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1 Einleitung 

1.1 Beatmung 

Die Sauerstoffaufnahme ist essentiell für die oxidative Phosphorylierung in den 

Mitochondrien und die Versorgung der Gewebe.1 Um dies zu gewährleisten ist, 

aufgrund der atemdepressiven Nebenwirkungen von Anästhetika, Hypnotika, 

Opioiden und Muskelrelaxation, während einer Narkose häufig eine invasive 

Beatmung nötig. Bei horizontaler Rückenlage verschiebt sich das Zwerchfell 

nach kranial, wodurch die funktionelle Residualkapazität (FRK) und die thoraka-

le Compliance verringert wird. Durch die verminderte FRK kann es zu einem 

Belüftungsdefizit der terminalen Luftwege, den sogenannten Mikroatelektasen 

kommen und somit zu einer verschlechterten Oxygenierung des Blutes.2 Um für 

eine ausreichende Sauerstoffversorgung aller Organe zu sorgen, kann man den 

Sauerstoffanteil im Inspirationsgasgemisch (FiO2) am Beatmungsgerät auf bis 

zu 100% Sauerstoff erhöhen. Aufgrund der potentiell toxischen Wirkung von 

Sauerstoff, versucht man die inspiratorische Konzentration während einer Be-

atmung jedoch möglichst gering zu halten. Ebenso besteht die Gefahr der Re-

sorptionsatelektasen unter Beatmung mit 100% Sauerstoff. Physiologischer 

Weise hält Stickstoff die Alveolen offen, wenn Sauerstoff in das Kapillarblut dif-

fundiert. Wird jedoch bei einer FiO2 aller Stickstoff durch Sauerstoff verdrängt 

kommt es zum Kollaps der Alveolen nach Diffusion des Sauerstoffes. Eine hohe 

FiO2 kann jedoch auch positive Auswirkungen auf den Verlauf oder Folgen ei-

ner Operation haben, wie zum Beispiel die Reduktion der Wahrscheinlichkeit für 

postoperative Übelkeit und Erbrechen (PONV) oder ein gesteigertes Sauer-

stoffangebot an die Gewebe bei starkem Blutverlust. So gilt es die Vor- und 

Nachteile einer intraoperativen Beatmung mit hoher FiO2 auf jeden Patienten 

und Situation individuell anzupassen. Im klinischen Alltag orientiert man sich an 

der Sauerstoffsättigung (SaO2) die > 90% betragen sollte und einem Sauerstoff-

partialdruck (PaO2) von etwa 60 mmHg.3 Ein lungengesunder Erwachsener wird 

während einer Allgemeinanästhesie meist mit einer inspiratorischen Sauerstoff-

konzentration von 30-50% beatmet.2 
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In vorherigen Studien wurde gezeigt, dass es unter physiologischen Bedingun-

gen bei normobarer Hyperoxie über 5 Stunden, zu einem verringerten kardialen 

Auswurf, einem verringerten Grundumsatz und Sauerstoffverbrauch kommt. Auf 

die koronaren Gefäße konnten bereits ebenfalls deutliche Auswirkungen der 

Hyperoxie im Sinne eines signifikant verminderten Blutflusses und reduziertem 

myokardialem Sauerstoffverbrauches, nachgewiesen werden.4,5 Andere Stu-

dien belegen, dass hohe Sauerstoffkonzentrationen zu einer Vasokonstriktion 

mit Anstieg des Gefäßwiderstandes in vielen Organen6-8 u.a. der Niere9 und des 

Herzens10 führen. Man geht davon aus, dass der Anstieg des Gefäßtonus vor 

allem auf die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies zurückzuführen ist. Da durch 

diese eine endotheliale Dysfunktion mit Abnahme der vasodilatativen Kapazität 

durch die Reaktion mit Stickstoffmonoxid bewirkt wird. Deutlich wird dies 

dadurch, dass durch eine i.v. Gabe von Vitamin C als Radikalfänger ein Hyper-

oxie-bedingter Anstieg des Gefäßwiderstandes verhindert werden kann.10 

 

1.1.1 Sevofluran 

Sevofluran (1,1,1,3,3,3-Hexafluor-2-(fluormethoxy)propan) zählt zu den meist 

verwendeten volatilen Anästhetika. Dabei handelt es sich um einen haliogenier-

ten Ether mit sieben Fluoratomen, welcher in den siebziger Jahren von Bernard 

Regan synthetisiert wurde.11 Die klare Flüssigkeit ist nicht entflammbar und hat 

einen etherartigen Geruch, der im Vergleich zu anderen volatilen Anästhetika 

die Atemwege kaum reizt. Daher eignet sich Sevofluran gut zur Narkoseeinlei-

tung in der Kinderanästhesie.12,13 Über einen Verdampfer wird die Flüssigkeit in 

einen gasförmigen Zustand überführt.  

Die anästhetische Potenz von volatilen Anästhetika wird durch den MAC (mini-

male alveoläre Konzentration) Wert angegeben. Die MAC ist definiert als die 

alveoläre Konzentration eines Anästhetikums, bei welcher 50% der Patienten 

keine gezielten Abwehrbewegungen auf einen definierten Schmerzreiz zeigen. 

Demnach ist die anästhetische Potenz eines Narkosegases umso höher desto 

niedriger die MAC ist. Verschiedene Faktoren können die minimale alveoläre 
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Konzentration beeinflussen. So vermindert sich beispielsweise mit zunehmen-

dem Alter des Patienten die MAC von Sevofluran.14 Der Blut-Gas-

Verteilungskoeffizient beschreibt in der Gleichgewichtsphase das Verhältnis von 

Anästhetikumkonzentration im Blut zu Anästhetikumkonzentration in dem Luft-

Gasgemisch der Alveolen. Je kleiner der Blut-Gas-Verteilungskoeffizient ist, 

desto schneller flutet das Inhalationsanästhetikum an.15 Der Verteilungskoeffi-

zient beträgt bei Sevofluran 0,63, wodurch die Inhalationsanästhesie mit 

Sevofluran gut steuerbar ist.16,17 

 

1.2 Mitochondrienfunktion 

1.2.1 Oxidative Phosphorylierung 

Um eine ausreichende Energieversorgung der Zellen zu gewährleisten, bedarf 

es der Bereitstellung von ATP durch die oxidative Phosphorylierung (OXPHOS) 

in den Mitochondrien. Dabei katalysiert die ATP-Synthase, welche auch als 

Komplex V der Atmungskette bezeichnet wird und in der inneren Mitochondri-

enmembran liegt, die Synthese von ATP aus ADP und Phosphat. 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der oxidativen Phosphorylierung 
Einspeisung der Elektronen über den Komplex I durch Oxidation von NADH zu NAD+ + H+. Das Coenzym 
Q (Q10) nimmt die Elektronen von Komplex I und FAD aus dem Citratzyklus auf und gibt sie an Komplex 
III ab. An Komplex I und III kommt es zur Entstehung von ROS. Über Cytochrom C (Cyt C) werden die 
Elektronen zum Komplex IV transportiert, wodurch dort die Reduktion von Sauerstoff (O2) zu Wasser er-
folgen kann. An der ATP-Synthase wird durch den Rückstrom der Protonen in die Matrix ATP synthetisiert. 
Ebenfalls dargestellt sind die spezifischen Hemmstoffe der Atmungskettenkomplexe und der ATP-
Synthase. 

 

Die Triebkraft dafür ist zum einen das Membranpotential und zum anderen der 

Protonengradient zwischen dem Intermembranraum und der Matrix der Mito-

chondrien. Zum Aufbau und zur Aufrechterhaltung dieses Protonengradienten, 

dienen die Komplexe I-IV der Atmungskette, die ebenfalls in die innere Mito-

chondrienmembran eingebettet sind. Die Komplexe I, III und IV fungieren als 

Protonenpumpen, welche ihre Energie aus den Elektronen beziehen die durch 

die Atmungskette fließen.  
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Der Komplex I wird auch als NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase bezeichnet, da 

er Elektronen von NADH aufnimmt und auf das Coenzym Ubichinon reversibel 

überträgt und dabei 4 Protonen in den Intermembranraum pumpt. Er ist einer 

der größten bekannten membranständigen Proteinkomplexe mit 44 Untereinhei-

ten und einem Molekulargewicht von fast 1 MDa und gilt zusammen mit Kom-

plex III als Hauptquelle der mitochondrialen ROS.18-20  

Der Komplex II oder auch Succinat-Ubichinon-Oxidoreduktase besteht aus 4 

Untereinheiten. Bei den beiden hydrophilen Untereinheiten handelt es sich um 

die Succinat-Dehydrogenase des Citratzyklus. Durch die Oxidation von Fumarat 

werden zwei Elektronen über FADH2 auf das Coenzym Ubichinon übertragen. 

Dabei werden jedoch keine Protonen in den Intermembranraum gepumpt.  

Das Coenzym Ubichinon oder auch Coenzym Q ist frei löslich in der inneren 

Mitochondrienmembran und dient als Elektronen-Überträger. Es nimmt Elektro-

nen von Komplex I und II auf, aber auch von zytosolischem NADH aus der Gly-

kolyse über die Glycerin-3-Phosophat-Dehydrogenase und über die ETF-

Ubichinon-Oxidoreduktase von verschiedenen Reaktionen des mitochondrialen 

Stoffwechsels. Somit ist das Ubichinon eine zentrale Sammelstelle für Elektro-

nen, welche schließlich an den Komplex III übertragen werden. Ubichinon wird 

durch die Aufnahme von zwei Elektronen zu Ubichinol reduziert und gibt 

dadurch, bei der Übertragung der Elektronen auf den Komplex III, zwei Proto-

nen an den Intermembranraum ab. 

Beim Komplex III handelt es sich um die Ubichinol-Cytochrom-c-

Oxidoreduktase, welche auch Cytochrom-bc1-Komplex genannt wird und be-

steht aus 11 Untereinheiten. Der Komplex III überträgt Elektronen von Ubichinol 

auf Cytochrom C. Ubichinol gibt dabei an der ersten Q-Bindestelle zwei Proto-

nen in den Intermembranraum und zwei Elektronen an Komplex III ab. Die 

Elektronen können teilweise über den Komplex III rezirkulieren, wodurch an 

einer zweiten Q- Bindestelle das Ubichinon nochmals zu Ubichinol reduziert 

wird. Infolgedessen kann das Ubichinol ein weiteres Mal an der ersten Q-

Bindestelle zwei Protonen in den Intermembranraum abgeben. Dieser Zyklus 

wird als Q-Zyklus bezeichnet. Der Hemmstoff Antimycin A kann durch spezifi-
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sche Bindung an die zweite Q- Bindestelle den Q-Zyklus unterbrechen. Letztlich 

werden alle Elektronen auf Cytochrom C übertragen, ein hämhaltiges frei be-

wegliches Protein an der Außenseite der Innenmembran.  

Der letzte Komplex der Elektronentransportkette ist der Komplex IV, auch als 

Cytochrom-c-Oxidase bezeichnet, da sie die Elektronen von Cytochrom C auf 

Sauerstoff überträgt. Dabei werden unter der Entstehung von einem Molekül 

H2O zwei Protonen über die Membran gepumpt. Der Komplex IV besteht aus 

13 Untereinheiten. Der Sauerstoff bindet erst im reaktiven Zentrum, wenn die-

ses schon mit zwei Elektronen besetzt ist. Somit wird das Sauerstoffmolekül 

unmittelbar im reaktiven Zentrum zur Peroxidstufe reduziert und in seine beiden 

Einzelatome gespalten. Auf diese Weise kann effektiv die Bildung schädlicher 

Hyperoxid-Anionen verhindert werden. Zyanid-Ionen (CN-) haben eine hohe 

Affinität für die Sauerstoffbindestelle und bringen daher die Zellatmung zum 

Erliegen.  

 

Die ATP-Synthase (Komplex V) nutzt den, durch die Atmungskette aufgebau-

ten, Protonengradienten und das Membranpotential um die Reaktion von ADP 

und Phosphat zu ATP zu katalysieren. Sie besteht aus 16 Untereinheiten, diese 

bilden zum einen den membranständigen FO-Teil, durch den die Protonen flie-

ßen, und zum anderen den in die Matrix hineinragenden F1-Teil, welcher die 

Nucleotidbindungsstellen enthält. Durch die, entlang ihres Gradienten in die 

Matrix strömenden, Protonen, wird eine Rotation im FO-Teil der ATP-Synthase 

bewirkt.21 Dadurch kann im F1-Teil ATP synthetisiert und freigesetzt werden. 

Der Hemmstoff Oligoymcin kann am FO-Teil binden und somit die ATP-

Synthase hemmen.18,22,23 

 

Die Annahme, dass die Komplexe der Atmungskette frei in der Mitochondrien-

membran diffundieren und der Elektronentransfer bei zufälligen Kollisionen 

stattfindet, verliert zunehmend an Bedeutung.24 Im letzten Jahrzehnt gab es 

immer mehr Publikationen welche darauf hinwiesen, dass es zwischen den 
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Komplexen stabile Interaktionen in Form von definierten Superkomplexen 

gibt.25-28  

Die Komplexe I, III und IV bilden Superkomplexe, welche auch Respirasomen 

genannt werden, die speziesabhängig unterschiedliche Konfigurationen und 

Stöchiometrien annehmen können. So sind Kombinationen von Komplex I/IIIn, 

Komplex I/IIIn/IVn und Komplex III/IVn bekannt.29-32 Komplex II hingegen liegt vor 

allem frei in der inneren Mitochondrienmembran vor und nur ein kleiner Teil 

scheint mit dem Superkomplex I/III/IV assoziiert zu sein.33,34 Komplex V bildet 

Dimere, welche als lange Ketten zusammengelagert, zur Form der Cristae bei-

tragen.35 Es gibt Hinweise, dass die Superkomplexe in vivo in einer komplexe-

ren Organisation vorliegen und sich in Ketten oder Reihen zu sogenannten Me-

gakomplexen zusammenlagern.36,37 

Die Superkomplexe scheinen vor allem für die Stabilität der einzelnen Komple-

xe eine bedeutende Rolle zu spielen.27,38 Es wird vermutet, dass es innerhalb 

der Superkomplexe zu allosterischen Effekten kommt, wodurch eine maximale 

enzymatische Aktivität ermöglicht wird. Durch die räumliche Nähe und Orientie-

rung zueinander bietet sich ein kinetischer Vorteil durch einen beschleunigten 

Transfer der Elektronen zwischen den Komplexen.39 Es konnte eine erhöhte 

ROS Bildung bei isoliert vorliegendem Komplex I gemessen werden, so dass 

die Assoziation von Komplex I innerhalb der Superkomplexe, die ROS Bildung 

einzuschränken scheint.40 Die Assoziation der Komplexe in der mitochondrialen 

Membran zu Superkomplexen wird durch den Gehalt an Lipiden und deren Zu-

sammensetzung beeinflusst.41,42 

 

1.2.2 Reaktive Sauerstoffspezies und oxidativer Stress 

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind kleine, kurzlebige und sehr reaktive Mo-

leküle, die durch eine inkomplette Reduktion von Sauerstoff entstehen. Freie 

Radikale wie das Hyperoxid-Anion (O2-∙) und das Hydroxyl-Radikal (OH∙) und 

Peroxide wie das Wasserstoffperoxid (H2O2) zählen zu den ROS.43  
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ROS werden in vielen Kompartimenten der Zellen und von vielen verschiede-

nen Enzymen generiert. So sind die membranständigen NADPH Oxidasen, der 

Fettstoffwechsel in den Peroxisomen, aber auch zytosolische Enzyme wie die 

Cyclooxygenasen an der Entstehung von ROS beteiligt.44 Der überaus größte 

Teil entsteht jedoch in den Mitochondrien.45,46  

In der Signaltransduktion spielen ROS eine wichtige physiologische Rolle, sind 

aber in höheren Konzentrationen, aufgrund ihrer Reaktivität, schädlich für viele 

zelluläre Bestandteile wie die mitochondriale DNA 47,48, aber auch für Proteine 
49 und Lipide 50. Dadurch scheinen ROS einen großen Anteil am Alterungspro-

zess der Zellen zu haben.51,52 Die über ROS vermittelten Effekte schützen die 

Zellen wiederum gegen oxidativen Stress.48 Mitochondrien produzieren unter 

physiologischen Bedingungen geringe Mengen an ROS als Nebenprodukt des 

oxidativen Metabolismus. Vor allem an Komplex I und III, aber auch bei Neben-

reaktionen des Cytochrom P450, kann es, durch eine ein-Elektronen Reduktion 

zur Entstehung von Hyperoxid-Anionen kommen.53,54 

Die Superoxiddismutase wandelt zwei Hyperoxid-Anionen in Sauerstoff und 

Wasserstoffperoxid um und bildet so einen wichtigen Baustein in der Entgiftung 

von ROS. Die drei unterschiedlichen Typen von Superoxiddismutasen unter-

scheiden sich sowohl durch ihre Lokalisation als auch durch ihr aktives Zent-

rum. Zu ihnen gehören die dimere zytoplasmatische CuZn-Superoxiddismutase 

(SOD1) und die beiden tetramere mitochondriale Mn-Superoxiddismutase 

(SOD2) und die extrazelluläre CuZn-Superoxiddismutase (SOD3).55 Die Ex-

pression von SOD2 kann durch oxidativen Stress verursacht z.B. durch UV-

Strahlung oder Hyperoxie, induziert werden.56-58 Wasserstoffperoxid kann zum 

einen, durch Katalasen über die Reaktion zu Wasser und Sauerstoff unschäd-

lich gemacht werden und zum anderen, durch verschiedene Glutathion Peroxi-

dasen, welche die Reaktion zu reduziertem Glutathion und Wasser katalysie-

ren.59 Aber auch Cytochrom C, Ubichinol und Vitamin E haben antioxidative 

Wirkung.60-62  

Oxidativer Stress beschreibt die verschiedensten schädlichen Effekte, die durch 

ein Ungleichgewicht zwischen der Bildung von ROS und der limitierten anitoxi-
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dativen Entgiftung entstehen. Die Pathogenesen vieler verschiedener neurode-

generativer wie Morbus Parkinson, als auch kardiopulmonaler Erkrankungen 

werden in Verbindung mit oxidativem Stress gebracht.63  

Bei einem myokardialen Ischämie/Reperfusionschaden kann es zu einer exzes-

siven ROS Produktion kommen.64-67 So kommt es nach einer längeren Ischä-

miephase, nach Zuführung von Sauerstoff durch Reperfusion, zu einem ROS 

Anstieg.68,69 Aber auch schon während der Ischämie kommt es zu einer ver-

mehrten ROS Produktion.70 Die Überproduktion von mitochondrialen ROS führt 

zu einer Inaktivierung der Enzyme der Atmungskette, der Antioxidationsenzy-

me, der Lipid Peroxidation und zur Schädigung der mitochondrialen DNA.71 

An Proteinen kann oxidativer Stress zu reversiblen, als auch irreversiblen Ver-

änderungen führen. Die reversiblen Veränderungen können durch spezifische 

Enzyme wieder repariert werden, scheinen aber auch die Proteinfunktionen zu 

beeinflussen und eine Rolle in der Redox Regulation zu spielen.72 Irreversible 

Veränderungen wie die Carbonylierung von Proteinen können nicht rückgängig 

gemacht werden und gelten daher als Marker der oxidativen Schädigung von 

Proteinen. Viele verschiedene Mechanismen tragen zur Carbonylierung von 

Proteinen und Aminosäuren bei. So können ROS direkt mit bestimmten Amino-

säurenseitenketten, wie Prolin, Arginin, Lysin und Threonin reagieren, welche 

dadurch zu Aldehyden oder Ketonen oxidiert werden.73 Durch Reaktionen mit 

den Produkten der Lipidperoxidation wie Malondialdehyd, 2-Propenal und 4-

Hydroxynonenal können ebenfalls Carbonylierungen entstehen. Bei der soge-

nannten Michael Addition handelt es sich um eine Addition von reaktiven Alde-

hyd Gruppen an die Seitenketten von Histidin-, Lysin- und Cysteinresten.74,75 

Reaktive Carbonylgruppen können aber auch durch die Reaktion von Lysinres-

ten mit reduzierenden Zuckern oder ihren Oxidationsprodukten entstehen.76-78 

Wenn die zellulären Abwehrmechanismen nicht mehr ausreichen und die 

Schäden durch den oxidativen Stress zu groß sind, kann dies zum Zelltod und 

zur Apoptose führen. Diese kann sowohl durch extrazelluläre Signale über den 

extrinsischen Weg, als auch durch intrazelluläre Prozesse und somit über den 

intrinsischen Weg getriggert werden. Vermehrte Bildung mitochondrialer ROS 
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löst den intrinsischen Weg, durch Erhöhung der Permeabilität der äußeren Mi-

tochondrienmembran (Mitochondrial Permeability Transition mPT) aus.79 

 

1.2.3 Mitochondrial Permeability Transition 

Unter physiologischen Bedingungen sind die mitochondrialen Membranen für 

Moleküle von einer Größe über 1500 Da nicht frei passierbar. Eine Vielzahl von 

Faktoren, wie zum Beispiel die Zunahme der intrazellulären Ca2+ Konzentration, 

oxidativer Stress, Depletion von Adenin Nukleotiden oder eine erhöhte Phos-

phatkonzentration können zu einer Durchlässigkeit der inneren Mitochondrien-

membran führen, welche im Weiteren Mitochondrial Permeability Transition 

(mPT) genannt wird.80  

Die mPT bewirkt eine Größenzunahme bzw. Schwellung der Mitochondrien, 

eine Ruptur der äußeren Mitochondrienmembran und schließlich die Freiset-

zung apoptotischer Mediatoren. Durch den Zusammenbruch des Protonengra-

dienten kommt es zur Entkopplung der oxidativen Phophorylierung, welche zu 

einer ATP Depletion führt. Moleküle mit einem niedrigen Molekulargewicht und 

Ionen können nun ebenfalls in die Matrix der Mitochondrien diffundieren. Dies 

führt dazu, dass die unter physiologischen Umständen bestehenden Gradien-

ten, zwischen dem Zytosol und der Matrix der Mitochondrien, zusammenbre-

chen und das akkumulierte Ca2+ aus der Matrix ausströmen kann. Die hohe 

Proteinkonzentration in der Matrix und der daraus resultierende hohe kolloid-

osmotische Druck, verursachen eine Schwellung der Mitochondrien.81 Kommt 

es zur Ruptur der äußeren Mitochondrienmembran gelangen Cytochrom C und 

andere proapoptotische Proteine in das Zytosol.82,83  

Die mPT scheint ein wichtiger Baustein eines Reperfusionsschadens zu sein 

und bietet somit ein effektives Ziel der Kardioprotektion.84-86 Martin Crompton 

beschrieb erstmals, dass die mPT auf einen Reperfusionsschaden des Herzens 

nach einer Ischämie hindeutet.87,88 Andere Arbeiten bestätigten, dass bei Re-

perfusionsschäden mPT auftritt und dass die Verhinderung von mPT einen 

Schutz vor Reperfusionsschäden darstellt.89,90  
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Als Erklärung für die Durchlässigkeit der inneren Mitochondrienmembran und 

der Ausbildung der mPT nahm man an, dass sich eine sogenannte Mitochond-

rial Permeability Transition Pore (mPTP) bildet. Dabei werden die äußere und 

innere Mitochondrienmembran über eine Art Proteinkomplex miteinander ver-

bunden und es kommt zur Ausbildung der mPTP. Als Bestandteile dieses Multi-

komplexes wurden unter anderem der spannungsabhängige Anionenkanal 

(VDAC), das Translocator Protein (TSPO), welche sich beide in der äußeren 

Mitochondrienmembran befinden, sowie der Adenin Nukleotidtransporter (ANT) 

der inneren Mitochondrienmembran und die in der Matrix befindliche Peptidyl-

Prolin Isomerase Cyclophilin D (CypD), diskutiert.91-93 Jedoch konnte durch ge-

netische Modifikationen gezeigt werden, dass trotz Verlust von ANT94, VDAC95, 

und TSPO96 eine mPT ausgelöst werden kann. Neuere Studien weisen darauf 

hin, dass die mPTP durch ein Dimer der FOF1-ATP-Synthase gebildet wird. Es 

konnte gezeigt werden, dass das regulatorisch wirkende CypD abhängig von Pi 

(anorganisches Phophat), an die Untereinheiten b, d und oligomycin sensitivity-

conferring protein (OSCP) bindet.97,98 Mäuse mit einem CypD Mangel scheinen 

vor einem Reperfusionsschaden in vivo geschützt zu sein, während in vitro de-

ren Mitochondrien keine Schwellung und keine mPT aufwiesen.99 Dies unter-

streicht die essentielle Rolle der mPTP, wobei die genauen molekularen Me-

chanismen noch weiterer Aufklärung bedürfen. 

 

1.3 Fragestellung 

Gerschman begründete erstmals die Toxizität von Sauerstoff, durch die Bildung 

von freien Radikalen und deren oxidativen Eigenschaften. Sie postulierte eben-

falls, dass eine Sauerstoffkonzentration von 20% möglicherweise toxisch ist und 

die Zunahme von Sauerstoff in der Atmosphäre die Evolution eines zellulären 

Abwehrmechanismus bewirkte.100 Diese These wurde gestützt, durch die Be-

obachtung, dass anaerobe Bakterien, welchen die Enzyme Katalase und Su-

peroxiddismutase fehlen, unter physiologischen Sauerstoffbedingungen nicht 

lebensfähig sind. Erhöhte Sauerstoffkonzentrationen können, appliziert über 
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einen größeren Zeitraum von Tagen, zu einer Schädigung der menschlichen 

Lunge führen.101 In Tierversuchen konnte eine letale Schädigung der Lunge 

durch Sauerstoff beobachtet werden.102,103 Eine Hyperoxie führt zu einer Vaso-

konstriktion in der Endstrombahn vieler Organe, die maßgeblich auf die Bildung 

von ROS zurückzuführen ist.9,10,104,105 Des Weiteren scheint eine erhöhte 

Sauerstoffkonzentration einen reduzierenden Effekt auf das Schlagvolumen und 

die Herzfrequenz zu haben, woraus ein vermindertes Herzzeitvolumen 

folgt.5,106,107 Aber auch für ein erhöhtes Risiko einer Atemwegsentzündung108 

und für Störungen des Blutglukosespiegels109 werden hohe inspiratorische 

Sauerstoffkonzentrationen verantwortlich gemacht. Es werden aber auch positi-

ve Effekte wie eine verbesserte Heilung kolorektaler Anastomosen110, die Re-

duktion von postoperativer Übelkeit und Erbrechen111,112 beschrieben und es 

wird ein möglicher positiver Einfluss auf die postoperative Wundheilung113-117 

diskutiert. 

Lange Zeit galt die Gabe von 100% Sauerstoff als therapeutische Notfallmaß-

nahme erster Wahl bei akuten Krankheitsbildern wie dem akuten Koronarsyn-

drom, Schlaganfall oder unter Reanimation.118-120 In den aktuellen Leitlinien des 

European Resuscitation Councils (ERC) wird die Gabe von Sauerstoff weitaus 

kritischer gesehen und nur noch empfohlen bei Symptomen von Dyspnoe, 

Herzinsuffizienz und Zeichen der Hypoxie.121  

Bisweilen gibt es wenige prospektive, randomisierte und verblindete Studien zu 

den Effekten einer Hyperoxie in den Bereichen der Anästhesie und Intensivme-

dizin. Ebenso ist die Datenlage zur optimalen perioperativen FiO2 uneinheitlich 

und wird kontrovers diskutiert. Es konnte bisher weder bewiesen noch widerlegt 

werden, dass eine hohe inspiratorische Sauerstoffkonzentration zur Verbesse-

rung des perioperativen Outcomes beiträgt. Zudem untersuchten Studien, wel-

che auf volatile Anästhetika und mitochondriale Funktion oder die Modulation 

von oxidativem Stress Bezug nehmen, mehrheitlich vor allem die Konditionie-

rung durch Anästhetika, wohingegen Änderungen der mitochondrialen Respira-

tion unter einer Allgemeinanästhesie per se nicht analysiert wurden. 
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Daher war das Ziel dieser Arbeit Veränderungen mitochondrialer Atmungsket-

tenfunktionen und die hieraus resultierenden oxidativen Schäden unter einer 

inhalativen Anästhesie mit Sevofluran in Abhängigkeit von der inspiratorischen 

Sauerstoffkonzentration zu untersuchen.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Versuchsgenehmigung 

Nach Antragstellung gemäß dem Tierschutzgesetz über Versuche an lebenden 

Tieren, wurde von der zuständigen Behörde der Regierung von Unterfranken in 

Würzburg die Tierversuchsgenehmigung unter dem Aktenzeichen 10/12 erteilt. 

 

2.2 Präparation der Versuchstiere 

2.2.1 Versuchstiere 

Bei den Versuchstieren handelte es sich um männliche C57BL/6 Mäuse im Al-

ter von sieben Wochen (Harlan Laboratories, Inc., Niederlande). Die Tiere wur-

den für mindestens eine Woche nach Ankunft im Tierstall der Universitätsklink 

in einem geregelten 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. In dem Tier-

stall herrschten Standardbedingungen mit konstanter Umgebungstemperatur 

von 22°C und einer Luftfeuchtigkeit von 50-60%. Alle Tiere erhielten feste Nah-

rung und Wasser ad libitum. 

 

2.2.2 Anästhesie und Beatmung 

Die Versuchstiere wurden einer von 4 Studiengruppen randomisiert zugeordnet. 

Bei Tieren welche in die Wildtypgruppe (WT) randomisiert wurden, erfolgte die 

Euthanasie durch zervikaler Dislokation ohne weitere Interventionen. Die Tiere 

die den 3 weiteren Gruppen zugeordnet wurden erhielten eine Sevoflurannar-

kose mit unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen. Zur Einleitung der Nar-

kose wurde 60 µg/ g Pentobarbital-Natrium verwendet, welches den Mäusen 

intraperitoneal injiziert wurde und zur Aufrechterhaltung der Narkose bei Bedarf 

nachgegeben wurde. Zur Überprüfung der Narkosetiefe wurde im Verlauf wie-

derholt der Kornealreflex und der Fußwegzieh-Reflex durch Druckreiz auf die 

Hinterpfoten getestet. Um die Körpertemperatur der Mäuse, welche rektal ge-

messen wurde, konstant bei 37 °C ± 0,1 °C zu halten, wurde sie auf eine Wär-
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meplatte gelegt. Die Tiere wurden tracheal intubiert und je nach Gruppe mit ei-

nem inspiratorischen Sauerstoffanteil von 21%, 50% oder 100% und mit einer 

MAC von 1,0 Sevofluran über 6 Stunden druckkontrolliert beatmet. Dabei be-

trug die Atemfrequenz 130 Atemzügen pro Minute, der maximale Beatmungs-

druck 30 cm H2O und der positive endexspiratorische Druck 1-3 cmH2O. Zur 

kontinuierlichen Überwachung der Herzfrequenz wurde ein Drei-Kanal-EKG 

angeschlossen.  

 

2.2.3 Organentnahme 

Nach Euthanasie der Tiere wurde für die Präparation das Fell mit flüssigem Pa-

raffin bestrichen und mit Hilfe eines Stereomikroskopes eine Thorakotomie vor-

genommen, um das Herz zu entnehmen. Anschließend erfolgte die Eröffnung 

der Bauchhöhle und zügig die Entnahme der Niere. Die Organe wurden sofort 

in eiskaltes PBS gegeben und gespült. 

 

2.3 Biochemische Auswertung 

2.3.1 Herstellung der Lysate 

Nach der Präparation der Organe wurden alle Schritte auf Eis durchgeführt und 

eiskalte Lösungen verwendet. Die Organe wurden sofort in PBS Puffer gewa-

schen und im Mitochondrienisolationspuffer 1 manuell zerkleinert. Anschließend 

wurden die Proben mit Hilfe eines Homogenisators in einem Glaszylinder und 

dem entsprechenden Glaskolben bei ca. 1500 U/ min homogenisiert.  

 

2.3.2 Mitochondrienisolation 

Das jeweilige Homogenisat wurde bei 4 °C und 800 g für 7 min zentrifugiert. 

Der Überstand wurde in ein frisches Gefäß überführt und das Pellet verworfen. 

Der Überstand wurde nun nochmals bei 4 °C und 4000 g für 20 min zentrifu-

giert. Der hierbei gewonnene Überstand wurde verworfen und das Pellet in dem 

Mitochondrienisolationspuffer 2 resuspendiert. 
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Verwendete Lösungen: 

• Mitochondrienisolationspuffer 1 (pH 7,5) 

o 0,25 mol/ l Sucrose 

o 10 mmol/ l Tris  

o 10 mmol/ l HEPES 

In H2O gelöst 

• Mitochondrienisolationspuffer 2 (pH 7,5) 

o 0,25 mol/ l Sucrose  

o 10 mmol/ l Tris  

o 10 mmol/ l HEPES  

o 1 mmol/ l EGTA  

In H2O gelöst 

 

2.3.3 Gesamtproteinbestimmung nach Bradford 

Die Proteinbestimmung erfolgte mit Hilfe der BCA Methode. Dabei werden Cu2+ 

Ionen in alkalischer Lösung mit Protein zu Cu+ Ionen reduziert. Bicinchoninsäu-

re bildet mit den Cu+ Ionen einen violetten Farbkomplex, dessen Absorption 

spektrophotometrisch bei einer Wellenlänge von 562 nm gemessen werden 

kann.122  

Für die Proteinbestimmung wurde das Thermo Scientific™ Pierce™ BCA Pro-

tein Assay Kit verwendet und die Bestimmung nach Angaben des Herstellers 

und in einer Doppelbestimmung durchgeführt. Nach Herstellung einer BSA-

Standard Verdünnungsreihe wurden die Proben 1: 25 verdünnt. Auf einer 

Mikrotiterplatte wurden pro Vertiefung je 25 µl BSA-Lösung oder Probe aufge-

tragen. Nach Zugabe von 200 µl Arbeitsreagenz wurde die Mikrotiterplatte für 

30 min bei 37 °C inkubiert. Die Absorption wurde bei einer Wellenlänge von 

562 nm mit einem Spektralphotometer gemessen und die Proteinkonzentration 

mit Hilfe der Standardwerte berechnet. 

Ein Aliquot frisch isolierter Mitochondrien wurde direkt anschließend für den 

Swelling Assay verwendet. Die isolierten Mitochondrien wurden zu einer Kon-
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zentration von 5 µg/ µl mitochondriales Protein mit Mitochondrienisolationspuf-

fer 2 verdünnt, aliquotiert und bei -37 °C gelagert. Die Membran der Organellen 

wurde durch dreimaliges Auftauen und Einfrieren fragmentiert. 

 

2.3.4 Calcium induzierte mitochondriale Schwellung 

Durch exogene Zugabe von Ca2+ kann eine mPT induziert werden, wodurch ein 

Zusammenbruch des Membranpotentials und die Zunahme des mitochondria-

len Volumens bewirkt wird. Dies führt dazu, dass die äußere Membran reißt und 

es zu einem irreversiblen Funktionsverlust kommt.123 Durch die Zerstörungen 

der Mitochondrien kommt es zu einer Absorptionsänderung, die mit Hilfe eines 

Spektralphotometers gemessen werden kann. 

Die nativen frisch isolierten Mitochondrien wurden im Mitochondrienisolations-

puffer 2 zu einer Konzentration von 50 µg/ 10 µl verdünnt und auf eine Mikroti-

terplatte aufgetragen. Jede Probe wurde je viermal auf eine Mikrotiterplatte auf-

getragen, da die Absorptionsänderung nach Zugabe von drei unterschiedlichen 

CaCl2 Konzentrationen gegen eine Probe ohne Zugabe von CaCl2 gemessen 

wurde. Zu allen Proben wurde zügig Swelling Puffer zugegeben zu einer Prote-

inendkonzentration von 2 mg/ ml. Nach Zugabe von CaCl2 zu einer Endkon-

zentration von 50 µmol/ l, 100 µmol/ l und 200 µmol/ l je Mitochondrienprobe 

wurde die Absorptionsänderung bei 540 nm jede Minute mit einem Spektralpho-

tometer über 10 min gemessen.  

Verwendete Lösung: 

• Swelling Puffer (pH 7,6) 

o 120 mmol/ l KCl 

o 20 mmol/ l MOPS 

o 10 mmol/ l Tris 

o 5 mmol/ l KH2PO4 

In H2O gelöst 
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2.3.5 Citrat Synthase Aktivitätsmessung 

Die Citrat Synthase ist das Schlüsselenzym im Citratzyklus und gilt als ein en-

zymatischer Marker der mitochondrialen Matrix.124 Der Citratzyklus ist über 

NADH und FADH2 mit der Atmungskette verbunden. Die Aktivität der Citrat 

Synthase wird mit Hilfe des Ellmann’s Reagenz DTNB bestimmt.125 Dabei kata-

lysiert die Citrat Synthase die Kondensation von Oxalacetat mit Acetyl-CoA zu 

Citrat und CoA-SH. DTNB reagiert nun mit CoA-SH zu TNB, welches sein Ab-

sorptionsmaximum bei 412 nm hat. Die Intensität der Absorption von TNB ist 

proportional zu der Aktivität der Citrat Synthase. 

Acetyl-CoA + Oxalacetat + H2O → Citrat + CoA-SH 

CoA-SH + DTNB → TNB + CoA-TNB 

 

Für die Bestimmung der Citrat Synthase Aktivität wurden die Mitochondrienlysa-

te zu einer Konzentration von 30 µg/ 30 µl mitochondriales Protein mit dem Mi-

tochondrienisolationspuffer 2 verdünnt. Alle für den Test benötigten Lösungen 

wurden vorbereitet und die Proben in einer Doppelbestimmung gemessen. Es 

wurde eine Leerprobe mit Mitochondrienisolationspuffer ohne Mitochondrienly-

sat mitgeführt. Die Proben wurden auf eine Mikrotiterplatte aufgetragen und je 

30 µl 0,1% Triton™ X-100 Lösung zugegeben. Anschließend wurden je 225 µl 

Tris-Lösung und auf 30 °C vorgewärmtes 2,5 µl DTNB und 2,5 µl Acetyl-CoA 

zugegeben. Die Ellmann’s Reaktion wurde mit 12,5 µl Oxalacetat gestartet, 

welches ebenfalls auf 30 °C vorgewärmt wurde. Die Absorptionsänderung wur-

de bei 405 nm alles 10 s in einem Spektralphotometer über 30 Zyklen gemes-

sen. 

Verwendete Lösungen: 

• 0,1 mol/ l Tris in H2O, pH 8 

• 0,1% Triton™ X-100 in PBS  

• 0,01 mol/ l DTNB in Ethanol 

• 0,01 mol/ l Oxalacetat in H2O 

• 0,03 mol/ l Acetyl-CoA in H2O 
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2.3.6 Superoxiddismutase Aktivitätsmessung 

Superoxiddismutasen sind Enzyme, welche die Reaktion von Hyperoxid-

Anionen zu Wasserstoffperoxid und Sauerstoff katalysieren. 

Für die Aktivitätsbestimmung der SOD wurde ein kommerziell erhältliches As-

say Kit verwendet. Der Test wurde anhand der Herstellerangaben durchgeführt. 

Das Testprinzip beruht auf der Reaktion von Superoxid-Anionen mit WST-1 zu 

einem wasserlöslichen Formazan Farbstoff. Diese Reaktion wird durch die Su-

peroxiddismutase inhibiert. Da die Absorption von WST-1 Formazan bei 440 nm 

proportional zu der Menge an Superoxid-Anionen ist, kann die Superoxiddis-

mutase Aktivität indirekt über die Inhibition durch eine geringere Farbentwick-

lung gemessen werden. 

Nach Herstellung der Lösungen, wurden auf eine Mikrotiterplatte je 20 µg/ 20 µl 

Mitochondrienlysat in Mitochondrienisolationspuffer 2 aufgetragen. Es wurde je 

eine Leerprobe 1 ohne Mitochondrienlysat, eine Leerprobe 2 ohne Enzymlö-

sung und eine Leerprobe 3 ohne Mitochondrienlysat und Enzymlösung mitge-

führt. Anschließend wurden 200 µl Arbeitsreagenz zu jeder Probe und den 

Leerproben zugegeben. Es wurden 20 µl Verdünnungspuffer zu Leerprobe 2 

und 3 zugegeben und 20 µl Enzymlösung zu jeder Probe und der Leerprobe 1. 

Nach vorsichtigem Schütteln wurde die Mikrotiterplatte bei 37 °C 20 min inku-

biert und danach die Absorption bei 450 nm in einem Spektralphotometer ge-

messen.  

Die Aktivität wurde mit Hilfe der folgenden Formel berechnet:  

SOD Aktivität (Inhibitionsrate in %) = [((OD Leerprobe 1 - OD Leerprobe 3) - 

(OD Probe - OD Leerprobe 2)) / (OD Leerprobe 1 - OD Leerprobe 3)] x 100 

 

2.3.7 Messung der Proteincarbonylierung 

Die Proteincarbonylierung ist die häufigste, sowie irreversible oxidative Modifi-

kation des Proteoms. Zur Bestimmung der Carbonylierung wurde ein Protokoll 

basierend auf der Reaktion zwischen 2,4-Dinitrophenylhydrazine (DNPH) und 

den Carbonylgruppen der oxidierten Proteine angewendet. In diesem Testan-
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satz wurde nach Inkubation mit DNPH Natriumhydroxid zugegeben, welches 

das Absorptionsmaximum der derivatisierten Proteine von 370 nm auf 450 nm 

verschiebt. Somit kommt es zu weniger Interferenzen durch DNPH und die Pro-

ben können direkt quantifiziert werden.126 

40 µl 10 mM DNPH gelöst in 0,5 mol/ l H2PO4 wurde mit 40 µl Mitochondreinly-

sat (1 mg/ ml Proteinkonzentration) 10 min bei Raumtemperatur in einer Mikroti-

terplatte inkubiert. Anschließend wurden 20 µl 6 mol/ l NaOH zugegeben und 

weitere 10 min inkubiert. Danach wurde die Absorption bei 450 nm bei Raum-

temperatur in einem Spektralphotometer gemessen.  

 

2.3.8 Photometrische Komplex Aktivitätsmessungen 

2.3.8.1 Komplex I Aktivität 

Alle Schritte der Analyse wurden auf Eis und in Doppelbestimmung durchge-

führt. Es wurde eine Leerprobe ohne Mitochondrienlysat und eine Leerprobe mit 

Mitochondrienlysat aber ohne NADH mitgeführt. Je Vertiefung wurden 15 µg 

mitochondriales Protein mit hypotonem Puffer (Tris 5 mmol/ l, pH 7,6) zu 100 µl 

Gesamtvolumen aufgefüllt. Es wurde ein Reaktionspuffer (2-fach) hergestellt 

und je 100 µl zu den Proben und den entsprechenden Leerwerten dazugege-

ben. Sofort danach wurde die Absorptionsänderung bei 540 nm bei Raumtem-

peratur in einem Spektralphotometer jede Minute über 30 Zyklen gemessen. 

Verwendete Lösung: 

• Reaktionspuffer (2-fach) Komplex I 

o 10 mmol/ l Tris pH 7,4 

o 2 mg/ ml Nitrotetrazolium Blue chloride 

o 2 mmol/ l Kaliumzyanid, aus 1 mol/ l Stocklösung in DMSO 

o 2 µmol/ l Antimycin A, aus 8 mmol/ l Stocklösung in DMSO 

o 0,2 mg/ ml NADH 

In H2O gelöst 
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2.3.8.2 Komplex II Aktivität 

Alle Schritte der Analyse wurden auf Eis und in Doppelbestimmung durchge-

führt. Es wurde eine Leerprobe ohne Mitochondrienlysat und eine Leerprobe mit 

Mitochondrienlysat, aber ohne Decylubiquinon mitgeführt. Je Vertiefung wurden 

20 µg mitochondriales Protein mit hypotonem Puffer (Tris 5 mmol/ l, pH 7,6) zu 

90 µl Gesamtvolumen aufgefüllt. Es wurde ein Reaktionspuffer (2-fach) herge-

stellt und je 100 µl zu den Proben und entsprechenden Leerproben dazugege-

ben.  Anschließend wurde 10 µl des 2 mmol/ l oxidierten Decylubiquinon dazu-

gegeben. Sofort danach wurde die Absorptionsänderung bei 540 nm bei Raum-

temperatur in einem Spektralphotometer jede Minute über 30 Zyklen gemessen. 

Verwendete Lösung: 

• Reaktionspuffer (2-fach) Komplex II 

o 10 mmol/ l Tris pH 7,4 

o 40 mmol/ l Succinylsäure  

o 2 mg/ ml Nitrotetrazolium Blue chloride  

o 2 mmol/ l Kaliumzyanid, aus 1 mol/ l Stocklösung in DMSO 

o 2 µmol/ l Antimycin A, aus 8 mmol/ l Stocklösung in DMSO 

o 10 µmol/ l Diphenyleneiodoniumchlorid, aus 10 mmol/ l Stocklö-

sung in DMSO 

o 0,2 mg/ ml NADH 

o 0,4 mmol/ l Phenazinmethosulfat  

In H2O gelöst 

 

2.3.8.3 Komplex III Aktivität 

Alle Schritte der Analyse wurden auf Eis und in Doppelbestimmung durchge-

führt. Es wurde eine Leerprobe ohne Mitochondrienlysat und eine Leerprobe mit 

Mitochondrienlysat aber ohne reduziertes Decylubiquinon mitgeführt. Je Vertie-

fung wurden 20 µg mitochondriales Protein mit dem Reaktionspuffer zu 80 µl 

Gesamtvolumen aufgefüllt. Zur Herstellung des reduzierten Decylubiquinon 

wurde das, in Ethanol zu 10 mmol/ l gelöste, Decylubiquinon mit etwas Kalium-
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borohydrid vermischt und so viel 0,1 mol/ l Salzsäure dazugegeben bis sich die 

zuvor bräunliche  Lösung entfärbt hat. Das oxidierte Kaliumborohydrid wurde 

durch Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit pelletiert und der Über-

stand mit dem nun reduzierten Decylubiquinon in ein frisches Gefäß überführt. 

Zur Stabilisierung wurde noch 3 mol/ l Salzsäure zugegeben.  

Zu den Proben und entsprechenden Leerproben wurde 10 µl des 1 mmol/ l Cy-

tochrom C und 10 µl des frisch reduzierten Decylubiquinon dazugegeben. So-

fort danach wurde die Absorptionsänderung bei 540 nm bei Raumtemperatur in 

einem Spektralphotometer alle 3 s über 180 Zyklen gemessen. 

 

2.3.8.4 Komplex IV Aktivität 

Alle Schritte der Analyse wurden auf Eis und in Doppelbestimmung durchge-

führt. Es wurde eine Leerprobe ohne Mitochondrienlysat und eine Leerprobe mit 

Mitochondrienlysat aber ohne 3,3′-Diaminobenzidine mitgeführt. Je Vertiefung 

wurden 20 µg mitochondriales Protein mit hypotonem Puffer (Tris 5 mmol/ l, 

pH 7,6) zu 100 µl Gesamtvolumen aufgefüllt.  

Zur Herstellung des reduzierten 0,22 mol/ l Cytochrom C wurde das, in 

0,1 mol/ l Natriumphosphatpuffer gelöste, Cytochrom C mit 0,5 mmol/ l Dithioth-

reitol versetzt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.  

Zu den Proben und entsprechenden Leerproben wurde 100 µl des Reaktions-

puffers (2-fach) zugegeben um die Reaktion zu starten. Sofort danach wurde 

die Absorptionsänderung bei 540 nm bei Raumtemperatur in einem Spektralp-

hotometer jede Minute über 60 Zyklen gemessen. 

Verwendete Lösung: 

• Reaktionspuffer (2-fach) Komplex IV 

o 0,1 mol/ l Cytochrom C 

o 0,1 mol/ l NaH2PO4 x H2O 

o 1 mg/ ml 3,3′-Diaminobenzidine 

In H2O gelöst 
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2.3.9 Blue Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

Zur Auftrennung intakter mitochondrialer Proteinkomplexe diente die BN-

PAGE.127,128 Hierfür wurde das PROTEAN® II xi cell- System verwendet.  

Zunächst wurde ein Gradientengel hergestellt mit den Maßen 16 x 16 x 

0,015 cm. Zur Vorbereitung der Gelkammer wurden die zwei entsprechenden 

Glasplatten mit 1,5 mm dicken Spacern in einer speziellen Halterung fixiert. Der 

Gradientenmixer wurde etwas erhöht auf einem Magnetrührer positioniert, die 

Ventile wurden geschlossen und in die Mischsäule ein Magnetstäbchen gege-

ben. Für die Herstellung des Gradientengeles wurde in die Reservoirsäule des 

Gradientenmixers ein 4% Trenngel und in die Mischsäule ein 12% Trenngel 

gegossen und der Magnetrührer gestartet. Nach Zugabe von APS und TEMED 

wurden die Ventile geöffnet und die Gelkammer befüllt. Zur Glättung der Ober-

fläche wurde, eine das Gel bedeckende Menge, Ethanol in die Gelkammer ge-

füllt. 

Nach der Polymerisation des Trenngels wurde das Ethanol entfernt und das 

Sammelgel auf das Trenngel gegossen. Anschließend wurde ein Kamm, wel-

cher 15 Vertiefungen ausspart, luftblasenfrei in das noch flüssige Sammelgel 

eingeführt. Nach vollständiger Polymerisation wurde der Kamm entfernt und die 

Elektrophoresekammer zusammengebaut. Die obere Kammer wurde mit Ka-

thodenpuffer befüllt und die Probentaschen ausgespült.  

Die vorbereiteten Proben konnten, nach 40 min Inkubation, zusammen mit dem 

Proteinstandard in die entsprechenden Probentaschen aufgetragen werden. Je 

Gel wurden einmal der Proteinstandard und 4 Proben aufgetragen. Diese 4 

Proben wurden nochmals auf das gleiche Gel aufgetragen, so dass man das 

Gel, nachdem die Proben aufgetrennt wurden, in 2 Gelhälften mit den gleichen 

4 Proben, trennen konnte. In die untere Kammer wurden 2 l Anodenpuffer ge-

füllt, die Elektrophoresekammer geschlossen und an den Stromgeber ange-

schlossen. Die Spannung wurde auf 100 V für 1 h eingestellt und anschließend 

auf 500 V bei 15 mA erhöht. Nach 12 h wurde der Stromgeber ausgeschaltet, 

das Gel entnommen und in 2 Gelhälften getrennt. Beide Gelhälften wurden 3 x 

3 min in H2O gewaschen. Die Gelhälfte auf der auch der Proteinstandard aufge-
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tragen wurde, wurde nun mit einer Coomassiefärbung gefärbt. Die andere Gel-

hälfte wurde für die in-Gel Komplex Aktivitätsmessungen verwendet. 

 

Tabelle 1: Gelzusammensetzung 

 

 Trenngel 4% Trenngel 12% Sammelgel 3% 

Acrylamid/ Bis 2,4 ml 7,2 ml 1,6 ml 

Gel Puffer (3-

fach) 6 ml 6 ml 4 ml 

H2O 9,6 ml  6,3 ml 

Glycerol 25%  4,5 ml  

APS 10% 90 µl 90 µl 100 µl 

TEMED 9 µl 9 µl 10 µl 

Gesamtvolumen 18 ml 17,7 ml 12 ml 

 

Verwendete Lösungen: 

• Probenpuffer (4-fach), pH 7,5 

o 0,1 mol/ l 6-Aminohexansäure 

o 20 mmol/ l Imidazol 

o 40% Glycerol 

o 0,1% Coomassie Blue G250 

In H2O gelöst 

• Gelpuffer (3-fach), pH 7,5 

o 1,5 mol/ l 6-Aminohexansäure 

o 75 mmol/ l Imidazol 

In H2O gelöst 

• Anodenpuffer (10-fach), pH 7,0 

o 0,25 mol/ l Imidazol 

In H2O gelöst 

• Kathodenpuffer (10-fach), pH 7,0 

o 0,5 mol/ l Tricine 
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o 75 mmol/ l Imidazol 

o 0,5% Sodium deoxycholate 

o 0,1% n-Dodecyl β-D-maltoside 

In H2O gelöst 

• Probenvorbereitung 

o 100 µg mitochondriales Protein 

o 20% Digitonin (8 g/ g Protein) 

o 50% Coomassie Blue 

o Probenpuffer (1-fach) 

Mit Mitochondrienisolationspuffer 2 auf 60 µl auffüllen 

 

2.3.10 Coomassie Färbung 

Das Gel wurde vor der Färbung in einer Fixierlösung für 30 min inkubiert. Nach 

der Fixierung wurde das Gel 1 h in einer Coomassie Färbelösung gefärbt. Um 

den Hintergrund wieder zu entfärben, wurde das Gel über Nacht bei 4 °C in 

H2O gelagert. Anschließend wurde das Gel blasenfrei in eine Folie gelegt und 

eingescannt. Die optische Dichte der Proteinbanden wurde mit dem Programm 

ImageJ ermittelt. 

Verwendete Lösungen: 

• Fixierungslösung 

o 40% Ethanol 

o 10% Essigsäure 

Mit H2O auffüllen 

• Coomassie Färbelösung 

o 10% Essigsäure 

o 6% Coomassie Blau G250 

Mit H2O auffüllen 
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2.3.11 In-Gel Komplex Aktivitätsmessungen 

Zur Bestimmung der Aktivität der Komplexe im Gel wurde das Gel in eine Scha-

le gelegt und mit dem jeweiligen Puffer auf einem Schüttler inkubiert. Die Puf-

fermenge richtete sich dabei nach der Größe der Schale. Danach wurde das 

Gel in eine Folie gelegt und eingescannt.  

Zunächst wurde das Gel mit dem Puffer für die Komplex III Aktivität für 1 h in-

kubiert. Nachdem das Gel eingescannt wurde, erfolgte die Inkubation des Gels 

mit dem Puffer für die Komplex IV Aktivität für 30 min, wonach das Gel wieder 

eingescannt wurde. Anschließend wurde das Gel in H2O gewaschen und mit 

dem Puffer für die Komplex I Aktivität 15 min inkubiert und eingescannt. Die 

optische Dichte der Proteinbanden wurde mit dem Programm ImageJ ermittelt. 

Verwendete Lösungen: 

• Komplex III Puffer 

o 0,117 mmol/ l 3,3′-Diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate 

In 50 mmol/ l Natriumphosphat, pH 7,2 

• Komplex IV Puffer 

o 0,117 mmol/ l 3,3′-Diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate 

o 0,05 mmol/ l Cytochrom C, aus 2,5 mmol/ l Stocklösung 

In 50 mmol/ l Natriumphosphat, pH 7,2 

• Komplex I Puffer 

o 1 mg/ ml Nitrotetrazolium Blue chloride 

o 0,1 mg/ ml NADH 

In 5 mmol/ l Tris, pH 7,4 
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A                                               B                             C                           D 

 

Abbildung 2: Übersicht der sequentiellen in-Gel Färbung A-D 
Die Mitochondrienlysate wurden auf ein Gradientengel (4 - 12%) aufgetragen und aufgetrennt. Durch die unspezifische Proteinfär-
bung mit Coomassie zeigen sich die Proteinbanden (A). Mit Hilfe des Proteinmarkers lassen sich die Komplexe und Superkomplexe 
in ihrer spezifischen Position bestimmen. Mit einem separaten Gel wurde die konsekutive in-Gel Aktivität dargestellt. Hierzu wurde 
das Gel konsekutiv in entsprechende Puffer getaucht und nach Inkubation eingescannt (B, C, D).  Komplex III (ca. 490 kDa) erscheint 
als bräunliche Bande,  Komplex IV (ca. 200 kDa) und seine Superkomplexe (ca. 10000 kDa) werden ebenfalls als bräunliche Banden 
im Gel sichtbar, Komplex I (ca. 1000 kDa) und Superkomplex I (ca. 2500 kDa) färben sich blau an. 
A: Anfärbung der Proteinbanden im Gel durch eine Proteinfärbung mit Coomassie , B: Darstellung der in-Gel Aktivität von Komplex 
III, C: Darstellung der in-Gel Aktivität von Komplex IV und der Superkomplexe III/IV, D: Darstellung der in-Gel Aktivität von Komplex I 
und Superkomplex I; M = Marker, WT = Wildtyp, Sevo 0,21 = 21% Sauerstoff über 360 min, Sevo 0,50 = 50% Sauerstoff über 
360 min, Sevo 1,0 = 100% Sauerstoff über 360 min, (n = 5) 
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2.4 Verwendete Chemikalien und Kits 

 

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien, Lösungen und Kits 

Chemikalie/ Lösung/ Kit Hersteller 

2,4-Dinitrophenylhydrazin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

3,3′-Diaminobenzidine Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

3,3′-Diaminobenzidine tetrahydro-

chloride hydrate 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

30% Acrylamide/Bis Solution Bio-Rad Laboratories, Inc., USA 

6-Aminohexansäure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Acetyl-CoA Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Antimycin A Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

APS Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

CaCl2 Merck KGaA, Darmstadt 

Coomassie Blue G250 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Cytochrom C Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Decylubiquinon Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Digitonin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Diphenyleneiodoniumchlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

DMSO Merck KGaA, Darmstadt 
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DTNB Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

EGTA Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Essigsäure Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Ethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Glycerol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

H2O  B. Braun Melsungen AG, Melsungen 

H3PO4 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

HEPES AppliChem GmbH, Darmstadt 

Imidazol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Kaliumborohydrid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Kaliumzyanid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

KCl Merck KGaA, Darmstadt 

KH2PO4 Merck KGaA, Darmstadt 

MOPS  Merck KGaA, Darmstadt 

NADH Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

NaH2PO4 x H2O Merck KGaA, Darmstadt 

NaOH Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

n-Dodecyl β-D-maltoside Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Nitrotetrazolium Blue chloride Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
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heim 

Oxalacetat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Paraffin Merck KGaA, Darmstadt 

PBS Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Pentobarbital-Natrium, Narcoren® Merial GmbH, Hallbergmoos 

Phenazinmethosulfat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Proteinstandard, NativeMark Un-

stained Protein Standard 

Life Technologies™ Novex®, USA 

Sevofluran Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden 

SOD Assay Kit Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Sodium deoxycholate Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Succinylsäure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Sucrose Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

TEMED Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Thermo Scientific™ Pierce™ BCA 

Protein Assay Kit 

Thermo Fisher Scientific, USA 

Tricine Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Tris  Merck KGaA, Darmstadt 

Triton™ X-100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 
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2.5 Geräte und sonstige Materialien 

 

Tabelle 3: Geräte 

Gerät Hersteller 

Beatmungsgerät, SAR-P 830 CWE Inc., Ardmore, PA 

Gradientenmischer, MX40 Itf -Labortechnik GmbH & Co. KG, Was-

serburg 

Homogenisator, IKA®RW14 basic IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen 

Intraoperatives Tierbewärmungs-

system, IOW-3703 

FMI GmbH,  Seeheim-Ober Beerbach 

Magnetrührer IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen 

Narkosegerät, Trajan 808 Drägerwerk AG & Co. KGaA in Lübeck 

PROTEAN® II xi cell Bio-Rad Laboratories, Inc., USA 

Scanner, Perfection 3200 Photo Seiko Epson Corporation, Japan 

Schüttler Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda 

Königshofen 

Spektralphotometer, Sunrise™ Tecan Group AG, Schweiz 

Stereomikroskop, OPMI-9-FC  Carl Zeiss AG, Jena 

Stromgeber, EV265 Consort Pow-

er Supply 

Hoefer Inc., USA 

Zentrifuge, 5418R Eppendorf AG, Hamburg 

Zentrifuge, Heraeus™ Megafuge™ 

16 

Thermo Fisher Scientific Inc., USA 

 

 

Tabelle 4: Sonstige Materialien 

Sonstige Materialien Hersteller 

Bildbearbeitungsprogramm Image J Wayne Rasband (NIH) 

Mikrtotiterplatte, F-Form A. Hartenstein GmbH, Würzburg 
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2.6 Statistik und Auswertung 

Die Zusammenstellung der Ergebnisse erfolgte mit Microsoft Excel 2013. 

Die statistische Analyse der Daten innerhalb und zwischen den Versuchsgrup-

pen wurde durch Varianzanalyse mittels ANOVA für wiederholte Messungen 

und post-hoc Fisher-LSD Test mit Bonferroni-Korrektur durchgeführt. 

Unterschiede der Daten zwischen den experimentellen Gruppen wurden als 

statistisch signifikant erachtet, wenn *p< 0,05 war. Alle Werte wurden als arith-

metischer Mittelwert mit Standardfehler angegeben (Mittelwert ± SD). 
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3 Ergebnisse 

Es wurden 24 männliche Black Six Mäuse 4 experimentellen Gruppen randomi-

siert zugeordnet. Die Narkoseinduktion erfolgte mittels Pentobarbital (60 µg/ g 

i. p.), endotrachealer Intubation und druckkontrollierter Beatmung. Die Inhalati-

onsnarkose wurde für weitere 6 Stunden mit 1.0 MAC Sevofluran fortgeführt. Je 

nach Versuchsgruppe wurde mit einer inspiratorischen Sauerstoffkonzentration 

von 21%, 50% oder 100% ventiliert. Am Ende des Versuchsprotokolls wurden 

Herz und Nieren entnommen. 

 

3.1 Aktivität der Citrat Synthase 

Die Citrat Synthase gilt als ein enzymatischer Marker der mitochondrialen Mat-

rix. So lässt sich über die Aktivität der Citrat Synthase der Gehalt an funktionel-

len mitochondrialen Proteinen in den Lysaten vergleichen. 

 
 
Abbildung 3: Aktivität der Citrat Synthase 
Darstellung der Aktivität der Citrat Synthase in nmol/min/mg Protein aus Mitochondrienlysate des Her-
zens (schwarzes Balkendiagramm) und der Niere (graues Balkendiagramm); WT = Wildtyp ohne Nar-
kose und Beatmung, Sevo 0,21 = 21% Sauerstoff über 360 min, Sevo 0,50 = 50% Sauerstoff über 
360 min, Sevo 1,0 = 100% Sauerstoff über 360 min, (n = 6) 
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In den Mitochondrienlysaten gab es keine signifikanten Unterschiede in der Ak-

tivität der Citrat Synthase zwischen den Gruppen. Das deutet darauf hin, dass 

in den unterschiedlichen Proben eine vergleichbare Menge funktioneller Mito-

chondrien enthalten war. 

 

3.2 Calcium induzierte mitochondriale Schwellung 

Durch exogene Zugabe von Ca2+ zu den frisch isolierten nativen Mitochondrien 

kann die Ca2+ Konzentration in der mitochondrialen Matrix erhöht werden. 

Dadurch kommt es zur mPT. Die mPT bewirkt eine Schwellung der Mitochond-

rien, welche dazu führt, dass die äußere Membran reißt. 

 

 

 

 

 

 
A  
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Weder die kardialen noch die renalen Mitochondrien zeigten signifikante Unter-

schiede in der Absorptionsänderung über die zehnminütige Messdauer. Somit 

ergab sich nach sechsstündiger inhalativer Anästhesie mit Sevofluran und diffe-

renten Sauerstoffkonzentrationen kein Unterschied in der Permeabilität der 

renalen und kardialen mitochondrialen Membranen. 

 

 

 

 

 

 

 
B 
 
Abbildung 4: Calcium induzierte mitochondriale Schwellung 
Darstellung der Calcium induzierten mitochondrialen Schwellung. Messung der Absorption bei 540 nm 
nach Zugabe von Ca2+ (100 µM) zu den frisch isolierten Mitochondrien aus Herz (A) und Niere (B); 
W = Wildtyp ohne Narkose und Beatmung, Sevo 0,21 = 21% Sauerstoff über 360 min, Sevo 0,50 = 
50% Sauerstoff über 360 min, Sevo 1,0 = 100% Sauerstoff über 360 min, (n = 6) 
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3.3 Aktivität der Superoxiddismutase 

Die kardiale Aktivität der mitochondrialen Superoxiddismutase als Inhibitionsra-

te des Enzyms zeigte in der Gruppe mit 50% Sauerstoff während der Beatmung 

eine signifikante Minderung. In den renalen Proben haben weder Sevofluran 

noch die differente Sauerstoffkonzentration einen Einfluss auf die Aktivität der 

Superoxiddismutase.  

 

 

 

 

 

 

 
 
Abbildung 5: Aktivität der mitochondrialen Superoxiddismutase 
Dargestellt ist die kardiale (schwarzes Balkendiagramm) und renale (graues Balkendiagramm) Aktivität 
der mitochondrialen Superoxiddismutase als Inhibitionsrate des Enzyms in %; *p< 0,05 vs. WT, WT = 
Wildtyp ohne Narkose und Beatmung, Sevo 0,21 = 21% Sauerstoff über 360 min, Sevo 0,50 = 50% 
Sauerstoff über 360 min, Sevo 1,0 = 100% Sauerstoff über 360 min, (n = 6) 
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3.4 Mitochondrialer Proteincarbonylierung mittels DNPH 

Als Marker der oxidativen Schädigung von Proteinen gilt die irreversible Pro-

teincarbonylierung. Viele verschiedene Mechanismen tragen zur Carbonylie-

rung von Proteinen und Aminosäuren bei. Proteincarbonylierung ist die häufigs-

te, sowie irreversible oxidative Modifikation des Proteoms.  

 

 

Die Menge an Proteincarbonylierung zeigt sich nach sechstündiger inhalativer 

Anästhesie mit differenten inspiratorischen Sauerstoffkonzentrationen im rena-

len und kardialen Gewebe unverändert. 

 

 
 
Abbildung 6: Mitochondriale Proteincarbonylierung 
Dargestellt ist die kardiale (schwarzes Balkendiagramm) und renale (graues Balkendiagramm) mito-
chondriale Proteincarbonylierung mittels DNPH bei einem Absorptionsmaximum von 450 nm; WT = 
Wildtyp ohne Narkose und Beatmung, Sevo 0,21 = 21% Sauerstoff über 360 min, Sevo 0,50 = 50% 
Sauerstoff über 360 min, Sevo 1,0 = 100% Sauerstoff über 360 min, (n = 6) 
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3.5 Aktivitäten der mitochondrialen Atmungskettenkomplexe 

mittels spezifischer photometrischer Assays 

Um herauszufinden ob unterschiedliche Sauerstoffkonzentrationen Einfluss auf 

die Aktivität der Komplexe der Atmungskette haben, wurden spezifische photo-

metrische Messungen durchgeführt.  

 

 
A 
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B 
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Sevofluran bewirkte unabhängig von der inspiratorischen Sauerstoffkonzentra-

tion in kardialen Mitochondrien signifikant erhöhte Aktivitäten der Komplexe I 

und II. In renalen Mitochondrien zeigte sich ebenfalls eine erhöhte Aktivität von 

Komplex I, jedoch keine erhöhte Aktivität von Komplex II. 

Die Aktivität von Komplex III zeigte sich unter unterschiedlichen Sauerstoffkon-

zentrationen in beiden Geweben unverändert. 

Die Aktivität von Komplex IV stieg nur unter der Verwendung einer inspiratori-

schen Sauerstoffkonzentration von 100% in kardialen Mitochondrien bzw. von 

50% und 100% in renalen Mitochondrien an.  

 

 
D 
 
Abbildung 7: Aktivitäten der Atmungskettenkomplexe I-IV, A-D 
Dargestellt sind die Aktivitäten in nmol/min/mg Protein der Atmungskettenkomplexe I, II, III und IV 
jeweils isoliert aus Herz (schwarzes Balkendiagramm) und Niere (graues Balkendiagramm); *p< 0,05 
vs. WT; #p< 0,05 vs. Sevo 1,0, WT = Wildtyp ohne Narkose und Beatmung, Sevo 0,21 = 21% Sauer-
stoff über 360 min, Sevo 0,50 = 50% Sauerstoff über 360 min, Sevo 1,0 = 100% Sauerstoff über 
360 min, (n = 6) 
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3.6 Native Gelelektrophorese zur Charakterisierung mito-

chondrialer Superkomplexe 

Für die Darstellung der in-Gel Aktivität intakter mitochondrialer Proteinkomplexe 

und ihrer Superkomplexe diente die BN-PAGE Elektrophorese. Hierbei lassen 

sich die Superkomplexe abhängig von Größe und Struktur von den Komplexen 

trennen. Die Proteine werden dabei nicht denaturiert und liegen in ihrer nativen 

Form vor, so dass die Katalyse ihrer spezifischen Reaktionen noch gegeben ist. 

Durch Zugabe der entsprechenden Substrate kann somit die jeweilige Reaktion 

ausgelöst und durch Kopplung an Nebenreaktionen makroskopisch sichtbar 

gemacht werden. 
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3.6.1 Komplex I in-Gel Aktivität in kardialen Mitochondrien 

Komplex I aus den kardialen Mitochondrien zeigte keine Veränderung bezüglich 

seiner Aktivität bei unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen. Die Super-

komplex I Aktivität stieg mit zunehmender Sauerstoffkonzentration an, jedoch in 

einem nicht signifikanten Ausmaß. 

 

 
A B 
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Abbildung 8: Kardiale Komplex I in-Gel Aktivität nach BN-PAGE 
Anfärbung der Proteinbanden im Gel durch eine Proteinfärbung mit Coomassie (A) und Darstellung der 
in-Gel Aktivität von Komplex I und seiner Superkomplexe (B); Darstellung der Komplex I (C) und Super-
komplex I (D) in-Gel Aktivität nach Auswertung mit Image J; M = Marker , WT = Wildtyp, Sevo 0,21 = 
21% Sauerstoff über 360 min, Sevo 0,50 = 50% Sauerstoff über 360 min, Sevo 1,0 = 100% Sauerstoff 
über 360 min, OD = Optische Dichte, (n = 5) 
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3.6.2 Komplex I in-Gel Aktivität in renalen Mitochondrien 

Die Aktivität von renalem Komplex I und Superkomplex I nahm mit höherer in-

spiratorischer Sauerstoffkonzentration zu. Bei einer Beatmung mit 50% Sauer-

stoff erhöhte sich die Aktivität signifikant im Vergleich zum Wildtyp. Bei 

100%iger Sauerstoffkonzentration kam es zu einem signifikanten Anstieg der 

Aktivität im Vergleich zum Wildtyp und einer Beatmung mit 21% Sauerstoff über 

6 Stunden. 

 

 

A B 
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C 
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Abbildung 9: Renale Komplex I in-Gel Aktivität nach BN-PAGE 
Anfärbung der Proteinbanden im Gel durch eine Proteinfärbung mit Coomassie (A) und Darstellung der 
in-Gel Aktivität von Komplex I und seiner Superkomplexe (B); Darstellung der Komplex I (C) und Super-
komplex I (D) in-Gel Aktivität nach Auswertung mit Image J; *p< 0,05 vs. WT; #p< 0,05 vs. Sevo 0,21, 
M = Marker , WT = Wildtyp, Sevo 0,21 = 21% Sauerstoff über 360 min, Sevo 0,50 = 50% Sauerstoff 
über 360 min, Sevo 1,0 = 100% Sauerstoff über 360 min, OD = Optische Dichte, (n = 5) 
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3.6.3 Komplex III und Superkomplex III/IV in-Gel Aktivität in kardialen 

Mitochondrien 

Unter variierenden inspiratorischen Sauerstoffkonzentrationen kam es zu kei-

nen Veränderungen der Aktivität von kardialem Komplex III und Superkomplex 

III/IV.  
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Abbildung 10: Kardiale Komplex III und Superkomplex III/IV in-Gel Aktivität nach BN-PAGE 
Anfärbung der Proteinbanden im Gel durch eine Proteinfärbung mit Coomassie (A) und Darstellung der in-
Gel Aktivität von Komplex III und Superkomplex III/IV (B), Darstellung der Komplex III (C) und Superkom-
plex III/IV (D) in-Gel Aktivität nach Auswertung mit Image J; M = Marker , WT = Wildtyp, Sevo 0,21 = 21% 
Sauerstoff über 360 min, Sevo 0,50 = 50% Sauerstoff über 360 min, Sevo 1,0 = 100% Sauerstoff über 
360 min, OD = Optische Dichte, (n = 5) 
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3.6.4 Komplex IV in-Gel Aktivität in kardialen Mitochondrien 

Kardialer Komplex IV zeigte in seiner Aktivität keine Unterschiede bei unter-

schiedlichen Sauerstoffkonzentrationen während der sechsstündigen inhalati-

ven Anästhesie. 
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Abbildung 11: Kardiale Komplex IV in-Gel Aktivität nach BN-PAGE 
Anfärbung der Proteinbanden im Gel durch eine Proteinfärbung mit Coomassie (A) und Darstellung der 
in-Gel Aktivität von Komplex IV (B); Darstellung der Komplex IV in-Gel Aktivität (C) nach Auswertung 
mit Image J; M = Marker , WT = Wildtyp, Sevo 0,21 = 21% Sauerstoff über 360 min, Sevo 0,50 = 50% 
Sauerstoff über 360 min, Sevo 1,0 = 100% Sauerstoff über 360 min, OD = Optische Dichte, (n = 5) 
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3.6.5 Komplex IV in-Gel Aktivität in renalen Mitochondrien 

Ebenso wie in der kardialen Komplex IV Aktivität gab es in der renalen Komplex 

IV Aktivität keine Unterschiede bei variierenden Sauerstoffkonzentrationen wäh-

rend der sechsstündigen Narkose mittels Sevofluran. 
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Abbildung 12: Renale Komplex IV in-Gel Aktivität nach BN-PAGE 
Anfärbung der Proteinbanden im Gel durch eine Proteinfärbung mit Coomassie (A) und Darstellung der in-
Gel Aktivität von Komplex IV (B); Darstellung der Komplex IV in-Gel Aktivität (C) nach Auswertung mit 
Image J; M = Marker , WT = Wildtyp, Sevo 0,21 = 21% Sauerstoff über 360 min, Sevo 0,50 = 50% Sauer-
stoff über 360 min, Sevo 1,0 = 100% Sauerstoff über 360 min, OD = Optische Dichte, (n = 5) 
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4 Diskussion 

In der vorliegenden Studie untersuchten wir den Einfluss einer Sevoflurannar-

kose auf die Funktionalität der mitochondrialen Atmungskette in Abhängigkeit 

der inspiratorischen Sauerstoffkonzentration. Es zeigte sich nach sechsstündi-

ger inhalativer Anästhesie eine signifikant erhöhte Aktivität des respiratorischen 

Komplex I, sowohl im Herzen als auch in der Niere. Die Aktivität der Komplexe 

III und IV wurde durch die inspiratorische Sauerstoffkonzentration nicht beein-

flusst.  

Es ist bekannt, dass volatile Anästhetika die mitochondriale Atmungskette be-

einflussen können. So bewirkt Isofluran sowohl eine Abnahme des mitochondri-

alen Membranpotentials und dadurch eine verbesserte respiratorische Funktion, 

als auch eine verminderte mitochondriale Ca2+ Aufnahme und hat Einfluss auf 

die ROS Produktion.129-131 Hanley et al. konnten in submitochondrialen Partikeln 

aus Schweineherzen zeigen, dass hohe Konzentrationen von Halothan, 

Sevofluran und Isofluran die Enzymaktivität von Komplex I inhibieren. In ihrer 

Studie führte Sevofluran nach 20minütiger Inkubation mit einem MAC von 2.6 

zu einer Reduktion von 15%, Isofluran führte mit einer MAC von 3.2 zu einer 

Reduktion von 19% der Komplex I Aktivität, während Komplex II, III, und IV we-

der von Isofluran noch von Sevofluran beeinflusst wurden.132 Interessanter-

weise erhielten wir zu diesen in vitro Ergebnissen gegenteilige Ergebnisse in 

vivo. Unsere Studie zeigte eine erhöhte Aktivität von Komplex I, II und IV, wel-

che bei Komplex I und II unabhängig von der inhalativen Sauerstoffkonzentrati-

on zu sein scheint. Um die klinische Situation großer Operationen besser abbil-

den zu können, wählten wir jedoch ein experimentelles Setup mit einer MAC 

von 1.0 über eine Dauer von 6 Stunden. Die Beeinflussung der mitochondrialen 

Funktion konnte auch unter myokardialer Ischämie und Reperfusion in einer 

Studie von Lotz et al. gezeigt werden. Hierbei führte die 30-minütige Applikation 

von Isofluran mit einem MAC von 1.0 zur Reduktion des ischämischen Scha-

dens und dem Erhalt der Aktivitäten des Atmungskettenkomplex III, sowie von 

Superkomplexen aus III und IV. Allerdings zeigte sich keine signifikante Ände-
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rung der mitochondrialen Komplex-Aktivitäten nach der 30-minütiger Isofluran 

Narkose im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Isofluranexposition.133 Diese Er-

gebnisse deuten im Vergleich zu den hier beobachteten Aktivitätsveränderun-

gen auf eine Abgängigkeit zur Expositionsdauer hin. 

Die in unserer Studie erhöhte Aktivität von renalem und kardialem Komplex I, 

als auch von kardialem Komplex II, deutet auf eine erhöhte Respirationsrate 

unter inhalativer Anästhesie hin. Dies war jedoch nur teilweise abhängig von 

der inspiratorischen Sauerstoffkonzentration. Eine erhöhte Aktivität unter Ver-

wendung von mindestens 50% inspiratorischer Sauerstoffkonzentration zeigte 

sich bei Komplex IV, als finaler Teil der mitochondrialen Elektronentransportket-

te. Die Kombination aus Sevoflurannarkose und erhöhtem Sauerstoffangebot 

erhöht in unserer Studie die katalytische Aktivität von Komplex I, II und IV. In 

verschiedenen mitochondrialen Erkrankungen ist eine verminderte Aktivität von 

z.B. Komplex I mit einer erhöhten Produktion von ROS beschrieben.134-137 Ist 

die katalytische Aktivität von Komplex I durch Mutation, Schädigung oder Inhibi-

tion vermindert, führt dies zu einer Erhöhung des NADH/NAD+ Verhältnisses, 

wodurch es wiederum zu einem Anstieg der ROS Bildung kommt. Studien deu-

ten darauf hin, dass es durch eine gesteigerte Aktivität von Komplex I zu einem 

protektiven Effekt durch eine verminderte ROS Produktion kommt.138-140  

Zusätzlich untersuchten wir Veränderungen in den mitochondrialen respiratori-

schen Superkomplexen. Die mitochondrialen respiratorischen Superkomplexe 

liegen in unterschiedlichen Stöchiometrien meist aus Komplex I mit III oder IV 

vor. Es wird angenommen, dass durch die Zusammenlagerung der Komplexe 

ein effizienterer Elektronentransfer begünstigt wird und zum anderen mehr 

Schutz vor oxidativem Stress besteht. So scheint es, durch eine Trennung oder 

Verhinderung der Zusammenlagerung von Komplex I und III, zu einer gesteiger-

ten Generation von Superoxiden durch Komplex I zu kommen.40 Es ist anzu-

nehmen, dass die Rolle der Superkomplexe innerhalb des mitochondrialen und 

zellulären Redoxsystems weitaus komplexer ist, da die Zusammenlagerung 

dieser großen Strukturen ebenfalls das Level der ROS, welche an der Signal-

transduktion beteiligt sind, mit beeinflusst. Umgekehrt scheinen Sauerstoffradi-
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kale an dem Feedback auf die Superkomplex Formation während einer Hypoxie 

beteiligt zu sein.141 Zusammenfassend lässt sich daraus folgern, dass die For-

mation von mitochondrialen respiratorischen Superkomplexen eine zentrale 

Bedeutung für die Funktion der Atmungskette, als auch für die Balance des zel-

lulären Redoxsystems hat. Interessanterweise veränderte sich die Komplex I 

Aktivität im Herzen nicht wenn dieser als Superkomplex vorlag, wohingegen die 

Ergebnisse der renalen Proben weitestgehend mit den Einzelkomplexmessun-

gen übereinstimmen. Sauerstoffkonzentrationen ab 50% erhöhen signifikant 

den Substratumsatz der supramolekularen Anordnung der Komplexe.  

Die unbeeinträchtigte Formation, Interaktion und Funktion der respiratorischen 

Komplexe I, III/IV in Superkomplexen im Herzen und in der Niere, deuten auf 

eine intakte mitochondriale Respiration nach sechsstündiger inhalativer Anäs-

thesie hin, wohingegen höhere Sauerstoffkonzentrationen eine schnellere En-

zymkinetik bewirken. 

Wir konnten hierbei keine toxischen Effekte durch die Zufuhr der supraphysio-

logischen Sauerstoffkonzentrationen beobachten. Trotz der Zufuhr von 100 % 

Sauerstoff waren keine oxidativen Schäden des mitochondrialen Proteoms oder 

der mitochondrialen Membranen vorhanden. Sowohl die Superoxid Produktion 

als auch die Proteincarbonylierung und die mitochondriale Suszeptibilität ge-

genüber der Ca2+ induzierten Schwellung blieben unverändert. 

Dies ist vor allem hinsichtlich der Tatsache interessant, dass Komplex I als 

wichtige Quelle der Superoxid Produktion identifiziert wurde und dessen gestei-

gerte Aktivität auf erhöhten oxidativen Stress hinweisen könnte.53,142,143 Dieser 

könnte andererseits auch nur unter besonderes hohem Stress wie z. B. einem 

Ischämie und Reperfusionsschaden auftreten. Eine erhöhte Respirationsrate 

per se ist jedoch nicht mit einer erhöhten Superoxid Produktion assoziiert, im 

Gegensatz zu der Rate des Sauerstoffverbauches. Limitierter Sauerstoffver-

brauch durch eine inaktivierte ATPase, ein hohes NADH/NAD+ Verhältnis oder 

Hypoxie, verstärkt die Reduktion von Cofaktoren der mitochondrialen Atmungs-

kette und begünstigt die ROS Entstehung vor allem über Komplex III.144-146 Die-

se Szenarien lagen in der aktuellen Studie nicht vor.  
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Dies spiegelt sich auch in der Messung der Superoxid Dismutase (SOD) wie-

der. Die SOD katalysiert die Disproportionierung von Superoxiden. Genauso 

wie die Katalase und Glutathion Peroxidase gehört die SOD somit zu den zellu-

lären Antioxidantien und dient dem Schutz der Zelle vor oxidativem Stress.147 

Die zytosolische Isoform (SOD1) enthält Kupfer und Zink, die mitochondriale 

Isoform (SOD2), welche in der aktuellen Studie untersucht wurde, enthält Man-

gan im aktiven Zentrum. In den untersuchten Geweben konnte keine Änderung 

der Superoxiddismutaseaktivität festgestellt werden, was auf keine erhöhte 

ROS Produktion aufgrund hoher inspiratorischer Sauerstoffkonzentrationen in 

Verbindung mit Sevofluran hindeutet. Unser Ergebnis deckt sich mit einer Stu-

die von Gupta et al. bei welcher es zu einer Überexpression der SOD2 in muri-

nen pulmonalarteriellen Muskelzellen, jedoch nicht zu einem Aktivitätsanstieg 

nach einer Hyperoxie von 95 % Sauerstoff über 24 Stunden, kam.148 

Teilweise konnte für Sevofluran auch eine antioxidative Wirkung nachgewiesen 

werden.149-151 Der Schutz vor oxidativen Schäden bei einer Bypass Operation 

scheint unter eine Sevoflurannarkose größer zu sein als unter einer Anästhesie 

mit Propofol.151 In anderen Studien zeigten sich ähnliche Effekte von Propofol 

und Sevofluran, dagegen trat unter einer Desflurannarkose erhöhter oxidativer 

Stress auf.152 Insgesamt zeigen diverse volatile Anästhetika einen Anstieg der 

ROS Generation in unterschiedlichen Organen, vermutlich aufgrund einer mil-

den Entkopplung der Elektronentransportkette.130,153,154  Dies scheint jedoch im 

Sinne einer Präkonditionierung auch dafür verantwortlich zu sein, dass es wäh-

rend einer Ischämie und Reperfusion zu einer verringerten ROS Produktion 

kommt und somit der initiale Anstieg an ROS über eine protektive Wirkung ver-

fügt.155,156 In der hier vorliegenden Studie konnte ein Anstieg des oxidativen 

Stresses unter einer sechstündigen Sevoflurannarkose weder in den kardialen 

noch in den renalen Mitochondrienisolaten nachgewiesen werden. Irreversible 

Änderungen durch oxidative Proteinmodifikation, welche durch ROS verursacht 

werden können waren nicht detektierbar. 

Es ist sehr wahrscheinlich, dass eine übermäßige ROS Bildung mitochondriale 

Dysfunktion verursacht, an der mPT beteiligt ist,159 und den Verlauf der Zell-
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schädigung hin zur Nekrose bzw. Apoptose beschleunigt157,158. Die Mitochond-

rial Permeability Transition (mPT) beschreibt einen abrupten Anstieg der Durch-

lässigkeit der inneren Mitochondrienmembran für lösliche Stoffe, welche größer 

als 1500 Da sind. Man nimmt an, dass dies auf eine Öffnung eines Kanals in 

der inneren Mitochondrienmembran zurückzuführen ist, welche als sogenannte 

Mitochondrial Permeability Transition Pore (mPTP) bezeichnet wird. Neuere 

Studien zeigen, dass die ATP Synthase in Form von Dimeren am Aufbau der 

mPTP beteiligt sein könnte.97,160 Oxidativer Stress oder eine intrazelluläre Cal-

ciumerhöhung führen zu einer Öffnung der mPTP. In unserer Studie zeigten 

sich keine erhöhte mitochondriale Suszeptibilität gegenüber der Ca2+ induzier-

ten Schwellung. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Ergebnissen der Messung 

der Superoxiddismutase und der Proteincarbonylierung, welche ebenfalls auf 

keinen erhöhten oxidativen Stress hindeuten. Es konnte bereits gezeigt werden, 

dass Sevofluran im Sinne einer Postkonditionierung einen protektiven Effekt auf 

die mPTP hat.161,162 Eine erhöhte inhalative Sauerstoffkonzentration scheint in 

Kombination mit einer Sevoflurannarkose somit per se keinen negativen Ein-

fluss auf die mitochondriale Membranstabilität zu haben.  

Bei der Interpretation der Ergebnisse der vorliegenden Studie müssen einige 

wichtige Einschränkungen berücksichtigt werden. Wir verwendeten Wildtyp Tie-

re als Referenz. Diese Tiere wurden unmittelbar vor Organentnahme durch zer-

vikale Dislokation euthanasiert und wurden keiner sechsstündigen inhalativen 

Sevoflurannarkose unterzogen. Diese Entscheidung basierte darauf, dass eine 

Vergleichbarkeit der mitochondrialen Funktion der unbehandelten Tiere mit de-

nen, welche eine inhalative Anästhesie erhalten haben, einen höheren transla-

tionalen Wert hat und weitaus mehr die molekularen Veränderungen wieder-

spiegelt. Darüber hinaus bestand das hämodynamische Monitoring nur aus 

EKG und einer Herzfrequenzmessung. Zusätzlicher operativer Stress durch die 

Anlage eines arteriellen Katheters konnte so vermieden werden, um aus-

schließlich Veränderungen in der mitochondrialen Funktion in Abhängigkeit der 

Verabreichung von Sevofluran und differenten Sauerstoffkonzentrationen dar-

zustellen. Zusätzlich wurde die Vergleichbarkeit der experimentellen Gruppen 
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erhöht. Wir wählten als Fokus in der vorliegenden Studie Herz und Niere da 

deren Funktionen eng miteinander verbunden sind. Das Herz enthält die höchs-

te mitochondriale Dichte, wohingegen die Niere im Gesamten nur die Hälfte der 

mitochondrialen Dichte des Herzens enthält. Berücksichtigt man jedoch den 

Gehalt an mtDNA pro Gramm Organ und die mitochondriale Dichte sind die 

beiden Organe vergleichbar. Das Gehirn, als weiteres interessantes Organ in 

diesem Kontext, besitzt z. B. eine sehr geringe Dichte an Mitochondrien, was 

eine zuverlässige und reproduzierbare Analyse erschwert.163  

Die Citratsynthase ist das Schlüsselenzym im Citratzyklus und gilt als ein en-

zymatischer Marker der mitochondrialen Matrix.124 In unseren Analysen der Ak-

tivität der Citratsynthase zeigten sich ähnliche Aktivitäten in allen untersuchten 

Gruppen, was auf eine gleichmäßige Aufreinigung und einen ähnlichen Gehalt 

an Mitochondrien in den Gruppen hinweist. Somit war eine gute Vergleichbar-

keit der Mitochondrienlysate gewährleistet. 

 

Zusammenfassend konnten wir in unserer Studie zeigen, dass eine Sevofluran-

narkose über mehrere Stunden auch mit höheren Sauerstoffkonzentrationen 

lediglich zu einer schnelleren Enzymkinetik der mitochondrialen Komplexe in 

Herz und Niere ohne toxische Schädigungen oder Veränderungen wie Protein-

carbonylierungen oder oxidativen Stress führt. Diese laborchemischen Daten 

könnten darauf hinweisen, dass perioperativ eine zeitlich begrenzte erhöhte 

inspiratorische Sauerstoffkonzentration keine höhergradigen irreversiblen zell- 

und organschädigenden Effekte bedingt. Damit stehen unsere laborchemischen 

Resultate im Einklang mit den klinischen Ergebnissen einer Studie von Panwar 

et al.. In dieser randomisierten, kontrollierten, unverblindeten und internationa-

len multizentrischen Studie, wurden die Effekte einer konservativen Oxygenie-

rung (Sauerstoffsättigung 88-92 %) gegenüber eines konventionellen Beat-

mungsregimes (Sauerstoffsättigung >96 %) über zwei Tage bei  erwachsenen 

beatmeten Intensivpatienten untersucht.164 Die Entwicklung von multiplen Or-

ganversagen, Verschlechterung der Lungenfunktion und anderen ungünstigen 

klinischen Folgen war in beiden Gruppen vergleichbar. Demgegenüber stehen 
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die Ergebnisse einer Studie von Girardis et al.165 Hierbei zeigte sich im Ver-

gleich einer konservativ beatmeten Gruppe (Sauerstoffsättigung 94-98 %) zu 

einer konventionell beatmeten Gruppe (97-100 %) erwachsener Intensivpatien-

ten, welche über mindestens 72 Stunden beatmet wurden, eine geringere Mor-

talität in der konservativen Gruppe. Hierbei ist zu beachten, dass in dieser Stu-

die die Beatmungszeit länger gewählt wurde als in der zuvor genannten. Des 

Weiteren wurden in beiden Studien schwerkranke Intensivpatienten einge-

schlossen, wohingegen in unserer Studie gesunde Tiere nach einer sechsstün-

digen Sevoflurannarkose untersucht wurden. 

Interessant wären weitere Untersuchungen zu Produktion und Effekten von 

Sauerstoffradikalen, vor allem in Hinsicht auf die kurzfristigen Auswirkungen 

und die Signaltransduktion. Die sehr kurze Halbwertszeit der hochreaktiven 

Sauerstoffspezies stellt dabei eine größere Herausforderung dar.166 In diesem 

Zusammenhang ist auch eine weitere Erforschung der mitochondrialen respira-

torischen Superkomplexe von zentraler Bedeutung, da wie unsere Studie zeig-

te, es einen Zusammenhang zwischen der Aktivität der Komplexe und der As-

soziation der Komplexe untereinander zu bestehen scheint. Dies wiederum 

könnte Einfluss auf die Entstehung von reaktiven Sauerstoffradikalen haben. 
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5 Zusammenfassung 

Ziel dieser Arbeit war es Veränderungen mitochondrialer Atmungskettenfunkti-

onen von murinem Herz und muriner Niere unter einer inhalativen Anästhesie 

mit Sevofluran in Abhängigkeit von der inspiratorischen Sauerstoffkonzentration 

zu untersuchen.  

In unserer in vivo Studie wurden männliche Black Six Mäuse 6 Stunden mit 

1.0 MAC Sevofluran anästhesiert. Je nach Versuchsgruppe wurde mit einer 

inspiratorischen Sauerstoffkonzentration von 21%, 50% oder 100% ventiliert. 

Am Ende des Versuchsprotokolls wurden Herz und Nieren entnommen und di-

rekt weiterverarbeitet. Es erfolgten photometrische Analysen und einer Blue 

Native Polyacrylamid Gel Elektrophorese zur Darstellung der mitochondrialen 

Komplexaktivitäten, der Proteincarbonylierung mitochondrialer Proteine und der 

Empfindlichkeit der isolierten Mitochondrien gegenüber der Ca2+ induzierten 

Schwellung. 

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass eine sechsstündige volatile 

Anästhesie zu einer deutlichen Änderung der mitochondrialen respiratorischen 

Komplexaktivitäten, sowohl in der Niere als auch im Herzen führt. Insbesondere 

wies Komplex I eine erhöhte enzymatische Aktivität auf. Die Veränderungen der 

mitochondrialen Respiration waren größtenteils unabhängig von der inspiratori-

schen Sauerstoffkonzentration und führten zu keiner mitochondrialen Schädi-

gung. Sowohl die Superoxid Produktion als auch die Proteincarbonylierung 

blieben unverändert. Die mitochondriale Empfindlichkeit gegenüber der Ca2+ 

induzierten Schwellung zeigte keine Veränderung gegenüber den Kontrolltieren. 

Somit ergaben sich keine toxischen Auswirkungen hoher Sauerstoffkonzentrati-

onen im Sinne eines erhöhten oxidativen Schadens des mitochondrialen Prote-

oms oder einer Membranschädigung. 
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