung 11: Aufbau des Blots (Sandwichverfahren)

Fir das Sandwichverfahren erfolgte der Aufbau in oben gezeigter Reihenfolge. Die
Schaumstoffschwamme sowie die Filterpapiere wurden in Transferpuffer (P8) getrankt. Der
einstiindige Transfer fand in einer eisgekiihlten Transfervorrichtung bei einer konstanten Spannung
von 100 V statt.
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Durch Inkubation der Membran mit Starting Block T20 Blocking Buffer (fir 1 h bei
Raumtemperatur auf einem Schittler) wurden unspezifische Proteinbindestellen
abgeblockt, sodass der Nachweisantikorper hier nicht mehr binden konnte. Hierdurch
wurde die Sensitivitat des Western Blots erhoht.

Durchfihrung — Detektion:

Die Verdunnung des Primarantikorpers (s. Tabelle 2) erfolgte mit Blocking Buffer
nach Herstellerangabe. Auf die Membran, welche sich in einer Klappfolie befand,
wurden 2 ml Primarantikérper gegeben und Luftblasen entfernt. Die
Antikérperinkubation erfolgte bei 4 °C Uber Nacht auf einem Schuttler. Nach der
Inkubation wurde die Membran dreimal 5 min mit TBST (P9) bei Raumtemperatur
gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit 40 ml des in Blocking Buffer
verdinnten Sekundarantikdrpers (s. Tabelle 2) fur 1h bei Raumtemperatur.
Wiederum wurde die Membran dreimal 5 min mit TBST (P9) bei Raumtemperatur
gewaschen. Der Ansatz der Detektionslosung erfolgte nach Herstellerangabe. Pro
Membran wurde 1 ml Detektionslosung fur 5 min verwendet. AnschlieRend wurden
Uberschussige Loésung entfernt, die Membran in eine Klappfolie eingelegt und
Luftblasen weggestrichen. Ein High Performance Chemiluminescence Film wurde flr
5 bzw. 15 min aufgelegt und automatisch oder manuell entwickelt. Der entwickelte
Film wurde fotografiert und mit der Software ImageJ (v.1.410) analysiert. Nach der
Entwicklung wurde die Membran abermals dreimal 5 min mit TBST (P9) bei
Raumtemperatur gewaschen. Im Anschluss wurde die Membran 45 min bei
Raumtemperatur mit dem Aktin-Antikorper (s. Tabelle 2) inkubiert, dreimal 5 min mit
TBST (P9) bei Raumtemperatur gewaschen und mit einem SekundarantikGrper
(s. Tabelle 2) fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurde ein zweiter
Film entwickelt. Die Intensitaten der entsprechenden Protein- und Aktinbanden

wurden mit der Software ImagedJ evaluiert und zueinander ins Verhaltnis gesetzt.

2.2.7 Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion

Hintergrund:

Die reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) kombiniert zwei
Methoden miteinander: die reverse Transkription und die Polymerasekettenreaktion.
Zunachst wird aus einer beliebigen RNA cDNA synthetisiert und anschlieRend wird

diese als Vorlage fir eine Polymerasekettenreaktion verwendet. Die
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Polymerasekettenreaktion ist ein enzymabhangiges Verfahren zur Vervielfaltigung
bestimmter DNA-Sequenzen. Fur die Durchfihrung der Amplifikation sind zwei
Primer (Oligonukleotide), einzelne Nukleosidtriphosphat-Molekule sowie eine
hitzestabile Polymerase, welche aus dem thermophilen Bakterium Thermus
aquaticus (Tag-Polymerase) isoliert  wird, notwendig. Die  typische
Polymerasekettenreaktion besteht aus drei Schritten: Denaturierung,
Primerhybridisierung und Elongation, die zyklisch wiederholt werden. Eine sich
anschlieBende Agarosegelelektrophorese wird verwendet, um Nukleinsdure-Strange
nach ihrer Grolde aufzutrennen und die GroRe der Fragmente mit Strangen von
bekannter GrofRe zu vergleichen. Um die DNA-Fragmente sichtbar zu machen, wird
nach Abschluss der Elektrophorese das Gel mit Ethidiumbromid angefarbt.*
Durchfihrung — Reverse Transkription:

Um die RNA-Konzentration in der Probe zu bestimmen, wurde die Absorption der
RNA-L6sung im Photometer (Photometer Genesys 10 uv, Thermo Spectronic, USA)
bei 260 und 280 nm gemessen. Hierzu wurde die RNA 1/100 in einer Quarz Kuvette
mit Aqua dest. verdinnt. Durch die Bildung des Quotienten 260/280 konnte die
Reinheit der Probe Uberpriuft werden. Bei reinen RNA-Proben ergibt sich ein
Quotient = 1,8.

FiUr die reverse Transkription wurde folgender Reaktionsansatz bei 4 °C angesetzt
und durchlief anschlielRend vier Temperaturschritte (Schritt 1 bis 4) im Thermozykler

(Biometra, Thermocycler T Gradient):

200 ng RNA Schritt1  25°C 10 min
2yl 10x RT Puffer (M2) Schritt2 37 °C 120 min
0,8 ul  dNTPs Mix 25x (100 mM) Schritt3 85°C 5 sec
2yl 10x Random Primer Schritt 4 4°C o0

1 ul reverse Transkriptase
1 ul RNase Inhibitor

ad 20 ul DEPC Wasser
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Durchfihrung - Polymerasekettenreaktion:

Fir die Polymerasekettenreaktion wurde bei 4° C folgender Reaktionsansatz

gewahlt:
2yl cDNA Schritt 1 95°C 15 min
1yl Primer F (forward) Schritt 2 95°C 30sec —
1 ul Primer R (reverse) Denaturierung
2 yl  Reaktionspuffer B (M3) Schritt 3 55°C/ 30 sec 35-40 x
1yl dNTPs Mix 20 mM Primerhybridisierung 62 °C
3yl BSA 5 mg/ml Schritt 4 72°C 30sec —
1,6 i MgCl; 25 mM Elongation
0,5 yl Taq Polymerase (5 U/pl) Schritt 5 72°C 10 min
7,9 uyl DEPC Wasser Schritt 6 4 °C o0

Das beschriebene Programm wurde in dem Thermozykler (Biometra, Thermocycler T
Gradient) fur den jeweiligen Reaktionsansatz angewendet.

Durchfuhrung — Agarosegelelektrophorese:

Fir die Herstellung eines 2,5%igen Agarosegels wurden 3,75 g Agarose mit 150 ml
TAE-Puffer (M4) vermengt, aufgekocht und in eine Elektrophoresekammer (PeqglLab
Biotechnologie, Elektrophoreseapparatur) gegossen. Jeweils 10yl des PCR-
Produktes wurden mit 2 uyl DNA Loading Dye (M5) versetzt und in die Geltaschen
pipettiert. Um die GroRe der Fragmente zu bestimmen, erfolgte eine Auftragung von
10 pl 100 bp Gen Ruler DNA-Ladder in Taschen. Es lag eine Spannung von 90 V
Uber 60 min an die Laufkammer an. Anschliel3end erfolgte eine Behandlung des Gels
fur 30 min in einer Losung aus 750 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) und 500 ml Aqua
dest. Mit einer UV-Licht Kamera (Raytest) fand eine Aufnahme des gefarbten Gels
und eine Auswertung mittels der Software ImageJ (v.1.41) statt. Die Bandenintensitat
des gewunschten Produktes wurde ins Verhaltnis zu der Bandenintensitat des
Housekeeping-Gens 18srRNA gesetzt. Hierdurch war es moglich, semiquantitative

Aussagen zur Expression der untersuchten Gene zu machen.
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2.2.8 Statistische Analysen

Alle Experimente wurden mindestens dreimal unabhangig voneinander durchgefihrt
und als Triplikate angelegt. Fuir statistischen Auswertungen fand die Statistiksoftware
GraphPad Prism Version 6.6 fur Windows Verwendung. Die Datenanalyse erfolgte
unter Anwendung von one-sample t-test und one-way ANOVA. Variabeln wurden als
Mittelwert + SEM dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Erzeugung einer Hypoxie

Durch die Verwendung des in 2.2.2 beschriebenen Enzym basierten Hypoxiemodells
sank der Sauerstoffpartialdruck (pO.) schnell unter 5 mmHg. Es stellte sich bereits
nach 15 Minuten eine Hypoxie ein, welche Uber mindestens vier Stunden konstant
blieb. Die Zugabe von Propofol 100 uM sowie des Losungsmittels DMSO (0,04 %) in
das Hypoxiemedium zeigten keine Auswirkungen auf die Entstehung und die
zeitliche Kinetik der Hypoxie (s. Abbildung 12 und Abbildung 13).

Abbildung 12: Apparatur zur Bestimmung des Sauerstoffpartialdrucks

Der Sauerstoffpartialdruck im Medium wird mit einem Tissue Oxygen Pressure Monitor (Licox cmP®

Oxygen Catheter, Integra, USA) bestimmt.
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Abbildung 13: Induktion einer enzymatischen Hypoxie

Der Sauerstoffpartialdruck sinkt nach Gabe von Katalase und Glukoseperoxidase rasch unter 5 mmHg
und bleibt mindestens vier Stunden konstant. Die Entstehung einer Hypoxie wird weder durch die
Zugabe von Propofol 100 yM noch durch DMSO 0,04 % beeinflusst. Die Punkte entsprechen den

Mittelwerten £ SEM. Es wurden jeweils drei unabhangige Bestimmungen durchgefiihrt.

3.2 Effekte der Hypoxie auf die Morphologie der CaCo-2 Zellen

Die CaCo-2 Zellen wurden, wie in 2.2.1 beschrieben, in Zellkulturflaschen und in
Well-Platten gezilchtet. Sie hafteten innerhalb weniger Stunden fest am Boden des
KulturgefalRes und wuchsen innerhalb einiger Tage bis zur gewlinschten Konfluenz.
Die CaCo-2 Zellen waren polygonal geformt und wuchsen pflastersteinartig.
18 Stunden nach einer einstindigen Hypoxie zeigten sich morphologische
Veranderungen. Die Zellen rundeten sich ab, I6sten sich von der Unterlage und es
wurden lichtmikroskopisch auffallig granulierte Zellen und Zellcluster sowie
zahlreiche homogen erscheinende Vakuolen erkennbar (s. Abbildung 14). Diese

Befunde deuten auf eine Schadigung der Zellen durch die Hypoxie hin.



Ergebnisse 31

Abbildung 14: Morphologie der CaCo-2 Zellen

A: Die CaCo-2 Zellen zeigen unter Normoxiebedingungen eine polygonale, pflastersteinartige
Wuchsform und haften an der Unterlage.

B: 18 Stunden nach einstiindiger Hypoxie sind die Zellen vom Boden abgelést und zeigen einen
abgerundeten Phanotyp (schwarzer Pfeilkopf). Einige Zellen und Zellcluster enthalten granuliertes

Material (weil3er Pfeilkopf), des Weiteren sind homogene Vakuolen erkennbar (grauer Pfeilkopf).

3.3 Effekte von Propofol unter Normoxie und Hypoxie auf die
Spiegel von reaktiven Sauerstoffspezies

Um die Spiegel von ROS zu analysieren, wurden fluorometrische Quantifizierungen
2, 24 und 48 Stunden nach Normoxie und Hypoxie durchgefuhrt. Die Zellen der
Hypoxiegruppen wiesen zu allen Zeitpunkten im Vergleich zu den Zellen der
Kontrollgruppen, die einer Normoxie ausgesetzt waren, eine signifikante Zunahme
der ROS-Konzentrationen auf (2 h nach Hypoxie: 193,8 + 2,2 a.u. vs. Normoxie:
100,9 £ 10,7 a.u.; P<0,001; 24 h nach Hypoxie: 35,3 + 4,2 a.u. vs. Normoxie: 19,7
1,6 a.u.; P<0,001; 48 h nach Hypoxie: 60,9 + 5,2 a.u. vs. Normoxie: 15,8 + 1,7 a.u.;
P<0,001) (s. Abbildung 15 B, C und D).
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Die ROS-Konzentrationen sanken sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie im
zeitlichen Verlauf wieder ab. Die Abnahme der ROS-Konzentration unter Normoxie
war nach 24 Stunden und auch 48 Stunden statistisch signifikant (2 h nach
Normoxie: 100,9 + 10,7 a.u. vs. 24 h nach Normoxie: 19,7 + 1,6 a.u.; P<0,01; 2 h
nach Normoxie: 100,9 £+ 10,7 a.u. vs. 48 h nach Normoxie: 15,8 £ 1,7 a.u.; P<0,001).
Unter Hypoxie waren die Ergebnisse nach 24 Stunden statistisch signifikant (2 h
nach Hypoxie: 193,8 + 2,2 a.u. vs. 24 h nach Hypoxie: 35,3 + 4,2 a.u.; P<0,05)
(s. Abbildung 15 A).

Nach 2 Stunden zeigte sich, dass Hypoxie die ROS-Konzentrationen signifikant
erhoht. Propofol hatte keinen signifikanten Einfluss auf die ROS-Konzentration unter
Normoxie und Hypoxie (s. Abbildung 15 B).

Nach 24 Stunden wurde durch die Applikation von 100 yM Propofol die
Konzentration von ROS unter normoxischen Bedingungen signifikant reduziert
(Normoxie: 19,7 £ 1,6 a.u. vs. Normoxie + Propofol 100 uM: 5,9 + 0,9; P<0,01),
wahrend eine Propofolgabe unter Hypoxie keinen Einfluss auf die ROS-
Konzentration zeigte (s. Abbildung 15 C).

48 Stunden nach einstindiger Hypoxie zeigte Propofol keinen Einfluss auf die ROS-
Konzentration unter Normoxie. Jedoch reduzierte Propofol die Hypoxie induzierte
Erhohung der ROS-Konzentration signifikant (Hypoxie: 60,8 + 5,2 a.u. vs. Hypoxie +
Propofol 30 uM: 47,7 £ 4,4 a.u.; P<0,05; Hypoxie: 60,9 + 5,2 a.u. vs. Hypoxie +
Propofol 100 pM: 39,6 + 4,1 a.u.; P<0,001) (s. Abbildung 15 D).
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Abbildung 15: Fluorometrische Quantifizierung reaktiver Sauerstoffspezies

A: Zeitverlauf der ROS unter Normoxie und Hypoxie

Die ROS-Konzentrationen sinken sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie im zeitlichen Verlauf
ab.

B: Effekte von Propofol 2 Stunden nach Normoxie und Hypoxie

2 Stunden nach einstiindiger Hypoxie zeigt sich eine signifikante Zunahme der ROS-Konzentrationen.
C: Effekte von Propofol 24 Stunden nach Normoxie und Hypoxie

24 Stunden nach Hypoxie zeigt sich eine signifikante Zunahme der ROS-Konzentrationen. Durch die
Gabe von 100 pM Propofol unter normoxischen Bedingungen wird die ROS-Konzentration signifikant
gesenkt.

D: Effekte von Propofol 48 Stunden nach Normoxie und Hypoxie

48 Stunden nach Hypoxie zeigt sich eine signifikante Zunahme der ROS-Konzentrationen. Die
Konzentration von ROS wird durch Gabe von 30 uM und 100 yM Propofol unter hypoxischen
Bedingungen signifikant gesenkt.

Es wurden jeweils acht unabhangige Wiederholungen durchgefiihrt. Die Balken entsprechen dem
Mittelwert £ SEM. *, P<0,05; **, P<0,01; ***, P<0,001 one-way ANOVA.

3.4 Effekte von Propofol unter Normoxie und Hypoxie auf die
Wasserstoffperoxidspiegel

48 Stunden nach der Hypoxie =zeigte sich eine signifikante Zunahme der
Wasserstoffperoxidkonzentration im Vergleich zur Kontrolle (Hypoxie: 7,1 £ 1,1 yM
vs. Normoxie: 2,5 + 0,3 uM; P<0,05). Propofolgabe (100 uM) reduzierte die Hypoxie
induzierte Erhdhung der Wasserstoffperoxidspiegel (Hypoxie + Propofol 100 uM: 4,0
+ 0,4 uM vs. Hypoxie: 7,1 £ 1,1 yM; P<0,05). Propofol hatte keinen statistisch
signifikanten Einfluss auf die Wasserstoffperoxidspiegel unter normoxischen
Bedingungen (s. Abbildung 16).
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Abbildung 16: Quantifizierung der Wasserstoffperoxidkonzentration

Wasserstoffperoxidassays zeigen eine signifikante Zunahme der Wasserstoffperoxidkonzentration
48 Stunden nach einstiindiger Hypoxie. Die Gabe von Propofol 100 uM fuhrt zu einer signifikanten
Abnahme der Wasserstoffperoxidkonzentration unter Hypoxiebedingungen. Es wurden jeweils drei

unabhangige Wiederholungen durchgefiihrt. Die Balken entsprechen dem Mittelwert + SEM. *, P<0,05
one-way ANOVA.

3.5 Effekte von Propofol unter Normoxie und Hypoxie auf die

Katalaseexpression

Um die Expression der Katalase, welche die Reaktion von Wasserstoffperoxid zu
Wasser und Sauerstoff katalysiert, zu bestimmen, wurden Western Blot Experimente
4 Stunden nach Hypoxie durchgefuhrt. Die Western Blots wiesen eine signifikante
Zunahme der Menge an exprimierter Katalase im Vergleich zur Normoxiekontrolle
auf (Hypoxie: 1,6 £ 0,2 a.u. vs. Normoxie=1; P<0,05). Auch die Zellen, die einer
Hypoxie ausgesetzt waren und mit Propofol behandelt wurden, zeigten eine
signifikante Zunahme der Menge an exprimierter Katalase im Vergleich zur
Normoxiekontrolle (Hypoxie + Propofol 30 uM: 2,4 + 0,6 a.u. vs. Normoxie=1;
P<0,05; Hypoxie + Propofol 100 uM: 2,5 + 0,4 a.u. vs. Normoxie=1; P<0,05).

Die Behandlung der CaCo-2 Zellen mit 30 uM und 100 uM Propofol wahrend der
Hypoxie fuhrte verglichen mit der unbehandelten Kontrolle (0,04 % DMSO) zu einer
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Zunahme der Menge an Katalase, allerdings wurde das Signifikanzniveau von 0,05
nicht erreicht (s. Abbildung 17).
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Abbildung 17: Proteinexpression der Katalase

Western Blot Experimente weisen eine signifikante Erhdhung der Menge an exprimierter Katalase
4 Stunden nach Hypoxie im Vergleich zur Normoxie auf. Die Behandlung der Zellen mit Propofol
(30 yM und 100 uM) fihrt zu einer weiteren Zunahme der exprimierten Menge an Katalase im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, ohne das Signifikanzniveau zu erreichen. Es wurden jeweils
funf unabhangige Wiederholungen durchgefiihrt. Die Balken entsprechen dem Mittelwert + SEM. *,
P<0,05 vs. Normoxie one-sample t-Test. Ein reprasentativer Western Blot ist gezeigt. ns = nicht

signifikant, CAT = Katalase.

Um zu evaluieren, ob der Anstieg der Katalasemenge unter Hypoxie auch von einer
erhdohten Genexpression begleitet wird, wurden 1 Stunde nach Hypoxie RT-PCRs
durchgefuhrt. Es zeigte sich eine konstitutive Expression des Katalasegens,

Gruppenunterschiede waren nicht detektierbar (s. Abbildung 18).
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Abbildung 18: Genexpression der Katalase

Die RT-PCR Experimente zeigen keine statistisch signifikant gednderte Genexpression flir Katalase.
Das Housekeeping—-Gen 18srRNA dient zum Vergleich der Signalintensitdten. Die Balken
reprasentieren den Mittelwert £+ SEM. Es wurden drei unabhangige Wiederholungen durchgefihrt. Ein

reprasentatives PCR-Gel ist abgebildet. CAT = Katalase.
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4 Diskussion

41 Hypoxiemodelle

Ischamische Prozesse, die mit einer Gewebehypoxie einhergehen, spielen eine
entscheidende Rolle unter anderem beim Myokardinfarkt, beim Schlaganfall,
wahrend Organtransplantationen, in der Gefal3chirurgie und im Rahmen der
intestinalen Ischamie. Im Gastrointestinaltrakt verursacht die Ischamie eine
Endothel-/Epitheldysfunktion, welche zur Translokation von Bakterien und schlief3lich
zum Multiorganversagen filhren kann."® ' Allerdings sind bisher nur wenige
molekulare Mechanismen aufgeklart, die zur Entwicklung neuer Therapieformen

beitragen kdonnen.

Zur Induktion einer Hypoxie in Zellkulturen gibt es verschiedene Méglichkeiten.** Am
gangigsten und am haufigsten in der Literatur beschrieben ist die Verwendung einer
Hypoxiekammer.*> ¢ AuRerdem kann eine Hypoxie chemisch durch Cobaltchlorid
oder Natriumdithionit oder aber durch den Einsatz von Enzymen induziert werden.*’-
9 Der Vorteil der Hypoxiekammer, bei der sich die Zellen in einem abgeschlossen
System mit einem genau definierten Gasverhaltnis befinden, ist, dass nur der
Sauerstoffpartialdruck die Zellen beeinflusst und eine genaue Einstellung des
Gasverhaltnisses maglich ist. Schwierig ist dagegen die exakte Justierung der
Hypoxiedauer, was durch den langsamen Ausgleich des Sauerstoffpartialdruckes
zwischen Gasphase und dem Zellkulturmedium bedingt ist."”" Zudem sind
Interventionen wahrend der Hypoxie in dem hermetisch abgeschlossenen System
schlecht méglich.*> 46102

Um [I/R-Schaden am Darmepithel nachzubilden und reproduzierbare hypoxische
Verhaltnisse zu induzieren, wurde in der vorliegenden Arbeit ein Enzym basiertes
Modell verwendet, welches erstmals von Baumann et al. beschrieben wurde.*® In den
vergangenen Jahren ist es im Forschungslabor der Klinik fur Anasthesiologie und
operative Intensivmedizin gelungen, dieses Hypoxiemodell zu etablieren und
weiterzuentwickeln, sodass es bereits vielfaltig eingesetzt werden konnte.
Anwendung fand es unter anderem fur Untersuchungen der Effekte von
Acetylsalicylsdure auf Apoptose und Signalwege in CaCo-2 Zellen sowie fur

Untersuchungen protektiver Effekte von Patientenseren in Zellkultur.®" ° Dariiber
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hinaus wurde das System zur Evaluation der zytoprotektiven Effekte von Sevofluran
an IMR-32 Zellen und der Prufung der Reduktion von Hypoxie induzierten
Zellschaden durch milde Hypothermie und Postkonditionierung mit Katalase in-vitro
eingesetzt.>® >

Die Vorteile des Enzym basierten Hypoxiemodells sind das schnelle Erreichen einer
stabilen Hypoxie und die einfache Handhabung des Modells, denn im Gegensatz
zum abgeschlossenen System der Hypoxiekammer handelt es sich um ein offenes
Modell, welches Interventionen ermdglicht. Im Rahmen der enzymatisch induzierten
Hypoxie kommt es zum Verbrauch von Glukose. Folglich nimmt die
Glukosekonzentration im Kulturmedium ab. Der Sauerstoffpartialdruck und die mit
fortdauernder Hypoxie abnehmende Glukosekonzentration entsprechen der in-vivo
Situation bei Hypoxie/lschamie. Somit ist das System gut geeignet, um die in-vivo
Situation in Zellkultur zu simulieren. Als madglicher Nachteil des Systems ist die
Zugabe von Enzymen und ihr potentieller Einfluss auf die Zellen sowie die

46, 50 54 \wir und andere

Entstehung von Reaktionsprodukten zu sehen.*>
Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass die Auspragung der Enzym basierten Hypoxie
abhangig von den Enzymkonzentrationen, vom Verhaltnis Volumen zur Oberflache
und der Glukosekonzentration ist. ** %% °" > Dje Ausbildung der Hypoxie ist
unabhangig von dem Enzymverhaltnis Glukoseoxidase zu Katalase, allerdings wird
die Wasserstoffperoxidkonzentration von dem Enzymverhaltnis beeinflusst. Im
Rahmen dieser Studie konnte gezeigt werden, dass ab einem Verhaltnis von 1 : 4
(Glukoseoxidase : Katalase) sich die Wasserstoffperoxidkonzentration nicht mehr
andert und bei 0,08 uM liegt. Basierend auf den geschilderten Fakten fand in der
vorliegenden Arbeit Glukoseoxidase mit einer Endaktivitat von 4 U/ml und Katalase
mit einer Endaktivitat von 960 U/ml im Hypoxiemedium Verwendung. Dies fluhrte
nach 15 Minuten zur Entstehung einer Hypoxie (pO2 < 5 mmHg). Bei Verwendung
von initial 4,5 g/l Glukose halt die Hypoxie mindestens 4 Stunden an.

Somit ist das beschriebene System geeignet die in-vivo Situation, wie beispielsweise
wahrend einer Darmischamie, zumindest ansatzweise in-vitro abzubilden und den
Einfluss von Propofol auf die Hypoxie induzierten Prozesse in CaCo-2 Zellen zu

untersuchen.
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4.2 Effekte der Hypoxie auf CaCo-2 Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit fanden CaCo-2 Zellen Anwendung, die ein vielverwendetes
und etabliertes Modell der intestinalen Barriere darstellen.®® Die Zellen bilden einen
Monolayer mit Tight junctions und zeigen viele Eigenschaften von

Darmepithelzellen.** 1%

Unter normoxischen Bedingungen wiesen die CaCo-2 Zellen im Rahmen der
morphologischen Betrachtungen eine charakteristische, polygonale,
pflastersteinartige Wuchsform auf. Andere Arbeitsgruppen beobachteten ahnliche
Konstitutionen der CaCo-2 Zellen.’® "% 1% 18 Stunden nach einer einstiindigen
Hypoxie zeigten sich morphologische Veranderungen: Die Zellen rundeten sich ab,
I6sten sich von der Unterlage und es wurden lichtmikroskopisch auffallige, granulierte
Zellen und Zellcluster sowie zahlreiche homogen erscheinende Vakuolen erkennbar.
Die beschriebenen morphologischen Veranderungen waren nicht unerwartet und
deuten auf eine Schadigung der Zellen durch die Hypoxie hin. Unter Verwendung
des enzymatischen Hypoxiesystems konnte unsere Arbeitsgruppe bereits an CaCo-2
Zellen und weiteren Zelltypen ahnliche Veranderungen beobachten.®" *2 Auch durch
den Einfluss anderer Noxen, wie beispielsweise anaerobe, bakterielle Infektionen,
treten bei CaCo-2 Zellen solche morphologischen Zeichen der Zellschadigung auf.
105108 Nijcht nur CaCo-2 Zellen sondern auch humane Neuroblastom- sowie
Fibrosarkomzellen zeigen unter hypoxischen Bedingungen ein Abrunden, L6sen vom
Untergrund sowie Clusterbildung.®® ** % Bei den granulierten Zellen und Zellclustern
handelt es sich vermutlich um Hypoxie geschadigte Zellen.®' Die homogen
erscheinenden Vakuolen sind eventuell abgeschnurte Zytoplasmabestandteile. Ein
ahnliches Auftreten von abgeschnirten Zytoplasmabestandteilen unter hypoxischen
Bedingungen konnte auch an humanen Fibrosarkomzellen beobachtet werden.>*
Kvolik et al. beschreiben bei CaCo-2 Zellen ebenfalls ein Abrunden der Zellen und
Losen vom Boden sowie die Entstehung von Vakuolen ahnlichen Gebilden durch die
toxische Einwirkung von Halothan. Die genannte Studie wies in den Zellen mit oben
beschriebenen morphologischen Veranderungen apoptotische Prozesse nach.'%®
Auch Vidau et al. beschreiben bei CaCo-2 Zellen eine Abknospung von
Zytoplasmabestandteilen an der Zelloberflache bei durch Insektizide verursachter

Zellschadigung.'®
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Zusammenfassend koénnen die in unserem System beobachteten morphologischen
Veranderungen vermutlich als Schadigung der Zellen durch die induzierte Hypoxie

gewertet werden.

Einschrankend ist zu sagen, dass in dem von uns verwendeten Hypoxiemodell nur
eine Zellart eingesetzt wurde. Das hat den Vorteil, dass die Rolle von Propofol
differenziert in-vitro beurteilt werden kann. Auf der anderen Seite lasst sich die
Situation in dem von uns verwendeten Hypoxiemodell mit CaCo-2 Zellen nur
eingeschrankt mit einer systemischen Antwort auf Hypoxie in-vivo vergleichen.
Interaktionen zwischen den einzelnen Zellen sind zwar moglich, doch sind
Untersuchungen von Einflissen, die Uber Immunzellen oder Mediatoren vermittelt

werden, in-vitro nicht moglich.

4.3 Verwendung von Propofol in-vitro

Obwohl zahlreiche Studien zeigen, dass Anasthetika I/R-Schaden reduzieren
konnen, sind die zellularen und molekularen Mechanismen der Anasthetika
vermittelten Protektion noch weitgehend unklar.’®'? Um die Effekte von Propofol
unter hypoxischen und normoxischen Bedingungen zu evaluieren, wurden CaCo-2
Zellen, als Modell fur das Darmepithel, mit Propofol stimuliert. Zur Behandlung der
CaCo-2 Zellen wurden 30uM und 100 uM Propofol, basierend auf den
beschriebenen Propofolplasmakonzentrationen im Menschen wahrend Sedierung
und Narkose, gewahlt. Zur Narkoseeinleitung kommen 1,5 bis 2,5 mg/kg KG Propofol
zur Anwendung. Dies entspricht bei einem Propofolmolekulargewicht von
178,27 g/mol und wenn bei der Berechnung von einer 70 kg schweren Person mit
einem Blutvolumen von 5 | ausgegangen wird 118 bis 196 pM. Zur Sedierung werden
Propofolkonzentrationen von 24 bis hin zu 353 pyM/h eingesetzt und zur
Narkoseaufrechterhaltung 314 bis 942 uM/h (s. 2.2.3 Abbildung 9).2% % In den
meisten Studien findet Propofol in Konzentrationen bis 100 pM Anwendung.”" 7" 87-89
199 Rossaint et al. setzten in einer Studie zur Untersuchung der Neuroprotektion von
Propofol in einem in-vitro Modell Propofolkonzentrationen bis 400 uM ein und
zeigten, dass Propofol vor allem im Konzentrationsbereich von 30 bis 100 uM

protektive Effekte in Kombination mit milder Hypothermie hat.”" Auch eine Studie von
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Adembri et al. wies bei Propofolkonzentrationen von 30 bis 100 uM eine

Neuroprotektion in einem in-vitro Modell der zerebralen Ischamie auf.”’

In der vorliegenden Arbeit wurde Propofol zur Stimulation der CaCo-2 Zellen in
DMSO gelést, um Einflisse der lipophilen Lésungsmittel, welche in den
zugelassenen Propofolemulsionen enthalten sind, auszuschlieBen. DMSO ist in
Studien mit Propofol das am haufigsten verwendete Ldsungsmittel.”” 8% In der
Literatur wird empfohlen, fur Standardscreeningverfahren mit CaCo-2 Zellmodellen
DMSO (= 1 %) als Lésungsmittel fiir die zu testenden Substanzen zu verwenden.'"°
DMSO-Konzentrationen bis 1 % haben keinen Einfluss auf parazellulare Effekte und
schadigen CaCo-2 Zellen nicht.""® ™" DMSO beeinflusst in Konzentrationen bis
0,1 % auch nicht die Genexpression, Zellproliferation oder Apoptose.''?'"'* Die
DMSO-Konzentrationen lagen bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten
Experimenten mit bis zu 0,04 % DMSO deutlich niedriger, so dass basierend auf den
genannten Studien keine Beeinflussung der Ergebnisse durch DMSO anzunehmen

ist.

4.4 Effekte von Propofol unter Normoxie und Hypoxie auf die
Spiegel von reaktiven Sauerstoffspezies

I/R-Schaden sind assoziiert mit einer Erhéhung an ROS." > "7 zy den ROS
gehdéren zum einen stabile, molekulare Oxidantien wie beispielsweise
Wasserstoffperoxid und zum anderen freie Radikale wie zum Beispiel
Hydroxylradikale.19 Der Grofiteil der zellularen ROS-Produktion findet im Rahmen
der Atmungskette statt. Der Elektronentransport funktioniert am besten unter
physiologischen Sauerstoffkonzentrationen, wobei die Produktion von ROS unter
diesen Bedingungen niedrig ist. Im Gegensatz hierzu fuhrt eine Abnahme der
Sauerstoffkonzentration zu einem Ungleichgewicht des Elektronentransports und
daraus resultiert eine erhdhte ROS-Konzentration.''® Die intestinale Mukosa reagiert
extrem sensitiv auf ROS, welche mitverantwortlich fiir den intestinalen I/R-Schaden
sind. Die Verminderung der Bildung von ROS und die Eliminierung von ROS sind
daher therapeutische Ziele." Verschiedene Studien haben gezeigt, dass

Antioxidantien protektiven Einfluss auf die Entstehung von I/R-Schaden haben.



Diskussion 43

Propofol weist antioxidative Eigenschaften auf und koénnte dementsprechend

zytoprotektiv wirken, %12 25 64-66

Hypoxie und ROS

Fluorometrische Quantifizierungen der Menge an ROS zeigten an allen Zeitpunkten
eine signifikante Zunahme der ROS-Spiegel in den Hypoxiegruppen im Vergleich zu
den Normoxiegruppen. Huang et al. wiesen an humanen Neuroblastomzellen eine
Steigerung der ROS-Konzentration unter hypoxischen im Vergleich zu normoxischen
Bedingungen nach.* Dies stimmt mit den Ergebnissen dieser Arbeit, welche einen
Anstieg der ROS-Menge nach Hypoxie belegen konnten, uUberein. Unsere
Zellkulturbefunde werden auch durch tierexperimentelle Studien bestatigt: Eine
erhohte ROS-Produktion durch Mesenterialischamie und Reperfusion wurde im

8  Ebenso

intestinalen sowie auch im vaskuldren Gewebe nachgewiesen."
detektierten Watanabe et al. im Tiermodell die Akkumulation von ROS im Rahmen

von I/R-Schaden des Dinndarms.'"®

Normoxie und ROS

Unter normoxischen Bedingungen zeigten die fluorometrischen Quantifizierungen zur
Analyse der Menge an ROS erwartungsgemaly an allen Zeitpunkten signifikant
niedrigere ROS-Spiegel als nach Hypoxie. Auch die oben genannten Studien
prasentierten unter Normoxie niedrigere ROS-Spiegel als nach Hypoxie.®* 118 119
Interessanterweise wiesen fluorometrische Quantifizierungen zur Analyse der Menge
an ROS, die 2 Stunden nach Mediumwechsel in der Normoxiekontrollgruppe
durchgefuhrt wurden, im Vergleich zu den 24 und 48 Stunden Werten signifikant
mehr ROS auf. Dieses Ergebnis deutet daraufhin, dass der Mediumwechsel ein
kurzfristiger Stressfaktor ist und eine Zunahme der ROS verursacht. Li et al. legten
dar, dass CaCo-2 Zellen sehr sensitiv auf den durch Mediumwechsel verursachten
Stress mit einem Verlust der transepithelialen Resistenz und einer
Permeabilitatszunahme reagieren.'® Kim et al. zeigten, dass Mediumwechsel zu

einer Anderung der Genexpression in neuronalen Vorlauferzellen fiihrt."?’

Einfluss von Propofol
In experimentellen Modellen wurde ein protektiver Effekt von Propofol auf I/R-

Schaden in verschiedenen Organen wie beispielsweise im Gehirn, der Leber, der
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Lunge und im Herzen demonstriert.”®® An einem Herzmodell wurden I/R-Schaden
sowie durch exogenes Wasserstoffperoxid induzierte Schaden durch die Gabe von
Propofol verringert.'?* 23 Eine tierexperimentelle Studie mit Ratten demonstrierte,
dass Propofol eine durch I/R verursachte intestinale Mukosaschadigung abmildern
kann.'®* Sowohl Pra-, Peri- als auch Postkonditionierung mit Propofol reduzierte die
intestinale Mukosaschadigung. Dies ist moglicherweise auf die antioxidativen
Eigenschaften von Propofol sowie auf eine Inhibition der Stickstoffmonoxidsynthese
und auf abnehmende Endothelin-1 Spiegel zuriickzufiihren."®* Auch klinische
Studien ergaben, dass Propofol im Rahmen von oxidativen Schaden protektiv

wirkt.®7 848

Unter physiologischen Konditionen werden ROS durch Superoxiddismutase,
Glutathionperoxidase, Katalase sowie andere molekulare Antioxidantien, wie
beispielsweise Glutathion, Ascorbinsaure und a-Tocopherol, abgefangen. Allerdings
sind diese endogenen, antioxidativen Mechanismen nicht ausreichend, um den
Uberschuss an ROS, der wahrend I/R entsteht, zu bewaltigen. Die erhdhte ROS-
Menge fuhrt zu einer Zunahme der Oxidation von Lipiden, Proteinen und
Nukleinsduren, sowie zur Zellschadigung.'® Die Struktur von Propofol dhnelt den
Phenol basierten Antioxidantien, wie beispielsweise dem endogenen a-Tocopherol.®
Die Hydroxygruppe des Phenolrings ist unter anderem fir die antioxidativen
Eigenschaften des Propofols verantwortlich, da diese ein Wasserstoffatom an
Radikale abgeben kann. ROS kdnnen ebenfalls mit Wasserstoffatomen aus den
Hydroxygruppen reagieren und werden so in ihrer Reaktivitat abgemildert.’?® %
Allerdings scheint dieser Mechanismus nur wahrend eines kurzen Zeitraumes
wirksam zu sein.' Durch die Phenolgruppe wirkt Propofol somit wie auch o-
Tocopherol antioxidativ. Diese direkten antioxidativen Eigenschaften von Propofol
wurden auch in zahlreichen Studien als Erklarung fur die beobachteten protektiven
Effekte angenommen.64'66' 78,79, 81, 83, 122, 123

Kvam et al. prasentierten in einer Studie zur Untersuchung des Radikalfangereffekts
von Propofol, dass dieser Effekt von Propofol zeitabhdngig abnimmt und auch
konzentrationsabhangig ist. Propofol (160 puM) zeigte innerhalb der ersten 30 min die
hdchsten Radikalfangereigenschaften, danach blieb der Effekt auf einem konstant
niedrigen Niveau.'® Auch Eriksson et al. wiesen im Rahmen einer Studie an

isolierten Rattenlebermitochondrien zur Inhibition der Peroxidation durch Propofol nur
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fir einen Zeitraum von weniger als einer Stunde eine Verminderung des
Peroxidationsprozesses durch Propofol nach.'®” Die beiden Studien deuten darauf
hin, dass die direkten antioxidativen Effekte von Propofol als Radikalfanger durch die

Phenolgruppe vermittelt werden und nur innerhalb eines kurzen Zeitraums bestehen.

Die in der Literatur beschriebenen antioxidativen Effekte von Propofol konnten auch
in der vorliegenden Arbeit belegt werden: Die durch Hypoxie erhohten ROS-Spiegel
wurden durch Gabe von 30uM und 100 uM Propofol im Vergleich zur
entsprechenden Kontrolle gesenkt.

Interessanterweise fanden sich signifikante Effekte von Propofol auf die Hypoxie
induzierte ROS-Zunahme erst 48 Stunden nach Hypoxie. 2 und 24 Stunden nach
Hypoxie ergaben sich nur marginale Unterschiede der ROS-Konzentrationen
zwischen den mit Propofol behandelten Zellen und den respektiven Kontrollen. Auch
der Vergleich der beiden eingesetzten Propofolkonzentrationen, 30 uM und 100 uM,
untereinander wies keine deutlichen Unterschiede nach.

Moglicherweise zeigen die vorliegenden ROS-Analysen, dass die direkten
antioxidativen Effekte von Propofol, die durch die Phenolgruppe vermittelt werden, zu
diesen Zeitpunkten, 2 und 24 Stunden nach Hypoxie, nicht mehr ausreichend
wirksam sind und andere Mechanismen noch nicht hinreichend zum Tragen
kommen. Dass zusatzliche Propofol vermittelte Effekte, neben den direkten
antioxidativen Effekten durch die Hydroxygruppe am Phenolring, eine Rolle spielen,
wird durch eine Zellkulturstudie unterstutzt, die zeigte, dass eine wasserlosliche
Vorstufe von Propofol ohne eine Hydroxygruppe am Phenolring auch antioxidative
Eigenschaften aufweist und neuronale Zellen vor oxidativen Schaden schiitzt.'?

Die spate Reduktion der ROS-Spiegel durch Gabe von Propofol bestarkt die
Hypothese, dass Propofol neben den in der Literatur beschriebenen direkten
antioxidativen Effekten in unserem Modellsystem auch indirekt wirkt. Moglicherweise
werden antioxidative und protektive Effekte indirekt Uber Anderungen der
Proteinexpression oder der Aktivitat von antioxidativen Molekllen vermittelt. Dies ist
durchaus vorstellbar, da Propofol auch Signalwege induzieren kann.***® Huang et al.
zeigten in einer aktuellen Studie neben direkten antioxidativen Effekten von Propofol
auch indirekte Effekte durch die Induktion von zellularen, antioxidativen

Mechanismen.** Als ein Hinweis auf eine indirekte, zellvermittelte, zytoprotektive



Diskussion 46

Wirkung von Propofol kdnnen die Effekte von Propofol auf die Katalaseexpression

(4.6) angesehen werden.

Zusammenfassend konnten die fluorometrischen Quantifizierungen zur Analyse der
Menge an ROS nachweisen, dass Hypoxie zu einer signifikanten Erhéhung der
ROS-Spiegel in der CaCo-2 Zellkultur fuhrt. Au3erdem deuteten die Ergebnisse in
der Normoxiegruppe daraufhin, dass allein der Mediumwechel ein kurzfristiger
Stressfaktor ist und eine Zunahme der ROS verursacht. Darlber hinaus zeigte sich,
dass die Gabe von Propofol unter hypoxischen Bedingungen die Menge an ROS
nach 48 Stunden im Vergleich zur Kontrolle signifikant senkt. Dass Propofol erst
nach 48 Stunden und nicht aber nach 2 oder 24 Stunden die Menge an ROS
reduziert, deutet auf mogliche indirekte Effekte von Propofol hin. Diese werden unter

4.6 eingehender analysiert.

4.5 Effekte von Propofol unter Normoxie und Hypoxie auf die
Spiegel von Wasserstoffperoxid

Neben den in 4.4 erwahnten ROS-Assays wurden Wasserstoffperoxidassays
durchgefuhrt. Diese erganzen die Ergebnisse der fluorometrischen Quantifizierungen
zur Analyse der ROS-Spiegel.

Hypoxie und Wasserstoffperoxid

48 Stunden nach Hypoxie wiesen die Wasserstoffperoxidassays eine signifikante
Zunahme der Wasserstoffperoxidkonzentration im Vergleich zur Normoxie auf.
Dieses Ergebnis deckt sich mit einer von Huang et al. im Jahr 2012 publizierten
Studie, die an humanen Neuroblastomzellen zeigte, dass durch Hypoxie im Vergleich
zur Normoxie die Wasserstoffperoxidkonzentration in den Kulturen zunimmt.** Auch
eine aktuelle Studie an Kardiomyozyten ergab, dass die
Wasserstoffperoxidkonzentration nach Hypoxie und Reoxygenierung im Vergleich zu
den Kontrollen erhoht ist.'® Eine weitere Zellkulturstudie wies eine Zunahme der

Wasserstoffperoxidproduktion in Mitochondrien wahrend Hypoxie nach.™’
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Normoxie und Wasserstoffperoxid
Unter normoxischen Bedingungen zeigten die Wasserstoffperoxidassays
erwartungsgemald signifikant niedrigere Wasserstoffperoxidkonzentrationen als nach

Hypoxie. Auch die oben genannten Studien bestéatigen diese Befunde.** %% %'

Einfluss von Propofol

Die Gabe von 100 uM Propofol fuhrte 48 Stunden nach Hypoxie zu einer
signifikanten Senkung der Wasserstoffperoxidkonzentration. Huang et al. konnten
ebenfalls demonstrieren, dass die Gabe von Propofol die
Wasserstoffperoxidkonzentration unter Hypoxie bei humanen Neuroblastomzellen
senkt.* Auch eine aktuelle Studie von Lee et al. zeigte, dass Propofol humane
Tubulusepithelzellen vor durch Wasserstoffperoxid verursachten oxidativem Stress
schiitzen kann.' Kokita et al. zeigten direkte antioxidative Effekt von Propofol.
Propofol minderte die durch Wasserstoffperoxid verursachten Schaden an isolierten
Rattenherzen ab. In dieser Studie wurde die Konzentration eines Produktes der
Lipidperoxidation, Malondialdehyd, kurzzeitig (11 min nach
Wasserstoffperoxidinfusion) gemessen und Propofol unterdrickte die Zunahme an
Malondialdehyd. Dieser antioxidative Effekt wird der Phenolgruppe des Propofols
zugeschrieben.'??

Der Befund, dass die Gabe von 100 uM Propofol zu einer signifikanten Senkung der
Hypoxie induzierten Wasserstoffperoxidkonzentrationszunahme fluihrt, deutet auf eine
Propofol vermittelte antioxidative Wirkung hin, wie es in vielen Studien und unter 4.4

beschrieben wurde. %4 7883 122,

123 Allerdings verifiziert das Ergebnis der
durchgefuhrten Wasserstoffperoxidassays nicht, ob direkte antioxidative Effekte von
Propofol, oder indirekte Effekte, beispielsweise durch Anderung der
Proteinexpression oder Enzymaktivitaten, oder aber eine Kombination aus beiden fir

die antioxidativen Eigenschaften verantwortlich sind.

Auch 30 uM Propofol bewirkte in der vorliegenden Studie eine Senkung der
Wasserstoffperoxidkonzentration, die allerdings nicht signifikant war. Dieser Befund
zeigt, dass eventuell niedrige Konzentrationen von Propofol keine oder eine
geringere Wirksamkeit besitzen. Unterstitzt wird dieser Befund durch eine Studie
von Shao et al. In dieser fanden 25 yM, 50 uM und 100 uM Propofol Anwendung.
50 uM und 100 uM Propofol milderten I/R-Schaden auf mitochondrialer Ebene ab
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und reduzierten die ROS- und Wasserstoffperoxidproduktion. Hingegen ergaben sich
durch 25 uM Propofol keine Effekte.”*® Des Weiteren zeigte eine Studie zur
Untersuchung der Neuroprotektion von Propofol an einem in-vitro Modell, dass
Propofol dosisabhangig, mit zunehmenden Konzentrationen bis zu 400 uM, den
neuronalen Zelltod vermindern kann.”' Diese Studien decken sich mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, dass die applizierte Propofolkonzentration fur
protektive Effekte entscheidend ist und niedrige Propofolkonzentrationen eventuell
nicht wirksam sind oder eine geringere Wirksamkeit zeigen. Allerdings sind die
Wirksamkeitsgrenzen vermutlich sowohl in-vitro als auch in-vivo vom Zell- bzw.

Gewebe/Organtyp abhangig.

Zusammenfassend konnte in den durchgefihrten Experimenten demonstriert
werden, dass die Menge an Wasserstoffperoxid unter Hypoxiebedingungen
signifikant ansteigt. 100 uM Propofol reduziert 48 Stunden nach Hypoxie die
Wasserstoffperoxidkonzentrationen. Es lasst sich festhalten, dass die applizierte
Propofolkonzentration fur die Reduktion der Wasserstoffperoxidkonzentration ein
wichtiger Faktor sein kénnte und niedrige Propofolkonzentrationen keine oder nur

eine geringe Wirksamkeit zeigen.

4.6 Effekte von Propofol unter Normoxie und Hypoxie auf die
Expression von Katalase: mogliche Hinweise fiir indirekte
Wirkungen von Propofol

Die meisten publizierten Arbeiten gehen von direkten antioxidativen Effekten von
Propofol aus. Allerdings deuten die Befunde dieser Arbeit (4.4) auch auf indirekte
Effekte von Propofol hin. Da Propofol Signalwege induzieren kann®3 ist es
durchaus denkbar, dass antioxidative und protektive Effekte indirekt Uber
Anderungen der Gen- und Proteinexpression sowie Einfluss auf die Aktivitat
antioxidativer Enzyme vermittelt werden. Eventuelle Anhaltspunkte hierfur konnten in
einer von Huang et al. publizierten Arbeit dargelegt werden. Die Autoren wiesen
neben direkten antioxidativen Effekten von Propofol auch indirekte Effekte durch die
Induktion von zellularen antioxidativen Mechanismen nach. Die Studie zeigte eine

Zunahme der Katalaseaktivitat durch Propofolgabe an humanen Neuroblastomzellen
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15 Stunden nach Hypoxie.** Auch der Befund (4.4), dass Propofol erst nach
48 Stunden aber nicht nach 2 und 24 Stunden post Hypoxie die ROS-Spiegel

reduziert, legt indirekte Propofoleffekte nahe.

Verschiedene antioxidative Mechanismen, unter anderem Enzyme wie Katalase
sowie nicht enzymatisch aktive Molekule wie das Glutathion, schitzen Zellen vor
ROS induzierten Schadigungen.?* Katalase ist in der Lage Wasserstoffperoxid durch
die Umsetzung zu Sauerstoff und Wasser unschadlich zu machen.?® Damit ist das
Enzym ein mdglicher Ansatzpunkt fur indirekte, zellvermittelte, zytoprotektive Effekte
von Propofol.?® 134

Zitta et al. zeigten, dass Katalase Hypoxie induzierte und Wasserstoffperoxid
vermittelte Zellschaden in Zellkultur abmildern kann.** Auch im Tiermodell wurde die
protektive Wirkung der Katalase auf I/R-Schaden der Leber, chemisch induzierte
Gewebeschaden sowie Tumormetastasen der Leber und Lunge bestatigt. Hierbei
wurde durch Gabe von Katalase eine Inhibition der durch ROS verursachten
Schaden sowie der durch ROS vermittelten Genexpression, welche fiur die
Rekrutierung von Entzindungszellen sowie fur das Metastasenwachstum
verantwortlich ist, erreicht. Eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren (beispielsweise
HIF 1a), deren Aktivitat durch Wasserstoffperoxid reguliert wird, sind
SchlUsselproteine der Regulation der Genexpression, welche an pathologischen
Prozessen beteiligt ist. Daher ist die Kontrolle von Wasserstoffperoxidkonzentration
ein weiteres Ziel der Katalasegabe.?

Bezlglich der Katalase konnten die indirekten Effekte des Propofols durch
veranderte Stabilitat des Katalaseproteins, verminderten Katalaseabbau, vermehrte
Translation der RNA oder direkte Bindung von Propofol an regulatorische
Proteinregionen und damit einhergehend eine Aktivititserhohung vermittelt sein.?® %
135139 Diese Hypothese wird auch durch Arbeiten anderer Gruppen gestiitzt, die
zeigen konnten, dass Propofol in der Lage ist, die Aktivitat unterschiedlicher ROS

abbauender Enzyme wie zum Beispiel der Glutathionperoxidase zu regulieren.®” 4

142

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass die Proteinmenge der von den CaCo-2
Zellen exprimierten Katalase 4 Stunden nach Hypoxie signifikant erhoht ist. Eine

Behandlung der Zellen mit Propofol 30 uM und Propofol 100 uM wahrend der
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Hypoxie fluhrte zu einer deutlichen, aber statistisch nicht signifikanten Zunahme der
Menge an exprimierter Katalase. Dies deutet auf Effekte von Propofol auf die
Katalaseproteinexpression oder -stabilitat hin, die messbar waren, aber eventuell
aufgrund der geringen Stichprobenzahl (n=5) nicht das Signifikanzniveau von 0,05

erreichten.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich auf RNA-Ebene keine Regulation der
Katalaseexpression. In den RT-PCR Experimenten wurden 1 Stunde nach Hypoxie
keine signifikanten Anderungen der Genexpression von Katalase in der
Hypoxiegruppe sowie in den Propofolgruppen, 30 uM und 100 pM, im Vergleich zur
Normoxiegruppe nachgewiesen. Moglicherweise fand die Analyse der
Genexpression nicht zum optimalen Zeitpunkt statt oder aber dieser Befund kdnnte
die oben dargelegte Hypothese unterstitzen, dass die Katalaseexpression eventuell

posttranskriptionell reguliert wird.'*?
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4.7 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden unter Verwendung eines Enzym basierten in-vitro
Hypoxiesystems die Effekte des intravenosen Anasthetikums Propofol im CaCo-2
Zellkulturmodell untersucht. Es zeigte sich, dass Propofol den durch Hypoxie
induzierten Anstieg der ROS- und Wasserstoffperoxidspiegel reduziert. An diesen
Prozessen sind antioxidative Wirkungen von Propofol beteiligt. Die aktuellen Befunde
deuten darauf hin, dass eventuell auch indirekte Effekte, wie zum Beispiel eine
Propofol vermittelte vermehrte Katalaseproteinexpression und/oder veranderte
Stabilitat des Enzyms, hierbei eine Rolle spielen kdnnten.

Basierend auf diesen Resultaten ergeben sich weitere interessante Fragestellungen,
die allerdings nicht Grundlage dieser Arbeit waren:

1. Aufschlussreich ware es, die Tendenz, dass Propofol die
Katalaseproteinexpression erhdht, durch weitere Versuche zu verifizieren.

2. Aulerdem ist die Durchfihrung von Katalaseaktivititsmessungen von
Interesse, um den indirekten Effekten naher zu kommen.

3. Darauf aufbauend konnte man an einem Tiermodell zusatzliche
Untersuchungen, beispielsweise zum Einfluss von Katalasegabe auf I/R des
Darms anhand von ROS-Messungen oder Uberlebenszeitmessungen,
anstellen, um eventuell daraus resultierend klinische Anwendungen der
Katalase zu entwickeln.

4. Im Rahmen dieser Studie lag der Schwerpunkt der Untersuchungen auf der
Gesamtheit der ROS und im Speziellen auf Wasserstoffperoxid. Lohnenswert
ware zu untersuchen, welche anderen ROS, beispielsweise Superoxidanionen
oder Hydroperoxid, unter hypoxischen Bedingungen vermehrt gebildet werden
und welchen Einfluss Propofol auf diese hat.

5. Da in dieser Arbeit der Fokus auf der Expression von Katalase lag, ware es
interessant zu untersuchen, wie andere Enzyme, zum Beispiel
Superoxiddismutase oder Gluthationperoxidase sowie zellulare Antioxidantien,
beispielsweise Gluthation, unter hypoxischen Bedingungen reguliert werden

und ob Propofol einen Effekt auf diese aufweist.



Zusammenfassung 52

5 Zusammenfassung

Ischamie und Reperfusion (I/R) im Gastrointestinaltrakt kdnnen eine Dysfunktion der
endothelialen und epithelialen Barriere verursachen und dadurch zur Translokation
von Bakterien und schliel3lich zum Multiorganversagen fuhren. In mehreren Studien
wurde demonstriert, dass Anasthetika I/R-Schaden vermindern kdnnen, allerdings

sind die zellularen und molekularen Mechanismen noch weitgehend ungeklart.

Um die zellularen und molekularen Mechanismen der Wirkungen des intravendsen
Anasthetikums Propofol auf Hypoxie induzierte Prozesse am Darmepithel zu
untersuchen, wurden unter Verwendung eines Enzym basierten in-vitro
Hypoxiesystems die Effekte von Propofol im CaCo-2 Zellkulturmodell (humane
epitheliale kolorektale Adenokarzinomzellen) evaluiert. Hierzu wurden die Zellen
einer einstiindigen Hypoxie ausgesetzt und gleichzeitig mit Propofol in klinisch
relevanten Konzentrationen von 30 uM sowie 100 uM inkubiert. Im Vordergrund der
Untersuchungen standen die Regulation der ROS-Spiegel mittels fluorometrischer
Quantifizierungen, der  Wasserstoffperoxidspiegel durch kolorimetrische
Quantifizierungen und der Expression der Katalase durch Western Blots und RT-
PCRs.

Unter Verwendung des Enzym basierten Hypoxiemodells sank der
Sauerstoffpartialdruck innerhalb von 15 Minuten unter 5 mmHg und blieb fur
mindestens vier Stunden konstant. Hypoxie induzierte in den CaCo-2 Zellen
morphologische Veranderungen, die auf eine Zellschadigung hindeuten. Die
fluorometrischen Quantifizierungen der ROS-Spiegel ergaben 2, 24 und 48 Stunden
nach Hypoxie eine signifikante Zunahme der Menge an ROS in der Hypoxiegruppe
im Vergleich zur Normoxiegruppe (2 h, 24 h und 48 h: P<0,001). Durch Gabe von
30 uM und 100 uM Propofol unter hypoxischen Bedingungen wurden die ROS-
Spiegel nach 48 Stunden im Vergleich zur Kontrolle signifikant gesenkt (Propofol
30 uM: P<0,05; Propofol 100 uM: P<0,001). 48 Stunden nach Hypoxie wiesen
Wasserstoffperoxidassays eine signifikante Zunahme der Wasserstoffperoxid-
konzentration in der Hypoxiegruppe nach (P<0,05 vs. Normoxie). Die Inkubation mit
100 uM Propofol flhrte unter hypoxischen Bedingungen zu einer signifikanten

Senkung der Wasserstoffperoxidkonzentration (P<0,05), wohingegen 30 uM Propofol
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die Wasserstoffperoxidkonzentration nur tendenziell reduzierte (P>0,05). Western
Blot Experimente demonstrierten, dass die Menge der exprimierten Katalase
4 Stunden nach Hypoxie im Vergleich zur Normoxiekontrolle signifikant erhoht war
(P<0,05). Die Applikation von 30 uM und 100 uM Propofol fihrte zu einer weiteren
Zunahme der exprimierten Menge an Katalase, doch wurde das Signifikanzniveau

nicht erreicht.

Zusammenfassend bestatigen die Ergebnisse dieser Arbeit die bereits in der
Literatur beschriebene antioxidative Wirkung von Propofol. Zusatzlich deuten die
Befunde darauf hin, dass an der antioxidativen Wirkung des intravendsen
Anasthetikums Propofol moglicherweise indirekte, zellvermittelte Effekte, die unter
anderem zu einer vermehrten Proteinexpression der Katalase und/oder veranderter

Stabilitat des Enzyms flhren, beteiligt sein kdnnten.
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