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Schwere Sepsis, septischer Schock
und konsekutives Multiorganversa-
gen sind lebensbedrohliche Kompli-
kationen systemischer Infektionen
und stellen die hdufigste Todesursa-
che von Patienten auf nichtkardiolo-
gischen Intensivstationen mit einer
Inzidenz von ca. 116/100.000 Einwoh-
nern dar [12]. In der vorliegenden
Ubersichtsarbeit sollen der Stand

der aktuellen Diskussion zum Thema
der sog. zelluldren Sauerstoffverwer-
tungsstorung im Rahmen der Sepsis
dargelegt sowie neue therapeutische
Ansatze, die sich hieraus ableiten las-
sen, erlautert werden.

Was fiihrt zum Organversagen?

Die pathophysiologischen Mechanis-
men, die vom Beginn einer Infektion bis
zum Organversagen fithren, sind kom-
plex. Schon seit Langem ist bekannt, dass
es neben der Beeintrichtigung der Ma-
krozirkulation im Rahmen der schweren
Sepsis und des septischen Schocks auch
zu ausgepragten Verdnderungen der Mi-
krozirkulation kommt. Diese sind durch
das Vorliegen einer arterioldren Vasokon-
striktion und das Offnen arteriovendser
Shunts gekennzeichnet. Die vermehr-
te Expression von Adhdsionsmolekiilen
fihrt dartiber hinaus zur Okklusion von
Kapillaren durch aktivierte Leukozyten
und Erythrozyten. In der Summe kommt

M.Wendel' - A.R. Heller? - T. Koch?

VInstitut fur Physiologie, Medizinische Fakultat Carl Gustav Carus, TU Dresden
2 Klinik fiir Anasthesiologie und Operative Intensivmedizin,
Medizinische Fakultat Carl Gustav Carus, TU Dresden

Pathomechanismen
des Organversagens

Zellulare Sauerstoffverwertungsstorung

im Rahmen der Sepsis

es zu einer groflen Heterogenitat der ka-
pilliren Perfusion mit verlingerten Tran-
sitzeiten und einem erhdhten Anteil nicht-
perfundierter Kapillaren. Dartiber hinaus
ist auch die kapillare Barrierefunktion be-
eintrachtigt; dies fithrt zu Fliissigkeitsver-
lusten aus dem Gefif3bett in das Intersti-
tium. Die beeintréchtigte Mikrozirkulati-
on und die Verldngerung der Diffusions-
strecke tragen so zur Organschiadigung im
Rahmen der schweren Sepsis und des sep-
tischen Schocks bei.

© Mangelnde zellulire
Sauerstoffverwertung tragt
zur Organdysfunktion bei

Neben der Storung des Substratangebots
wurden in den letzten Jahren auch zel-
luldre Sauerstoffverwertungsstérungen
identifiziert, die durch Entziindungs-
mediatoren und vermehrten oxidativen
Stress verursacht werden [25]. Die Beein-
trachtigung der zelluldren Sauerstoffver-
wertung und die damit verbundene redu-
zierte Adenosintriphosphat- (ATP-)Pro-
duktion werden nunmehr ebenfalls als
wichtige Faktoren fiir die Entstehung der
Organdysfunktion angesehen. Die Tatsa-
che, dass die zelluldren ATP-Spiegel in vie-
len Sepsismodellen nicht kritisch vermin-
dert sind [68], kann nicht mit einer erhal-
tenen Organfunktion und intakter oxida-
tiver Phosphorylierung gleichgesetzt wer-
den. Vielmehr koénnen préservierte ATP-

Spiegel im Rahmen der Sepsis auch In-
diz fiir die Einschriankung des zelluliren
Funktionsstoffwechsels sein [67].

Pathogenese der Sepsis

Die Sepsis wird durch ein infektidses
Agens ausgelost, das eine systemische
Entziindungsreaktion in Gang setzt; die-
se ist durch die Produktion einer Vielzahl
sowohl pro- als auch antiinflammato-
rischer Mediatoren gekennzeichnet. Das
auslosende Agens ist in der Mehrzahl der
Falle bakteriell; es konnen aber auch In-
fektionen mit Pilzen und Viren urséch-
lich sein. Die Wirtsantwort auf eine Infek-
tion mit Bakterien, Pilzen und Viren wird
durch Erkennungsmolekiile des angebo-
renen Immunsystems initiiert. Bestand-
teile der Zellwinde (Lipopolysaccharid,
Lipoteichonséure, Peptidoglykan), spezi-
fische bakterielle Proteine (Flagellin) so-
wie Nukleinsduren von Bakterien, Viren
und Pilzen, sog. pathogenassoziierte mo-
lekulare Muster (PAMP), werden durch
evolutionédr konservierte Erkennungs-
systeme identifiziert (,,pattern recogniti-
on receptors‘, PRR) und fithren zur Ein-
leitung der Abwehrreaktion des Organis-
mus. Bekannteste und am besten charak-
terisierte Vertreter der PRR sind die ,,toll-
like receptors“ (TLR), von denen bislang
beim Menschen 11 Varianten identifi-
ziert wurden, die unterschiedliche Spezi-
fitdten fiir verschiedene PAMP aufweisen
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tive Sauerstoffspezies,
RNS reaktive Stickstoff-

und zudem spezifisch subzellular verteilt
sind. So sind die TLR 3, 7, 8 und 9 nicht
auf der Zelloberfliche, sondern in Endo-
somen lokalisiert; hier erkennen sie pha-
gozytierte Pathogenstrukturen [39]. Das
bekannteste Beispiel eines PAMP ist das
Lipopolysaccharid (LPS), Zellwandbe-
standteil gramnegativer Bakterien, das
CDi14-vermittelt an den TLR4 bindet und
nachfolgend eine proinflammatorische
Signalkaskade ausl9st. Daneben existie-
ren noch weitere Systeme, die ,,nucleoti-
de-binding oligomerization domain re-
ceptors“ (NOD), die ,,retinoic acid-indu-
cible gene 1-like receptors® (RLR; [1, 28])
und die ,,C-type lectin receptors” (CLR;
[61]) auf myeloiden Zellen, die ebenfalls
an der angeborenen Pathogenerkennung
beteiligt sind.

Die Signaltransduktion, die durch Bin-
dung von PAMP an die PRR ausgelost
wird, fithrt zur Aktivierung verschiedener
Transkriptionsfaktoren, unter anderem
»nuclear factor kappa-light-chain-enhan-
cer of activated B cells“ (NF-kB) und ,,ac-
tivator protein-1“ (AP-1), die die Expressi-
on proinflammatorischer Molekiile indu-
zieren. So wird innerhalb weniger Stun-
den die Bildung von Zytokinen und Che-
mokinen, Adhésionsmolekiilen und der
inflammatorisch induzierbaren Enzyme
Zyklooxygenase- (COX-)2 und induzier-
bare Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS)
sowie weiterer Botenstoffe, darunter auch

spezies

das ,,High-mobility-group-box-1“-Prote-
in (HMGBA1), hochreguliert. Letzteres ist
ein nukleéres Protein, das sowohl von ak-
tivierten Monozyten und Makrophagen
sezerniert als auch von nekrotischen Zel-
len freigesetzt wird [81] und an TLR 2 so-
wie TLR 4 bindet [56]. Hierdurch kann ei-
ne Entziindungsreaktion in Abwesenheit
von Pathogenen aufrechterhalten kann. Es
bindet dariiber hinaus auch an den ,re-
ceptor for advanced glycation endpro-
ducts“ (RAGE), einen Vertreter der Im-
munglobulinsuperfamilie, der ebenfalls
den Transkriptionsfaktor NF-kB aktiviert
[11] und zur Hochregulation proinflam-
matorischer Gene fiihrt [3]. Vom zeit-
lichen Verlauf her zdhlt HMGB1 zu den
spaten Mediatoren mit einer Spitzenkon-
zentration im Serum ca. 24 h nach Infek-
tionsbeginn; bei Patienten mit schwerer
Sepsis und septischem Schock wurden er-
hohte HMGB1-Plasma-Spiegel auch tiber
mehrere Tage gemessen [34, 74].
Ischdmie und Hypoxie fithren eben-
falls zu einer proinflammatorischen Ak-
tivierung, wie aus zahlreichen tierexpe-
rimentellen Untersuchungen bekannt
ist. Auch der im Rahmen der schweren
Sepsis und des septischen Schocks auf-
tretende Abfall des mittleren arteriellen
Blutdrucks, bedingt durch die Abnahme
des peripheren Gefifiwiderstands und
durch Volumenverluste aus dem Intrava-
salraum in das Interstitium, mit resultie-

render Organminderperfusion kann die
systemische Entziindungsreaktion weiter
verstirken. Die frithe effektive Volumen-
substitution und Katecholamintherapie
sowie ggf. auch die Transfusion von Ery-
throzytenkonzentraten, gesteuert anhand
globaler Parameter von Kreislauffunkti-
on und Organperfusion, fithren zu einer
deutlichen Reduktion der Mortalitétsra-
te von Patienten mit schwerer Sepsis und
septischem Schock, wie erstmals in der
Studie von Rivers zur ,early goal-directed
therapy“ (EGDT; [59]) eindrucksvoll ge-
zeigt wurde. Diese Befunde wurden in ei-
ner weiteren Studie reproduziert [50], und
die Strategie der EGDT ist mittlerweile in
die Therapierichtlinien der Sepsis einge-
gangen.

In diesem Zusammenhang ist beson-
ders erwdhnenswert, dass die Analyse des
zeitlichen Verlaufs der Expression von Bi-
omarkern [Tumornekrosefaktor- (TNF-
)a, »intercellular adhesion molecule“-
(ICAM-)1, Interleukin- (IL)-8, Interleu-
kin-1-Rezeptorantagonist (IL-1Ra) und
Kaspase- (Casp-)3] in der EGDT-Stu-
die signifikant erniedrigte Spiegel in der
EGDT-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-
gruppe zeigte [58]. Dies bedeutet, dass ei-
ne frithzeitige Beseitigung von syste-
mischer Hypotension und Organminder-
perfusion mit der Optimierung der Gewe-
beoxygenierung eine Reduktion der syste-
mischen Entziindungsreaktion zur Folge
hat. Der Zeitfaktor spielt hierbei eine zen-
trale Rolle, da eine spiter im septischen
Krankheitsverlauf durchgefithrte himo-
dynamische Optimierung mit Verbesse-
rung des Sauerstoffangebots die Morta-
litatsrate von Patienten nicht reduzieren
konnte und im ungiinstigen Fall sogar er-
héhte [32, 36].

Oxidativ-antioxidatives
Gleichgewicht

Die Sepsis geht mit vermehrtem oxida-
tiven Stress einher [19]. So werden reak-
tive Sauerstoffspezies (,,reactive oxygen
species’, ROS) von aktivierten neutrophi-
len Granulozyten produziert und tragen
zur Gewebeschidigung bei. Des Weiteren
ist die Xanthinoxidaseaktivitat im Plasma
erhoht. Bei septischen Patienten werden
dariiber hinaus erhohte Spiegel der Stick-
stoffmonoxid- (NO-)Reaktionsprodukte



Nitrat und Nitrit gemessen. Das aus der
chemischen Reaktion von NO mit dem
Superoxidanion entstehende Peroxynitrit
ist hochreaktiv und in der Lage, Protei-
ne, Lipide und Nukleinsduren irreversibel
zu schddigen. Hieraus resultieren sowohl
strukturelle Defekte als auch Funktions-
storungen von Zellen. Der erhohten Pro-
duktion von ROS und reaktiven Stickstoft-
verbindungen (,,reactive nitrogen species",
RNS) steht eine verminderte antioxidative
Kapazitdt gegeniiber. So sind die antioxi-
dativ wirksamen Bestandteile des Plasmas
in Form von Harnsdure, Sulfhydrylgrup-
pen von Proteinen, unkonjugiertem Bi-
lirubin, Vitamin C und Vitamin E sowie
weiterer noch nicht identifizierter anti-
oxidativer Faktoren reduziert, wihrend
die Konzentrationen von Lipidperoxiden,
Nitrotyrosin und thiobarbitursaurereak-
tiven Substanzen (,,thiobarbituric acid re-
active substance, TBARS), darunter Ma-
londialdehyd, erhoht sind. Intrazellu-
lar kommt es zum Abfall des reduzierten
Glutathions (GSH) und einem Anstieg der
Konzentration des oxidierten Glutathion-
dimers (GSSG), wodurch das Verhaltnis
von GSH zu GSSG sinkt. Zwar fithren in-
flammatorische Mediatoren nach einer
initialen Depression zu einer Hochregula-
tion der GSH-Produktion, doch fallen die
Werte bei prolongierter Sepsis im Verlauf
von einigen Tagen wieder ab [9].

© Peroxynitrit schidigt
Proteine, Lipide und
Nukleinsauren irreversibel

Experimentelle Befunde konnten zeigen,
dass Entziindungsmediatoren und der
vermehrte oxidative Stress durch ROS
und RNS im Rahmen der Sepsis direkten
Einfluss auf die Funktion der Mitochon-
drien und die zellulire Energiegewinnung
haben (8 Abb. 1).

Zelluldre Energiegewinnung

Die Bereitstellung des energiereichen
Phosphats ATP ist wesentliche Voraus-
setzung fiur die Aufrechterhaltung des
Struktur- und Funktionsstoffwechsels al-
ler Zellen. Als Ausgangssubstrate der En-
ergiegewinnung konnen Glucose, Fett-
sduren und Aminosduren dienen, die
nach entsprechenden Zerlegungsreakti-
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Pathomechanismen des Organversagens. Zelluldre Sau-
erstoffverwertungsstorung im Rahmen der Sepsis

Zusammenfassung
Entziindungsmediatoren sowie vermehrt ge-
bildete reaktive Sauerstoff- und Stickstoffver-
bindungen fiihren zu zelluldren Sauerstoff-
verwertungsstorungen im Rahmen der Sep-
sis. Insbesondere das hochreaktive Peroxyni-
trit schadigt Lipide, Proteine und Nukleinsau-
ren irreversibel und hemmt Enzymkomplexe
der Atmungskette. Hierdurch werden der zel-
luldre Funktionsstoffwechsel und in der Folge
die Organfunktionen beeintrachtigt. Die Re-
paratur geschadigter Desoxyribonukleinsau-
re (DNA) durch die Poly(adenosindiphospha
t)ribose-Polymerase verbraucht groe Men-
gen Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD™),

Pathomechanisms of organ failure.
Mitochondrial dysfunction in sepsis

Abstract

Proinflammatory mediators as well as in-
creased formation of reactive oxygen and ni-
trogen species impair cellular respiration
during sepsis. In particular, the highly reac-
tive peroxynitrite irreversibly damages lip-
ids, proteins and nucleic acids and also in-
hibits enzyme complexes of the respirato-

ry chain. In this way cellular metabolic func-
tions and subsequently organ functions are
also impaired. Repair of DNA by poly(ADP-
ribose)polymerase consumes large amounts
of nicotinamide adenine dinucleotide (NAD*)
which leads to cellular NAD* depletion fur-

wodurch es zur zelluldaren NAD*-Verarmung
kommt und die proinflammatorischen Reak-
tion weiter unterhalten wird. Die vorliegende
Ubersichtsarbeit fasst wesentliche Aspekte
dieses pathophysiologischen Geschehens zu-
sammen und stellt neue therapeutische Stra-
tegien vor, die experimentell effektiv sind
und das Potenzial der klinischen Anwendung
in sich tragen.

Schliisselworter

Sepsis - Zytopathische Hypoxie - Mitochon-
driale Dysfunktion - Entziindungsmediatoren -
Radikale

ther promoting inflammation. This article
summarizes central aspects of the patho-
physiology of mitochondrial dysfunction dur-
ing sepsis and gives an overview about newly
developed strategies which proved effective
in experimental studies and may have a po-
tential clinical application in the future.

Keywords

Sepsis - Cytopathic hypoxia - Mitochondrial
dysfunction - Inflammatory mediators -
Radicals
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onen in den Zitratzyklus eingeschleust
werden, worauf dann die Endoxidation
der Reduktionsidquivalente NADH+H*
und FADH, (FAD: Flavin-Adenin-Di-
nukleotid) in der Atmungskette folgt.
Quantitativ stellen der Zitratzyklus und
die oxidative Phosphorylierung die wich-
tigste Quelle der zelluldren ATP-Synthe-
se dar, wie am Beispiel der Glucose als
Substrat deutlich wird. Wihrend durch
alleinige anaerobe Glykolyse lediglich
ein Nettoertrag von 5 ATP-Molekiilen
aus einem Glucosemolekiil erzielt wird,
erh6hen oxidative Decarboxylierung, Zi-
tratzyklus und oxidative Phosphorylie-
rung in den Mitochondrien diese Bilanz
auf insgesamt 30 ATP-Molekiile.

Funktion der Atmungskette

Die Enzymkomplexe der Atmungsket-
te (Komplexe I-IV) sind an der inne-
ren Mitochondrienmembran angeord-
net (B Abb. 2). Durch die NADH:Ubi-
chinon-Oxidoreduktase im Komplex I
der Atmungskette werden die Elektro-
nen vom NADH+H™ auf das Ubichi-
non ibertragen. Parallel hierzu wer-
den 4 Protonen in den Intermembran-
spalt gepumpt. Im Komplex II, der Succi-
nat:Ubichinon-Oxidoreduktase des Zi-
tratzyklus, wird Succinat zu Fumarat re-
duziert. Dabei tibertragt FAD als pros-
thetische Gruppe die Elektronen auf
das Ubichinon. Auch Elektronen aus

der B-Oxidation von Fettsduren werden
in Form von FADH, an dieser Stelle in
die oxidative Phosphorylierung einge-
schleust. Im Komplex III, der aus einer
Ubihydrochinon:Zytochrom-c-Oxido-
reduktase besteht, wird Ubihydrochi-
non oxidiert und Zytochrom c reduziert.
Dabei werden 2 Protonen in den Inter-
membranspalt gepumpt. Im Komplex IV,
bestehend aus einer Zytochrom c:O,-
Oxidoreduktase, wird Zytochrom ¢ wie-
der oxidiert. Nach der sukzessiven Uber-
tragung von 4 Elektronen kann ein unge-
bundenes Sauerstoffmolekiil mit 4 Pro-
tonen, die der Mitochondrienmatrix
entnommen werden, zu 2 Wassermole-
kiilen reduziert werden. Die dabei frei
werdende Energie wird wiederum zum
Transport von 4 Protonen aus der Mito-
chondrienmatrix in den Intermembran-
raum genutzt. Im Komplex V, der ATP-
Synthase, wird schliefllich ATP synthe-
tisiert. Der mithilfe der Protonentrans-
porte an den Komplexen I, III und IV
aufgebaute Protonengradient dient dann
als treibende Kraft fir die Synthese von
ATP aus ADP und Phosphat. Physiologi-
scherweise werden an den Komplexen I
und III der Atmungskette geringe Men-
gen ROS in Form von Superoxidanionen,
Wasserstoffperoxid (H,O,) und Hydro-
xylradikalen gebildet.

Physiologische Funktionen von
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid

Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid so-
wie seine reduzierten und phosphory-
lierten Formen (NADP*, NADH+H* und
NADPH+HY) sind fiir den zelluldren En-
ergiestoffwechsel von zentraler Bedeu-
tung. Wahrend NADP* und NADPH+H"*
als Redoxsystem bei anabolen Prozessen
dienen, fungieren NAD" und NADH+H"*
in katabolen Prozessen als Akzeptor sowie
Donor von Elektronen und schleusen Re-
duktionsdquivalente in die Atmungsket-
te ein (B Abb. 3). Diese Reaktionen sind
reversibel und laufen ohne Verbrauch von
NAD™ ab.
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid,
das de novo aus der Aminosdure Tryp-
tophan oder aus Vorldufersubstraten, die
mit der Nahrung aufgenommen werden
(z. B. Niacin, Vitamin B;), synthetisiert
werden kann, wird in Zellen auch fiir



Funktionen, die unabhingig von Redox-
reaktionen sind, benétigt. Es dient als
Substrat verschiedener Enzyme, die an
der DNA-Reparatur, der Genregulati-
on und der Generierung spezifischer
Signalmolekiile beteiligt sind [38]. Bei
diesen Reaktionen wird NAD* ver-
braucht, das durch Biosynthese er-
setzt werden muss. Der Verbrauch von
NAD" durch die Poly(ADP)ribose-Po-
lymerase (PARP) ist quantitativam be-
deutendsten. Dieses Enzym wird durch
DNA-Strangbriiche aktiviert; darauthin
bindet PARP-1 an die betreffende Stel-
le der DNA und katalysiert die ADP-Ri-
bosylierung von Proteinen einschlief3-
lich PARP-1 selbst, wodurch es zur Re-
duktion der Bindung von Transkrip-
tionsfaktoren und zur Initiierung von
DNA-Reparaturmechanismen kommt
[53]. Hierbei werden ADP-Ribose-Mo-
lekiile an Proteine angehiangt, wodurch
grof3e Mengen an NAD* verbraucht wer-
den (B8 Abb. 4). Die PARP-1-vermittelte
ADP-Ribosylierung ist auch essenziell
fiir die Reparatur der mitochondrialen
DNA, die durch mitochondriale ROS ge-
schéadigte wurde [64].

Eine zweite Gruppe von Enzymen,
die an der Genregulation beteiligt sind
und ADP-Ribose-Transferase- Aktivitdt
aufweisen, sind die Sirtuine (SIRT). Sie
deacetylieren Histone unter Verbrauch
von NAD* [63], regulieren die Expressi-
on einer Vielzahl von Genen und indu-
zieren die Biogenese von Mitochondrien
sowie eine Steigerung der mitochondri-
alen Funktion. Sirtuine sind Schliisselre-
gulatoren der metabolischen Homdosta-
se, des Zelliiberlebens und der Langle-
bigkeit von Organismen [23, 84]. Sirtu-
in 3 reduziert die Bildung reaktiver Sau-
erstoffverbindungen in den Mitochond-
rien und kann die Expression der Zy-
tochrom-c-Oxidase-Untereinheiten II
und IV sowie der ATP-Synthetase erho-
hen [66]. Sirtuin 1 induziert die Bioge-
nese von Mitochondrien, die vermehr-
te Expression von Enzymen der oxida-
tiven Phosphorylierung und erhéht den
Sauerstoffverbrauch in Skelettmuskel-
fasern [45]. Im Rahmen inflammato-
rischer Prozesse vermindert SIRT1 die
Bindung von NF-«kB an seine Promoter-
sequenz und die nachfolgende Aktivie-
rung proinflammatorischer Gene [85].

Sauerstoff-, Stickstoffradikale
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Abb. 4 » Schema-
tische Darstellung der ﬂ
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Strangbriichen unter
Verbrauch von NAD*

Dariiber hinaus verstarkt es die antio-
xidativen Schutzmechanismen der Zelle
[43, 80]. In der Leber supprimiert SIRT1
die Glykolyse und erhéht die hepatische
Glukoneogenese [60].

Der grof3te Teil des zelluliren NAD*-
Gehalts ist in den Mitochondrien loka-
lisiert und in Redoxsysteme eingebun-
den; nur ein kleiner Teil steht fiir NAD*-
verbrauchende Prozesse zur Verfiigung.
Steigt der Bedarf an NAD", z. B. durch
vermehrt erforderliche DNA-Repara-
tur, kommt es, falls eine erhohte Zufuhr
bzw. Utilisation geeigneter Vorldufermo-
lekiile nicht in ausreichender Menge er-
folgt, zur zelluliren NAD*-Verarmung.

DNA-Reparatur durch spez. Enzyme

Einfliisse von Entziindungs-
mediatoren und oxidativem
Stress auf die Mitochondrien

Aktivitat der mitochondrialen
Enzymkomplexe

Entziindungsmediatoren fithren zu ei-
ner vermehrten Bildung von ROS in der
Atmungskette und zur Aktivierung der
iNOS, wodurch grofie Mengen NO gebil-
det werden.

Stickstoffmonoxid in physiologischen
Konzentrationen hat einen inhibierenden
Effekt auf den Komplex IV der Atmungs-
kette [17]. Diese Bindung von NO an
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Komplex IV ist kompetitiv zu Sauerstoff,
sodass der inhibierende Effekt durch ho-
he Sauerstoftkonzentrationen tiberwun-
den werden kann. Die Blockade des Kom-
plexes IV fiihrt zu vermehrter ROS-Pro-
duktion in den Mitochondrien. Durch
Reaktion von NO mit dem Superoxidani-
on entsteht das hochreaktive Peroxynitrit,
das mit Lipiden, Proteinen und DNA rea-
giert und diese irreversibel schadigt. Per-
oxynitrit fithrt zur irreversiblen Blocka-
de der Komplexe I, IT und IV und inhi-
biert dariiber hinaus auch die mitochon-
drialen Enzyme Aconitase, Kreatinkina-
se und Mangansuperoxiddismutase (Mn-
SOD; [11]). In den Mitochondrien gebil-
dete Superoxidanionen werden durch
Mn-SOD zu H,O, umgesetzt. Bei ausrei-
chendem mitochondrialen GSH-Gehalt
wird H,O, dann weiter durch GSH-Pero-
xidasen zu Wasser reduziert. Nach Deple-
tion des mitochondrialen GSH zeigte sich
in Mitochondrien von Hepatozyten eine
vermehrte Produktion von H,O,, und es
kam zu vermehrter Lipidperoxidation. Ei-
ne Reduktion der mitochondrialen antio-
xidativen Kapazitét fithrt demnach zu ei-
ner Verstirkung der TNF-a-induzierten
mitochondrialen Schiadigung und Dys-
funktion [31].

Neben NO und seinem Reaktionspro-
dukt Peroxynitrit hemmt auch TNF-a die
Atmungskette und fithrt zu vermehrter
ROS-Produktion. Dabei spielt die intra-
zelluldre Bildung von Ceramid eine ent-
scheidende Rolle, wie an Hepatozyten
und Endothelzellen demonstriert wur-
de [18, 31]. Intramitochondrial kommt
es daraufhin zu vermehrter Superoxid-
anionproduktion am Komplex III der At-
mungskette.

Ultrastrukturelle Veranderungen

Neben den funktionellen wurden auch ul-
trastrukturelle Verdnderungen der Mito-
chondrien in verschiedenen Organsyste-
men beobachtet. Schon 2 bzw. 4 h nach
LPS-Gabe waren ZerreifSungen der Mito-
chondrien in der Ileumschleimhaut und
in den Hepatozyten von Katzen nachweis-
bar [20, 21, 22], wiahrend die Mitochon-
drien der Hepatozyten von Ratten 24 h
nach LPS-Gabe kondensiert und elon-
giert waren [70]. Auch Skelett- und Herz-
muskelzellen zeigten 12 und 24 h nach Ga-

be von Escherichia coli bzw. LPS dhnliche
Veranderungen [76, 83]. Eine Schiddigung
der Mitochondrien war trotz adaquater
Volumensubstitution nachweisbar [22]
und ist demnach nicht als Manifestation
der Organminderperfusion anzusehen.

Auch bei Patienten, die nach einem
septischen Schock verstarben, zeigten
sich deutliche ultrastrukturelle Verinde-
rungen der Mitochondrien von Kardio-
myozyten und Hepatozyten mit Schwel-
lung der Mitochondrien sowie Schadi-
gung der Cristae [69, 79]. Dariiber hinaus
war eine deutliche PARP-Aktivierung
nachweisbar [69].

Schadigung der
mitochondrialen DNA

Die mitochondriale DNA ist fiir Schadi-
gungen durch oxidative Mechanismen
anfillig, da sie zum einen in enger Nach-
barschaft zu den mitochondrialen Redox-
systemen steht, die eine Quelle von ROS
darstellen, und zum anderen keine schiit-
zenden Histone besitzt. Dartiber hinaus
liegt sie in relativ geringer Kopienzahl vor.
Eine Schidigung der mitochondrialen
DNA fiihrt zur verminderten Transkrip-
tion mitochondrialer Proteine. Das mito-
chondriale Genom kodiert fiir 13 Protei-
ne der Elektronentransportkette, die {ib-
rigen mitochondrialen Proteine werden
nukledr kodiert, und auch die Replikati-
on der mitochondrialen DNA wird durch
die Aktivierung entsprechender nukledrer
Transkriptionsfaktoren reguliert [16]. Ei-
ne Schadigung der mitochondrialen DNA
durch ROS wurde bei einer Vielzahl von
Erkrankungen nachgewiesen, darunter
auch im Rahmen der Endotoxindmie und
der Sepsis [70, 72]. Lipopolysaccharid in-
duziert andererseits aber auch restitutive
Mechanismen, die zur mitochondrialen
Biogenese fithren [37, 70, 71, 72]. In die-
sem Zusammenhang wurde auch eine re-
gulatorische Funktion von Kohlenmono-
xid identifiziert [73].

Mitochondriale Dysfunktion
und Organfunktion

Skelettmuskulatur

Die Bedeutung der mitochondrialen Dys-
funktion wurde an der Skelettmuskulatur

mit Blick auf die ,Critical-illness“-Myo-
pathie untersucht. Allerdings lasst sich
aus den bisher veroffentlichten Studien
kein eindeutiger kausaler Zusammen-
hang zwischen beeintrachtigter oxidativer
Phosphorylierung und dem Krankheits-
bild ableiten.

Die Analyse der Aktivitit der Enzym-
komplexe der Atmungskette sowie der
intrazelluliren GSH-Konzentration und
der Nitrit-/Nitratspiegel zeigte an Skelett-
muskelbiopsien septischer Patienten in-
nerhalb der ersten 24 h eine Uberproduk-
tion von NO bei gleichzeitiger Depletion
von GSH im Vergleich zu Kontrollpati-
enten [75]. Die Aktivitit des Komplexes I
der Atmungskette war bei Patienten, die
nicht {iberlebten, signifikant niedriger als
bei Uberlebenden. Diese Befunde sind
mit einer Schiadigung des Enzymkom-
plexes durch RNS bzw. deren Reaktions-
produkten bei gleichzeitig reduzierter an-
tioxidativer Kapazitdt [10], insbesonde-
re in der Frithphase der Sepsis, verein-
bar. Hingegen wurden im spéteren Ver-
lauf bei reduzierter Mitochondriendich-
te keine Unterschiede mehr beobachtet
[29]. Es fand sich dariiber hinaus auch
kein Unterschied hinsichtlich der Aktivi-
taten der Enzymkomplexe der Atmungs-
kette zwischen Extremitdten- und Atem-
muskulatur bei septischen Patienten. Al-
lerdings unterschieden sich beide Muskel-
gruppen hinsichtlich des ATP- und Kre-
atinphosphat (CP)-Gehalts: Wihrend in
der Atemmuskulatur septischer Patienten
ATP- und CP-Gehalt mit dem von Kon-
trollpatienten vergleichbar waren, waren
beide Werte in der Extremitdtenmusku-
latur septischer Patienten signifikant ver-
mindert [30].

Nach 4 h zeigte sich am Skelettmus-
kel von Ratten mit fakaler Peritonitis [57]
ein deutlich verminderter O,-Verbrauch,
wenn Substrate des Komplexes I (Gluta-
mat und Malat) eingesetzt wurden, wih-
rend der O,-Verbrauch nach Gabe von
Succinat deutlich anstieg. Parallel hierzu
war die Aktivitdt des Komplexes I in sep-
tischen Tieren signifikant niedriger im
Vergleich zu den Kontrollen, wihrend der
Komplex IT sowohl hinsichtlich der Akti-
vitit als auch der Proteinmenge unbeein-
flusst war.

Mit Blick auf die Critical-illness-Myo-
pathie ergeben die bislang publizierten



Daten kein einheitliches Bild. So scheint
eine deutliche Beeintrichtigung des Kom-
plexes I der Atmungskette in der Friih-
phase der Sepsis vorzuliegen, der offen-
sichtlich mit der Schwere der Sepsis korre-
liert. Inwiefern diese Funktionseinschrén-
kung auch zur respiratorischen Insuffizi-
enz beitrégt, ist derzeit noch unklar. Hin-
sichtlich der Funktion der Atemmuskula-
tur scheint im Verlauf der Sepsis mehr der
Verlust von Mitochondrien als die Funkti-
onseinschrankung der Atmungskette von
Bedeutung zu sein.

Septische Kardiomyopathie

Die Bedeutung der mitochondrialen Dys-
funktion wurde auch im Rahmen der sep-
tischen Kardiomyopathie untersucht. Ne-
ben der starken Vasodilatation trigt die
reduzierte linskventrikuldre Pumpfunk-
tion zur Hypotension im Rahmen der
Sepsis bei. Zur Klarung der Bedeutung
der zelluldren Sauerstoffverwertungssto-
rung wurden Studien an Ratten und Miu-
sen sowohl nach LPS-Gabe als auch nach
Induktion einer abdominalen Peritonitis
durchgefiihrt.

Lipopolysaccharid fiihrte in Kardio-
myozyten der Maus {iber eine TLR-4-ab-
hingige Induktion der iNOS zur Abnah-
me der linksventrikuldren Funktion und
zur Reduktion der Sarkomerverkiirzung
[5, 55]. Die Abnahme der Kontraktilitat
konnte sowohl durch einen kompetitiven
Antagonisten des LPS als auch durch In-
hibierung der iNOS verhindert werden
[5]. In einer Studie an Ratten [76] zeigte
sich ein biphasischer Verlauf der sep-
tischen Kardiomyopathie. So war die initi-
ale Kontraktilitdtsabnahme 6 h nach LPS-
Gabe durch eine NO-vermittelte Aktivie-
rung der l6slichen Guanylatzyklase (sGC)
bedingt und konnte durch Methylenblau,
einen Inhibitor der sGC, aufgehoben wer-
den. Im weiteren Verlauf waren 48 h nach
LPS-Gabe deutliche Reduktionen der En-
zymaktivitdten der Komplexe I und V so-
wie eine leichte Reduktion der Aktivi-
tit des Komplexes II der Atmungsket-
te zu beobachten. Diese Effekte wurden
durch Vorbehandlung mit Aminoguani-
din, einem selektiven Inhibitor der iNOS,
nicht jedoch durch Methylenblau, verhin-
dert und waren Ausdruck der mitochond-
rialen Dysfunktion. Damit einhergehend

zeigten sich mitochondriale Schwellung
und Zerreiflungen der Cristae, die eben-
falls durch Aminoguanidinvorbehand-
lung stark vermindert wurden. Am Mo-
dell der abdominalen Peritonitis wur-
de eine zeitabhéngige irreversible Hem-
mung der Zytochrom-c-Oxidase (Kom-
plex IV der Atmungskette) von Kardio-
myozyten beobachtet, die mit einem ver-
minderten Gehalt des Enzyms einherging
[47]. Dariiber hinaus war auch der mito-
chondriale Gehalt von Zytochrom ¢, dem
Substrat der Zytochrom-c-Oxidase, ver-
mindert. Interessanterweise fithrte die
i.v.-Zufuhr von Zytochrom c zu einer Zu-
nahme des mitochondrialen Zytochrom-
c-Gehalts und damit einhergehend auch
zu einer Normalisierung der myokardia-
len Kontraktilitdt [47]. Die Ursache die-
ser Substratverarmung ist noch unklar.
Sie konnte durch das Offnen der mito-
chondrialen Permeabilitat-Transition-
Poren (MPTP) mit nachfolgender Frei-
setzung von Zytochrom c bedingt sein.
So verbesserte die Hemmung der MPTP
sowohl die myokardiale Kontraktilitit als
auch die mitochondriale Funktion [46].
Ob dariiber hinaus im Rahmen der Sep-
sis Zytochrom ¢ durch ROS bzw. RNS in
seiner chemischen Struktur modifiziert
[4, 14] und dadurch inaktiviert wird oder
ob die Transkription und Proteinsynthe-
se von Zytochrom c unter inflammato-
rischen Bedingungen reduziert ist, ist bis-
lang nicht bekannt.

Weitere Faktoren, die zur Entstehung
der septischen Kardiomyopathie beitra-
gen, umfassen Verdnderungen der intra-
zelluldren Kalziumfliisse, der Signaltrans-
duktion an f-Adrenozeptoren sowie die
Aktivierung von Matrixmetalloproteina-
sen [27].

Befunde an Hepatozyten

Experimentelle Befunde an Hepatozyten
zeigen ebenfalls eine Inhibierung der mi-
tochondrialen Funktion sowohl durch
proinflammatorische Mediatoren als auch
durch Endotoxin. So entfaltete TNF-a in
vitro zu einem frithen Zeitpunkt (2 h) ei-
nen direkten inhibierenden Effekt auf die
Mitochondrienfunktion von Hepatozyten
[44]. Nach LPS-Gabe an Katzen war die
mitochondriale Funktion reduziert. Der
Effekt war am ausgeprégtesten, wenn

Substrate der Komplexe I und IV appli-
ziert wurden, und am geringsten fiir Suc-
cinat, das als Substrat des Komplexes II
dient [22].

Im Kokultursystem von LPS behan-
delten Kupffer-Zellen und Hepatozyten
verminderten die NOS-Inhibitoren ,,NS-
L monomethyl arginine® (L-NMMA, un-
spezifische NOS-Inhibierung) und Ami-
noguanidin (spezifischer iNOS-Inhibtor)
den Abfall der mitochondrialen Funk-
tion zum Zeitpunkt 4 h; dies spricht fiir
eine Beteiligung von NO [44]. In Hepa-
tozyten, die nach Induktion einer abdo-
minalen Peritonitis isoliert wurden, fiithr-
te IL-1P zeitabhingig zu einer Zunahme
der NO-Produktion [77]. Parallel hier-
zu kam es zu einer Abnahme des zellu-
liren ATP-Gehalts und zu einer starken
Reduktion des Verhiltnisses von Aceto-
acetat zu 3-Hydroxybutyrat (,,ketone body
ratio”, KBR), das direkt proportional zum
mitochondrialen Quotienten von freiem
NAD* zu NADH+H" ist. Diese Verin-
derungen wurden durch L-NMMA ver-
hindert, was fiir eine Beteiligung von NO
spricht. In diesem Zusammenhang wur-
de auch in einer klinischen Untersuchung
bei Patienten, die im Rahmen einer Sepsis
verstarben, eine Korrelation von erhhten
Plasma-Nitrat-/Nitrit-Spiegeln mit stark
erniedrigter KBR beobachtet [62].

Befunde an intestinalen
Epithelzellen

In kultivierten Darmepithelzellen fithrte
die Inkubation mit einem Zytokinmix
aus TNF-q, IL-1p und Interferon- (IFN-
)Y zu einer Zunahme der anaeroben Gly-
kolyse und einem vermehrten ATP-Um-
satz bei vermindertem Gehalt an NAD"/
NADH+H" [7 40]. Der vermehrte zellu-
lire ATP-Umsatz war durch eine Zunah-
me der Protein- und Nukleinsduresynthe-
se unter Zytokinstimulation bedingt [7].
Interessanterweise fiihrte die inflammato-
rische Stimulation unter Hypoxie zu einer
weiteren Verstarkung dieser Effekte. Er-
hohte anaerobe Glykolyse und Reduktion
der mitochondrialen Funktion unter Zy-
tokinstimulation wurden dariiber hinaus
auch in anderen Zelltypen wie Myozyten,
Myoblasten und Makrophagen gezeigt [2,
5, 45]. Im Modell der zytokinstimulierten
Enterozyten verhinderten mehrere Sub-
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stanzen den Abfall des zelluldren Sauer-
stoffverbrauchs. So waren ,,scavenger fiir
Superoxidanionen und NO ebenso effek-
tiv wie ein PARP-Inhibitor und eine Sub-
stanz, die den Zerfall von Peroxynitrit be-
schleunigt [40]. Diese Befunde weisen auf
eine wesentliche Rolle der peroxynitritin-
duzierten DNA-Schiadigung hin. Die Be-
deutung der massiv gesteigerten NO-Pro-
duktion wurde auch in der Magen- und
Ileumschleimhaut demonstriert; hier ver-
minderte Aminoguanidin den Abfall der
mitochondrialen Aktivitit und die Ab-
nahme des Sauerstoffverbrauchs nach
LPS-Gabe [41, 78].

Dartiber hinaus fiihrte in zytokinsti-
mulierten Enterozyten die Substitution
von NAD" in liposomaler Form zu einer
Normalisierung des zelluliren O,-Ver-
brauchs [40]. Die Substitution von NAD*
verminderte dabei insbesondere die St6-
rung der intestinalen Barrierefunktion.
Des Weiteren waren die Aktivierung von
NF-xB, iNOS und die konsekutive NO-
Produktion in zytokinstimulierten Ente-
rozyten reduziert [57]. Diese Befunde be-
legen, dass extrazellulires NAD* nicht nur
zu einer Normalisierung des zelluldren
O,-Verbrauchs fiihrt, sondern auch anti-
inflammatorisch wirksam ist.

Therapeutische Ansatze

Aus diesen Erkenntnissen wurde eine Rei-
he neuer innovativer Therapieansitze ab-
geleitet und experimentell erprobt. Darii-
ber hinaus liefern sie auch Erkldrungsmo-
delle fiir bereits bekannte Effekte.

Eine Vielzahl tierexperimenteller Un-
tersuchungen konnte zeigen, dass die se-
lektive Inhibierung der induzierbaren
NO-Synthase, die zur Produktion grofi-
er Mengen von NO und RNS fiihrt, die
Organfunktion und das Uberleben ver-
bessert [41, 49, 54, 74]. Im Gegensatz da-
zu erbrachten tierexperimentelle Studien
zur unspezifischen Hemmung der NOS,
die mit dem Ziel der Aufhebung der Va-
soplegie durchgefiihrt wurden, uneinheit-
liche Ergebnisse, und eine klinische Pha-
se-III-Studie musste aufgrund einer signi-
fikanten Zunahme der Mortalitdtsrate in
der Behandlungsgruppe vorzeitig abge-
brochen werden [51].

Vor dem Hintergrund der hohen pa-
thophysiologischen Bedeutung von mi-

tochondrial produzierten ROS wurden
Antioxidanzien entwickelt, die spezifisch
das mitochondriale Kompartiment er-
reichen. So verbesserte ein zellpermeab-
les Peptidantioxidans, SS-31, das in Mi-
tochondrien stark angereichert wird, die
myokardiale Kontraktilitat nach Isché-
mie-Reperfusions-Schidigung am Meer-
schweinchenherzen und verminderte die
Infarktausdehnung nach zerebraler Ischa-
mie im Mausmodell [15, 86].

Ein Vertreter einer weiteren Klasse
von Antioxidanzien, die selektiv in Mi-
tochondrien angereichert werden, ist die
Verbindung XJB-5-131. Der antioxidativ
wirksame Teil besteht aus einem Nitroxid-
radikal, das durch Annahme eines Elek-
trons zu einem Hydroxylamin reduziert
wird und dann als ROS-Scavenger dient.
Hydroxylamine besitzen eine Superoxid-
dismutaseaktivitit, wodurch die Reakti-
on des Superoxidanions mit NO und die
nachfolgende Bildung von Peroxynitrit
vermindert werden. Zur mitochondri-
alen Akkumulation wurde diese antioxi-
dativ wirksame Verbindung an ein Frag-
ment von Gramicidin S, einem zellmem-
branwirksamen Antibiotikum, gekoppelt.
XJB-5-131 verbesserte die Barrierefunk-
tion der Ileumschleimhaut und verlin-
gerte das Uberleben von Ratten nach hi-
morrhagischem Schock. Die Substanz re-
duzierte auch die iNOS-Aktivierung und
NO-Produktion von Miusen 24 h nach
intraperitonealer LPS-Gabe [26].

Moglicherweise hat die Wahl des En-
ergiesubstrats einen Einfluss auf die mi-
tochondriale Funktion. So verbesserte die
Applikation von Succinat als Substrat die
myokardiale Funktion nach Ischamie-Re-
perfusions-Schaden [13], und die Infusi-
on von Succinatdimethylester verminder-
te den Abfall des ATP-Spiegels von Hepa-
tozyten und verbesserte das Uberleben in
Modellen der experimentell induzierten
Sepsis [24, 52].

Daneben stellen auch die exogene Zu-
fuhr von Zytochrom ¢ und liposomalem
NAD*, wie bereits beschrieben, mogliche
neue therapeutische Strategien zur Pra-
vention bzw. Therapie des Organversa-
gens dar.

© Exogene Zufuhr von
Zytochrom c und liposomalem
NAD*, mitochondrienspez.
Antioxidanzien und HMBG1-
Antagonisten als mogliche
neue Therapieansitze

Die Inhibierung des DNA-Reparaturen-
zyms PARP verbesserte in tierexperimen-
tellen Studien zwar signifikant das Uber-
leben in Modellen der Sepsis und Endoto-
xindmie [33]. Eine therapeutische Anwen-
dung beim Menschen ist allerdings auf-
grund der hohen Bedeutung von DNA-
Reparaturmechanismen zur Vermeidung
von Mutationen und zur Aufrechterhal-
tung der genomischen Integritit sicher-
lich zuriickhaltend zu sehen.

Auf der Ebene der Modulation pro-
inflammatorischer Mediatoren verdient
HMGB1 besondere Beachtung. Wie zuvor
erwahnt, wird HMGBa zeitlich verzogert
freigesetzt und ist demnach als spater Me-
diator im Rahmen der systemischen In-
flammation anzusehen. Neutralisierende
Antikorper gegen HMGBA1 fithrten ebenso
wie Athylpyruvat, das die HMGBi-Frei-
stzung hemmt, sowie ein Fragment des
HMGB1, die sogenannte A-Box, das als
HMBG1-Antagonist wirkt, zu einer Re-
duktion der Mortalitatsrate in tierexperi-
mentellen Modellen der Sepsis (zur Uber-
sicht [82]). Mit Blick auf die klinische Situ-
ation bei der Behandlung septischer Pati-
enten ist hierbei das verlidngerte therapeu-
tische Zeitfenster mit einem Behandlungs-
erfolg auch bei Applikation dieser Sub-
stanzen bis 24 h nach dem initiierenden
Ereignis von besonderer Bedeutung.

Das Konzept der zelluldren Sauerstoff-
verwertungsstorung liefert einen wesent-
lichen Beitrag zum besseren Verstindnis
der Pathophysiologie des Organversagens.
Allerdings stehen bislang noch keine dia-
gnostischen Verfahren zur Verfiigung,
die routinemiflig eingesetzt werden kon-
nen, um die Beeintrichtigung des bio-
energetischen Status von Zellen und Or-
ganen zu quantifizieren. Derzeit wer-
den zum einen die Nahinfrarot-Spek-
troskopie, die den Redoxstatus des Zyto-
chrom aa; messen und somit Informatio-
nen iber die Funktion der Atmungsket-
te geben kann [65], sowie die ,,3'P nuclear
magnetic resonance” (P-NMR), mithil-
fe deren die Umsatzraten der energierei-



chen Phosphate bestimmt werden konnen
[42], experimentell erprobt. Diese Verfah-
ren konnten hilfreiche zusitzliche Infor-
mationen liefern und neben den globalen
Parametern ein Monitoring der zelluldren
Sauerstoffverwertung und Energiegewin-
nung ermdglichen. Hierdurch konnte
auch die Effektivitdt neuer Therapiever-
fahren auf den Energiestatus von Zellen
und Organen charakterisiert und mit den
klinischen Routineparametern zur Beur-
teilung der Kreislauf- und Organfunktion
korreliert werden.

Fazit fiir die Praxis

Auch wenn die beschriebenen erwei-
terten diagnostischen Verfahren zur Be-
stimmung des zelluldren Energiestatus
in der klinischen Praxis derzeit noch feh-
len, ist mit den aktuell giiltigen Richtli-
nien zur Diagnose und Behandlung der
Sepsis ein wichtiger Fortschritt im Kon-
zept zur Behandlung der Sepsis erzielt
worden. Die konsequente himodyna-
mische Stabilisierung und das friihzei-
tige Erreichen einer zentralvendsen Sau-
erstoffsattigung iiber 70% tragen ent-
scheidend zur Verbesserung der Progno-
se von septischen Patienten bei, und die
Studien zur EGDT zeigen, dass parallel
zur Verbesserung der Organfunktionen
auch die systemische Entziindungsreak-
tion vermindert wird. Dabei steht die Be-
deutung des rechtzeitigen Ergreifens der
therapeutischen MaBnahmen mit Errei-
chen der vorgegebenen Zielparameter in
vollem Einklang mit dem zeitlichen Ab-
lauf der pathophysiologischen Prozesse.
Umgekehrt wird im Blick auf das darge-
legte pathophysiologische Konzept auch
klar, warum spat einsetzende therapeu-
tische Interventionen mit dem Ziel der
hamodynamischen Optimierung und der
Verbesserung des zelluldren Sauerstoff-
angebots den Verlauf der Sepsis nicht
glinstig beeinflussen konnen, da es dann
schon zu irreversiblen Schadigungen

der Mitochondrien gekommen ist und
sich ein Circulus vitiosus aus Organdys-
funktion, Kreislaufinsuffizienz und hypo-
xisch-ischamischer Triggerung des Ent-
ziindungsgeschehens entwickelt hat. In-
wiefern hier die oben erwdhnten neuen
Therapieoptionen den Krankheitsverlauf

glinstig beeinflussen konnen, wird die
Zukunft zeigen.
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