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1 Vorwort

1 Vorwort

Der experimentelle Teil der vorliegenden Arbeit wurde in der Zeit von Oktober 2003 bis
Marz 2006 im Laborbereich von Herrn Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. F. Grimminger am
Zentrum fur Innere Medizin, Medizinische Klinik V der Justus-Liebig-Universitat GielRen, in
der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. med. U. Sibelius durchgefuhrt. Die Betreuung erfolgte
durch Herrn PD Dr. med. U. Grandel.

Den klinischen Hintergrund der vorliegenden Arbeit bildet das Krankheitsbild der septischen
Kardiomyopathie, welches eine schwere Komplikation der Sepsis und des septischen Schocks
darstellt. Die zentrale Fragestellung war, inwieweit die aktivierte Phosphodiesterase 5 an der
Pathogenese der septischen Kardiomyopathie beteiligt ist. Da die Freisetzung von
Bakterientoxinen klinisch relevanter Sepsiserreger mafRgeblich zur Pathogenese der
septischen Kardiomyopathie beitragt, wurde ein der septischen Kardiomyopathie ahnliches
Krankheitsbild am Modell des isolierten Rattenherzens durch koronare Perfusion isolierter
Bakterientoxine von Staphylococcus aureus hervorgerufen. Um die pathophysiologische
Relevanz der Phosphodiesterase 5 (PDE 5) zu evaluieren, wurden spezifische Inhibitoren der
PDE 5 in diesem Modell der toxinaktivierten kardialen Dysfunktion eingesetzt. Von
besonderem Interesse war hierbei neben den Veranderungen der Herzfunktion die Modulation
der toxinaktivierten Mediatorfreisetzung. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen
darauf hin, dass die Inhibition der PDE 5 einen kardioprotektiven Effekt im Modell der

grampositiven septischen Kardiomyopathie ausiiben kénnte.
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2 Einleitung

2.1 Sepsis und septischer Schock

Die Sepsis und ihre Komplikationen stellen eine groRe Herausforderung der modernen
Intensivmedizin dar. Die Mortalitat der Sepsis liegt zwischen 25 und 80 % [1] und bleibt trotz
optimierter antibiotischer und supportiver Therapiemdglichkeiten unverandert hoch. In den
Vereinigten Staaten von Amerika war die Sepsis 2002 die hdufigste Todesursache
schwerstkranker Patienten [2]. Wie eine im Fruhjahr 2007 veroffentlichte Beobachtungsstudie
des offentlich geférderten Kompetenznetzes Sepsis (SepNet) zeigte, ist in Deutschland
jahrlich mit 79.000 Féllen von Sepsis (116/100 000 Einwohner) und mit etwa 75.000
(110/100 000 Einwohner) Fallen schwerer Sepsis und septischen Schocks zu rechnen [3].

2.1.1 Definition

Die im Folgenden angegebenen Definitionen stiitzen sich auf Daten des American College of
Chest Physicians und der Society of Critical Care Medicine Consensus Conference aus dem
Jahre 1991 [4].

Um die Diagnose "Systemic inflammatory response syndrome™ (SIRS) stellen zu kénnen,

mussen mindestens zwei der folgenden Kriterien erfullt sein:
o Korpertemperatur < 36 oder > 38 °C
e Tachykardie mit einer Frequenz von > 90 Schldgen pro Minute

o Tachypnoe mit einer Atemfrequenz > 20 pro Minute und/oder einem p,CO, < 33 mmHg

oder kinstlicher Beatmung
o Leukozytenwerte < 4000/ul oder > 12 000/ul oder eine Linksverschiebung > 10 %

A

s Sepsis gilt ein SIRS infolge einer Infektion, welche klinisch oder mikrobiologisch

gesichert ist.



2 Einleitung

Eine schwere Sepsis ist eine Sepsis in Verbindung mit mindestens einer Organdysfunktion

(z.B. Nierenversagen).

Als septischen Schock bezeichnet man jede Sepsis oder schwere Sepsis mit persistierender
Hypotension trotz addquater VVolumensubstitution oder der Erfordernis einer Verabreichung
von Vasopressoren (wie z.B. Noradrenalin), um einen mittleren arteriellen Blutdruck von 70

mmHg zu erhalten.
Zu den oben erwéhnten Organdysfunktionen z&hlt man die nachfolgend erwéhnten:

« Hamatologische Stérungen: Thrombozytenwerte < 100 000/ul oder ein Abfall von

>30 % innerhalb von 24 h ohne Hamorrhagie

o Kardiovaskuldre Dysfunktion mit einem systolischen Blutdruck < 90 mmHg {iber
mindestens eine Stunde bei zuvor normotonen Patienten oder ein anhaltender Abfall des

Blutdrucks von > 40 mmHg vom Ausgangswert

« Respiratorische Dysfunktion mit einem p,O,/FiO; < 250 mmHg, nicht durch eine

manifeste pulmonale oder kardiale Krankheit verursacht

e Renale Dysfunktion mit einer Urinausscheidung < 0,5 ml/kg/h fiir mindestens eine
Stunde trotz Flissigkeitsausgleich oder einem Kreatininanstieg im Serum auf

mindestens das Doppelte des Ausgangswertes

e Metabolische Azidose mit einem pH < 7.30 oder einem "base excess" > 5,0 mmol/l oder

einer 1,5-fach erhéhten Laktatkonzentration

e Akute Enzephalopathie mit Unruhe, Desorientiertheit, verminderter Vigilanz,

Desorientiertheit oder Delirium ohne Einwirkung psychotroper Substanzen

2.1.2 Klinik und Pathophysiologie

Die klinische Diagnose der Sepsis stutzt sich auf das Vorhandensein eines SIRS mit dem
klinischen oder mikrobiologischen Nachweis einer Infektion. Bereits im Jahre 1914 wurde
von Schottmiiller Folgendes zur Sepsis definiert: ,,... eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich
innerhalb des Korpers ein Herd gebildet hat, von dem aus konstant oder periodisch pathogene

Bakterien in den Blutkreislauf gelangen, derart, dass durch diese Invasion subjektive oder
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objektive Krankheitserscheinungen ausgelost werden® [5]. Diese Definition ist auch heute

noch im Wesentlichen geléufig.

Fur die Pathogenese des Krankheitsbildes Sepsis ist vor allem die Immunantwort des
Organismus auf die Infektion von grolRer Bedeutung. Vom Infektionsherd aus werden die
Erreger selbst (Bakterien, Viren, Pilze, Parasiten) oder ihre Pathogenitéatsfaktoren in den
Organismus ausgeschwemmt. Zu den bakteriellen Pathogenitatsfaktoren z&hlen unter
anderem bakterielle Exotoxine, wie das a-Toxin (a-Tox) des Bakteriums Staphylococcus
aureus, oder auch Endotoxine wie Lipopolysaccharide (LPS) gramnegativer Erreger bzw.
Endotoxindquivalente wie Lipoteichonséduren (LTA) grampositiver Erreger. Bakterientoxine
rufen Uber die Aktivierung korpereigener humoraler und zellulérer Effektorsysteme die
Ausschittung verschiedener Entziindungsmediatoren und Zytokine wie Tumor Nekrose
Faktor-o. (TNF-o) oder Interleukin-1p (IL-1p) hervor und induzieren so eine systemische
Entziindungsreaktion [6]. Diese umfasst die Aktivierung von Komplement- und
Gerinnungssystem, von Thrombozyten und neutrophilen Granulozyten sowie von
Endothelzellen und mononukleéren Zellen in Blut und Gewebe. Diese reagieren ihrerseits mit
der Freisetzung weiterer inflammatorischer und vasoaktiver Mediatoren, wie dem Plattchen
aktivierenden  Faktor  (PAF),  Stickstoffmonoxid (NO) und  verschiedenen
Arachidonséduremetaboliten. Im gesamten Organismus kommt es durch die Wirkung dieser
Mediatoren zu einer Beeintrachtigung der Makro- und Mikrozirkulation, was schwere lokale
Gewebeschadigungen zur Folge hat. Diese Kaskade endet schlieflich entweder in einer
isolierten Schadigung von Organen, wobei vor allem Lunge, Nieren, Darm, Leber und Herz
gefdhrdet sind, oder in einem Multiorganversagen mit septischem Schock [7][8]. Ein
Multiorganversagen (MOV; auch: MODS: Multi organ dysfunction syndrome; MOF: Multi
organ failure) wird dabei definiert als schwere Funktionseinschrankung oder Versagen

verschiedener lebenswichtiger Organe des Korpers.
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Abbildung 2-1: Pathogenese der Sepsis

Durch die Einschwemmung bakterieller Exo- und Endotoxine in den systemischen Kreislauf
kommt es Uber eine Aktivierung toxinsensibler Zielzellen (z.B. Endothelzellen, neutrophile
Granulozyten, monozytare Zellen) zu einer Freisetzung von Entziindungsmediatoren, welche

zur klinischen Manifestation der Symptome der Sepsis fihren.

2.2 Kardiovaskulare Veranderungen in der Sepsis

Der septische Schock ist zu Beginn durch eine friihe hyperdyname bzw. hyperzirkulatorische
Phase gekennzeichnet, in der es durch eine Vasodilatation zu einem Abfall des peripheren
GefaBwiderstandes kommt [9]. Bei ausreichender Volumensubstitution und Erhéhung des
Herzzeitvolumens (HZV) kann der Blutdruck bis zu einem gewissen Grad kompensatorisch
aufrechterhalten werden. Klinisch zeigt sich bei diesen Patienten als Ausdruck der
systemischen Vasodilatation eine Erwédrmung der Haut. Fallt der systolische Blutdruck
schliellich unter 90mmHg bzw. um mehr als 40mmHg des Ausgangswertes ab, so spricht
man vom septischen Schock [10]. Dieser verlauft fast immer hyperdynam, d.h. der Blutdruck
ist zwar erniedrigt, das HZV bei addquater Volumensubstitution aber trotzdem erhoht [11]. Es
kann jedoch auch zu einem Ubergang in eine hypodyname bzw. hypozirkulatorische
Verlaufsform  kommen, welche pathophysiologisch  durch einen  ansteigenden

GefaBwiderstand und ein fallendes HZV gekennzeichnet ist und sich klinisch durch eine

5
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kiihle Haut bemerkbar macht. Diese Verlaufsform ist dem kardiogenen oder hypovolamischen
Schock ahnlich [12].

Aufgrund der Tatsache, dass das HZV in der Sepsis h&ufig erhoht ist, ging man lange davon
aus, dass das Myokard von der Sepsis nahezu unbeeintréchtigt bleibt. Dabei wurde jedoch
auller Acht gelassen, dass der Blutdruckabfall durch das erhéhte HZV oft nur unzureichend
ausgeglichen werden kann. Wie inzwischen anhand von Tierexperimenten sowie in klinischen
Untersuchungen gezeigt werden konnte, ist auch die Herzfunktion in der Sepsis
beeintrachtigt. Bis zu 14 % der Todesfalle im septischen Schock sind auf ein Pumpversagen
des Herzens zurtickzufiihren [8]. Diese Insuffizienz des Herzens in der Sepsis und im
septischen Schock wird heute als septische Kardiomyopathie bezeichnet. Der Begriff wurde
erstmals von H. P. Schuster fur dieses Krankheitsbild vorgeschlagen [13].

2.3 Die septische Kardiomyopathie

2.3.1 Klinische Merkmale der septischen Kardiomyopathie

Mit Hilfe von Radionukliduntersuchungen und Thermodilutionsmethoden konnte die kardiale
Dysfunktion bei Patienten mit septischem Schockgeschehen nachgewiesen und analysiert
werden. Bei vielen Patienten kommt es in der Sepsis als Zeichen der kardialen Schadigung zu
einer linksventrikuldren enddiastolischen Dilatation. Trotz Reduktion der Auswurffraktion
bleibt dadurch das Schlagvolumen h&ufig unveréndert. Bei abfallendem peripherem
Widerstand kann durch Zunahme der Herzfrequenz das Herzzeitvolumen als Ausdruck der
Hyperzirkulation gesteigert sein. [14]. Fir den rechten Ventrikel konnten gleiche Muster der
Herzarbeit nachgewiesen werden [15]. Zusétzlich kdnnen auch bei zuvor herzgesunden
Patienten segmentale oder globale Hypokinesien des Ventrikelmyokards auftreten [16].
Aulerdem weisen Patienten in der Sepsis gestorte Volumen-Druck-Beziehungen der
Ventrikel auf, die durch eine erhéhte Compliance des Myokards gekennzeichnet sind. Die
Compliance, als Mall fur die Dehnbarkeit eines Systems, errechnet sich aus der
Volumenanderung in Relation zur Druckanderung. Infolge dieser Complianceveranderung
kann durch die obligatorische Volumensubstitutionstherapie wahrend der Sepsis zwar der

pulmonalkapillare Verschlussdruck angehoben, nicht jedoch die Herzleistung adaquat

6
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verbessert werden [17]. Zudem ist in der Sepsis die koronare Zirkulation verandert. Es kommt
zu einer koronaren Vasodilatation mit gesteigertem koronaren Blutfluss, bei gleichzeitig
verminderter Sauerstoffextraktion [18][19]. Dies schlief3t zwar Perfusionsstorungen auf Ebene
der Makrozirkulation aus, ist aber ein typischer Befund fiir septische
Mikrozirkulationsstorungen mit moglicherweise fokalen Hypoxien. All diese Veréanderungen
sind nach Ruickbildung der Sepsis vollstdndig reversibel. In tierexperimentellen
Untersuchungen konnten die pathophysiologischen Charakteristika der septischen
Kardiomyopathie nachvollzogen werden. An mit Escherichia coli infizierten Hunden wurde
ein septisches Krankheitsbild mit hyperzirkulatorischer Kreislaufsituation beobachtet, und in
einem anderen hyperzirkulatorischen Sepsismodell an Hunden konnte eine sepsisassoziierte
Abnahme der Kontraktilitdt des Myokards nachgewiesen werden [20][21][22]. In vitro gelang
es, an isolierten Herzen septischer Ratten, sowohl fur friihe als auch fiir spatere
Krankheitsstadien der Sepsis, eine deutliche Verminderung der Kontraktilitdt nachzuweisen
[23][24]. Zahlreiche nachfolgende Untersuchungen konnten diese Ergebnisse bestétigen
[25][26].

Verschiedene Pathomechanismen scheinen fir diese, sowohl klinisch als auch
tierexperimentell nachvollziehbaren Veranderungen der septischen Kardiomyopathie
verantwortlich zu sein. Zentrale Bedeutung scheint hierbei so genannten kardiodepressiven
Substanzen zuzukommen, deren Spiegel in der Sepsis erhoht sind. Zudem koénnten
Mikrozirkulationsstérungen, die in der Sepsis in nahezu allen Organen auftreten, im Herzen

zu einer Beeintrachtigung der Pumpfunktion flhren.

2.3.2 Kardiodepressive Substanzen

Das Auftreten so genannter kardiodepressiver Substanzen in der Sepsis scheint an der
Entstehung der septischen Kardiomyopathie ursdchlich mitbeteiligt zu sein. Wie heute
bekannt ist, handelt es sich dabei vor allem um die Zytokine TNF-a und IL-1B. Bereits im
Jahre 1947 wurde die Anwesenheit zirkulierender kardiodepressiver Substanzen im
hamorrhagischen Schock postuliert [27], spater konnten solche Substanzen dann auch im
Tiermodell des hypozirkulatorischen Endotoxinschocks isoliert werden [28]. Im Jahre 1985
ist schlieRlich durch Parrillo et al. der Nachweis kardiodepressiver Substanzen im Serum

septischer Patienten gelungen. Die Seren septischer Patienten zeigten in vivo im Vergleich zu

7
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denen einer Kontrollgruppe gesunder Probanden sowie einer Gruppe chronisch Herzkranker
und denen intensivmedizinisch betreuter, nicht-septischer Patienten, eine eindeutig negativ
inotrope Wirkung auf isolierte Herzmuskelzellen. Diese Wirkung konnte durch Seren dieser
Sepsispatienten, welche vor der Erkrankung, bzw. nach der Genesung gewonnen worden
waren, nicht mehr nachgewiesen werden. Hieraus konnte auf das VVorhandensein so genannter
»Myocardial depressent substances” (MDS) wihrend des septischen Schocks geschlossen
werden [29]. Zu diesem Zeitpunkt war jedoch noch nicht bekannt, welche Substanzen fir
diese kardiodepressive Wirkung verantwortlich waren. In der Diskussion standen neben
Zytokinen u.a. Prostaglandine, Leukotriene, PAF, Histamin und auch Endorphine [30].
Aufgrund &hnlicher biochemischer Merkmale sowie seiner negativ inotropen Wirkung auf
isolierte Kardiomyozyten von Ratten kam TNF-co als eine der kardiodepressiven Substanzen
der Sepsis in Frage [31]. Spater zeigten Kumar et al. (1996), dass die kardiodepressive Potenz
von Seren, welche Patienten mit stark beeintrachtigter Herzfunktion im septischen Schock
entnommen wurden, mit der Konzentration an TNF-a und IL-18 in diesen Proben korrelierte.
Dieser kardiodepressive Effekt lieR sich in vivo durch Immunabsorption dieser beiden

Zytokine aus den septischen Schockseren aufheben [32].

AuRerdem konnte an isolierten Kardiomyozyten von Ratten gezeigt werden, dass diese beiden
Zytokine sogar synergistisch wirken koénnen. Um die Kontraktilitdit der Zellen
einzuschranken, benétigt man hohere Konzentrationen der Einzelsubstanz TNF-o oder 1L-1,
als bei Kombination beider Zytokine [32]. Das Gleiche gilt fiir menschliches Myokard [33].

Die molekularen Mechanismen der durch Zytokine ausgeldsten Kardiodepression sind
mittlerweile vor allem fur TNF-a gut charakterisiert. Zytokine 16sen innerhalb weniger
Minuten eine Kardiodepression aus, die allerdings tber Stunden anhalten kann. In vitro
kommt es nach Applikation von TNF-a oder IL-1B an isolierten Kardiomyozyten bereits nach
10 Minuten zum Rickgang der Kontraktilitat. Die Geschwindigkeit dieser Reaktion l&sst auf
molekularer Ebene die Aktivierung préformierter Signaltransduktionswege vermuten und
schlieRt die Induktion weiterer Effektorproteine, d.h. die de-novo-Synthese von Proteinen,
faktisch aus. So konnte gezeigt werden, dass TNF-a im experimentellen System durch
Aktivierung der Kalzium/Calmodulin-abh&ngigen konstitutiven NO-Synthetase (CNOS) mit
Bildung von NO und zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) zur Kardiodepression

flhrt. Als weiterer molekularer Mechanismus konnte die Aktivierung des Sphingomyelinase-
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Wegs mit Bildung von Sphingosin identifiziert werden [34][35][36]. Beiden Mechanismen ist

gemein, dass sie letztlich zur Storung des intrazellularen Kalziumstoffwechsels der
Kardiomyozyten und somit zur Storung der Kontraktilitat fuhren [34][37].

Der Uber Stunden anhaltende kardiodepressive Effekt muss angesichts der relativ kurzen
Halbwertszeit von TNF-a allerdings durch andere Mechanismen hervorgerufen werden. Hier
kommt es durch die Wirkung der Zytokine zu einer de-novo Synthese des iINOS-Proteins, was
eine unphysiologische und exzessive Bildung kardiodepressiv wirkenden NOs nach sich zieht
[38] [39]. Auf die Biologie von NO und seinem intrazellularen Second Messenger cGMP

wird in Kapitel 2.3.3 noch ausfihrlich eingegangen.

Obwohl die Zytokine eine bedeutende Rolle in der Pathogenese der septischen
Kardiomyopathie zu spielen scheinen, konnten ,,Anti-Zytokin-Strategien* klinisch nicht
uberzeugen [40][41]. So konnte die Gabe von monoklonalen Anti-TNF-o-Antikdrpern an
Patienten im septischen Schock die Kardiodepression zwar vermindern, leider die Mortalitat
jedoch nicht verbessern. Auch die Gabe von IL-1B-Antagonisten wirkte sich positiv auf den
hamodynamischen Verlauf des septischen Schocks aus, ohne jedoch die Mortalitat zu
verringern. Somit ist davon auszugehen, dass weitere bedeutende Pathomechanismen an der
Entstehung der septischen Herzschédigung beteiligt sein missen [40][41]. Einen zusétzlichen
Pathomechanismus der septischen Kardiomyopathie konnten kardiale Mikrozirkulations-

stérungen darstellen.

2.3.3 Veranderungen der kardialen Mikrozirkulation

Die zu Beginn der Erforschung des septischen Krankheitsbildes aufgestellte Hypothese, dass
die kardiale Schéadigung wéhrend der Sepsis Folge einer globalen Minderperfusion des
Myokards sei, wurde bereits wahrend der 80er Jahre durch Cunnion [18] und Dainhaut [19]
widerlegt. Sie wiesen bei Patienten im septischen Schock einen normalen bis gesteigerten
koronaren Blutfluss nach, bei erniedrigtem GefélRwiderstand und verminderter myokardialer
Sauerstoffextraktion. Eine Stoérung der Herzperfusion auf Ebene der Mikrozirkulation, wie sie
in der Sepsis in vielen Organen (z.B. Lunge [42], Darm [43], Leber [44] oder Skelettmuskel
[45]) auftritt, konnte jedoch nicht ausgeschlossen werden. Ursache einer solchen

Mikrozirkulationsstérung kann beispielsweise eine Shuntperfusion sein. Bei praformierten
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Shunts flieBt das Blut direkt von der Arteriole in die Venole und umgeht die
Kapillarstrombahn, was eine verminderte Oxygenierung des Gewebes zur Folge hat. Solche
GeféaBkurzschlisse konnten mit Hilfe tierexperimenteller Untersuchungen an septischen
Kaninchen beispielsweise fir die Skelettmuskulatur nachgewiesen werden [46]. Zudem
konnte es auch zu einer funktionellen Shunt-Perfusion kommen, die durch ein Nebeneinander
minderperfundierter und nicht bedarfsgerecht berperfundierter Kapillerabschnitte
gekennzeichnet ist. In anderen tierexperimentellen Untersuchungen an Hunden im
Endotoxinschock konnte mit Hilfe radioaktiv markierter Mikrosphéren die Durchblutung des
Herzens untersucht werden. Hierbei zeigte sich eine gestorte Pumpfunktion bei normalem
myokardialen Blutfluss, mit jedoch heterogener Verteilung in den GeféalRen und einem
Nebeneinander von (ber- und minderperfundierten Arealen. Als Ursache hierfur wurde eine
Storung der Gefalregulation angesehen, die Pumpschwéche wurde auf fokale Ischdmien
infolge der Minderperfusion zurilickgefuhrt [47]. Auch das Auftreten erhéhter Troponin I-
Werte in der Sepsis spricht fiir eine Minderperfusion von Herzarealen mit anschlieRender
Gewebeschadigung [48]. Mit Hilfe des Ganztiermodells wurde gezeigt, dass es in der Sepsis
zu einer Stérung der Koronarreserve kommt. Im Gegensatz zur gesunden Kontrollgruppe war
es septischen Schafen nicht mdglich, durch eine Erhéhung des koronaren Blutflusses und der
Sauerstoffextraktion adaquat auf eine Hypoxie zu reagieren, was auf eine gestorte koronare
Vasomotorik hinweist [49]. Am Myokard endotoxindmischer Ratten konnte eine Anfalligkeit
fur fokale Ischamien nachgewiesen werden, trotz gesteigerter Aktivitat der induzierbaren NO-
Synthetase mit gesteigerter Perfusion [50]. Es wird diskutiert, dass die unkontrollierte
systemische und auch kardiale Freisetzung vasoaktiver Mediatoren, wie beispielsweise des
NO oder der Arachidonsduremetabolite, eine pathogenetische Schlisselrolle bei der
Entstehung dieser mikrozirkulatorischen Perfusionsstérungen spielt [51][52]. Auf diese

vasoaktiven Mediatoren wird im néchsten Kapitel ndher eingegangen.

2.4 Vasoaktive Mediatoren

Bei der Entstehung kardialer Mikrozirkulationsstérungen kénnte auch die unphysiologische
Bildung vasoaktiver Mediatoren von groRer Bedeutung sein. Zu diesen Mediatoren z&hlt

neben dem Endothelin, dem Pl&ttchen-aktivierenden Faktor und den Lipoxygenaseprodukten
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vor allem das Cyclooxygenaseprodukt Thromboxan A, (TxA;) sowie NO. Auf NO und TxA;

wird im Folgenden n&her eingegangen.

2.4.1 Stickstoffmonoxid (NO)

Unter physiologischen Bedingungen gehdrt NO zu den wichtigsten Regulatoren des
GeféaBtonus. Es wird in Endothelzellen tber eine endotheliale Kalzium/Calmodulin-abhé&ngige
konstitutive NO-Synthetase (CNOS) aus der Aminosaure L-Arginin gebildet und induziert
eine Vasorelaxation. Diese NO-gesteuerte Regulation des Ruhetonus findet im gesamten
Organismus, also auch in Gefallen des Herzens, statt [53][54]. NO hat mit 6 bis 10 Sekunden
nur eine sehr kurze Halbwertszeit. Es ist ein freies, leicht diffundierendes Molekil und fihrt
in benachbarten glatten Muskelzellen zur Aktivierung der 16slichen Guanylatzyklase,
woraufhin diese cGMP produziert. Das cGMP aktiviert eine cGMP-abhangige Proteinkinase,
liber welche die Wiederaufnahme von Ca** durch Phospholamban in das sarkoplasmatische
Retikulum der GefaBmuskelzelle, als molekulare Grundlage der Vasodilatation, angeregt wird
[55][56]. Eine verminderte endotheliale NO-Freisetzung scheint bei der Pathogenese der
essentiellen Hypertonie und der Atherosklerose von Bedeutung zu sein [57]. Interessant ist,
dass neben den glatten Gefamuskelzellen auch die Kontraktilitdt von Herzmuskelzellen unter
physiologischen Bedingungen durch NO beeinflusst wird. Dies konnte in tierexperimentellen
Studien mit Hunden sowie anhand isolierter Herzmuskelzellen nachgewiesen werden
[58][59]. Bei Kardiomyozyten fuhrt eine Zugabe gelosten NOs oder eines NO-Donors, wie

dem Natriumnitroprussid , zu einer Verminderung der Kontraktilitat [60].

Wie in experimentellen und klinischen Untersuchungen gezeigt werden konnte, wird NO
unter pathophysiologischen Bedingungen zunehmend von einer induzierbaren NO-Synthetase
(iNOS) in Endothel- und glatten Muskelzellen sowie auch in Herzmuskelzellen gebildet.
Diese INOS wird durch die Einwirkung von Zytokinen und Endotoxinen auf ihre Zielzellen
nach Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren de-novo synthetisiert. Diese Induktion
der INOS wird fur die exzessive NO-Freisetzung in der Sepsis verantwortlich gemacht
[53][60][61][62]. Stickstoffmonoxid selbst hat eine geringe Halbwertszeit und ist deshalb nur
schwer nachweisbar. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass seine Oxidationsprodukte Nitrit
und Nitrat wahrend eines Endotoxinschocks bei Ratten und auch in humanem septischen

Schockserum erhoht sind [63][64]. Der zugrundeliegende Mechanismus der NO-vermittelten
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exzessiven Vasodilatation und Kardiodepression in der Sepsis wird sehr wahrscheinlich, wie
unter physiologischen Bedingungen auch, durch die Bildung von cGMP vermittelt. Es
konnten erhohte cGMP-Spiegel wéhrend des Endotoxinschocks bei Nagetieren [65][66] und
auch wéhrend des septischen Schocks beim Menschen festgestellt werden [67]. Zwischen
cGMP-Spiegel und systemischem GeféBwiederstand war ebenfalls ein Zusammenhang zu
beobachten. Aufgrund der Tatsache, dass die myokardiale Depression durch erhéhte Spiegel
von NO schon binnen sehr kurzer Zeit beobachtet werden kann, die Expression der iNOS
nach TNF-a -Stimulation jedoch mehrere Stunden dauert, kommt die Vermutung auf, dass
auch die cNOS, zumindest wahrend der frihen Phase der Entstehung der septischen

Kardiomyopathie, von Bedeutung sein kénnte [35][68][69].

2.4.2 Arachidonsauremetabolite

Die vierfach ungesattigte Arachidonsaure (Eicosatetraensaure, AA) ist die Ausgangssubstanz
fur die Bildung von Eicosanoiden. Zu ihnen zédhlen die Prostaglandine, Prostacycline,
Thromboxane, Leukotriene und Epoxyeicosanoide. Die Phospholipase A, spaltet AA aus
Membranphospholipiden.  Uber  verschiedene  enzymatische  Schritte  entstehen

unterschiedliche Eicosanoide.

Katalysiert durch die Cyclooxygenase, durch eine Bis-Dioxygenierung der AA Uber
Prostaglandin G, zu Prostaglandin H, und nachfolgender Einwirkung unterschiedlicher
Isomerasen, Reduktasen und Synthasen, entstehen die Endprodukte Prostazyklin (PGl,) und
Thromboxan (Tx)A, sowie weitere Prostaglandine (PGD;, PGE,, PGF,;). Derzeit sind zweli
verschiedene Isoformen der Cyclooxygenase bekannt: die konstitutionelle Cyclooxygenase
(COX-1), welche in fast allen Geweben vorhanden ist und auf physiologische Stimuli reagiert
und die induzierbare Cyclooxygenase (COX-2), welche meist durch spezielle Stimuli wie
Inflammation, Ischdmie oder Sepsis induziert wird. Unter anderem wurde die COX-2 in

Herzmuskelgewebe nachgewiesen [70][71][72].

Die AA kann jedoch auch durch verschiedene Lipoxygenasen umgesetzt werden. Diese
sorgen flir eine Dioxygenierung der AA, wodurch die instabilen Hydroperoxy-
Eicosatetranoide (HPETE) entstehen, die wiederum von Hydroxyperoxydasen zu den

biologisch aktiven Hydroxyeicosatetraensduren umgesetzt werden. Aus diesem Substrat kann
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durch Dehydrierung als weiteres Zwischenprodukt das Leukotrien (LT) A4 entsteht, welches
durch Konjugation mit Glutathion zu den Cysteinyl-Leukotrienen LTC,4, LTD4 und LTE,4

umgesetzt werden kann oder spontan hydrolisiert und somit inaktiviert wird.

Wie aus Abbildung 2-2 ersichtlich ist, kann die AA Uber einen dritten Stoffwechselweg, den
Cytochrom P450 (CYP 450) abhdngigen Metabolismus, umgesetzt werden. Hierbei kommt es
zu einer Hydroxylierung, Epoxidation oder allylischen Oxidation der AA. Durch eine
Hydroxylierung der AA entstehen verschiedene Hydroxy-Eicosatetraenséduren (HETES). Lauft
der Stoffwechselweg uber Epoxygenasen, werden die Doppelbindungen der AA durch den
aktivierten Sauerstoff angegriffen und es entstehen Epoxy-Eicosatriensauren. Bei der
allylischen Oxydation katalysieren die CYP-Enzyme einen den der Lipoxygenasen ahnlichen
Reaktionstyp. Auch hierbei entstenen HETEs [73][74].

|| | || || || Membranphospholipide || II | ll |

Phospholipase A, ‘

Arachidonséiure

Cyclooxygenase 5 Llpoxygenase
Cy‘tochrom -P 450
Epoxygenase

PGH, 5| HPTE
/L EETs
LTA Gluthatlon
/ \ Hydrolase Transferase
PGI, TxA, PGE, B, LTC,
LTD,
LTE,

Abbildung 2-2: Arachidonséaurestoffwechsel

Das Enzym Phospholipase A, setzt Arachidonsaure aus Lipiden biologischer Membranen
frei. Durch die Cyclooxygenase und verschiedene Synthetasen entstehen Prostaglandine
und Thromboxane. Die Cytochrom-P450-Epoxygenase katalysiert die Bildung von
Epoxyeicosanoiden, bei Oxidation der Arachidonsaure durch die Lipoxygenase entstehen

Uber die Hydroxy-Eicosatetraenséure und das Leukotrien A, die verschiedene Leukotriene.
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24.2.1 Thromboxan

Wahrend Prostacyclin  der Thrombozytenaggregation entgegenwirkt und fir eine
Gefalerweiterung  mit  verminderter ~ Permeabilitdt  sorgt, wirkt  Thromboxan
aggregationsférdernd auf Thrombozyten, bronchokonstriktorisch in der Lunge sowie
vasokonstriktorisch, vor allem in koronaren und pulmonalen GefaRen [75][76][77][78].
Bernard et al. (1991) konnten zeigen, dass in der Sepsis die Prostanoidspiegel im Plasma
erhoht sind, und dass die Hohe der Spiegel in direktem Zusammenhang mit der Schwere des
Krankheitsverlaufes steht. Das PGI, hingegen scheint, vermutlich Uber seine vasodilatativen
Eigenschaften, einen schutzenden Effekt zu haben [79]. Bereits 1991 wurde belegt, dass
Funktionsstérungen des Herzens, ausgelést durch eine Bakteridmie, durch eine
Synthesehemmung von Thromboxan abgeschwécht werden konnen [80]. Am isolierten
Rattenherzen konnte ein Zusammenhang zwischen Thromboxan-vermittelter koronarer
Vasokonstriktion und myokardialer Depression infolge koronarer Perfusion des
Bakterientoxins Staphylococcus aureus a-Toxin gezeigt werden [76]. Interessant ist auch,
dass Lipoteichonsduren von Staphylococcus aureus zu einer Induktion der COX-2 in
isolierten Rattenherzen fuhren. Durch die COX-2 kommt es zu einer verstarkten Bildung von
TxA,, welches dann die Freisetzung des kardiodepressiven TNF-a fordert. Uber eine
Hemmung der Cyclooxygenasen mit selektiven COX-2-Inhibitoren oder den Einsatz von
TxA,-Rezeptorantagonisten kann die Freisetzung von TNF-o und die assoziierte

Kardiodepression abgeschwacht werden [36].

2.4.2.2 Leukotriene

Den Leukotrienen wird eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der Sepsis und des SIRS
zugeschrieben [81]. Vor allem LTB, ist ein potentes Chemotaxin, wéhrend die
Cysteinylleukotriene LTC,4, D4 und E4 fir eine Kontraktion glatter Muskelzellen an Bronchien
und GeféalRen sorgen [82][83]. Wegen der vor allem postkapillar starken Vasokonstriktion
fordern sie die Plasmaexsudation und Odembilduung [84][85]. In experimentellen
Untersuchungen an isolierten Hasenherzen konnte die Vasokonstriktion durch Leukotriene
auch fir Koronargefalle nachgewiesen werden [86]. An ex vivo perfundierten Rattenherzen
konnte durch die koronare Perfusion des Bakterientoxins Escherichia coli (E. coli) Hdmolysin

die kardiale Leukotriensynthese aktiviert werden. Folge hiervon war eine Storung der
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myokardialen Perfusion mit Riickgang der linksventrikularen Pumpfunktion [87]. Wie bereits
mehrfach erwéhnt, sind bakterielle Pathogenitatsfaktoren potente Induktoren vasomotorischer
Veranderungen. Die Bedeutung bakterieller Pathogenitatsfaktoren in der Pathogenese der

Sepsis wird im Folgenden beschrieben.

2.5 Bakterielle Pathogenitatsfaktoren in der Sepsis

Ein septisches Krankheitsbild kann durch hamatogene Aussaat eines Erregers selbst oder
seiner Pathogenitatsfaktoren entstehen. In beiden Fallen kommt es zu einer Aktivierung
inflammatorischer Reaktionen. Neben grampositven und gramnegativen Bakterien kdnnen
auch andere Mikroorganismen, wie z.B. Pilze, Viren und Parasiten eine Sepsis ausltsen.
Hierbei ist interessant, dass die Krankheitssymptome, wie auch die kardiovaskularen
Veranderungen wahrend der Sepsis oder im septischen Schock, nicht erregerspezifisch sind.
Bei Patienten mit grampositiver und gramnegativer Sepsis treten vergleichbare Stérungen der
myokardialen Kontraktilitat auf [88]. Mit Hilfe eines Hundemodells konnten im Tierversuch
gleichartige kardiovaskuldre Veranderungen durch grampositive und gramnegative Keime
nachgewiesen werden [89]. Zu den bakteriellen Pathogenitétsfaktoren zdhlen zum einen durch
Erreger sezernierte Toxine, sogenannte Exotoxine, wie beispielsweise das a-Toxin von
Staphylococcus aureus, zum anderen strukturelle Bestandteil der Erreger selbst, sogenannte
Endotoxine, wie z.B. die Lipopolysaccharide aus den Zellwdnden gramnegativer
Mikroorganismen und deren grampositive Aquivalente, z.B. Peptidoglykane und

Lipoteichonséuren.

2.5.1 Exotoxine

Exotoxine sind von Bakterien aktiv sezernierte Pathogenitéatsfaktoren. Es handelt sich hierbei
um Proteine, die im Gegensatz zu den weiter unten beschriebenen Endotoxinen empfindlich
gegen Hitze sind. Die Bildung von Antikoérpern wird durch Exotoxine im Organismus starker
angeregt, als durch Endotoxine. Verschiedenste klinisch relevante Erreger sind in der Lage,
Exotoxine zu bilden: Pseudomonas aeruginosa bildet das die Proteinbiosynthese irreversibel
blockierende Exotoxin A, welches Uber eine Interaktion mit dem [-Rezeptoren-
Adenylatcyclase-System die Sensibilitat isolierter Kardiomyozyten auf Katecholamine
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herabsetzt [90][91]. Escherichia coli bildet das Poren bildende Hamolysin (ECH), das zum

Teil auch Uber G-Protein-abh&ngige sekundéare Zellreaktionen wirkt [92][93]. Listeria
monozytogenes sezerniert das Listeriolysin O, mit Hilfe dessen es intrazellulér die Membran
der Phagosomen lysiert und anschlieBend frei im Zytoplasma wirken kann [94]. Auch das
grampositive Bakterium Staphylococcus aureus produziert ein Exotoxin, das sogenannte o.-
Toxin. Dabei handelt es sich wie bei ECH und Listeriolysin um ein porenbildendes Exotoxin,

auf das im Folgenden nédher eingegangen wird.

2.5.1.1 Staphylococcus aureus a-Toxin

Der Grofteil der Klinisch relevanten Staphylococcus aureus Stdmme bildet a-Toxin. Es
handelt sich hierbei um ein hydrophiles einkettiges Polypeptid mit einem Molekulargewicht
von 34 000 Dalton. Es enthalt keine langen hydrophoben Aminoséureanteile. In geldster Form
liegt es als Monomer vor, wobei seine Form durch die B-Faltblattstrukturen bestimmt wird.
Die Virulenz des a-Toxins wird durch seine Féhigkeit zur Porenbildung in den Membranen
seiner Zielzellmembran bestimmt [95]. Man zdhlt Poren bildende Toxine heute zu den

effektivsten Pathogenitatsfaktoren von Mikroorganismen.

Es sind zwei verschiedene Mechanismen bekannt, Gber die das a-Toxin an den Wirtszellen
binden und Schéaden verursachen kann. Liegt es nur in geringer Konzentration (<50 nM) vor,
bindet das Proteinmonomer wahrscheinlich Uber bisher noch nicht genauer identifizierte
Bindungsstellen an der Oberflache verschiedener Zellen, z.B. Endothelzellen, Monozyten,
humanen Thrombozyten oder Kaninchenerythrozyten. In hoherer Konzentration (>200 nM)
kann o-Toxin unspezifisch an alle Lipidmembranen andocken [96]. Dem Andocken schlief3t
sich der ndchste Schritt zur Bildung der transmembrandren Poren an: Sehr wahrscheinlich
wird Uber eine Konformationsanderung des Toxinmolekdls die zur Porenbildung bendtigte
Energie gewonnen und es werden hydrophobe Sequenzen freigelegt, welche dann eine
Insertion in die Lipidmembran ermdglichen [97]. Daraufhin folgt eine Oligomerisation der
Toxinmonomere [95], bei der die Vorstufen der Poren in Form ringférmiger Proteine
entstehen, aus denen sich dann durch laterale Diffusion die eigentlichen Poren mit
Heptamerstruktur ausbilden [98][99]. Diese Poren sind elektronenmikroskopisch
nachweisbar. Ihr Innendurchmesser betragt etwa 1 bis 2nm. Infolge der

Zellmembranschédigung kommt es zu pathophysiologisch relevanten sekundéaren Reaktionen
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[100][101] und im Extremfall sogar zum Zelltod, ausgel®st durch den Verlust lebenswichtiger
Molekiile, wie des ATPs, sowie Veranderung des inneren lonenmillieus, z.B. durch
Wassereinstrom. Bei Erythrozyten entsteht durch diesen Mechanismus eine Zellschwellung
mit anschlieBender Hamolyse, als Grundlage der Bezeichnung ,,Hdmolysine®. In sublytischen
Konzentrationen bleiben die toxinsensiblen Zielzellen jedoch intakt. Durch die
transmembrandsen Poren kann es dann zu lonenstrémen kommen. VVon besonderer Bedeutung
sind hierbei vermutlich Kaliumstrome [101][102], welche die unphysiologische Aktivierung
der Zielzellen nach sich ziehen. So kommt es unter anderem zu einer Stimulation der
Eicosanoidproduktion, einer Aktivierung von Endonucleasen, Dysfunktion der zelluldren

Kontraktilitdt sowie der Freisetzung verschiedener Zytokine [103].

Die pathophysiologischen Effekte des a-Toxins konnten sowohl an isolierten Zellen und
Organen als auch im Tierversuch nachvollzogen werden. An isolierten humanen
Endothelzellen fiihrt a-Toxin zur Aktivierung der NO- und Prostacyclinfreistzung [104]. Am
isolierten Rattenherzen verursacht o-Toxin eine koronare Vasokonstriktion sowie eine
verminderte Kontraktilitit durch Aktivierung der Thromboxanbildung [76]. Eine durch
Perfusion mit o-Toxin induzierte, ebenfalls durch Thromboxan vermittelte, pulmonale
Hypertonie konnte an isolierten Kaninchenlungen nachgewiesen werden [105]. Zusatzlich
kam es zu einer gestorten endothelialen Schrankenfunktion mit Ausbildung eines
Lungenddems [106]. Bei Schafen lste eine Bolusinjektion gereinigten o-Toxins ein akutes

Herzversagen aus [107].
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Abbildung 2-3: Porenbildung durch Staphylococcus aureus a-Toxin

2.5.2 Endotoxine und Endotoxindquivalente

Als Endotoxine im engeren Sinne bezeichnet man die Lipopolysaccharide (LPS) der
Zellwéande gramnegativer Keime. Die Wande grampositiver Bakterien hingegen enthalten
Peptidoglykane und Lipoteichonsduren (LTA). Sie konnen als Endotoxindquivalente
aufgefasst werden. Endotoxine und ihre grampositiven Aquivalente sind bedeutende
Pathogenitatsfaktoren und verantwortlich fir eine Vielzahl pathophysiologischer
Veranderungen im Rahmen der Sepsis. Sie werden bei Teilung oder beim Zelluntergang von
Bakterien freigesetzt. Dies kann im Rahmen einer Antibiotikatherapie zum Auftreten einer
typischen Komplikation, der sogenannten Herxheimer-Reaktion fiihren. Hierbei kommt es
durch die massive Endotoxinfreisetzung infolge des Bakterienzerfalls zur tberschielenden
Freisetzung von Entziindungsmediatoren, welche bei den Patienten Symptome wie Fieber,

Schuttelfrost, Kopfschmerzen, Arthralgien oder Myalgien auslésen [108][109]. Aulerdem
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sind Endotoxine an der Entstehung der kardiovaskuldren Veranderungen in der Sepsis
beteiligt. An isolierten Kardiomyozyten, wie auch an isolierten Rattenherzen, verursacht
Endotoxin eine myokardiale Depression [36][110]. Die negativen Auswirkungen von
Endotoxin konnten ebenso im Tiermodell an Kaninchen sowie an gesunden Probanden
nachvollzogen werden. Sie reagierten auf die Toxinapplikation mit einer Verminderung des
Blutdrucks und des peripheren Widerstandes bei gesteigertem Herzindex, sowie dilatiertem
und funktionseingeschranktem Ventrikel nach Volumensubstitution [20][111]. Im Blut
septischer Patienten konnten erhéhte Endotoxinspiegel nachgewiesen werden und es wurde
ein Zusammenhang zwischen der Hohe des Spiegels und der Mortalitdt nachgewiesen
[112][113].

2.5.2.1 Lipoteichonsauren (LTA)

Im Vergleich zu den Endotoxinen gramnegativer Bakterien ist Uber grampositive
Pathogenitatsfaktoren weniger bekannt. Aufgrund der wachsenden Klinischen Bedeutung
grampositiver Erreger riicken sie vermehrt in das Zentrum wissenschaftlichen Interesses.
[114][115] Lipoteichonsduren sind Bestandteile der grampositiven Bakterienwand. Sie sind,
wie auch LPS, amphiphile, negativ geladene Glykolipide komplexer Struktur [116] und
kénnen verschiedene Entzindungsreaktionen auslésen: So  stimulieren sie die
Zytokinfreisetzung von Monozyten und Makrophagen [116][117][118], fordern die
Expression endothelialer Adhdsionsmolekiile [119] und verursachen im Tierversuch einen
septischen Schock mit multiplem Organversagen [120][121]. Untersuchungen zur
Pathogenese des Schocks in der grampositiven Sepsis lassen vermuten, dass auch hier der
Induktion der iNOS, dhnlich wie im Endotoxin-Schock, grolie Bedeutung zukommen kdnnte
[120][122][123]. An Ratten konnte gezeigt werden, dass LTA die Freisetzung von TNF-
a stimuliert, eine Induktion der iNOS bewirkt und schlieBlich ein Kreislaufversagen ausldsen
kann [123]. Weitere Untersuchungen an Tiermodellen konnten belegen, dass durch eine
Inhibition der INOS, die durch LTA ausgelosten Kreislaufverdnderungen und
Zytokinspiegelanstiege zum Teil verringert werden konnten [122]. Dies gelang auch an
isolierten arteriellen GefréBpréparaten, an denen die LTA-induzierte Hyporeaktivitat durch
NOS-Inhibitoren abgeschwacht wurde [124]. Zudem konnte gezeigt werden, dass gereinigtes

LTA am isoliert perfundierten Rattenherzen, durch eine zum Teil CD-14 abhéngige TNF-a.-
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Freisetzung sowie durch eine Aktivierung der TxA,-Bildung infolge Induktion der COX-2,

Kontraktilitatsstorungen verursacht [125].

Fur die Wirkung von LTA auf die verschiedenen Zellen ist ein &hnlicher Mechanismus wie
fur LPS beschrieben: An isolierten Zellpopulationen (Monozyten, Endothelzellen und
Makrophagen) konnte gezeigt werden, dass LTA an spezifische Oberflachenrezeptoren wie
CD-14 oder dem Toll-like-Rezeptor bindet, und hierdurch eine Zellaktivierung mit
Zytokinproduktion auslost. Es folgt eine Signaltransduktionskaskade, welche mit einer
Aktivierung nukledrer Transkriptionsfaktoren endet und so die Neusynthese verschiedener
proinflammatorischer Zytokine (z.B. TNF-a, IL-1B), vasoaktiver Mediatoren (NO, Throm-
boxan, Leukotriene) und verschiedener Adh&sionsmolekile (P-Selectin, ICAM-1) induziert.
Eine Blockade des CD-14-Rezeptors fihrt zu einer verminderten oder vollig ausbleibenden
Zytokinproduktion [126][127][128].

LTA Zeliwand-assoziierte

Y\ "’/”’“’""\‘"

Teichonsaure,

Teichuronsaure

Giykanstrang mit
/Pepﬁo‘-Quewemetzung

Abbildung 2-4: Lipoteichonséuren sind Bestandteile der Zellwand grampositiver

Bakterien

Ebenso wie die anderen Bakterienwandbestandteile Teichon- und Teichuronsauren sowie
Glykane sind sie durch Peptid-Quervernetzungen verbunden. Sie werden beim Untergang

der Bakterien oder bei der Zellteilung freigesetzt.
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2.6 Phosphodiesterasen (PDE)

Phosphodiesterasen sind Metallophosphohydrolasen, die die Hydrolyse der second messenger
Adenosin- und Guanosin-3’,5’-cyclo-monophosphat (CAMP und cGMP) zu den inaktiven 5’-
Monophosphaten katalysieren. Sie regeln so, zusammen mit den Adenylat- und
Guanylatcyclasen, die intrazelluldren Spiegel der beiden second messenger, welche infolge
der Stimulation einer Zelle durch sogenannte first messenger, wie z.B. Peptide, NO,
Neurotransmitter oder auch Bakterientoxine, intrazellular gebildet werden [129][130]. Im
Jahre 1958, kurz nach der Entdeckung des cAMP, wurde von Sutherland und Rall erstmals
eine Phosphodiesteraseaktivitat beschrieben [131]. Vier Jahre spéater gelang Butcher und
Sutherland die Reinigung und Charakterisierung von PDEs [132]. Inzwischen sind bei
Séugern elf unterschiedliche PDE-Familien gefunden worden. Sie werden von 21
verschiedenen Genen kodiert. Durch variable Transkriptionsstartpunkte sowie alternatives
Spleien entstehen mehr als 50 verschiedene PDE-Isoenzyme. Aufgrund ihrer
Substratspezifitit kann man die PDE-Familien in drei verschiedene Gruppen einteilen:
CAMP-spezifisch (PDE 4,7 und 8), cGMP-spezifisch (PDE 5,6 und 9) und dualspezifisch
(PDE 1,2,3,10 und 11) [133][134].

Gemeinsam st allen PDEs, dass sie aus zwei Hauptdoménen bestehen: der zentralen
katalytische Domaéne, nahe dem C-terminalen Ende, sowie der variablen, N-terminal
gelegenen, regulatorischen Domane [133][135]. Das katalytische Zentrum des Enzyms wird
durch eine bestimmte Folge von etwa 270 Aminosduren gebildet und es besteht flr diese
Sequenz eine Homologie von mehr als 60 % fur alle elf PDE-Familien. So genannt
Scharnierregionen  (hinge regions) verbinden diesen Enzymabschnitt mit dem
carboxyterminalen Bereich, dessen Funktion noch nicht endgultig geklart ist, sowie mit der
am aminoterminalen Ende gelegenen Regulatordoméne [130]. Diese ist verantwortlich flr die
Regulation der katalytischen Aktivitat, d.h. je nach dem, welches Substrat bindet, kann die
PDE aktiviert oder inhibiert werden. Der zugrunde liegende Mechanismus ist noch nicht
vollig gekléart, es werden jedoch mdgliche Konformationsdnderungen innerhalb der
katalytischen Domane fir moglich gehalten [133][136][137].

Die PDE-Familien unterscheiden sich durch ihre Aminosauresequenzen, ihre Kinetischen
Eigenschaften, ihre Substrat- und Inhibitorspezifitaten, ihre Verteilung in den verschiedenen

Geweben, ihre  Regulationsmechanismen  sowie ihre Anzahl an Isoformen
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[133][134][136][137][138]. Fur die Signalverarbeitung im kardiovaskuldren System sind vor
allem die folgenden PDEs von Bedeutung:

Geféalkendothelzellen: PDE 1(C)
Glatte Gefamuskulatur: PDE 1A,B; PDE 3A,B; PDE 5A; (PDE 4)
Kardiomyozyten: PDE 1A,C; PDE 2A,A2; PDE 3; PDE 4A,B1,D1-3

Auf Grund ihrer Bedeutung fiir das kardiovaskuldre System soll kurz etwas naher auf die PDE

5-Familie eingegangen werden.

2.6.1 Phosphodiesterase 5

Urspriinglich wurde die PDE 5 im Jahre 1980 von Coquil et al. aus Thrombozyten isoliert
[139] und charakterisiert. Wenig spéter gelang es, sie auch in Lungengewebe nachzuweisen
[140]. Erst nachdem bekannt wurde, dass die PDE 5 an der Regulation der Kontraktion glatter
Gefallmuskelzellen beteiligt ist und das Pharmakon Sildenafil diesen Mechanismus
beeinflusst, wurde vermehrtes Forschungsinteresse fur die PDE 5 geweckt. Heute ist bekannt,
dass die PDE 5-Familie aus einem Protein besteht (PDE 5A), von welchem drei Isoformen
entdeckt wurden (PDE 5A1-3), die sich nur in ihrer N-terminalen Sequenz unterscheiden.
Wahrend PDE 5A3 spezifisch ist flir glatte Muskulatur, findet man PDE 5A1 und PDE 5A2 in
verschiedenen Geweben, z.B. in Thrombozyten, Lunge, Gehirn sowie in glatter Muskulatur
[141][142]. Inzwischen konnte bei Hunden die PDE 5 immunhistochemisch sowohl in den
GefaBen des Herzens, als auch in Kardiomyozyten nachgewiesen werden [143]. Mittels
Immunoblot und Immunhistochemie konnte gezeigt werden, dass die PDE 5 im linken
Ventrikel des Menschens exprimiert wird, und dass ihre Expression bei dilatativer und

ischdmischer Kardiomyopathie zunimmt [144].

Die PDE 5-Familie katalysiert hauptsachlich die Hydrolyse von cGMP, welches unter
anderem ein second messenger des NO ist. Hierfir sind in der Literatur mehrere
Mechanismen beschrieben: Erhohte cGMP-Konzentrationen im Zytoplasma bewirken, eine
Erleichterung der Proteinkinase G- oder Proteinkinase A-vermittelten Phosphorylierung der
PDE 5. Neuere Arbeiten weisen jedoch darauf hin, dass auch die alleinige cGMP-Bindung,
ohne Zwischenschaltung einer Proteinkinase, zu einer PDE 5-Aktivierung fuhren kann [145].

In Experimenten mit Kulturen menschlicher Corpus cavernosum Zellen konnte gezeigt
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werden, dass durch erhéhte cGMP-Spiegel Uber 48 Stunden, die Expression der PDE 5
gesteigert wird [146]. Interessant sind die therapeutischen Maglichkeiten einer Inhibition der
PDE u.a. im Hinblick auf das GefaRsystem.

2.6.2 Inhibitoren der Phosphodiesterase 5

Mit Hilfe spezieller PDE 5-Inhibitoren, wie z.B. Sildenafil (Viagra® Revatio®) oder
Zaprinast, kann die Wirkung der PDE 5 gezielt inhibiert werden. So wird Sildenafil, welches
urspriinglich zur Behandlung von Angina pectoris eingesetzt werden sollte, ebenso wie
Tadalafil (Cialis®) und Vardenafil (Levitra®), inzwischen zur Behandlung der erektilen
Dysfunktion eingesetzt. Dem liegt zugrunde, dass es durch die Inhibition der PDE 5 zu einem
verringerten cGMP-Abbau im Corpus cavernosum kommt, was zu einer Relaxation der
glatten Gefalmuskulatur, mit anschlieBendem Bluteinstrom und so zur Erektion, fihrt
[147][148][149][150]. AuRerdem wird Sildenafil heute mit Erfolg bei der Therapie der
pulmonalen Hypertonie eingesetzt [149][150][151][152]. Leider sind jedoch auch
unerwinschte Arzneimittelwirkungen bei einer Behandlung mit PDE-Inhibitoren nicht ganz
auszuschlielen. Infolge der enormen Sequenzahnlichkeiten der katalytischen Doménen
verschiedener PDE-Familien kann es zu Kreuzreaktionen verschiedener PDEs kommen. So
wirkt beispielsweise Sildenafil hemmend auf die PDE 5 und auch auf die PDE 6, welche in
der Retina exprimiert wird, wodurch es zu visuellen Stoérungen kommen kann
[147][148][149][150][153].

Da die PDE 5 auch in glatten Muskelzellen des Gastrointestinaltraktes exprimiert wird, und
dem NO/cGMP-Signalweg eine groRe Bedeutung fiir die Regulation der peristaltischen
Motilitat des Gastrointestinaltraktes zukommt, wird eine therapeutische Intervention mit PDE
5-Inhibitoren fir verschiedene Motilitatsstorungen in Erwdgung gezogen [154]. Im
Tierversuch konnte bereits eine Relaxation des unteren Osophagussphinkters durch eine

Verabreichung von Sildenafil nachgewiesen werden [155].
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2.6.3 Potentieller klinischer Einsatz von PDE-Inhibitoren

Bei der Behandlung der pulmonalen Hypertonie wurde Sildenafil, aus der Reihe der bis dato
Klinisch eingesetzten PDE-Inhibitoren, das groRte Potential zur pulmonalen Vasodilatation
und zum Lagzeitantiremodeling in der Lunge zugesprochen [156]. Im Jahre 2005 konnte im
Tiermodell an Hasen gezeigt werden, dass durch Kombination eines PDE-Inhibitors mit
inhaliertem lloprost die pulmonale Vasodilatation signifikant verstarkt und verlangert werden
kann, wobei bei Sildenafil verglichen mit anderen PDE-Inhibitoren der starkste Effekt
nachzuweisen war. Es wurde vermutet, dass die Wirkung von Sildenafil iber sowohl die PDE
1, als auch PDE 5 zustande kommt [157]. Auch durch Kombination von Sildenafil mit
inhaliertem Treprostinil, einem synthetischen Prostazyklin, konnte bei Patienten mit
pulmonaler Hypertonie ebenfalls eine zusatzliche selektive pulmonale Vasodilatation

nachgewiesen werden [158].

Auch LASSBIi0596, ein weiterer PDE 4 + 5-Inhibitor, zeigte im experimentellen Tiermodel
einen starken antiinflammatorischen und antiproliferativen Effekt [159]. Die PDE 5 scheint
zusatzlich eine groRe Rolle bei der kardiovaskuldren Regulation zu spielen, weshalb groRe
Hoffnungen in die Behandlung kardiovaskularer Erkrankungen durch PDE-Inhibitoren gesetzt
werden [160]. Tierversuche konnten flr Sildenafil einen kardioprotektiven Effekt bei
Herzmuskelschéden, infolge Ischamie-Reperfusion sowie Dbei der Apoptose und
linksventrikularen Dysfunktion infolge einer Doxorubicin-induzierten Kardiomyopathie,
zeigen [161][162]. Bei Patienten mit Linksherzinsuffizienz und sekundarer pulmonaler
Hypertonie kann durch orale Verabreichung von Sildenafil eine Verbesserung der
korperlichen Belastbarkeit erreicht werden, wie eine 2007 veroffentlichte Studie zeigt [163].
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2.7 Fragestellung

Das Krankheitsbild der Sepsis ist in der heutigen Intensivmedizin unverandert von grofter
Relevanz und limitiert h&ufig die Behandlung chronisch kranker, alter oder immun-
inkompetenter Patienten. Die kardiovaskuldren Verdnderungen der Sepsis, zu denen die
septische Kardiomyopathie wesentlich beitragt, haben hierbei einen entscheidenden Einfluss
auf den Verlauf dieses Krankheitsbildes. Es ist inzwischen akzeptiert, dass bakterielle
Pathogenitatsfaktoren in der Pathogenese der Sepsis von entscheidender Bedeutung sind.
Experimentelle Untersuchungen legen nahe, dass sowohl das porenbildende Exotoxin a-
Toxin des klinisch relevanten grampositiven Sepsiserregers Staphylococcus aureus, als auch
dessen Zellwandbestandteile Lipoteichonsauren in der Lage sind, eine Sepsis sowie eine
septische Kardiomyopathie auszuldsen. Im Hinblick auf die septische Kardiomyopathie
konnte der Toxin-aktivierten Freisetzung vasoaktiver Mediatoren grofle Bedeutung
zukommen. Die exzessive Bildung von NO ist an der Pathogenese der kardivaskuléren
Komplikationen in der Sepsis beteiligt. Die Wirkung von NO wird durch den Abbau seines
Second Messengers cGMP durch Phosphodiesterasen moduliert. Mittlerweile sind spezifische
Inhibitoren der PDE 5, wie z.B. Sildenafil, fur den klinischen Einsatz verfugbar.

Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss einer Inhibition von
Phosphodiesterasen auf die toxinvermittelte Kardiodepression untersucht. Hierbei wurden das
Exotoxin a-Toxin und das Endotoxin-Aquivalent LTA von Staphylococcus aureus in einem
Modell des isoliert perfundierten Rattenherzens untersucht. Die einzelnen Fragestellungen

lauteten wie folgt:

1. Kann durch die koronare Perfusion von o-Toxin oder LTA eine signifikante

Kardiodepression am Modell des isolierten Rattenherzens hervorgerufen werden?

2. Fiihrt die koronare Perfusion von a-Toxin zur Freisetzung kardiodepressiver oder

vasoaktiver Mediatoren?

3. Konnen die kardiodepressiven Effekte von a-Toxin und LTA durch spezifische

Inhibition der PDE 5 beeinflusst werden?

4. Kommt es durch Inhibition der PDE 5 auch zu einer Modulation der

Mediatorfreisetzung?
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3 Material und Methodik

3.1 Material

3.1.1 Versuchstiere

Fur die Experimente wurden ausschlielich mannliche Wistar Ratten der Firma Charles River

Wiga (Sulzfeld, Deutschland) mit einem Gewicht von 180 - 3509 verwendet.

3.1.2 Staphylococcus aureus a-Toxin und Lipoteichonsaure

Das gereinigte a-Toxin von Staphylococcus aureus wurde freundlicherweise von Herrn Prof.
Dr. S. Bhakdi, Institut fir Medizinische Mikrobiologie, Johannes-Gutenberg-Universitat
Mainz, zur Verfugung gestellt. Das lyophilisierte Toxin wurde in einer Konzentration von
2 mg/ml in Phosphatpuffer geldst und bei -80 °C gelagert. Fir die taglichen Versuche wurden
Aliquots der GroRe 50 pg/25 pL hergestellt und bei -20 °C fur hdchstens 4 Wochen gelagert.

Die Lipoteichonsdure von Staphylococcus aureus wurde freundlicherweise von Herrn Prof.
Dr. T. Hartung, Institut fur Biochemische Pharmakologie der Universitit Konstanz zur
Verfligung gestellt. Die Reinheit lag bei Gber 99 % [118]. Die LTA wurde in lyophilisierter
Form geliefert, in Aqua dest. geldst und in Aliquots zu 100 ug/10 uL bei —20 °C gelagert.

Mit Hilfe des Limulus Amebocyte Lysate Test konnte eine Kontamination der o-Toxin- und

LTA-Aliquots mit LPS ausgeschlossen werden.

3.1.3 Pharmaka

Im Rahmen der experimentellen Untersuchungen kamen folgende Substanzen zur

Anwendung:

e Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma, Deisendorf, Deutschland
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Forene® (Isofluran), Abbott, Wiesbaden, Deutschland

Isotone Natriumchloridldsung 0,9 %, Braun, Melsungen, Deutschland

Liquemin® (Heparin-Natrium), Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland
Narcoren® (Pentobarbital-Natrium), Merial, Hallbergmoos, Deutschland

Sildenafil, Pfizer, Freiburg, Deutschland

Zaprinast, Calbiochem, Bad Soden, Deutschland

3.1.4 Material und Geréate flir die Organperfusion

Fur die Perfusion der Organe wurden die nachfolgend genannten Materialien und Gerate

verwendet:

Aortenkanile aus Edelstahl (Innendurchmesser 1,5 mm, AufRendurchmesser 2 mm) und
Latexballon (GroRe 4 oder 5, je nach Gewicht des Versuchstiers), Hugo Sachs

Elektronik, Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten, Deutschland
Brickenverstéarker, Schwarzer DME 48 S, Picker, Miinchen, Deutschland
Carbogen (5 % CO,, 95 % O,), Messer Griesheim, Siegen, Deutschland
Differenzierer, Schwarzer DRE 48, Picker, Minchen, Deutschland
Druckaufnehmer COMBITRANS, B. Braun, Melsungen, Deutschland

Krebs-Henseleit-Perfusatlosung  (Elektrolytlésung  1/3), Serag-Wiessner, Naila,
Deutschland [Zusammensetzung (in mM): NaCl (125,00), Glucose (13,32), KCI (4,30),
CaCl,-2H,0 (2,40), MgCl,-6H,0 (1,30), KH,PO, (1,10)]

Natriumhydrogenkarbonat (NaHCO3) 8,4 %, Baxter, UnterschlieBheim, Deutschland;
(25,00 mM in Krebs-Henseleit-Perfusatlosung)

Organkammer aus doppelwandigem Glas (70 ml), Hohlglas, Lich, Deutschland
Oxygenator aus doppelwandigem Glas (250 ml), Hohlglas, Lich, Deutschland

Schlauchpumpe, MS-4 Reglo 8-100, Ismatec, Glattbrugg, Schweiz
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o Stimulationsgerat, Stimulator P Typ 201, Hugo Sachs Elektronik, Harvard Apparatus
GmbH, March-Hugstetten, Deutschland

« Tygon®-Pumpenschlauche (Innendurchmesser 3,18 mm), Ismatec, Glattbrugg, Schweiz

e Umwalzpumpe Thermomix BU, B. Braun, Melsungen, Deutschland

3.1.5 Analytische Testkits

Zur Untersuchung der Perfusatproben auf Thromboxan B,, bzw. TNF-a wurden folgende Kits

verwendet:
e Thromboxane B,-ELISA, Cayman Chemical, Ann Arbour, MI, USA
o Rat TNF-a ELISA, BioSource International Inc., Camarillo, California, USA

Zur Prufung der Toxine und des Perfusats auf Kontamination mit Endotoxin wurde folgender
Test verwendet:

e Limulus Amebocyte Lysate Test Qcl-1000, BIO Whittaker, Walkersville, Maryland,
USA
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3.2 Methodik

3.2.1 Prinzip der Methode zur Perfusion isolierter Rattenherzen nach O.

Langendorff

Die im experimentellen Teil dieser Arbeit angewandte Methode zur Perfusion isolierter
Rattenherzen beruht auf einer 1895 erstmals durch den Physiologen O. Langendorff
beschriebenen Methode [164]. Es wird hierbei ein zuvor frei prépariertes und isoliertes
Saugetierherz retrograd Uber den Stumpf der Aorta perfundiert, wobei fir das Gelingen des
Versuches die Suffizienz der Aortenklappe von enormer Wichtigkeit ist. Bei intakter
Klappenfunktion wird das tber den Aortenstumpf eingeleitete Perfusat tiber die oberhalb der
Aortenklappe gelegenen Koronarostien in die koronare Strombahn weitergeleitet, ohne in die

linke Kammer abzuflieBen, und versorgt auf diesem Wege das Myokard (s. Abb. 1).

Man erhélt so bei intaktem Reizleitungssystem des Herzens ein spontan schlagendes,
isoliertes Organ mit quasi leeren Herzkammern. An diesem koénnen nun verschiedene
physiologische Parameter erhoben werden und im Herzen synthetisierte Mediatoren im

organeffluenten Perfusat ermittelt werden.

Perfusatflufd

Aortenkantile
/

Aortenstumpf

< >
Myokard

Aortenklappe

Koronarostien

| )

Abbildung 3-1: Prinzip der Organperfusion nach O. Langendorff
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3.2.2 Versuchsaufbau

Das isolierte Herz hdangt mit der Aorta an einer Kandle in einer 37 °C warmen Organkammer
und wird dort kontinuierlich und luftblasenfrei, Uber eine Rollerpumpe gesteuert, mit
Elektrolytldsung perfundiert. Die Elektrolytlosung wird zuvor im Oxygenator mit Carbogen
geséttigt und auch erwdrmt. Organkammer und Oxygenator besitzen durch doppelwandiges
Glas eine é&uflere Kammer, welche Uber Schlauchsysteme mit einem stets beheizten
Wasserbad verbunden sind. Das warme Wasser wird kontinuierlich durch die Glaskammern
gepumpt, so dass Perfusat und Organkammer auf 37 °C erwdrmt werden. Das Perfusat
erreicht so einen pO, von 500 +/- 45 mmHg, einen pCO, von 35 +/- 5 mmHg und einen pH
von 7,4 +/-0,03. Nach Durchstrémung der Koronarien wird das abtropfende Organeffluat aus
der Organkammer abgeleitet und ber einen Filter mit einer PorengréRe von 15 uM mit einer
Rollerpumpe zurlick in den Oxygenator gepumpt. Durch den Filter werden eventuell
anfallende Gewebeteilchen des Organs oder auch akzidentiell in die Organkammer gelangte

partikuldre Verunreinigungen zurtickgehalten.

Zwischen Organkammer und Filter ist ein Dreiwegehahn eingebaut, welcher die Entnahme
von Perfusatproben ermdglicht. Der koronare Perfusionsdruck (CPP) wird zwischen
Rollerpumpe und dem aufgeh&ngten Organ, direkt oberhalb der Aortenkanile, gemessen.
Uber einen Latexballon, welcher im linken Ventrikel des Herzens platziert wird, kann iber
einen Druckaufnehmer (Combitrans) und einen Briickenverstarker (Schwarzer DME 48 S) der
linksventrikulare Druck (LVP), sowie mit einem Differenzierer (Schwarzer DER 48) auch die
maximale linksventrikuldre Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmnax) ermittelt werden. Ein
Stimulator wird im Vorhofbereich des Herzens platziert und sorgt so fir eine konstante
Herzfrequenz wéhrend des gesamten Versuchsablaufes. Auf diese Weise konnen

frequenzabhéngige Kontraktilitdtsanderungen des Myokards ausgeschlossen werden.
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Druckaufnehmer
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Abbildung 3-2: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Perfusion
isolierter Organe nach O. LANGENDORFF.

3.2.3 Entnahme und Préparation der Herzen

Zunachst wurden die Ratten in einem luftdichten Behalter mit 1 ml Isofluran (Forene®) in
Inhalationsnarkose gelegt. Nach dem Einschlafen wurde ihnen zur Erhaltung der Narkose
Pentobarbital-Natrium (Narcoren®) in einer Konzentration von 0,375 mg/kg Korpergewicht
intraperitoneal injiziert, welches zuvor mit Natrium-Heparin (Liquemin®) gemischt wurde
(Dosis: 3000 I1U/kg Korpergewicht), um so einer intrakoronaren Thrombenbildung

vorzubeugen.

Nach Uberpriifung des Cornealreflexes und der Sensibilitat, zur Sicherstellung einer
ausreichenden Narkosetiefe, wurde mit der Praparation begonnen. Uber einen Hautschnitt
vom Nabel bis zum Sternum und eine anschlieBende Inzision der Bauchwand im
Nabelbereich wurde die Bauchhohle erdffnet und die Offnung tiber zwei V-formige Schnitte,

in Richtung der lateralen Rippenuntergrenzen, erweitert. Unter Fixation des Brustkorbes,
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mittels Pinzette am Xyphoid, erfolgte die Durchtrennung der die Leber und das Zwerchfell
verbindenden Bander. Nun wurde das Zwerchfell mit einem Schenkel der Praparationsschere
maoglichst lateral perforiert, die Rippen dieser Seite nach kranial durchtrennt, das Zwerchfell
ebenfalls durch Scherenschlag an der ventralen Seite von den Rippenbdgen abgetrennt und
die Rippen der anderen Seite durchtrennt. Im nachsten Schritt wurde das noch schlagende
Herz mit einer Hand vorsichtig umfasst und mit einem Scherenschlag oberhalb der Herzbasis
von den groRen GefaRen abgetrennt. Hierbei war es wichtig, einen ausreichend langen
Aortenstumpf zu belassen, um spater das isolierte Organ mit diesem an der Perfusionskantle

aufhéngen zu kénnen.

AnschlieBend wurde das isolierte Rattenherz ziigig in ein vorbereitetes Schalchen mit
eisgekihlter Krebs-Henseleit-Perfusatlosung gegeben, woraufhin die Herzaktion rasch
erlosch. Nach vorsichtigem Schwenken in diesem Topfchen, zum Auswaschen grobster
Blutriickstande, wurde das Herz fur die weitere Praparation in eine flache Schale, ebenfalls
gefillt  mit  eisgekiihlter  Krebs-Henseleit-Perfusatlésung,  gegeben.  Unter  der
Kaltekardioplegie konnte das isolierte Herz nun von Perikard-, Bindegewebs- und
Thymusresten sowie von Aortenverzweigungen befreit werden. Die eben beschriebene

Entnahme und Préparation des Rattenherzens dauerte nicht langer als eine Minute.

3.2.4 Perfusion der Herzen

Nach Abschluss der Préparation wurde der Stumpf der Aorta Uber die Perfusionskanile
gezogen und mit einer Ligatur fixiert und abgedichtet. Letzte Entfernungen von
GefaBRstumpfen der Lungenvenen ermdoglichten den freien Zugang zum linken Vorhof und
Ventrikel. Uber die Perfusionskaniile wurde das Herz mit einem kontinuierlichen Fluss von
etwa 10 ml/min/g Herzgewicht mit 37 °C warmem, carbogengesattigtem und mit
Natriumhydrogenkarbonat modifiziertem Krebs-Henseleit-Perfusat versorgt. Sobald die
Kéltekardioplegie aufgehoben war, begann bei noch intaktem Reizleitungssystem wieder eine
Spontanaktion des Herzens. Zum Befreien des Organs von Blutresten wurden es mit 150 ml
Perfusat gespiilt und um das Versuchssystem blutfrei zu halten, wurden diese aufgefangen
und verworfen. Wahrend des Spulvorganges wurden die letzten Vorbereitungen fur den
eigentlichen Versuchsablauf getroffen: In den linken Ventrikel wurde ein kleiner Latexballon

eingebracht und an der Aufhangung der Kanule befestigt; der Druckaufnehmer wurde
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luftblasenfrei oberhalb der Perfusionskanille an das System angeschlossen und beides
kalibriert. Als letztes wurde der Stimulator im Bereich des rechten Vorhofs platziert und das
Herz mit einer konstanten Frequenz von ca. 360 Schldgen pro Minute oberhalb seiner

physiologischen Eigenfrequenz stimuliert.

Nach Durchlauf der beschriebenen Spilmenge an Perfusat wurde das System auf
rezirkulierend umgestellt und das Herz frei hédngend in der 37 °C warmen Organkammer
positioniert. Im System befanden sich nun 50 ml rezirkulierenden Perfusats. Fir die
rezirkulierende Menge von 50 ml Perfusat entschied man sich, da so einerseits, trotz der nur
begrenzt zur Verfugung stehenden Menge an aufgearbeiteten Bakterientoxinen, eine
ausreichende Toxinkonzentration fir die gewinschten Effekte am isolierten Rattenherzen
erreicht werden konnten und sich andererseits anfallende Metabolite in geniigend hoher
Konzentration im Perfusat anreichern konnten, um sie mit den zur Verfligung stehenden

Analyseverfahren nachweisen zu kénnen (2).

3.25 Messung physiologischer Parameter am isolierten Rattenherzen

Wahrend der Experimente wurden verschiedene physiologische Parameter der isolierten

Rattenherzen ermittelt und protokolliert:

Ein spezielles Druckmesssystem, bestehend aus einem mit Aqua dest. gefillten
Schlauchsystem und eingeschaltetem Druckaufnehmer (Combitrans), welches kurz oberhalb
der Aortenperfusionskaniile abzweigte, erfasste kontinuierlich den koronaren Perfusionsdruck
(CPP) als MaR fir den koronaren GefalBwiderstand. Dieser stieg mit zunehmender
Vasokonstriktion. Die erfassten Werte wurden Uber einen Bruckenverstérker an einen PC

weitergeleitet und hier protokolliert.

Uber einen Zugang im linken Vorhof wurde ein ebenfalls mit A. dest gefiillter Latexballon in
den linken Ventrikel des isolierten Herzens vorgeschoben. Dieser Ballon wurde wahrend der
unmittelbaren Versuchsvorbereitung mit so viel Flissigkeit gefullt, dass er den Ventrikel
komplett ausfullte und ein enddiastolischer Druck von 10 mmHg eingestellt war. Auf diese
Weise konnte anhand der isovolumetrischen Kontraktion des Myokards der linksventrikulare

Druck (LVP) ermittelt und Uber das an den Ballon angeschlossene Schlauchsystem zu einem
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Druckaufnehmer weitergeleitet werden. Die dort erfassten Werte wurden ebenfalls durch

einen Bruckenverstarker amplifiziert und an den PC weitergeleitet.

Mit Hilfe der registrierten Werte des LVP konnten aus der Differenz des maximalen
systolischen Druckes und des enddiastolischen Druckes die Werte des linksventrikular
entwickelten Drucks (LVDP = left ventricular developed pressure), die Herzfrequenz (HR)
sowie die maximale linksventrikuldre Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dt) als weiterer
Kontraktilitdtsparameter ermittelt werden.

3.2.6  Standardversuchsprotokoll

Zun&chst wurden das an der Aortenkanile hangende Herz in einem offenen System mit
150 ml Perfusat gespilt, um es von Blutresten zu befreien. Das Perfusat wurde verworfen.
AnschlieBend wurde bei einer verbleibenden Perfusatmenge von 50 ml rezirkulierend
perfundiert. Sobald sich ein Aquilibrium (,,Steady-State”) eingestellt hatte, d.h. sich CPP,
LVDP und dP/dtn.x auf stabilem Niveau eingependelt hatten, wurden die
Versuchsaufzeichnungen begonnen. Es begann mit einem 25-minttigen Vorlauf (-25. Minute
bis 0. Minute), zu Beginn und zum Ende dessen erstmals Perfusatproben genommen wurden
(LW1 und LWZ2). Alle Rattenherzen, bei denen die physiologischen Parameter bis zum
Ablauf der Vorlaufzeit nicht im Steady-State geblieben waren, wurden von weiteren
Untersuchungen ausgeschlossen.

In der 0. Minute erfolgte die Zugabe des entsprechenden Toxins: o-Toxin in der
Endkonzentration von 1,5 pg/ml bzw. LTA in der Endkonzentration von 2 pg/ml. Je nach
Versuch wurde zuvor in der -10. Minute Sildenafil oder Zaprinast in einer Konzentration von
10 uM zugesetzt. Die Versuche mit a-Toxin liefen ab der 0. Minute fiir weitere 60 Minuten,
wobei Perfusatproben mit einem Volumen von jeweils 1 ml nach den Minuten 0, 10, 20, 30,
40, 50 und 60 entnommen wurden. Die LTA-Versuche liefen fiir weitere 180 Minuten und es
wurden Proben nach der 0., 30., 60., 90., 120., 150. und 180. Minute entnommen.

Folgende Versuchsreihen mit jeweils mindestens 5 Experimenten wurden fir diese Arbeit

durchgefunhrt:

o Kontrolle 60 min/ 180 min
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e a-Toxin (1,5 pg/ml) 60 min
e a-Toxin (1,5 pg/ml) + Sildenafil (10 uM) 60 min

e a-Toxin (1,5 pg/ml) + Zaprinast (10 uM) 60 min

e LTA (2 pg/ml) 180 min
e LTA (2 pg/ml) + Sildenafil (10 uM) 180 min
e LTA (2 pg/ml) + Zaprinast (10 uM) 180 min

Um direkte Einflisse der Pharmaka Sildenafil und Zaprinast auf die physiologischen
Parameter der Rattenherzen ausschlielfen zu kdnnen, wurden zusétzlich Kontrollversuche

allein mit den Pharmaka in den entsprechenden Konzentrationen durchgefuhrt.

3.2.7 Nachweis von Thromboxan A, in Perfusatproben

Das Prostanoid Thromboxan A, (TXA,) ist ein Syntheseprodukt der Arachidonsaure. Da TxA;
nur eine sehr kurze Halbwertszeit hat, kann mit Hilfe kommerzieller ELISA-Test-Kits
(Cayman Chemical) das stabile, inaktive, nicht-enzymatische Hydrolyseprodukt Thromboxan
B, (TxB;) im Perfusat bestimmt werden. Diesem ELISA liegt folgendes Prinzip zugrunde:
Der Analyt (hier TxB;) und eine bestimmte Menge an Tracer konkurrieren um eine konstante
Anzahl Bindungsstellen eines TxB,-spezifischen Kaninchenantiserums. Somit ist die Menge
an gebundenem Tracer umgekehrt proportional zur Menge des gebundenen Analyts. Der
Tracer besteht aus einer an TxB, gekoppelten Acetylcholinesterase (AchE). Die Gemische mit
den entstandenen Immunkomplexen, bestehend aus Analyt bzw. Tracer und
Kaninchenimmunglobulin, werden anschliefend auf eine mit Anti-Kaninchen-Antikdrpern
beschichtete Mikrotiterplatte pipettiert und dort gebunden. Im nachfolgenden Arbeitsschritt
werden die ungebundenen Anteile des Tracers ausgewaschen. AnschlieBend wird ein
chromogenes  Substrat  (Acetylthiocholin  und 5,5 -Dithio-Bis-(2-Nitrobenzoeséure))
hinzugegeben, welches von der Acetylcholinesterase des Tracers zu der gelben 5-Thio-2-
Nitrobenzoesdure umgesetzt wird. Diese kann photometrisch bei einer Wellenldange von

412 nm quantifiziert werden und Uber diesen Wert die in umgekehrt proportionalem
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Verhaltnis stehende Menge des Analyts ermittelt werden. Die Lagerung der Perfusatproben
bis zur Durchfuhrung der ELISASs erfolgte bei -20 °C.

3.2.8 Nachweis von TNF-a in Perfusatproben

Der quantitative Nachweis von TNF-a erfolgte ebenfalls mit Hilfe kommerzieller Testkits.
Hierbei wurden die zu analysierenden Perfusatproben auf Mikrotiterplatten pipettiert, auf
welchen spezifische Antikorper gegen Ratten-TNF-o fixiert waren. Nach Zugabe eines
zweiten, biotinylierten Antikorpers folgte die erste Inkubationsphase, wahrend der das TNF-
o-Antigen an der einen Seite an den an der Platte fixierten AntikOrper und an der anderen
Seite an den freien biotinylierten Antikorper band. Anschliefend wurden die berschiissigen
freien Antikorper entfernt und das Enzym Streptavidin-Peroxidase hinzugegeben. Dieses
Enzym band wahrend der anschliefenden Inkubationszeit an den mit dem TNF-a
verbundenen biotinylierten Antikorper. Im Anschluss wurde die Platte mehrmals gewaschen,
um ungebundenes Enzym zu entfernen, und schliellich eine spezielle Substratlosung
(Tetrametylbenzidin) hinzugegeben, welche von dem gebundenen Enzym zu einer farbigen
Losung umgewandelt wurde. Die Intensitiat der verschiedenen Ldsungen wurde nun bei
450 nm photometrisch bestimmt, wobei sie direkt proportional zur TNF-a-Konzentration der

untersuchten Probe war.

Aufgrund der Thermolabilitdt des TNF-o. wurden die wéhrend der Versuchsreihen ge-
wonnenen Perfusatproben direkt in flissigen Stickstoff gegeben und anschlieRend bei -80 °C
gelagert.

3.2.9 Priufung auf Kontamination der LTA mit Endotoxin

Um eine mdglich Verunreinigung der LTA durch Endotoxin ausschlieBen zu kénnen, wurde
der Limulus Amebocyte Lysate (LAL) Test durchgefiihrt. Das Testprinzip beruht auf
folgenden Gegebenheiten: Spezielle Amobozyten, welche aus der H&molymphe des Pfeil-
schwanzkrebses (Limulus polyphemus) stammen, koagulieren nach Kontakt mit Endotoxin.
Bei diesem Koagulationsprozess kommt es zu einer dhnlichen Kaskade wie wéhrend der

Blutkoagulation von Sdugetieren.
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Der LAL-Test enhélt ein Proenzym aus diesen Amdbozyten, welches nach Zugabe von
Endotoxin oder einer endotoxinhaltigen Probe durch eine katalytische Wirkung des Endo-
toxins zum aktiven Enzym umgewandelt wird. Die Menge an aktiviertem Enzym ist dabei
proportional zum Endotoxingehalt der Probe. Um anschliessend die Enzymmenge quanti-
fizieren zu kénnen, muss das farblose Substrat Ac-lle-Glu-Ala-Arg-p-Nitroanilin hinzugefugt
werden, von welchem das zuvor entstandene aktive Enzym schliesslich den farbigen Stoff p-
Nitroanilin abspaltet. Dieser kann anschliessend photometrisch bei 405 — 410 nm bestimmt
werden und korreliert mit dem Gehalt des in der Probe vorhandenen Endotoxins. Durch

Messung gegen Standards ist eine genaue Quantifizierung des Endotoxingehaltes méglich.

3.2.10 Auswertung und Statistik

Die Werte fiir die Anderung des koronaren Perfusionsdrucks (CPP) und somit des koronaren
GefaBwiderstandes wurden als Differenz (A) der Ausgangswerte zum Zeitpunkt Minute O
angegeben, d.h. nach Ablauf der Aquilibrierungs- und Versuchsvorlaufphase. Ebenso wurden
die mittels ELISA gemessenen Konzentrationen an TxB, als Differenz der Werte zum
Zeitpunkt Minute 0 angegeben. Sowohl der LVDP als auch dP/dtmax wurde als Messgrofie der
myokardialen Kontraktilitdtsdnderung in Form von Relativwerten und somit als prozentuale

Veranderungen der Ausgangswerte, ebenfalls in der 0. Minute, angegeben.

Alle in dieser Arbeit angegebenen Werte sind arithmetische Mittelwerte aus mindestens flinf
voneinander unabhéngigen Experimenten mit dem jeweiligen Standardfehler des Mittelwertes
(+/- SEM). Zur Untersuchung auf statistische Signifikanz wurden die Daten mit einer
Varianzanalyse sowie mit dem Tukey’s Honestly Significance Difference Test als post-hoc

Test Gberprift. Werte von p < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Ubersicht

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit standen experimentelle Untersuchungen zur
Bedeutung zyklischer Nukleotide bei der Genese der septischen Kardiomyopathie. Am
Modell des isoliert perfundierten Rattenherzens wurde mit Hilfe der bakteriellen
Pathogenitétsfaktoren o-Toxin und LTA die kardiale Depression in der Sepsis simuliert. Je
nach Toxin erfolgte die Perfusion der Herzen Uber eine oder drei Stunden. Hierbei wurden die
physiologischen Parameter der Koronardurchblutung, in Form des koronaren Perfusions-
druckes (CPP) sowie der myokardialen Kontraktilitdt, in Form des linksventrikular
entwickelten Druckes (LVDP) und der maximalen linksventrikuldaren Druckanstiegs-
geschwindigkeit (dP/dtmax), protokolliert. In weiteren Versuchsreihen wurde der Einfluss
zweier Phosphodiesterase-5-Inhibitoren, Sildenafil und Zaprinast, auf die physiologischen
Herzparameter untersucht. Nachdem hierbei ein positiver Effekt auf die toxininduzierten
myokardialen Kontraktilitatsanderungen nachgewiesen werden konnte, erfolgte eine Analyse
der wéhrend der Versuchsreihen gewonnenen Perfusatproben. Ziel war herauszufinden, ob
eine veranderte Freisetzung kardiodepressiver Mediatoren in Zusammenhang mit der

verbesserten myokardialen Kontraktilitat infolge Inhibition der PDE 5 stehen konnte.

4.2 Einfluss bakterieller Toxine auf die physiologischen

Parameter isoliert perfundierter Rattenherzen

4.2.1 Parameter bei toxinfreier Perfusion

In einstundigen Kontrollversuchen ohne Zusatz von a-Toxin konnte gezeigt werden, dass sich
der CPP wéhrend des gesamten Versuchsverlaufs nur wenig &nderte. Er stieg von 56 mmHg
in der 0. Minute auf 73 mmHg in der 60. Minute. LVDP und dP/dtnax wiesen wahrend der

gesamten Beobachtungszeit sogar annéhernd konstante Werte auf.
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Analog dazu konnte in dreistiindigen Kontrollversuchen nachgewiesen werden, dass sich die

koronare Perfusion auch nach 180 Minuten nur leicht verschlechterte. Der CPP stieg auch hier

lediglich auf 73 mmHg. Fir die myokardiale Kontraktilitdt konnte auch nach drei Stunden

keine signifikante Verschlechterung verzeichnet werden (siehe Tab. 4-1).

30’ 60’ 90’ 120 150' 180'

CPP (mmHg) 49 56 60 64 67 70 73
LVDP (mmHg) 89 93 94 95 95 95 93
dP/dt (mmHg/min) 3081 3331 3419 3456 3494 3394 3325
HR * 360 360 360 360 360 360 360

* gepaced

Abbildung 4-1: Physiologische Parameter isoliert perfundierter Rattenherzen tber 180

Minuten bei toxinfreier Perfusion (Absolutwerte)

4.2.2 Wirkung von a-Toxin

Nach Zugabe von o-Toxin in der Endkonzentration 1,5 pg/ml Perfusat kam es zu einer

deutlichen Veranderung der myokardialen Perfusion. Der CPP stieg von der 0. Minute bis zur

60. Minute um 29 mmHg an, wobei innerhalb der ersten 20 Minuten der steilste Anstieg zu

verzeichnen war und der Wert in der 20. Minute sogar um 35 mmHg oberhalb des

Ausgangswertes lag. Auch die Parameter der myokardialen Kontraktilitat zeigten sich
deutlich verandert: Der LVDP fiel bis zur 60. Minute auf 77 % des Ausgangswertes ab, dP/dt
sank auf 84 % des urspriinglichen Wertes. Wie beim CPP zeigten sich auch hier die starksten

Veranderungen innerhalb der ersten 20 Minuten nach Toxinzugabe.
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Abbildung 4-2: Auswirkungen von a-Toxin auf die Perfusion und Kontraktilitat isoliert

perfundierter Rattenherzen

a-Toxin wurde dem rezirkulierenden Perfusat in einer Endkonzentration von 1,5 pg/ml

zugesetzt. Die Herzen wurden tber einen Zeitraum von 60 Minuten perfundiert.

Diagramm A stellt den Anstieg des koronaren Perfusionsdruckes (CPP) als Abweichung des
Ausgangswertes dar, Diagramm B den Abfall der linksventrikularen Kontraktilitdt (LVDP) und
Diagramm C den Abfall der linksventrikularen maximalen Druckanstiegsgeschwindigkeit
(dP/dtyax). Die in Diagramm B und C dargestellten Werte sind in Prozent des
Ausgangswertes zur 0. Minute angegeben. Mit * markierte a-Toxinwerte unterscheiden sich

signifikant (p<0.05) von der Kontrolle.
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423 Wirkungvon LTA

Genau wie fur a-Toxin konnte auch fir den grampositiven Zellwandbestandteil LTA ein
deutlicher kardiodepressiver Effekt auf das isoliert perfundierte Rattenherz nachgewiesen
werden. Der Zusatz von LTA in einer Konzentration von 2 pg/ml Perfusat bewirkte nach 180
Minuten eine starke Minderung der myokardialen Kontraktilitat. Dies zeigte sich in einem
Abfall des LVDP auf 72 % des Ausgangswertes innerhalb von 180 Minuten. Der steilste
Abfall setzte hierbei etwa nach 120 bis 150 Minuten ein. Sehr ahnlich verhielt sich die
maximale linksventrikuldre Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtyax), ebenfalls ein Parameter
zur Beurteilung der Herzkontraktilitat. Sie blieb bis etwa zur 120. Minute relativ konstant,
sank dann jedoch rapide ab bis zu einem Endwert von 72 % des Ausgangswertes in der 180.
Minute. Ein Einfluss von LTA auf die koronare Perfusion war auch nachzuweisen, er zeigte
sich jedoch weniger ausgepragt. Bis zur 150. Minute nach Zugabe von LTA stieg der CPP im
Vergleich zur Kontrollgruppe nur um etwa 12 mmHg héher Gber den Ausgangswert, nach 180

Minuten lag er um 24 mmHg hoher als der Wert der Kontrollgruppe.
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Abbildung 4-3: Auswirkungen von LTA auf die Perfusion und Kontraktilitat

isoliert perfundierter Rattenherzen

LTA wurde dem Perfusat in einer Konzentration von 2 pg/ml zugesetzt. Die Herzen wurden

Uiber einen Zeitraum von 180 Minuten perfundiert.

Diagramm A stellt den Anstieg des CPP als Abweichung des Ausgangswertes (0. Minute)
dar. Diagramm B zeigt den prozentualen Verlauf des LVDP zum Ausgangswert, in Diagramm
C ist der prozentuale Wert der dP/dt,.x zum Ausgangswert dargestellt. Mit * markierte LTA-

Werte unterscheiden sich signifikant (p<0.05) von der Kontrolle.
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4.3 Pharmakologische Intervention — Inhibition der PDE 5

Nachdem es gelungen war, die kardiodepressiven Effekte von a-Toxin und LTA am isoliert
perfundierten Rattenherzen zu reproduzieren, wurden weitere Versuchsreihen durchgefuhrt,
um eine mogliche Beeinflussung der toxininduzierten Kardiodepression durch Inhibition der
PDE 5 nachzuweisen. Hierbei wurde, jeweils 10 Minuten vor Zugabe des entsprechenden
Toxins, Sildenafil oder Zaprinast zur Vorbehandlung der Herzen in das rezirkulierende
Perfusat gegeben. Bei a-Toxin-perfundierten Herzen wurden Sildenafil und Zaprinast jeweils
in einer Konzentration von 10 uM verwendet, die LTA perfundierten Herzen wurden mit 1

UM Sildenafil, bzw. 4 UM Zaprinast vorbehandelt.

Um ausschlieBen zu konnen, dass Sildenafil und Zaprinast nicht bereits alleine eine
Verénderung der Herzparameter hervorrufen, wurden zuvor Kontrollversuchsreihen unter
alleiniger Zugabe der PDE-Inhibitoren in verschiedenen Konzentrationen durchgefihrt.
Hierbei zeigten sich keine signifikanten Anderungen der Herzparameter (Daten hier nicht

dargestellt).

4.3.1 Auswirkungen auf physiologische Parameter

4.3.1.1 PDE 5-Inhibition und a-Toxin

Durch die Zugabe von Sildenafil und Zaprinast konnte der kardiodepressive Effekt des a-
Toxins deutlich abgeschwécht werden. Die starksten Auswirkungen konnten fir die Para-
meter der koronaren Perfusion nachgewiesen werden. Hierbei zeigte die a-Toxingruppe in
Anwesenheit von Sildenafil einen anndhernd gleichen Verlauf des CPP wie die Kontroll-
gruppe, und auch bei der a-Toxingruppe nach VVorbehandlung mit Zaprinast stieg der CPP nur
um 20 +/-1,8 mmHg, wéhrend er in der reinen Toxingruppe nach 20 Minuten bereits um 35
+/-2,9 mmHg angestiegen war und sich bis zum Versuchsende bei einem etwa 30 +/-
2,8mmHg oberhalb des Ausgangswertes liegenden Wert einpendelte. Der initiale
Druckanstieg verlief in der mit Zaprinast vorbehandelten Toxingruppe mit 15 +/-2,0 mmHg

ebenfalls deutlich schwacher als bei der reinen Toxingruppe. Auch die myokardialen
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Kontraktilitdtsparameter sanken nach Zugabe eines PDE 5-Inhibitors weniger ab. Nach
Sildenafil-Vorbehandlung fiel der LVDP a-Toxin-perfundierter Herzen nur auf etwa 90 +/-
4,3 % des Ausgangswertes, und auch nach VVorbehandlung mit Zaprinast fiel er nur auf 88 +/-
3,0 % des ursprunglichen Wertes zu Versuchsbeginn. Dies entspricht einer etwa 13- bzw. 11-
prozentigen Verbesserung gegenuber der reinen o-Toxingruppe. Fur die dP/dtmax zeigte sich
20 Minuten nach Toxinzugabe die deutlichste Verbesserung. Sie sank hier in Anwesenheit
von Sildenafil um ca. 10 % weniger ab als ohne PDE-Inhibition, in Anwesenheit von
Zaprinast sogar um 12 % weniger. Nach einer Stunde lagen die Werte der mit Sildenafil bzw.
Zaprinast vorbehandelten und anschliessend mit a-Toxin perfundierten Herzen auf anndhernd
gleicher Hohe wie nach 20 Minuten. Durch einen Anstieg der dP/dtmax in der reinen
Toxingruppe zwischen der 20. und 60. Minute konnte bei Versuchsende jedoch nur noch ein
Unterschied von etwa 3 % zur Toxin/Sildenafilgruppe und ca. 6 % zur Toxin/Zaprinastgruppe

verzeichnet werden.
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Abbildung 4-4: Auswirkungen der PDE 5-Inhibition auf physiologische Parameter a-

Toxin-perfundierter Rattenherzen

Diagramm A zeigt den Verlauf des CPP als Abweichung des zu Versuchsbeginn ermittelten
Ausgangswertes an. In Diagramm B ist der prozentuale Verlauf des LVDP dargestellt,
Diagramm C beschreibt, ebenfalls prozentual, den Verlauf der dP/dt,.«. Die markierten Werte
unterscheiden sich signifikant (p<0.05) von der Kontrollgruppe (*), der Kontroll- und der
Sildenafil-Toxingruppe (A), der Kontroll- und der Zaprinast-Toxingruppe (+) oder von allen 3

Vergleichsgruppen (&).
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4.3.1.2 PDE 5-Inhibition und LTA

Im Anschluss an die Versuchsreihen zur Untersuchung der Beeinflussung einer o-Toxin
induzierten Kardiodepression durch PDE 5-Inhibitoren wurde der Einfluss dieser
Phosphodiesterasehemmer auf die LTA-induzierten myokardialen Kontraktilitats- und

Perfusionsanderungen untersucht.

Es zeigte sich hierbei, dass durch die Zugabe von Sildenafil, die Beeintrachtigung der Herz-
funktion durch LTA deutlich abgeschwécht werden konnte. Die ermittelten Werte flr den
CPP sowie den LVDP entsprachen nahezu denen der toxinfrei perfundierten Kontrollgruppe.
Der toxininduzierte Anstieg des CPP lag in Anwesenheit von Sildenafil nach 180 Minuten 25
+/-3,1 mmHg Uber dem Ausgangswert, in der Kontrollgruppe lag er 24 +/-2,1 mmHg darber.
Fur den LVDP konnte in beiden Gruppen nach 3 Stunden ein um 5 +/-4,0 % hoherer Wert als
zu Versuchsbeginn ermittelt werden. Auch der dP/dtm.-Graph der mit Sildenafil
vorbehandelten LTA-Gruppe verlief ahnlich wie der der Kontrollgruppe, wobei die Werte im
Schnitt um 4-5 % tiefer lagen. Nach 180 Minuten wurde in beiden Gruppen fur die dP/dtmax,
mit 107 +/-6,1 % fir Sildenafil/LTA, bzw. 109 +/-5,2 % fur LTA allein, ein Wert oberhalb
des Ausgangswertes ermittelt.

Analog dazu zeigte sich, dass auch der PDE 5-Inhibitor Zaprinast in der Lage ist, die negativ
inotrope Wirkung von LTA sowie deren vasokonstriktorischen Effekt auf die Koronargeféale
teilweise aufzuheben. So stieg der CPP unter Zaprinast-Vorbehandlung innerhalb von 180
Minuten ann&hernd linear nur 31 +/-4 mmHg, in der reinen Toxingruppe verlief er bis zur
120. Minute fast parallel, stieg anschlielend jedoch etwas steiler an und schloss 46 +/-6,2
mmHg oberhalb seines Ausgangswertes. Ein deutlicherer Unterschied konnte fur den Verlauf
des LVDP und der dP/dty.x nachgewiesen werden: In beiden Graphen zeigte sich bei
Zaprinastzugabe, initial nach Toxinapplikation, eine minimale Verbesserung der Inotropie,
welche in der reinen Toxingruppe vollig ausblieb oder schwéacher ausgepragt war. Im wie-
teren Versuchsverlauf verhinderte Zaprinast den etwa nach 120 Minuten einsetzenden steilen
Abfall des LVDP sowie der dP/dtyax. In der 180. Minute lag der LVDP der LTA/ Zapri-
nastgruppe nur 6 % unterhalb seines Ausgangswertes, was einer Verbesserung gegeniber der
reinen Toxingruppe um etwa 22 % entsprach. Die dP/dtmax lag bei Versuchsende mit 98 +/-
4,8 % in der LTA/ Zaprinastgruppe ebenfalls deutlich tiber dem Wert der reinen Toxingruppe,
welche mit 77 +/-3,4 % des Ausgangswertes abschloss.
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Abbildung 4-5: Auswirkungen der PDE 5-Inhibition auf physiologische Parameter

LTA-perfundierter Rattenherzen

Diagramm A zeigt den Verlauf des koronaren Perfusionsdruckes als Abweichung des
Ausgangswertes. In Diagramm B wird der prozentuale Verlauf des LVDP dargestellt, und
Diagramm C zeigt prozentual den Verlauf der dP/dt,.«. Die markierten Werte unterscheiden
sich signifikant (p<0.05) von der Kontrolle (*), der Kontrolle und der Sildenafil-Toxingruppe
(A), der Kontrolle und der Zaprinast-Toxingruppe (+) oder allen 3 Vergleichsgruppen (&).

47



4 Ergebnisse

4.4 Analyse der Perfusatproben auf vasoaktive Mediatoren

4.4.1 Modulation der Thromboxanfreisetzung

Um die mogliche pathophysiologische Bedeutung von TxA, bei der toxininduzierten
kardialen Dysfunktion zu untersuchen, wurde die Freisetzung von TxB,, dem stabilen,
inaktiven Hydrolyseproduktes des vasokonstriktors TxA; in das Perfusat bestimmt. Hierzu
erfolgte mittels ELISA eine Analyse der wéhrend der Versuchsreihen zum Zeitpunkt 0.-, 5.-,
10.-, 20.-, 40.- und 60. Minute genommenen Perfusatproben, welche bis zum

Untersuchungszeitpunkt bei -20 ° Celsius gelagert wurden.

60 -
*
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= M a-Toxin (1,5 yg/mL)
§ 40 - ] a-Tox {1,5ug/mL) + Sildenafil (10uM)
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[
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0 | T T 'Il T T 1
0 5 10 20 40 60

Zeit (min)

Abbildung 4-6: Freisetzung von Thromboxan nach Applikation von e-Toxin mit und
ohne PDE-Inhibition im Vergleich zur toxinfrei perfundierten

Kontrollgruppe

Der mit * markierte Wert unterscheidet sich signifikant von der Kontrolle sowie der mit o-

Toxin bzw. Zaprinast vorbehandelten Toxingruppe.
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Wahrend in der Kontrollgruppe erst nach der 40. Versuchsminute ein erhdhter TxB,-Spiegel
nachgewiesen werden konnte, zeigte sich in der Toxingruppe bereits nach 5 Minuten ein
erhohter TxB,-Wert, verglichen mit dem Ausgangswert zu Beginn des Versuches. Der Wert
stieg innerhalb von 5 Minuten um 7 pg/ml, in der Kontrollgruppe stieg er innerhalb von 60
Minuten um 8 pg/ml. In Anwesenheit von Sildenafil bzw. Zaprinast zeigte sich ebenfalls ein
Anstieg der TxB,-Konzentration um 7 bzw. 8 pg/ml innerhalb der ersten 5 Minuten, genau
wie bei der reinen Toxingruppe. Im weiteren Verlauf kam es jedoch in Anwesenheit der PDE-
Inhibitoren zu keinem weiteren Anstieg der TxB,-Konzentration, und sie endeten bei einem
Wert von 10 pg/ml fir die o-Toxin/Sildenafilgruppe und 9 pg/ml fir die o-
Toxin/Zaprinastgruppe in der 60. Minute. Fr die reine Toxingruppe konnte wéhrend des
gesamten Versuchsverlaufes ein steigender Spiegel an TxB,, und mit 43 pg/ml in der 60.
Minute ein weit hoherer Wert als in den Vergleichsgruppen nachgewiesen werden.

4.4.2 Modulation der TNF-Freisetzung

Bei den LTA-Versuchsreihen wurden ebenfalls Perfusatproben genommen, jedoch zu den
Zeitpunkten 0.-, 60.-, 150.- und 180. Minute. Spéter erfolgte ebenfalls eine Analyse mittels
ELISA zur Bestimmung des vasoaktiven Mediators TNF-a. Bis zum Untersuchungszeitpunkt

erfolgte die Lagerung der Proben bei -80 °C.
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Abbildung 4-7: Freisetzung von TNF-a nach Applikation von e-Toxin mit und ohne

PDE-Inhibition im Vergleich zur toxinfrei perfundierten Kontrollgruppe

Der mit * markierte Wert unterscheidet sich signifikant von dem der Kontrollgruppe.
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Bei allen 4 Untersuchungsgruppen konnte zum Zeitpunkt 0. und 60. Minute kein TNF-a im
Perfusat nachgewiesen werden. Nach 150 Minuten lag die TNF-a -Konzentration in der
Kontrollgruppe lediglich bei 9 pg/ml, wahrend sie in der Toxingruppe schon bei 51,3 pg/ml
lag. Die Konzentrationen bei der mit Sildenafil bzw. Zaprinast vorbehandelten LTA-Gruppe
lagen mit 37 bzw. 36 pg/ml deutlich unterhalb der Werte der reinen Toxingruppe. Ein im
Verhéltnis ahnliches Ergebnis zeigte sich bei der Untersuchung der wahrend der 180. Minute
genommenen Proben. Hier lag der TNF-a-Wert der Kontrollgruppe bei 26 pg/ml, der der
LTA-Gruppe bei 96,9 pg/ml. Die Werte der LTA/Sildenafilgruppe sowie der
LTA/Zaprinastgruppe lagen mit 74 bzw. 68 pg/ml wiederum unterhalb derer der reinen

Toxingruppe.

Die Perfusion von Sildenafil oder Zaprinast in Abwesenheit von LTA hatte keinen Einfluss
auf die TNF-Freisetzung (Daten hier nicht dargestelit).
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5 Diskussion

5.1 Entwicklung der Fragestellung

5.1.1 Pathophysiologische Veranderungen der septischen
Kardiomyopathie

Die Sepsis und der septische Schock stellen unveréndert eine grof3e therapeutische
Herausforderung in der modernen Intensivmedizin dar. Durch die Einschwemmung von
Erregern, ihrer Toxine oder Zellwandbestandteile aus einem entziindlichen Fokus, wird im
Wirtsorganismus eine Kaskade verschiedener inflammatorischer Reaktionen ausgeldst. So
kommt es beispielsweise zur Aktivierung des Komplement- und Gerinnungssystems, zur
Freisetzung von Zytokinen, wie TNF-a oder IL-13 sowie vasoaktiver Mediatoren, wie PAF,
NO oder verschiedenen Arachidonsauremetaboliten [6]. Diese systemische Wirtsreaktion
wird auch durch den Begriff SIRS zusammengefasst. Hauptfolge dieser systemischen
Entziindungsreaktion ist die Beeintrdchtigung der Makro- und Mikrozirkulation, was zu
Gewebeschadigung, septischem Organversagen und septischem Schock fuhren kann [7][8].

Da wahrend des septischen Schocks das HZV meist Uber einen langeren Zeitraum
unverandert oder sogar erhoht ist, wurde die Beeintrachtigung der Herzfunktion im Rahmen
der Sepsis lange Zeit unterschatzt. Hierbei wurde jedoch nicht beachtet, dass die Steigerung
des HZV gegeniuber dem massiven peripheren Widerstandsabfall zumeist vollig unzureichend
ist. Heute weill man, dass sogar Todesfalle im septischen Schock auf ein Pumpversagen des
Herzens zuriickzufiihren sind [8]. Diese Beeintrdchtigung der Herzfunktion ist heute unter
dem Begriff der septischen Kardiomyopathie bekannt. Pathophysiologisch kennzeichnend
hierflr ist eine Dilatation beider Ventrikel mit verminderten Auswurffraktionen. Durch einen
Anstieg der HF bei sinkendem peripherem Widerstand ist das HZV hdaufig erhoht, der
Blutdruckabfall im septischen Schock ist meist jedoch nicht kompensiert [14][15]. Zuséatzlich
verhindert eine erhohte Ventrikelcompliance wahrend des septischen Geschehens eine

mdogliche adaquate Steigerung der kardialen Leistung durch die in der Sepsis obligate
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Volumensubstitution [17]. Ein verdnderter O,-Bedarf der Herzmuskelzellen, zusammen mit
der gestorten koronaren Vasomotorik, fihrt schlieBlich zu einem Missverhéltnis zwischen O,-
Angebot und O,-Bedarf, was sich wiederum negativ auf die Pumpleistung auswirkt [18].

Man weil3 heute, dass die schadigende Wirkung auf den Herzmuskel durch verschiedene
Substanzen, die sogenannten ,,Myocardial depressant substances®, ausgelost wird [27][29]. Zu
diesen zahlen vor allem Zytokine wie TNF-o und IL-1f. Sie haben einen direkt negativ
inotropen Effekt. Diese Wirkung konnte an isolierten Kardiomyozyten und auch in klinischen
Studien belegt werden [31][32][33]. Derzeit werden noch verschiedene molekulare
Mechanismen diskutiert, welche der Kardiodepression zugrunde liegen kénnten. Zum einen
besteht die Méglichkeit, dass eine verminderte Ca**-Freisetzung in das Zytoplasma oder ein
vermindertes Ansprechen der Myofilamente auf intrazellular freigesetztes Ca** ursachlich fiir
die abgeschwdachte Kontraktilitdat [34][35][165] ist, zum anderen konnten komplexere
Ablaufe, welche die Neusynthese verschiedener Proteine beinhalten, von Bedeutung sein
[166][167].

Ebenso wird verschiedenen vasoaktiven Substanzen, wie NO und diversen Cyclo- und
Lipoxygenaseprodukten eine bedeutende Rolle bei der Entstehung sepsisassoziierter kardialer
Funktionsstérungen zugeschrieben [87][168][169][170][171][172][173]. Man vermutet heute,
dass diese vasoaktiven Substanzen an der Entstehung von Mikrozirkulationsstérungen im
Myokard beteiligt sein konnten. Derartige Mikrozirkulationsstérungen treten in der Sepsis in
vielen Organen, wie z.B. der Lunge, dem Darm oder dem Skelettmuskel auf. Im Herzen
konnten Mikrozirkulationsstorungen zu einer Stérung der Pumpfunktion fihren. So konnte
die Freisetzung vasoaktiver Mediatoren im Myokard zu einem Nebeneinander von hypo- und
hyperperfundierten Gewebearealen fiihren, welches, auch ohne Vorliegen einer globalen
Hypoperfusion des Herzens, zu einem relevanten Riickgang der Pumpfunktion fiihren kénnte.
In den letzten Jahren hat sich gezeigt, dass die kardiodepressiven und vasoaktiven
Eigenschaften von NO sowie seinem intrazellularen Signaltransduktionsweg, der vor allem
cGMP und die cGMP-hydrolisierenden PDEs beinhaltet, maRgeblich daran beteiligt sein
konnte [76][174][175][176]. In experimentellen und klinischen Untersuchungen der letzten
Jahre konnte gezeigt werden, dass PDE-Inhibitoren bei der Therapie verschiedener
Krankheitsbilder, wie der pulmonalen Hypertonie, der Herzinsuffizienz sowie bei Ischamie-
Reperfusionsschaden des Herzens eingesetzt werden kdnnen [156][159][160][161][162][163].
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5.1.2 Bedeutung der bakteriellen Pathogenitatsfaktoren a-Toxin und
LTA bei der Entstehung der Sepsis

Eine Sepsis ist gekennzeichnet durch die systemische hamatogene Aussaat eines Erregers
selbst oder seiner Pathogenitatsfaktoren. Das Bakterium Staphylococcus aureus bildet das -
Toxin, welches als Prototyp Poren bildender Exotoxine gilt. Verschiedene Zellen des
Organismus zeigen nach Kontakt mit a-Toxin spezifische Reaktionen: Humane Monozyten
setzen beispielsweise die proinflammatorischen Zytokine TNF-o und IL-B frei [177].
Endothelzellen reagieren mit der Freisetzung vasoaktiver Substanzen, wie NO, PAF oder
Prostacyclin. Infolge einer anschlielenden interzelluléren Luckenbildung durch die direkte
Wirkung von o-Toxin oder z.B. a-Toxin-aktiviertem Prostacyclin wird die endotheliale
Permeabilitat stark erhoht [178][179][180]. Durch eine Aktivierung von Thrombozyten
fordert a-Toxin die humane Blutgerinnung [181], im Tierversuch verursacht eine intraventse
a-Toxin Bolusinjektion ein akutes Herzversagen [107], und an isoliert perfundierten
Kaninchenlungen 16st o-Toxin eine pulmonale Hypertonie mit endothelialer
Schrankenfunktionsstorung und Ausbildung eines Lungenddems aus [105][106]. Die
Ergebnisse dieser experimentellen Untersuchungen zeigen eindeutig die pathophysiologische
Relevanz dieses Exotoxins bei der Entstehung septischer Krankheitsbilder. Zudem konnte am
isoliert perfundierten Rattenherzen gezeigt werden, dass o-Toxin durch Aktivierung der
Thromboxanbildung eine kardiale Dysfunktion ausldst. Diese kardiale Dysfunktion steht aller
Wahrscheinlichkeit nach mit der Induktion Thromboxan-abhangiger Mikrozirkulations-
strungen im Herzen in Zusammenhang, welche durch eine Blockade der kardialen NO-

Synthetase sogar noch verstarkt werden [76].

Neben den Exotoxinen spielen auch die Endotoxine und ihre grampositiven Aquivalente, wie
beispielsweise LTA von Staphylococcus aureus, bei der Entstehung septischer
Krankheitsbilder eine bedeutende Rolle. Heute ist bekannt, dass LTA die Zytokinfreisetzung
von Monozyten und Makrophagen stimuliert [116][117][118]. Mit Hilfe des Ganztiermodells
konnte gezeigt werden, dass LTA Ausléser eines septischen Schocks mit Multiorganversagen
sein kann [120][121]. An isoliert perfundierten Rattenherzen konnte eine durch LTA

verursachte Storung der Kontraktilitdt nachgewiesen werden [125]. Interessanterweise konnte
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diese Kontraktilitatsstorung auf die LTA-induzierte Bildung von kardiodepressiv wirkendem

TNF-a im Myokard zuriickgefiihrt werden.

Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, inwieweit sich die a-
Toxin- und LTA-induzierte Kardiodepression am isoliert perfundierten Rattenherzen durch
pharmakologische Inhibition der PDE 5 modulieren l&sst. Dartiber hinaus sollten die hierbei
beteiligten pathophysiologischen Mechanismen ndher untersucht werden.

5.2 Staphylococcus aureus a-Toxin und LTA rufen durch die
Bildung von Entziindungsmediatoren eine Kardiodepression

an isoliert perfundierten Rattenherzen hervor

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten die kardiodepressiven Effekte der gereinigten
Bakterientoxine o-Toxin und LTA auf isoliert perfundierte Rattenherzen zunédchst bestatigt

werden.

Die Perfusion von isoliertem «-Toxin fuhrte zu einer Zunahme des koronaren
Perfusionsdruckes, als Ausdruck eines erhdhten koronaren Gefalwiderstandes, und parallel
hierzu zu einem Rickgang der linksventrikularen Pumpfunktion. Die Analysen der
Perfusatproben, welche wahrend der Versuchsablaufe asserviert wurden, zeigten, dass der
myokardiale Kontraktilitatsabfall von einer Freisetzung von TxA, begleitet war, welche
anhand der Akkumulation des stabilen Hydrolyseproduktes TxB, zweifelsfrei nachweisbar
war. Diese Ergebnisse stehen vollstandig im Einklang mit friiheren Untersuchungen, in denen
gezeigt werden konnte, dass S. aureus o-Toxin am isoliert perfundierten Rattenherzen die
Bildung von Thromboxan induziert, was wiederum zu einer Zunahme des koronaren
Gefallwiderstandes, und somit zu einem Anstieg des koronaren Perfusionsdruckes fiihrt [76].
Auch in dieser friheren Untersuchung war die toxin-induzierte Perfusionsstdrung mit einer
gleichzeitigen Abnahme der linksventrikularen Pumpfunktion verbunden. Interessanterweise
konnte in dieser Untersuchung durch pharamkologische Interventionen mit einem
Cyclooxygenaseinhibitor und einem Thromboxanrezeptor-Antagonisten gezeigt werden, dass
der Abfall der Kontraktilitdt durch die toxin-aktivierte Thromboxan-Bildung hervorgerufen

worden war und nicht durch einen unspezifischen zytotoxischen Toxineffekt. Dies ist insofern
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bemerkenswert, da Thromboxan selbst keine negativ inotropen Eigenschaften aufweist. Die
wahrscheinlichste Erklarung fur die Thromboxan-vermittelte Kardiodepression in a-Toxin-
perfundierten Herzen bestand darin, dass das vermehrt gebildete Thromboxan zu Stérungen
der Kkardialen Mikrozirkulation gefuhrt hatte, in Folge derer es zu Stdérungen der
Pumpfunktion gekommen war. Die gesamten Ergebnis der vorliegenden Arbeit sprechen
daftir, dass die nachgewiesene Toxin-aktivierte TxA,-Bildung und kein unspezifischer
toxischer Effekt des a-Toxins die beobachteten Stoérungen der koronaren Perfusion sowie

myokardialen Pumpfunktion in a-Toxin-perfundierten Rattenherzen hervorgerufen hat.

Ahnliche Effekte konnten in den aktuellen Untersuchgen durch die koronare Perfusion
isolierter LTA am selben Modell beobachtet werden. Die Perfusion von LTA fiihrte, im
Gegensatz zu a-Toxin jedoch erst nach einer Latenz von etwa 90 Minuten, ebenfalls zu einem
Ruckgang der Kontraktilitat in Form eines Abfalls des LVDP und der dP/dt sowie zu einer
maRigen Vasokonstriktion mit steigendem koronaren Perfusionsdruck. Im Falle von LTA
konnte im rezirkulierenden Perfusat der isolierten Rattenherzen eine Zunahme der TNF-a-
Freisetzung nachgewiesen werden. Auch diese Ergebnisse bestatigen eine weitere friihere
Untersuchung, in der gezeigt werden konnte, dass die LTA-induzierte Freisetzung von TNF-a
flr die Kardiodepression im Modell des isoliert perfundierten Rattenherzens verantwortlich
ist [125]. In dieser Arbeit konnte die durch LTA hervorgerufene Kardiodepression durch

Zugabe eines neutralisierenden TNF-a-Antikopers groitenteils verhindert werden.

Die in der vorliegenden Untersuchung beobachteten Veranderungen der physiologischen
Herzparameter waren eindeutig ausschlieRlich auf die Perfusion von a-Toxin bzw. LTA
zuruckzufiihren und nicht auf vermeintliche Endotoxinkontaminationen, da fur alle Versuche
stets gereinigte und sterilisierte Schlauchsysteme sowie Gefélie verwendet wurden. Daruber
hinaus lielen sich mit Hilfe eines Limulus-Tests keine Verunreinigungen der LTA, des a-
Toxins und des Perfusats mit LPS nachweisen. Den stdrksten Hinweis auf die
pathophysiologische Relevanz der Bakterientoxine gaben jedoch die Kontrollversuche, in
denen es in Abwesenheit der Toxine zu keinerlei kardialen Funktionsstérungen mit

Freisetzung von TxA, oder TNF-o kam.
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5.3 PDE 5-Inhibitoren zeigen eine protektive Wirkung im

Modell der a-Toxin- und LTA-induzierten Kardiodepression

Die entscheidenden Befunde der vorliegenden Arbeit bestanden darin, dass sich die
kardiodepressiven Eigenschaften von sowohl a-Toxin als auch LTA durch Inhibition der PDE
5 deutlich abschwachen lieRen. Dass es sich hierbei um fur die Substanzgruppe der PDE 5-
Inhibitoren spezifische Effekte handeln muss, ist nahe liegend, da sich diese Auswirkungen
sowohl an a-Toxin- als auch LTA-perfundierten Herzen in Anwesenheit von sowohl
Zaprinast als auch Sildenafil nachweisen lieBen. Ein mdoglicher Erklarungsansatz fur die
abgeschwachte kardiodepressive Potenz der Bakterientoxine in Anwesenheit der PDE-
Inhibitoren kénnten mutmaliliche positiv inotrope Effekte dieser Pharmaka darstellen. Es ist
jedoch auszuschlieBen, dass mogliche positiv inotrope Eigenschaften der verwendeten PDE 5-
Inhibitoren die a-Toxin- oder LTA-induzierte Kardiodepression abgeschwéacht haben. Zum
einen wird die kardiale Kontraktilitat vor allem durch cAMP- und nicht durch cGMP-Spiegel
reguliert, zum anderen wurde vor kurzem belegt, dass Sildenafil keinen Einfluss auf die
Kontrkatilitdt auf Herzmuskelgewebe hat [182]. Dartiber hinaus blieb die Kontraktilitat durch
Perfusion von Zaprinast und Sildenafil in Abwesenheit der Toxine unbeeinflusst. Allein aus
diesen Grunden ist es hochst wahrscheinlich, dass beide PDE-Inhibitoren in die

mediatorvermittelte toxin-aktivierte Kaskade spezifisch eingreifen.

Da es im Falle von a-Toxin zu einem deutlich geringeren Toxin-aktivierten Anstieg des CPP
in Anwesenheit eines PDE 5-Inhibitors im Vergleich zur alleinigen Toxinperfusion kam, und
der assoziierte Ruckgang der linksventrikuldren Kontraktilitit ebenfalls deutlich
abgeschwacht war, wurde die Toxin-aktivierte TxA,-Freistzung unter diesen Bedingungen
bestimmt. Interessanterweise war auch die durch a-Toxin normalerweise hervorgerufene
Freisetzung von TxA, in Anwesenheit beider Inhibitoren drastisch herabgesetzt. Aus den
vorliegenden Untersuchungen l&sst sich der genaue physiologische Mechanismus dieser
,kardioprotektiven Eigenschaft der PDE 5-Inhibitoren im Zusammenhang mit o-Toxin nicht
eindeutig klaren. Die vorliegenden Daten suggerieren jedoch, dass der durch Inhibition der
PDE 5 hervorgerufene Rilckgang der TxA,-Bildung den zentralen kardioprotektiven
Mechanismus im Falle der o-Toxin-induzierten Kardiodepression darstellen kdnnte. Auf

molekularer Ebene konnte die Aktivierung der cGMP-abhéngigen Proteinkinase G (PKG)
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eine Erklarung fur die beobachteten Effekte darstellen. Wie in einer aktuellen Untersuchung
gezeigt werden konnte, fuhrt die Inhibition der PDE 5 zur Aktivierung der PKG. Die
aktivierte PKG wiederum konnte durchaus den Arachidonsaurestoffwechsel beeinflussen
[183]. Zudem wurde vor kurzem gezeigt, dass die durch erhohte cGMP-Spiegel aktivierte
PKG auch die TNF-a- und die Thromboxan Aj-vermittelte Signaltransduktion beeinflusst
[184].

Eine weitere, jedoch ,thromboxan-unabhingige* Erkldrung fiir die beobachtete
Kardioprotektion konnte darin bestehen, dass es durch Inhibition der PDE 5 zu einem
verzogerten Abbau von cGMP, dem Second-messenger von NO, und somit zu einer
Verstarkung der vasodilatierenden Wirkung von NO kommen kdénnte. Auf Intensitat und
Dauer der NO-induzierten Vasorelaxation nimmt die PDE 5 im kardiovaskuldren System
namlich erheblichen Einfluss [185]. Eine gesteigerte Wirkung des vasodilatierenden NO
konnte in der vorliegenden Untersuchung die Thromboxan-vermittelte Vasokonstriktion
abgeschwécht haben, was wiederum zu einer Abschwéchung der a-Toxin-induzierten
Perfusionsstérungen und dem damit assoziierten Kontraktilitatsverlust gefuhrt haben konnte.
Diese Hypothese wird durch eine frihere Arbeit am selben experimentellen Modell des
isolierten Rattenherzens unterstitzt, in der gezeigt werden konnte, dass durch Inhibition der
NOS die durch a-Toxin hervorgerufene Kardiodepression deutlich aggraviert werden kann.
Dieses Phdnomen wurde in dieser friiheren Untersuchung dadurch erklért, dass a-Toxin nicht
nur die TxA,- sondern auch die basale kardiale NO-Bildung erheblich steigert. In dieser
Untersuchung wurde argumentiert, dass durch Inhibition der NO-Bildung die deletére

Wirkung von TxA; vollstandig demaskiert wurde [186].

Auch wenn sich die durch LTA hervorgerufene kardiale Dysfunktion ebenfalls durch beide
PDE 5-Inhibitoren attenuieren lieB, konnen die genauen Mechanismen ebenfalls nicht
abschlieRend geklart werden. Einen wichtigen Befund konnte allerdings die Tatsache
darstellen, dass LTA, wie nicht nur in der vorliegenden Arbeit belegt, zur myokardialen TNF-
o-Bildung fiihrt. So konnte vor einiger Zeit gezeigt werden, dass LTA auch eine Freisetzung
von TxA, an isolierten Rattenherzen hervorruft (125). Auch wenn die Bedeutung dieser
TxA,-Freisetzung noch nicht in letzter Konsequenz untersucht ist, kdnnte TxA, auch hier
myokardiale Perfusionsstorungen induzieren, welche in den vorliegenden Untersuchungen

einen Stimulus fir die Freisetzung von TNF-a darstellen konnten [187]. Auch in diesem Falle
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kdnnte es durch Inhibition der PDE 5 zu einem geringeren cGMP-Abbau und damit zu einer
verstarkten Wirkung von kardialem NO gekommen sein. Dadurch konnte in letzter
Konsequenz die TxA,-Wirkung zumindest partiell atagonisiert werden, so dass es nur zu einer
geringeren Stimulation der TNF-o-Bildung gekommen sein kdnnte. Selbstverstandlich ist
auch denkbar, dass, wie bereits oben angefuhrt, die durch erhohte cGMP-Spiegel aktivierte

PKG auch die TNF-a-vermittelte Signaltransduktion beeinflusst [184].

5.4 Madagliche klinische Relevanz der Ergebnisse

Die Sepsis zéhlt seit Jahren zu den héufigsten Todesursachen in der modernen
Intensivmedizin. Die hohe Letalitat der Sepsis wird vor allem durch ihre schwerwiegenden
Organkomplikationen hervorgerufen. Hier ist insbesondere der septische Schock als Folge der
kardiozirkulatorischen Verénderungen der Sepsis zu nennen. Der septische Schock ist nicht
nur Folge der generalisierten Vasodilatation in der Sepsis, sondern wird zusatzlich durch eine
in der Sepsis auftretende kardiale Dysfunktion erheblich aggraviert (,,Septische
Kardiomyopathie®).

Wie inzwischen bekannt ist, wird die septische Kardiomyopathie durch die Wirkung
unterschiedlicher Entziindungsmediatoren hervorgerufen, deren Spiegel in der Sepsis erhéht
sein konnen. Besondere Bedeutung konmmt dem kardiodepressiven TNF-a zu, aber auch
vasoaktive Metabolite wie das TxA,, welche zu Stérungen der koronaren Zirkulation fuhren

konnen, sind in diesem Kontext von Bedeutung.

In der vorliegenden Arbeit konnte belegt werden, dass die bakteriellen Toxine a-Toxin und
LTA von Staphylococcus aureus im experimentellen Modell des isolierten Rattenherzens eine
kardiale Dysfunktion durch Freisetzung von TxA; und TNF hervorrufen, welche durch die

Zugabe der PDE-Inhibitoren Sildenafil und Zaprinast deutlich abgeschwécht werden konnten.

Diese Befunde sind im Hinblick auf die nicht geklarte Pathogenese der septischen
Kardiomyopathie von Interesse, denn sie verdeutlichen das komplexe und redundante
Zusammenspiel verschiedener Toxin-aktivierter Mediatoren auf unterschiedlicher Ebene bei
der Entstehung dieser Organkomplikation. Hierdurch wird zudem verstdndlich, warum
klinische Therapieversuche der Vergangenheit, welche lediglich gegen einen spezifischen

Mediator, meist TNF oder gegen ein Toxin, hdufig LPS gerichtet waren, bisher ohne
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durchgreifenden Erfolg blieben, da sie doch viele zusatzliche pathophysiologisch relevante

Mediatoren oder Toxine des selben Sepsiserregers vollig unbeeinflusst lassen.

Der zweite interessante Aspekt der Arbeit besteht darin, dass die (berragende Bedeutung
bakterielle Toxine in der Pathogenese der Sepsis und ihrer Organkomplikationen
unterstrichen wird. Die Befunde belegen, wie in einem infektidsen Fokus angesiedelte
Sepsiserreger auch ohne eine klinisch fassbare Bakteridmie, ndmlich durch eine ,, Toxindmie®,
schwerwiegende Organfuktionsstérungen hervorrufen konnten. Diese Daten unterstreichen
die Relevanz der etablierten Therapiebestandteile der Sepsis, der antibiotischen Therapie und

der chirurgischen Sanierung eines infektiosen Fokus.

Auch wenn die gegen einen einzelnen Mediator gerichteten Therapiestrategien der Sepsis
bislang vor allem enttduschende Ergebnisse gebracht haben, bleiben inflammatorische und
relevante vasoaktive Mediatorssysteme wie die der cyclischen Nucleotide und PDEs von
grolRem Interesse, da durch deren pharmakologische Modulation auf einer ,,iibergeordneten‘

Ebene Einfluss auf die Entzuindungskaskade genommen werden konnte.

Relevante klinische Beispiele fir einen therapeutisch erfolgreichen Einsatz von PDE-
Inhibitoren stellt die Therapie der pulmonalen Hypertonie dar. Hier kann durch Wirkung von
Sildenafil ein klinisch signifikanter Effekt auf die pulmonale Vasokonstriktion ausgelbt
werden. Auch wenn von einem theoretischen Standpunkt aus nach den vorliegenden Daten
ein solcher Therapieansatz auch zur Therapie der septischen Kardiomyopathie von Nutzen
sein konnte, ware der Kklinische Einsatz von Sildenafil aufgrund der systemischen

Nebenwirkungen nicht méglich.

Grundsatzlich zeigt die vorliegende Arbeit jedoch, dass die Modulation der PDE ein Potential
zur Behandlung oder Prdvention der septischen Kardiomyopathie haben kénnte, so dass

weiterfuhrende Untersuchungen auf diesem Gebiet von groRem Interesse sein kdnnen.
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6.1 Zusammenfassung

Verschiedene Mikroorganismen, wie Bakterien, Viren oder Pilze, kdnnen in einem
Organismus eine lokalisierte Infektion hervorrufen. Kommt es bei ungenlgender
Immunantwort zu einer systemischen Entziindungsreaktion des Organismus, spricht man von
Sepsis. Eine solche Reaktion kann durch Aussaat der Erreger selbst oder ihrer Toxine in die
Blutbahn verursacht werden. Auch die Ausschwemmung bestimmter Bakterientoxine kann
eine solche Reaktion hervorrufen. Trotz intensiver Forschung und verbesserter
Therapiemdglichkeiten stellt die Mortalitat bei der Sepsis weiterhin ein grofRes Problem der
modernen Medizin dar. Im Rahmen des septischen Geschehens kommt es h&ufig zum
septischen Schock als Ausdruck schwerwiegender kardiovaskuldrer Veranderungen.
Untersuchungen der letzten Jahre haben gezeigt, dass kardiale Funktionsstérungen, die
Ausdruck einer so genannten septischen Kardiomyopathie sind, erheblich zu diesen
Verénderungen beitragen. Wie in den letzten Jahren gezeigt werden konnte, kann eine
Vielzahl bakterieller Toxine Klinisch relevanter Sepsiserreger die Herzfunktion negativ
beeinflussen. Pathogenetisch konnte die unphysiologische Toxin-abhdngige Freisetzung
kardiodepressiver Zytokine und vasoaktiver Mediatoren im Herzen urséchlich zur Entstehung
der septischen Kardiomyopathie beitragen. Zyklische Nukleotide wie das cGMP, der second
messenger des Vasodilatators NO, spielen bei der Regulation der koronaren Vasomotorik eine
grolRe Rolle. Die Wirkdauer von cGMP wird durch die Aktivitdt von Phosphodiesterasen
bestimmt, welche u.a. cGMP inaktivieren. VVor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden
Arbeit untersucht, inwieweit sich die kardiale Dysfunktion in einem experimentellen Modell

der septischen Kardiomyopathie durch spezifische Inhibition der PDE 5 modulieren l&sst.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Bakterientoxine Staphylococcus
aureus o-Toxin und LTA an isoliert pefundierten Rattenherzen eine kardiale Dysfunktion
hervorrufen, welche den in der Sepsis auftretenden kardialen Verénderungen entsprechen
konnten. Den Kern der Arbeit bildeten die Untersuchungen, mit denen belegt werden konnte,

dass durch die spezifische Inhibition der PDE 5 durch sowohl Zaprinast als auch Sildenafil
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die durch die Toxine hervorgerufenen Herzfunktionsstérungen abgemildert werden konnten.
Entscheidend war hierbei, dass sowohl durch Zaprinast als auch Sildenafil spezifisch in die
relevanten Pathomechanismen der Toxin-induzierten Herzschédigung eingegriffen werden
konnte. So konnte durch Inhibition der PDE 5 im Falle von a-Toxin die ursdchliche,
unphysiologische a-Toxin-abh&ngige Bildung von TxA, abgeschwacht werden. Im Falle von
LTA wurde in Anwesenheit der PDE 5-Inhibitoren die LTA-stimulierte Bildung von

kardiodepressivem TNF-o abgeschwacht.

Diese Ergebnisse belegen, dass die Inhibitoren der PDE 5 am vorliegenden experimentellen
Modell einen potentiellen kardioprotektiven Effekt austben konnten. Inwieweit diese
Eigenschaften in der Therapie der septischen Kardiomyopathie genutzt werden kdnnten, muss
Gegenstand kinftiger Untersuchungen sein.

6.2 Summary

Several microorganisms, like bacteria, viruses, and fungi can cause local infections within an
organism. A systemic reaction of the organism due to an insufficent immune response is
called sepsis. Such a reaction can be caused by the pathogenic microorganism itself or by its
toxin(s), which are released into the bloodstream. Also the dissemination of certain parts of
bacteria can be causative for a reaction like this. Despite intensive research and improved
therapeutic options, the mortality of sepsis is still a major challenge of modern medicine.
Within the framework of a septical event, a septic shock often appears as a result of serious
cardiovascular alterations. Investigations of the last years have shown that cardiac
dysfunction, as a sign of a so-called septic cardiomyopathy, contributes substantially to these
alterations. As shown in the last years, a multitude of bacterial toxins of clinical relevant
microorganisms can negatively affect the heart function. From the pathogenetic viewpoint,
the nonphysiological toxin-dependent release of cardio-depressive zytokines and vasoactive
mediators in the heart could contribute to the development of septic cardiomyopathy. Cyclic
nucleotides like cGMP, a second messenger of NO involved in regulating smooth muscle
tone, play a major role in modulating the coronary vasomotor function. NO is a potential
vasodilatator, whereby cGMP as a second messenger circulates this information. The

effectiveness of cGMP is defined by the activity of phosphodiesterases, which inactivate
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cGMP by hydrolysis. Against this background, the present study investigated to which extent
the cardiac dysfunction can be modulated through specific inhibitors of PDE 5 in an
experimental model of septic cardiomyopathy.

In the present study, it was shown that the bacterial toxins Staphylococcus aureus o-Toxin (o-
Tox) and Lipoteichoic acid (LTA), respectively, produced a cardiac dysfunction in isolated
perfused rat hearts, which is in accordance with the cardiac alterations during sepsis. The key
finding of these investigations was that specific inhibition of PDE 5 by either Zaprinast or
Sildenafil, attenuated toxin-induced heartdysfunction. It was crucial that both Zaprinast and
Sildenafil interfered with the relevant pathomechanisms of the toxin-induced damage of the
heart. In the case of a-Tox, the causative unphysiological o-Tox-dependent production of
TxA2 could be diminished. In the case of LTA, the LTA-stimulated production of

cardiodepressive TNF-a was diminished in the presence of PDE 5-inhibitors.

These results confirm that the inhibition of PDE 5 exert a potential cardioprotective effect in
the present experimental model. Whether these results can be used in the therapy of septic
cardiomyopathy, has to be investigated in further studies.
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