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Einleitung

1 Einleitung

Im Kontext kardiovaskuldrer Interventionen manifestiert sich ein Ischidmie-
Reperfusionsschaden (I/R) des Myokards, der in ein Low Cardiac Output Syndrom
(LCOS) miinden konnte und mit einer gesteigerten Mortalitdt assoziiert ist (1).
Levosimendan gewinnt in den letzten Jahren als therapeutische Option bei
Herzinsuffizienzpatienten in der perioperativen Phase an klinischer Relevanz (2). Die
Pathogenese des I/R-Schadens am Myokard ist primdr durch eine mitochondriale
Dysfunktion charakterisiert. Diese zelluldren Organellen orchestrieren essenzielle
bioenergetische Prozesse, darunter die ATP-Generierung, intrazellulire Calcium-
Homdostase sowie die Regulation apoptotischer Zellprozesse(1). Die Ischdmie-bedingte
Inhibition der oxidativen Phosphorylierung katalysiert den drastischen Riickgang der
ATP-Produktion, begleitet von einer Dysregulation der zelluldren Natrium-Kalium-
ATPase und einem konsekutiven Calcium-Influx, welcher intrazelluldre
Signaltransduktion und Enzymphosphorylierung moduliert. Das durch die Atmungskette
aufrecht erhaltene negative mitochondriale Membranpotential initiiert die Calcium-
Akquisition iiber den mitochondrialen Calcium-Uniporter (MCU). Der Calcium-Exflux
wird entweder durch den Natrium-Calcium-Austauscher (NCX) oder die mitochondriale
Permeabilitéts-Transitions-Pore (mPTP) vermittelt, wobei Calcium-bindende Doménen
die Porenaktivitit modulieren und somit den mPTP-Status zwischen offenen und

geschlossenen Konformationen alternieren lassen (1, 3).

Das Kollabieren des Membranpotentials A¥m, eine iiberschiissige zelluldre
Calcium-Konzentration sowie der abrupte pH-Abfall wihrend der Reperfusion
induzieren eine persistente mPTP-Aktivierung, die in mitochondrialem Versagen und
folglich Zellapoptose kulminiert (1). Daraus ergibt sich die Imperativitit, die Funktion
der Atmungskette (RCF), des mitochondrialen Membranpotentials (A¥Ym) und der
mitochondrialen Calcium-Homeostase zur Aufrechterhaltung biochemischer Integritét

wihrend myokardialer I/R-Events zu stabilisieren (1, 3).

Wihrend das therapeutische Potential von Levosimendan in Bezug auf die
Optimierung der myokardialen Pumpfunktion und die Minimierung von I/R-Schaden im
Kontext myokardialer Priakonditionierung beleuchtet wurde (4), bleibt dessen Wirkprofil
beziiglich des protrahierten I/R-Einflusses auf die Mitochondrienfunktion weitestgehend

unerforscht (1).
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1.1 Myokardialer Ischiimie-Reperfusionsschaden

Die myokardiale Ischdmie ist typischerweise eine Folge der koronaren
Atherosklerose und tritt auf, wenn der koronare Blutfluss durch die Obstruktion eines
Herzkranzgefides oder durch eine Umverteilung des Blutflusses weg von einem
gegebenen koronaren Gefillgebiet reduziert wird (5, 6). Der Myokardinfarkt entsteht
durch schwere und anhaltende Myokardischdmie und tritt typischerweise als Folge eines
Bruchs oder einer Erosion einer Herzkranzgefdfplaque auf, die eine iiberlagerte
Thrombose und Okklusion der Herzkranzgefie auslost. Alternativ kann ein
Myokardinfarkt in Gegenwart von koronarer Arteriosklerose auftreten, wenn eine
ungiinstige Hidmodynamik den Blutfluss von einer Myokardregion, die von einer

stenotischen Koronararterie versorgt wird, umverteilt. (6, 7).

Der einzige Weg, das ischimische Myokard vor dem Infarkt zu retten, ist die
rechtzeitige Reperfusion. Eine erfolgreiche Reperfusion des ischdmischen Myokards
wurde erstmals bei Hunden nachgewiesen (6, 8). Bald darauf wurden
Reperfusionsansitze bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt eingesetzt, zunédchst in
Form einer pharmakologischen Thrombolyse und spiter zunehmend in Form einer
interventionellen, katheterbasierten Wiedereroffnung der stenosierten Koronarien (9).
Die Reperfusion rettet jedoch nicht nur das ischdmische Myokard vor dem Infarkt,
sondern induziert auch eine spezifische zusitzliche Komponente irreversibler
Verletzungen (6, 10, 11). Trotz des zunehmenden Einsatzes, einer besseren Logistik und
einer verbesserten Methodik interventioneller Ansitze fiir die koronare Reperfusion sind
die Sterblichkeit und Morbiditit, die mit der Entwicklung einer Herzinsuffizienz als Folge

des akuten Myokardinfarkts verbunden sind, nach wie vor erheblich (6, 12).

Die 1-Jahres Mortalitit nach akutem Myokardinfarkt mit Kkoronaren
Reperfusionsstrategien (PCI) betrdagt 2-11% (6, 6, 13—15). Daher ist neben der
Reperfusion auch ein zusitzlicher Kardioprotektionsschutz erforderlich (6, 16). Die
Schwere des Infarkts ist eine wichtige Determinante der Prognose von Patienten mit
akutem Myokardinfarkt (6, 17). Folglich haben kardioprotektive Interventionen das Ziel,
das Ausmal des Infarkts zu vermindern. Die ischimische Vorkonditionierung ist das
klassische Paradigma der Kardioprotektion, d.h. die Grof3e des Infarkts zu reduzieren. Die
Ischdmische Vorkonditionierung 16st wahrscheinlich die Freisetzung von biochemischen
Botenstoffen aus, die entweder iiber den Blutkreislauf oder iiber den neurogenen Weg

wirken. Dies fiihrt zu einer Verringerung des oxidativen Stresses und zur Erhaltung der
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mitochondrialen Funktion. Studien haben gezeigt, dass endotheliales Stickstoffmonoxid
(NO), freie Radikale, Kinasen, Opioide, Katecholamine und Kaliumarp-Kanile als
mogliche Mechanismen der ferngesteuerten Vorkonditionierung in Frage kommen. (6,
18-20). Die Anwendung der ischdmischen Vorkonditionierung im Tierexperiment, bei
der durch wiederholte Phasen kurze anhaltende koronare Okklusion und Reperfusion

durch mehrere Zyklen zeigte eine signifikante Reduktion der InfarktgroBe (6).
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1.1.1 Myokardinfarkt

Die vierte universelle Definition des Myokardinfarkts der europidischen
Gesellschaft fiir Kardiologie differenziert zwischen [I] akutem Myokardschaden, [II]
chronischem Myokardschaden und [III] Myokardinfarkt.

[1] Akuter Myokardschaden wird festgestellt, wenn es zu einer Erhohung und/oder
einem Absinken des hochsensitiven Troponins (hs-Tn) kommt, wobei mindestens ein

Wert iiber der 99. Perzentile des oberen Referenzlimits liegt.

[II] Chronischer Myokardschaden zeichnet sich durch kontinuierlich erhohte

Troponinwerte iiber mehrere Messungen hinweg aus.

[IIT] Ein Myokardinfarkt beschreibt einen akuten Myokardschaden in

Kombination mit einem klinisch belegten Hinweis auf eine Myokardischdamie (21).

Ein Myokardinfarkt resultiert aus einer prolongierten Myokardischimie und ist
irreversibel. Die Dauer der Ischimie sowie das Ausmall des betroffenen
Myokardsegments  bedingen  fortschreitende, irreversible = Muskelzellschédden.
Morphologisch manifestieren sich diese irreversiblen Schiaden durch Glykogenabbau,
mitochondriale Schwellungen und Rupturen des Sarkolemms (6, 22). Untersuchungen
zur Reduktion der Infarktgrofle mittels Interventionen, die ausschlieBlich wihrend der
frithen Reperfusion durchgefiihrt wurden, lieferten klare Belege fiir einen irreversiblen
Reperfusionsschaden und dessen Beitrag zur Gesamtausdehnung des Myokardinfarkts (6,

23).
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1.1.2 Bewertung der InfarktgroBe

Zentraler Fokus der Forschung zur postischimischen Reperfusion ist die
Quantifizierung des Infarktareals mit dem Ziel einer Reduktion desselben (6, 24). Die
Infarktausdehnung wird durch mehrere Determinanten beeinflusst, einschlieflich der
Ausdehnung der ischdmischen Zone, der Ischimiedauer und -schwere sowie sekundir
durch die systemische Hidmodynamik (6, 25, 26). Um prédzise Evaluierungen in
vorldufigen Herzinfarkt-Studien durchzufiihren, sind genaue Messungen des Infarkt- und
des ischimiegefidhrdeten Areals essentiell. Postmortale Bestimmungen des Infarktareals
erfolgen mittels Farbung mit 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC), das lebendes
Gewebe mit aktiver Stoffwechseltitigkeit rot einfdrbt, wédhrend nekrotische Zellen
unveridndert bleiben. Der ischimiegefdhrdete Bereich wird durch die Injektion eines
Farbstoffs (z.B. Evans-Blau) nach Rekanalisation des okkludierten Koronargefdles

markiert. Das betroffene Areal ist durch den Ausschluss von Blaufiarbung gekennzeichnet
(6).

Um die Ischdmieschwere im Myokard zu bestimmen, werden regionale Myokard-
Blutflussmessungen mittels radioaktiv oder farblich markierter Mikrosphéren wiéhrend
in-vivo-Ischdmie eingesetzt. Nach Injektion in den linken Vorhof werden die
Mikrosphiren entsprechend dem Blutfluss in das Gewebe verteilt und akkumulieren dort,
da sie die Kapillaren nicht passieren konnen. Die anschlieBende Analyse der

Radioaktivitdt oder Farbintensitit postmortem ermdéglicht die Blutflussquantifizierung
(6).

Ein etabliertes Prozedere quantifiziert das Infarktareal (TTC-defizientes Areal) in
Relation zum erhaltenden Blutfluss (mittels Mikrosphéren) im gefdahrdeten Gebiet. Eine
Abweichung von dieser linearen Korrelation indiziert effektiv eine kardioprotektive
Intervention (6, 24). Klinisch wird das Infarktausmall mittels Late-Gadolinium-
Enhancement (LGE) in der kardialen MRT erfasst (6, 24). Die Abschitzung des
ischimiegefidhrdeten Bereichs bedingt eine Szintigraphie mit priareperfusioneller Tracer-
Applikation. Methoden, die auf dem Nachweis eines myokardialen Odems im MRT oder
angiographischen Markern basieren, gelten als weniger prizise (24). Alternativ kann in
klinischen Settings das Infarktausmal} {iber zeitabhingige Biomarkerfreisetzung (z.B.
Kreatinkinase CK, CK-MB-Isoenzym, Troponin I, Troponin T) abgeschitzt werden,

wobei hier keine Quantifizierung des gefdhrdeten Bereichs moglich ist (6, 24).
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1.2 Low Cardiac Output Syndrom

Das Low Cardiac Output Syndrom (LCOS) charakterisiert eine Reduktion der
kardialen Leistungsfihigkeit, die auf transienten Stérungen der Myokardfunktion basiert,
insbesondere bei Patienten mit pathologischen Zustinden wie Schock oder jenen, die
kardiochirurgischen  Eingriffen unterlagen (27). Um  morbidititsassoziierte
Manifestationen [bspw. Organminderperfusion anschlieBend Multiorganversagen]
infolge inadédquater systemischer Perfusion abzuwenden, ist eine prompte Diagnose
dieser Pathophysiologie und deren konsequente Therapie, zielend auf die suffiziente
Sauerstoff- und zelluldre Nihrstoff-Versorgung in der Peripherie, von zentraler

Bedeutung (27).

Das Herzzeitvolumen, definiert als das Volumen, welches pro Minute vom
Myokard in die systemische Zirkulation befordert wird (27-29), reprisentiert den
aggregierten Blutstrom im Gesamtorganismus (30). Diese kardiale Performance ist
intrinsisch von der Herzfrequenz sowie dem Schlagvolumen determiniert und interagiert
mit drei kardialen Parametern: [I] der Vorlast, [II] der Nachlast und [III] der Kontraktilitit
(28). Dysfunktionen eines oder mehrerer dieser Parameter konnen zum LCOS fiihren (27,

31, 32).

Die Vorlast quantifiziert den Grad der myokardialen Faserdehnung vor jedem
Kontraktionszyklus (27), und symbolisiert das enddiastolische Ventrikelvolumen, das
primér vom intravasalen Volumenstatus moduliert wird. Indikative Parameter wie rechter
oder linker Vorhofdruck oder zentraler Venendruck dienen ihrer Einschitzung.
Pathologien, die zur vasokapilliren Permeabilititssteigerung oder reduzierten
Venenriickfluss beitragen, [z.B. Sepsis, Himorrhagien, aggressive Diurese, exzessiver
Atemwegsdruck und postoperative kardiochirurgische Zustinde] induzieren eine
Vorlastminderung mit direktem Einfluss auf die kardiale Leistung (27, 33).
Vasodilatativa konnen zusitzlich die vendse Kapazitdt und somit die Vorlast reduzieren
(27). Obgleich eine adiquate Vorlast essenziell ist, kann eine Uberdehnung des

Ventrikels durch exzessive Volumengabe die kardiale Funktion kompromittieren (27).

Die Nachlast reprisentiert kumulativ alle Widerstinde, gegen die der Ventrikel
wihrend der Auswurfsphase agieren muss (27, 28). Simplifiziert reflektiert sie den Grad
an vaskuldrer Konstriktion bzw. Widerstand, gegen den der Ventrikel das Blut auswirft

(27, 28). Eine gesteigerte Nachlast intensiviert die myokardiale Arbeitsbelastung,
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moduliert die Ejektionsfraktion und wirkt konsekutiv auf das kardiale Output (27).
Systemische sowie pulmonale Hypertonie illustrieren pathophysiologische Szenarien, in
denen diese Dynamik greift. FEin erhohter Widerstand fiihrt langfristig zu
kompensatorischer Myokardhypertrophie (27).

Die Kontraktilitit charakterisiert die intrinsische Fahigkeit des Myokards zur
Faserverkiirzung wiéhrend der Systole (27), und kann als die von Vor- und Nachlast
unabhingig generierte myokardiale Kraftaufwendung beschrieben werden. Sie korreliert
direkt mit der Stirke und Effizienz der myokardialen Kontraktion (27). Ublicherweise
wird die Kontraktilitit als Ejektionsfraktion quantifiziert und mittels Echokardiographie
sowie  kardialer =~ Magnetresonanztomographie  evaluiert. Storungen  des
Elektrolythaushalts [Hyperkaliimie, Hypokalzimie, Hypomagnesdmie], Hypoglykdmie,
Azidose oder Hypoxie beeinflussen die kontraktile myokardiale Funktion (27, 32, 34).
Ein optimales Kontraktilitdtsverhalten ergibt sich aus einer angepassten Balance von Vor-
und Nachlast im Kontext der individuellen Herzmorphologie [Frank-Starling-

Mechanismus] (35).

1.2.1 Atiologie des LCOS

Die Ursachen von LCOS sind multifaktoriell. LCOS kann in physiologischen
Zustinden auftreten, die durch ein unzureichendes Gefidfvolumen [z. B. verminderte
Vorlast] oder durch eine erhohte systemische GefidBresistenz, die zu einer iibermidBigen
Nachlast fiihrt, sowie terminaler Herzinsuffizienz mit Herzpumpversagen. (27, 28, 32).

Beispiele fiir Erkrankungen, die die Herzfunktion beeintrichtigen, sind:
[1] eingeschrinkte Kontraktilitdt aufgrund strukturelle Myokardpathologien.
[II] valvulédre Stenose oder Insuffizienz.

[1II] Myokarddysfunktion infolge von Reizungen und Odemen im Zusammenhang mit

chirurgischen Eingriffe.
[IV] Ein entziindlicher Prozess sekundér zur Mediatoren-Freisetzung.
[V] mechanische Ursachen wie bei Myokardtamponade (27, 28).

Diese Anomalien konnen allein oder in Kombination auftreten und die
Durchblutungsstorung verstiarken (27, 28). LCOS wurde hauptsédchlich mit primérer
Herzfunktionsstorung nach postoperativer Sanierung von angeborenen Herzanomalien

und kongestiven Myopathien in Verbindung gebracht. Alle Krankheitsprozesse mit
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eingeschriankter Sauerstoffzufuhr und Herzfunktionsstérungen, die verminderte
Gewebedurchblutung verursachen, konnten zZu einem LCOS fiihren.
Herzfunktionsstorungen, die zu LCOS fiihren, konnen auf eine diastolische Dysfunktion
zuriickzufiihren sein, die auf einer schlechten Myokard-Compliance oder -einer
verminderten Herzentspannung basieren (27, 28). Dieser Zustand verdndert die
Myokardsauerstoffversorgung und erzeugt ein gewisses Mall an Myokardischimie.
Dariiber hinaus wirkt sich die Interdependenz zwischen beiden Ventrikeln stark auf den

diastolischen Druck aus (27).

Beispielsweise beeintrichtigt eine Erhohung des rechtsventrikuldren Drucks die
Volumenkapazitit des linken Ventrikels. Auch Herztamponaden oder hoher
intrathorakakaler Druck schrianken die Myokardaktivitét ein und behindern eine vendse
ventrikuldre Fiillung und tragen somit zu einem niedrigen Herzzeitvolumen bei (27, 32,
36). Myokardfunktionsstorungen werden bis zu 6 Stunden nach dem kardiopulmonalen
Bypass festgestellt (27, 37). Anzeichen einer Myokardfunktionsstdrung sind verminderte
periphere Pulse, kalte Extremitéten, Oligurie/Anurie und niedriger Blutdruck (27). Bei
septischem Schock sind die systolischen und diastolischen Dysfunktionen oft mit
Veridnderungen im peripheren GefidBtonus verbunden, die den Auswurfanteil des
Myokards modifizieren (38). Wenn die ventrikuldre Funktion beeintrachtigt wird,
verschlechtert eine Erhohung der systemischen Geféalresistenz einen bereits reduziertem

Myokardzustand, der zu einem kardiovaskulidren Kollaps fiihren kann (27, 28).

Herzfunktionsstorungen konnen auch durch Herzrhythmusstorungen entstehen.
Ursachen von Arrhythmien konnen Hypoxie (34, 39), Storungen der Impulsbildung oder
Impulsleitung, Wiedereintritt innerhalb des sinoatrialen Knotens, (40) chirurgische
Resektion, die Odeme oder direkte Verletzungen verursacht (29, 40); und

Elektrolytungleichgewichte und Stoffwechselstorungen (29, 34, 40).

1.2.2 Herzleistung und Sauerstoffversorgung

Herzleistung und Hédmoglobin spielen die grolte Rolle bei der
Sauerstoffversorgung aller Organe. Letzteres bestimmt die Verfiigbarkeit von Sauerstoff
fir den Gewebeverbrauch, was deutlich macht, wie wichtig es ist, eine ausreichende
Durchblutung der Endorgane aufrechtzuerhalten (27, 41). Bei hohen
Stoffwechselanforderungen [wie bei Bewegung oder Krankheitszustinden] steigt die

Herzleistung, um den Sauerstoffbedarf zu decken (27, 42). Entziindungszustinde und
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Sepsis konnen die Sauerstoffextraktionsfiahigkeit des Gewebes trotz geeigneter Perfusion
verdndern. Hierdurch kommt es zu einem Sauerstoff- und Nihrstoff-Defizit (27, 41, 43).
Dies wiederum lost einen Wechsel zur anaeroben Glykolyse aus und fithrt zu Azidose
und erhohte Serumlaktatspiegel, die als Anzeichen einer verminderten systemischen

Perfusion sind (27, 44, 45).

Der Sauerstoffgehalt stellt die Sauerstoffmenge dar, die das Blut zu den Zellen
transportiert. Im gesunden Zustand iibersteigt der gelieferte Sauerstoff die Bediirfnisse
des Gewebes bei Weitem. Wenn der zelluldre Stoffwechsel als Reaktion auf Stress oder
korperliche Aktivitdt zunimmt, passt sich der Korper durch Erhohung seiner Herzleistung
an. Unter Bedingungen, in denen die Herzleistung beeintrachtigt ist, sollte der
Sauerstoffgehalt fiir eine ausreichende Sauerstoffzufuhr maximiert werden (27, 34).

Héamoglobin ist der wichtigste Tréager fiir den Sauerstofftransport zu den Zellen (27, 34).

Die Anpassung des Hamoglobinspiegels ist unerldsslich, wenn die Durchblutung

und die Sauerstoffzufuhr nicht optimiert werden konnen (28, 32, 46).
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1.3 Mitochondriale Rolle im Myokard

Die Koronare Herz Krankheit ist mit 17.9 Millionen Todesféllen pro Jahr weltweit
die héaufigste Todesursache (47-50). Diese kann sich im Notfall als akuter
Myokardinfarkt (AMI) darstellen, bei dem es zu einem akuten thrombotischen Verschluss
der Herzkranzgefdle kommt, hierdurch wird der Blutfluss zum Myokard stark
einschrinkt oder vollstindig blockiert, wodurch Kardiomyozyten Sauerstoff und
Nihrstoffe [als akute Myokard-Ischimie bezeichnet] entzogen werden, was zum Tod von
Kardiomyozyten fiihrt (47). Die Behandlung der Wahl fiir AMI ist die schnellstmogliche
Entfernung der thrombotischen Okklusion um den koronaren Blutfluss
wiederherzustellen, um akute ischamische Schiden des Herzens zu verhindern. Dies kann
mittels koronarer Herzkathterintervention [perkutane koronare Intervention (PCI)], oder

Myokardrevaskularisation [aortocoronarer bypass ACB] erzielt werden.

Trotz rechtzeitiger PCI/ACB erleben AMI-Patienten immer noch eine signifikante
Mortalitdt und Morbiditit. Daher sind neue Behandlungenansitze erforderlich, um das
Myokard vor den schiddlichen Auswirkungen akuter myokarder Ischédmie und
Reperfusionsschiden zu schiitzen, um die Grof3e des Myokardinfarkts [MI] zu begrenzen,
die Herzfunktion zu erhalten und den Beginn der Herzinsuffizienz [HF] zu verhindern

(47, 51).

Die Mitochondrien spielen eine entscheidende Rolle bei der Erzeugung von ATP,
Calciumhaushalt und Zelltodregulierung. Diese Mechanismen sind erforderlich, um eine
normale herzkontraktile Funktion aufrechtzuerhalten. Daher ist die mitochondriale
Dysfunktion wiéhrend akuter Ischdmie und des Ischimiereperfusionsschadens eine
kritische Determinante des Zelltodes nach AMI (47, 52). Deshalb ist die Privention der
mitochondrialen Dysfunktion eine wichtige therapeutische Option zur Kardioprotektion

(47, 51).
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1.3.1 Das Mitochondrium: Ein Blick ins ,,Kraftwerk* der Zelle

Mitochondrien sind intrazelluldre Organellen, die als Hauptorte der oxidativen
Phosphorylierung (OXPHOS) dienen und somit zentral fiir die Adenosintriphosphat
(ATP)-Synthese in eukaryotischen Zellen sind. Innerhalb der inneren mitochondrialen
Membran orchestriert die Atmungskette die Transfersequenz von Elektronen durch eine

Reihe von Proteinkomplexen (53).

Beginnend mit Komplex I (NADH-Dehydrogenase) werden Elektronen von
NADH an Coenzym Q tibertragen, wodurch ein Protonengradient erzeugt wird. Parallel
dazu leitet Komplex II (Succinat-Dehydrogenase) Elektronen von Succinat zu Coenzym
Q. Diese Elektronen flieBen dann weiter zu Komplex III (Cytochrom ¢ Reduktase), wo
sie auf Cytochrom c ibertragen werden, bevor sie schlieBlich von Komplex IV
(Cytochrom c Oxidase) aufgefangen und auf Sauerstoff iibertragen werden, um Wasser
zu produzieren. Wihrend dieses Prozesses wird ein Protonengradient aufrechterhalten,
der als treibende Kraft fiir die ATP-Synthase, den fiinften Komplex, dient, welcher den
endgiiltigen Schritt der ATP-Produktion katalysiert (53).

Die mitochondriale Calcium-Regulierung ist ein essenzieller Aspekt der
mitochondrialen Homdéostase. Der mitochondriale Calcium Uniporter (MCU) ermoglicht
den Ca?>"-Eintritt in die Mitochondrien, wihrend der Natrium-Calcium-Lithium-
Austauscher (NCLX) fiir den Ausstrom aus diesen Organellen verantwortlich ist. Eine
kritische ~Akkumulation von Ca** kann zur Offoung der mitochondrialen
Permeabilititstransitionspore (mPTP) fiihren, welche die Zellintegritit beeintrichtigen
kann. Zudem spielt der mitochondriale Kalium-ATP-Kanal (mito-K*atp) eine schiitzende

Rolle, insbesondere in Bezug auf den Ischdmie-Reperfusionsschaden (53, 54).

Zum Schutz gegen oxidative Belastung besitzen Mitochondrien ein
ausgekliigeltes antioxidatives System. Das Enzym Mangan-Superoxiddismutase
(MnSOD) katalysiert die Umwandlung des Superoxid-Anions in Wasserstoffperoxid.
Weitere Schutzmechanismen wie die Glutathionperoxidase (GPX), Peroxiredoxin (PRX),
Glutathionreduktase (GR) und Thioredoxin-Reduktase (TR) sind essenziell, um reaktive
Sauerstoffspezies zu neutralisieren und die Zellintegritdt zu gewdihrleisten. Ergidnzend
dazu versorgen das Malic Enzyme Phosphat (MEP) und die Isocitrat-Dehydrogenase-
Phosphat (IDP) das System mit dem essentiellen Reduktionsmittel NADPH (53, 55, 56).
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Zusammenfassend spielen Mitochondrien eine zentrale Rolle in den zelluldren

Energiestoffwechselprozessen und antioxidativen Abwehrmechanismen und sind

mafgeblich fiir die Aufrechterhaltung der zelluldren Integritdt und Funktion.
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Abbildung 1 Uberblick Mitochondrienarchitektur.

Modifiziert mit freundlicher Genehmigung AG Maack C. Deutsches Zentrum fiir Herzinsuffizinz der
Universititsklinik Wiirzburg [DZHI]
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1.3.2 Die Rolle der Mitochondrien bei akuter Myokardischéimie

Wihrend der initiativen Phase der akuten Myokardischdmie bei AMI-Patienten
fiihrt die Deprivation von Sauerstoff und essentiellen Nahrstoffen in den Kardiomyozyten
zu einer Kaskade von gravierenden biochemischen und metabolischen Dysregulationen.
Ein Grofteil dieser Storungen fiihrt zu deleterischen Effekten auf die mitochondriale
Funktion und die ATP-Synthese aus (47, 57). Metabolisch manifestiert sich dies durch
einen Ubergang von der mitochondrialen oxidativen Phosphorylierung zur anaeroben
Glykolyse, induzierend eine intrazellulire Akkumulation von Laktat und Protonen,
wodurch der intrazelluldre pH-Wert bei manifestierter Myokardischdmie drastisch sinkt
(47). Die Akkumulation intrazelluldrer Protonen initiiert die Aktivierung des Na*/H*
Austauschers, der in der Folge Protonen aus dem zytoplasmatischen Milieu hinausdringt
und zeitgleich einen Na™Einstrom fordert. In Verbindung mit einer herabgesetzten
Aktivitit der Na”K* ATPase aufgrund von ATP-Depletion ergibt sich eine deutliche
intrazellulire Na*-Anreicherung. Dies veranlasst den Na“Ca®* Austauscher, im
umgekehrten Modus zu agieren, um den iiberschiissigen Na™Gehalt zu reduzieren. Dies
resultiert jedoch in einer intrazelluliren und im Anschluss mitochondrialen Ca?*-
Anreicherung, wihrend der Versuch unternommen wird, Na* auszuleiten (47, 57). In den
initialen Momenten der myokardialen Reperfusion treten zusétzliche biochemische und
metabolische Anomalien auf, die eine verstirkte mitochondriale Ca2+—Anreicherung,
erhohten oxidativen Stress, pH-Anpassung und die Aktivierung der mitochondrialen
Permeabilitits-Transitions-Pore  (mPTP) einschlieBen (47, 57). Die induzierten
Verinderungen potenzieren die pathophysiologischen Effekte, die im Kontext der akuten
myokardialen Ischdmie auftreten, und kumulieren in einer mitochondrialen
Dysregulation und der konsekutiven Kardiomyozytenapoptose. Dieses Syndrom wird als
akuter Myokardreperfusionsschaden charakterisiert und tragt signifikant zur endgiiltigen

GroBe des Infarktareals bei (47, 57).

Im Zuge der Reperfusion wird eine zusitzliche intrazelluldre und mitochondriale
Ca?*-Akkumulation durch Dysregulation der Plasmamembran, oxidativen Stress-
induzierte Verdnderungen des sarkoplasmatischen Retikulums und die Reaktivierung
mitochondrialer Prozesse hervorgerufen. Dies fordert die Regenerierung des
mitochondrialen Membranpotentials, welches den Einstrom von Ca*' iiber den

mitochondrialen Ca®* Uniporter (MCU) intensiviert (47).
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Am Beginn der Reperfusion wird eine akute oxidative Stressreaktion ausgelost.
Dies geschieht durch eine reaktivierte mitochondriale Aktivitit, die durch verschiedene
Mechanismen, einschlieBlich der Aktivierung der mPTP, zur Kardiomyozytentod fiihren

kann (47, 57).

Die Normalisierung des zytosolischen pH-Werts, als kardioprotektiver Ansatz zur
Minimierung des akuten Myokardreperfusionsschadens, kann durch die Reperfusion von
ischimischen Tierherzen mit sauren Puffern (47, 58), durch pharmakologische Blockade
des Na/H'-Austauschers (47, 59) oder durch Implementierung endogener
kardioprotektiver Techniken erreicht werden (47, 60). Bekannte Faktoren und
Komorbidititen bei AMI-Patienten, wie Alter, Adipositas, metabolisches Syndrom und
Diabetes mellitus, modulieren die mitochondriale Homoostase im Kontext
kardiovaskuldrer Pathologien und beeinflussen sowohl die Vulnerabilitit gegeniiber
akutem Myokard-I/R-Schaden als auch die Effizienz kardioprotektiver Ansétze (47, 61).
Schliisselparameter, die zum Myokardreperfusionsschaden beitragen - einschlielich
mitochondrialer Calcium-Dysregulation, oxidativem Stress, ATP-Depletion und rascher
pH-Anpassung fokusieren sich um das mPTP, welches folglich als essentielles

therapeutisches Ziel fiir kardioprotektive Interventionen hervorgehoben wird (47, 62).

1.3.3 Mitochondriale Ca?*-Uberlastung

Die Reperfusion verursacht in den Mitochondrien erhebliche Schidigungen,
wodurch ihre Kapazitit, ATP zu generieren, beeintriachtigt wird (1, 63, 64). Die
Verminderung der ATP-Produktion in den Mitochondrien korreliert direkt mit einer
Zunahme der Ca**-Konzentration, was auf eine Interaktion dieser beiden Vorginge
hinweist (1, 63, 64). Zusitzliche Einflussfaktoren fiir die Entwicklung der
mitochondrialen Ca** Akkumulation sind beispielsweise eine Anhebung der
Konzentration an anorganischem Phosphat in den Mitochondrien. Dies resultiert aus einer
suboptimalen Kopplung zwischen oxidativer Phosphorylierung und der Verwendung von
anorganischem Phosphat fiir die ATP-Generierung, was den Zutritt von Ca®" in die
Mitochondrien stimuliert (64). Es tritt auch eine vermehrte Abgabe von H* aus den
Mitochondrien ins Sarkoplasma auf, assoziiert mit einem gegenliufigen Ca**-Transport
in Richtung dieser Organellen, infolge der Aktivitit des mitochondrialen Ca**/H*-

Austauschers (64).
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Ein exzessiver Anstieg vom Ca®* in die Mitochondrien hat negative
Konsequenzen fiir die Kardiomyozyten. Dies kann zur Entkoppelung der oxidativen
Phosphorylierung fiihren, was die aerobe ATP-Produktion vermindert und die adidquate
Energieversorgung des reperfundierten Myokards verhindert (64). Zudem kann sie den
passiven lonentransfer zu den Mitochondrien beeinflussen, eine Schwellung der
Mitochondrien und einen Zerfall der inneren mitochondrialen Membran bewirken.
Erginzend geht die exzessive Ca?*-Akkumulation in den Mitochondrien mit einer
Freisetzung von Mg?* und K* einher, was zur Manifestation von
Reperfusionsarrhythmien, inklusive Kammerflimmern, beitrédgt (64, 65). Die
Ansammlung von Ca?* in der mitochondrialen Matrix verlduft in einem zweiphasigen
Prozess. Die initiale Phase beinhaltet den energieabhingigen Zutritt von Ca** in die
Matrix, die Anregung der mitochondrialen Atmung und die Abgabe von H™ aus der
Matrix. In der nachfolgenden Phase beginnen angesammelte Ca**-Ionen infolge der
Aktivierung des Ca?*-gesteuerten unspezifischen Kanals in der inneren mitochondrialen
Membran, die Matrix zu verlassen. Darauthin steigt die Durchlédssigkeit der inneren
mitochondrialen Membran markant an, was die H " Reaufnahme und den Austritt von K*
aus der Matrix erleichtert (64). Hierbei wird der energieabhiingige Zutritt von Ca** in die
Mitochondrien von erheblichen Verdnderungen in der mitochondrialen Morphologie und
Funktion, spontanen strukturellen Anpassungen ihrer inneren und dufleren Membranen,
der Offnung des Ca**-gesteuerten unspezifischen Kanals in der inneren mitochondrialen
Membran und der Aktivierung der programmierten Zelltodmechanismen begleitet (64,
66). Unter den Bedingungen der Ischdmie/Reperfusion dominieren freie
Oxidationsprozesse in den Mitochondrien, welche den Einstrom von Ca®" in die

mitochondrialen Matrix der Kardiomyozyten begiinstigen (64, 67).

15

15



Einleitung

1.3.4 Rolle der mPTP in der Kardioprotektion

Das mitochondriale Permeabilititstransitions-Pore  (mPTP) stellt einen
umfangreichen, nicht-selektiven Kanal dar, welcher bei Aktivierung u.a. durch
Reperfusion sowohl Ionen als auch andere losliche Substanzen bis zu einem
Molekulargewicht von 1,5 kDa durch die innere mitochondriale Membran (IMM)
transferieren lisst. Die Konsequenzen einer solchen Offnung sind mitochondriale
Schwellung, Depolarisation der mitochondrialen Membran, Entkoppelung der oxidativen
Phosphorylierung, ATP-Depletion und Zelltod (47, 68). Unter ischimischen
Bedingungen bleibt das mPTP infolge des sauren pH-Milieus in Kardiomyozyten
geschlossen. Es 6ffnet sich erst wihrend der initialen Reperfusionsphase als Reaktion auf
Faktoren wie mitochondriale Ca?*-Uberlast, oxidativen Stress, ATP-Mangel und rasche
pH-Wiederherstellung (47, 68). Therapeutische Ansitze, die diese induzierenden
Faktoren wihrend akuter Myokard-I/R-Events adressieren, konnten folglich indirekt das
Offnen des mPTP zu Reperfusionsbeginn unterbinden und somit das Infarktausmaf

reduzieren (47).

Experimentelle Untersuchungen bestitigen die Relevanz des mPTP als
potentielles therapeutisches Ziel zur Minderung fataler Myokardreperfusionsschiden (47,

69, 70).

Eine Modulation der mPTP-Offnung wiihrend der Reperfusion kann auch indirekt
durch Optimierung der zelluldren Bioenergetik, Kontrolle des oxidativen Stresses und
Steigerung der Kreatin- sowie Phosphokreatin-Konzentrationen erreicht werden,
wodurch die ATP-Verfiigbarkeit steigt (47, 71). Abseits des mPTP-induzierten Zelltods
existieren diverse mitochondriale Mechanismen, die zum Tod von Kardiomyozyten
wihrend akuter Myokard-I/R-Ereignisse beitragen, darunter Apoptose, Mitophagie,
Nekroptose, Pyroptose und Ferroptose (47, 72). Die Permeabilisation der duBeren
mitochondrialen Membran bei Reperfusion begiinstigt den Cytochrom-C-abhédngigen
apoptotischen Zelltod, welcher insbesondere wihrend der Reperfusion auftritt.
Interventionen, die sowohl die Freisetzung von mitochondrialem Cytochrom-C als auch
die Caspase-Aktivierung hemmen, haben sich als protektiv beziiglich der InfarktgroBe

erwiesen (47, 72).

Nekroptose, eine spezifische Form des kontrollierten nekrotischen Zelltods, wird

durch die Interaktion des Rezeptor-assoziierten Serin/Threonin-Protein-Kinase 3 (RIP3)
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und des Phosphoglycerat-Familienmitglieds 5 (PGAMS) getriggert und trigt zum akuten
myokardialen I/R-Geschehen bei, wobei eine mitochondriale Fragmentierung stattfindet

47,73).

Pyroptose reprisentiert ein proinflammatorisches Zelltodprogramm, das infolge
der Freisetzung schadensassoziierter molekularer Muster wie mitochondrialer DNA

initiiert wird und zur Pathophysiologie des akuten Myokard-I/R beitrigt (47, 74).

Ferroptose ist charakterisiert durch einen kontrollierten Zelltod in Antwort auf
eine Akkumulation von eisenbedingter Lipidperoxidation, die wihrend des akuten
Myokard-I/R aufgrund von mitochondrialem Eiseniiberfluss und oxidativem Stress
eintritt (47, 75). Gen- und Medikamenten-basierte Strategien zur Reduzierung des
mitochondrialen Eisenanteils und oxidativen Stresses schiitzen nachweislich das

Myokard vor Ferroptose-induziertem Zelltod nach akutem I/R-Geschehen (47, 76).

1.3.5 Mitochondriale Spalt- und Fusionsproteine fiir die Kardioprotektion

Mitochondrien prisentieren sich als dynamische Zellorganellen, die stindigen
morphologischen Anderungen unterzogen sind. Sie durchlaufen Prozesse der Spaltung,
wodurch fragmentierte, voneinander getrennte Mitochondrien entstehen. Diese
Morphologie spielt insbesondere bei zelluldren Teilungsvorgingen und bei der
Eliminierung defekter Mitochondrien durch Mitophagie eine zentrale Rolle (47). Parallel
dazu existiert der Prozess der Fusion, bei dem sich Mitochondrien zu elongierten,
interkonnektiven Strukturen verbinden. Eine solche Fusion ist essenziell fiir die Reparatur
mitochondrialer DNA und fiir die Erhaltung der mitochondrialen Atmungskapazitit (47,
57). Ein Ungleichgewicht der Prozesse von Fusion und Fission kann die mitochondrialen
Atemfunktionen, die Qualitéit der Organellen und die Zelltodempfindlichkeit im Kontext
von Myokard-I/R-Ereignissen beeinflussen (47, 57). Im adulten Herzen préasentieren sich
die tiberwiegenden kardialen Mitochondrien in einer fragmentierten Morphologie und
sind dicht lokalisiert an drei intrazelluldren Lokalisationen, welche die mitochondriale
Mobilitét beschrinken: adjazent zu den Myofibrillen (IFM), sub-sarkolemmal (SSM) und
in Nidhe des Zellkerns (47).

Untersuchungen legen nahe, dass die fiir die mitochondrialen Dynamik
verantwortlichen Proteine im Herzen exprimiert werden. Interessanterweise zeigen

Experimente, dass eine genetische Depletion dieser Proteine der Spaltung oder Fusion zu
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signifikanten Anderungen in der mitochondrialen Morphologie fiihrt. Diese
Morphologieverinderungen sind assoziiert mit einer kompromittierten mitochondrialen
Atmungsleistung und manifestieren sich in einer dilatativen Kardiomyopathie. Diese
Beobachtungen unterstreichen die essenzielle Rolle dieser Proteine fiir die

Aufrechterhaltung der kardialen Homdoostase (47, 57).

1.3.6 Mitochondriale Funktion bei Ischimie-Reperfusionsschaden

Die rasche und effektive Wiederherstellung des Blutflusses [Reperfusion] ist
essenziell, um die Folgen der akuten Myokardischdmie zu minimieren. Diese Reperfusion
kann durch pharmakologische MaBBnahmen oder durch chirurgische Interventionen

erreicht werden, ist jedoch oft mit molekularen Schiadigungen assoziiert (77-79).

Das I/R-Modell stellt ein prignantes experimentelles Paradigma dar, um den
Einfluss von oxidativem Stress auf Kardiomyozyten zu analysieren. Eine protrahierte
Ischdmie resultiert in Kardiomyozyten-Nekrose infolge inadidquater Sauerstoffzufuhr
(78). Es wurde jedoch festgestellt, dass wihrend der Reperfusion die betroffenen Zellen
zusitzlichen, sekundidren Schidigungen ausgesetzt sind, sobald die Oxygenierung

wiederhergestellt wird (78).

Unter ischdmischen Bedingungen manifestieren Kardiomyozyten Hypoxie und
eine reduzierte Aktivitit der Enzyme der mitochondrialen Atmungskette. Dies resultiert
in der Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies wie Superoxid, Wasserstoffperoxid,
Peroxynitrit und Hydroxylradikalen. Speziell beeinflusst der I/R-Schaden die Funktionen
der mitochondrialen Komplexe I und III, was zu einer gesteigerten ROS-Produktion aus
NADH fiihrt (77, 78). Eine Dysfunktion des Komplex I korreliert mit beschidigtem
Kardiolipin, das die Elektronenlekage potenziert und ROS-Generation stimuliert (78, 80).

Weitere relevante ROS-Quellen 1m reperfundierten Myokard sind die
Monoaminoxidase-Isoformen (MAO-A und MAO-B), lokalisiert an der &dufleren
mitochondrialen Membran (78). Wihrend der Reperfusion tragt eine verstirkte MAO-A
Aktivitdt zur Progression von linker Ventrikelhypertrophie und kardialem Remodeling
bei. Ebenfalls potenziert ein gesteigerter mitochondrialer Eiseninflux die Generierung

potenter Hydroxylradikale aus Wasserstoffperoxid (76, 78).
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Zusitzlich kompromittiert eine exzessive ROS-Produktion das dynamische
Gleichgewicht von mitochondrialer Fission und Fusion (78, 81). Hierbei fiihrt eine
Proteinkinase C-vermittelte Phosphorylierung von Schliisselsubstraten zur Hemmung der
Apoptose in geschidigten Mitochondrien (78, 82). ROS beeinflusst negativ die
mitochondriale Fusion (78, 83) und die Reperfusion induziert die Aktivierung des mPTP-
Kanals, welcher die Freisetzung von Cytochrom ¢ und folglich die Apoptose stimuliert.
Eine iibermifBige ROS-Produktion wihrend I/R korreliert mit Endothelzellnekrose

infolge beeintrichtigter Telomer-Integritit, was letztlich Apoptose begiinstigt (78, 84).

Kardiomyozyten beherbergen distinkte mitochondriale Subpopulationen:
[I] perinukleédre (PNM), [II] intermyofibrilldre (IFM) und [III] subsarkoldmlische (SSM)
Mitochondrien. Diese unterscheiden sich in Morphologie, Funktion, Grof3e und Cristae-
Organisation (85-87). Sie weisen nicht nur morphologische und biochemische
Differenzen auf, sondern variieren auch in ihrer funktionellen Spezialisierung, abhingig
von ihrer zelluldren Lokalisation und den speziellen zelluliren Anforderungen. Diese
mitochondrialen Subtypen konnen unterschiedlich auf pathologische Prozesse, wie I/R
(87, 88) und diverse Kardiomyopathien reagieren (89). Zudem variieren sie in ihrer

Anfilligkeit und Funktionsstérungen gegeniiber solchen schidigenden Einfliissen (87).

Hinsichtlich der mitochondrialen Morphologie konnen primédr zwei
Hauptpopulationen, ndmlich subsarkoldimische Mitochondrien (SSM) und interfibrillédre
Myokardmitochondrien (IFM), differenziert werden (1). Diese Subpopulationen zeichnen
sich durch diverse biochemische FEigenschaften und spezifische Anfilligkeiten fiir
Ischdmie aus. SSM neigen dazu, stidrker durch ischdmische Schiddigungen betroffen zu
sein, und ein diazoxid-vermittelter Schutzmechanismus scheint bei SSM besonders

effektiv zu sein (1).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Levosimendan Effekte auf das Myokard sind bereits in Tiermodellen sowie
klinischen Untersuchungen gut untersucht worden. Die Kenntnislage beziiglich seiner

Effekte auf Mitochondrien wihrend aktiver I/R-Schidigung bleibt bislang eingeschrinkt.

Die Intention der vorliegenden Studie ist es, den modulatorischen Einfluss von
Levosimendan im Kontext eines Ischidmie-Reperfusionsschadens auf Aspekte der
myokardialen = Mitochondrienfunktion  hinsichtlich ~der  Atmungskette, der
Calciumhaushaltregulierung und der ATP-Synthese im Rattenherzmodell detailliert zu

untersuchen.

Der vorliegende Forschungskontext ist auf den Erkenntnissen von Sommer et al.
(2016) aufgebaut, wobei der Verfasser dieser Dissertation die experimentellen
Untersuchungen und Auswertung eigenstindig unter der Anleitung der Hauptautoren

jener Publikation durchgefiihrt hat.
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2 Material und Methoden

2.1 Geriite und Apparaturen

21

Die notigen Gerite, Software und Apparaturen sind in Tabelle 1 dargestellt

Tabelle 1: Verwendete Gerite und Apparaturen

Methode / Gerit

Hersteller

Messung der Aktivitit der

Atmungskette

Clark Sauerstoff-Elektrode
Hansatech Instruments Ltd, Norfolk, UK

Herz-Perfusion

Langendorff Apparatur

Fohr Medical
Deutschland

Instruments GmbH, Seeheim,

Analyse des mitochondrialen
Membranpotentials, der
mitochondrialen Calcium Resorption,
des mitochondrialen ATP-Inhalts sowie
der ATP-Produktion

Infinite® 200 Pro Multimode-Lesegerit

Tecan, Crailsheim, Deutschland

Messung der mitochondrialen
Permeabilitiit und Schwellung

Ultrospect 3000-Spektrophotometer

Pharmacia Biotech, Stockholm, Schweden

Proteingehaltbestimmung

Tecan Spectra II Photometer (Tecan Deutschland

Spektrophotometer GmbH, Crailsheim, Deutschland)
Warmeschrank Memmert, Schwabach, Deutschland
IKA® VORTEX GENIUS 5 IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland
IKA® T25 digital ULTRA TURRAX® | [KA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland
5 ml Glaspotter Duall 22 Omnilab, Bremen, Deutschland
Zentrifuge I Rotanta 46 R Zentrifuge
Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Zentrifuge 11 Multifuge 1 S-R

Heraeus Holding GmbH, Deutschland

Alaris GH Spritzenpumpe

Cardinal Health, Dublin, Irland

Herzschrittmacher Osypka Medical GmbH, Berlin, Deutschland
SAB 71 Waage Integra Bioscience GmbH, Fernwald, Deutschland
Inkubator Nu-5500 Autoflow IR Direct Heat CO2 Inkubator

Integra Bioscience GmbH, Fernwald, Deutschland
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Methode / Gerit Hersteller
Chirurgische Nahtmaterial Eticon PROLENE® / PH-Seide

Johnson & Johnson Medical GmbH

Hamilton® spritzen

Hamilton Company Nevada, USA

Datenabearbeitung, und

Zeichnungen

Analyse

Graphpad Prism fiir Mac OS X, Version 6.0
Graphpad Software, Inc

Microsoft® Excel

Oxygraph Hansatech Instruments Ltd, Norfolk, UK
Labchart® 6.0 ADInstruments Ltd — Europe
Lucidapp, Biorender EdrawMax

2.2 Verwendete Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 2 dargestellt. Falls nicht anders

erwihnt, wurden alle Chemikalien iiber die Firma Sigma Aldrich GmbH (Miinchen,

Deutschland) bereitgestellt.

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien

Puffer/Assay

Zusammensetzung / Hersteller

Levosimendan

Simdax® Orion Oyj, Espoo, Finnland

Krebs-Henseleit-Losung

180 mmol NaCl, 4,7 mmol KCl, 1,2 mmol MgSO4, 1,25
mmol CaCl2, 1,2 mmol KH2PO4, 25 mmol NaHCO3,
11 mmol D-Glucose

Kardioplegie-Losung

10 mM Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA), 180 mM
KCl, pH 7,4

Isolationspuffer 0,225 mol/l1 Mannitol, 0,005 mol/l 3-(N-Morpholino)-

(Puffer 1) Propansulfonsdure, 0,075 mol/l Sucrose, 0,002 mol/l
EDTA, 1 mg/ml bovines Serumalbumin, pH 7,4
(180 mM KC1, 10 mM EDTA und 0,5% Albumin bei pH 7,4)

Waschpuffer 0,225 mol/l Mannitol, 0,075 mol/l Sucrose, 20 mmol/l
Tris/HCI, pH 7,4

(Pufer 2) (225 mM mannitol, 75 mM sucrose und 20 mM Tris, pH 7.4)

Custodiol® Losung Dr. Franz Kohler Chemie GmbH, Deutschland

Puffer zur Messung des | 300 mM Mannit, 10 mM KH 2 PO 4, 10 mM KCI und

mitochondralen Sauerstoffverbrauchs

(Respirationspuffer)

5 mM MgCl 2, pH 7,2
(300 mM Mannit, 10 mM KH 2 PO 4, 10 mM KCI und 5 mM
MgCl 2, pH 7,2)

Puffer zur Lagerung von SSM

20 mM Hepes, 250 mM Saccharose, 10 mM MgCl 2
und 12,5 mM KH 2 PO 4, pH 7,2
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Puffer/Assay

Zusammensetzung / Hersteller

Puffer zur Analyse der mitochondrialen
Ca-Resorption

250 mM Saccharose, 10 mM 3- (N-Morpholino)
propansulfonsidure (MOPS) und 0,005 mM EGTA, pH
7,2

Puffer zur Analyse der mitochondrialen
Ca-Retentionskapazitit

250 mM Sucrose, 10 mM MOPS und 0,005 mM EGTA,
pH 7,2

Puffer zur Messung der | 250 mM Saccharose und 5 mM KH 2 PO 4, pH 7,2

mitochondrialen Permeabilitait und

Schwellung

Biolumineszenz-Assay Molecular Probes, Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland

400 oM 5,50,6,60 -Tetrachlor- | Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach, Deutschland

1,10,3,30-  tetraethyl-benzimidazolyl-

carbocyaniniodid

Bicinchonin-Assay

BCA-Kit, Fisher Scientific, Deutschland

HK141 ELISA Kit

Hycult Biotech, Uden, Niederlande

2.3 Versuchstiere

In der experimentellen Studie kamen minnliche Wistar-Ratten (280g -320g) zum

Einsatz, die von Janvier-Labs (Saint-Berthevin Cedex, Frankreich) bezogen wurden. Die

Haltung der Tiere erfolgte gemall europidischer Tierschutzstandards und den Richtlinien

der Julius-Maximillians-Universitit Wiirzburg. Die Tierversuchsgenehmigung wurde

von der Bezirksregierung Unterfranken unter dem Aktenzeichen 31/11 erteilt. Die Pflege

und Unterbringung der Tiere fand im Zentrum der operativen Medizin der

Universitétsklinik Wiirzburg statt, wobei 5-6 Ratten pro Kifig mit Wasser, Fertigfutter

und einem 24-stiindigen Tag/Nacht-Zyklus versorgt wurden. (1).
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2.4 Studiendesign

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode der Langendorff-Herz-Perfusion
angewandt. Hierbei handelt es sich um eine ex-vivo Technik, wobei das Herz aus dem
Korper des Tieres entfernt wird. Uber die Aorta wird eine retrograde Perfusion
durchgefiihrt, mit einer n#hrstoffreichen, sauerstoffthaltigen Losung (90-92). Der
retrograde Druck bewirkt, dass die Aortenklappe schliet, wodurch die Versuchslésung
in die Herzkranzgefile zirkuliert. Dies speist Nahrstoffe und Sauerstoff an den
Herzmuskel, so dass es weiterhin fiir mehrere Stunden nach seiner Explantation aus dem
Tier schldgt. Diese Methode ermoglicht die Zugabe von Medikamenten und die
Beobachtung ihrer Wirkung isoliert auf das Herz ohne die Komplikationen im Rahmen

von in-vivo-Experimenten (90-92).

Abgesehen von dem Perfusionsprotokoll war die Explantation, Mitochondrien-
Aufarbeitung sowie alle restlichen Versuche identisch. Um die Wirkung von
Levosemindan in Ab-/Anwesenheit der Ischdmie zu untersuchen wurden die

Versuchstiere zufillig 4 verschiedener Gruppen (n=8/Gruppe) zugewiesen.

Die Gruppeneinteilung ist in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3 Gruppeneinteilung

Gruppe Bezeichnung

Kontrollgruppe Kontrol 30 min. Perfusion

Ischimiegruppe IR 40 min. Ischamie, 30 min. Perfusion
Levosimendangruppe Levo 30 min. Perfusion, Levosimendan-Gabe
Levosimendan-Ischimiegruppe Levo IR 40 min. Ischamie, 30 min. Perfusion,

Levosimendan-Gabe

Nach erfolgter Organexplantation wurden die Herzen an die Langendorff Apparatur
angeschlossen. Es erfolgte zundchst eine 5 minutige Vorperfusionsphase, um eine
Ausgangsgrundlage zu erzielen. Je nach -zufillig gewihlter Gruppe- wurde die Perfusion
fortgefiihrt oder die Ischdmie eingeleitet. Die Levosemindangabe erfolgte in der Levo und
Levo IR Gruppen in der (Re-)Perfusionsphase ab Minute 5 fiir insgesamt 20 Minuten bei

einer Laufrate von 0.07umol/min.
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Herzimplantation an Langendorff und 5 min
Pre-Perfusion
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f r ¥
30 min Perfusion 40 min Ischamie
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‘ Levosemindangabe
5-25 min 30 min Re-Perfusion
l l 0.07pmol/min
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B Mitochondrien-Isolation -

Abbildung 2 Flussdiagramm des Studiendesigns

e
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Das Eluat wurde zur weiteren Bestimmung der kardialen Markers erneut zum Abschluss der
Perfusion asserviert. Nach Beenden des Perfusionsprotokolls wurde unmittelbar mit der
Mitochondrienaufarbeitung begonnen. AnschlieBend wurde die Funktion der Atmungskette

sowie weitere unten genannte Versuche an den vitalen Mitochondrien parallel durchgefiihrt.

2.5 Langendorff Apparatur und Vorbereitung der Versuchstiere

Die Versuchstiere wurden mit einem Isofluran/Sauerstoff (5%/95%) Gasgemisch
betdubt. AnschlieBend gewogen und rasiert. Nach Dekapitation erfolgte die
Riickenlagerung und Hautantiseptikum. Der Brustkorb wurde mittels medianer

Sternotomie erdffnet. Das Herz-Lungenpaket wurde schonend entnommen und in eine
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eisgekiihltes [Phosphat gepufferter| Saline (PBS) bis zum Erreichen des Herzstillstands

eingebettet.

Auf einer feuchten eisgekiihlten Gaze wurde unter dem Mikroskop die weitere
Priaparation durchgefiihrt. Nach Aortapripration und Fixierung der Langendorff-
Perfusionskaniile ca. 3-4mm oberhalb des Sinutubuldren-Ubergangs wurde -nach -
Entliiftung- zur weiteren Kardioprotektion bis zur Langendorff-Implantation die
kontinuierliche Herzperfusion mittels 4°C kaltem Custadiol® mit einer Laufrate von
10ml/h  durchgefiihrt (Maximaler Custidiol®-Gabe Zeit 3 min. /Alaris GH
Spritzenpumpe, Cardinal Health, Dublin, Irland).

Wihrend dieser Zeit wurde die Lunge, die zu- und abfiihrende Gefille sowie das restliche
anhaftende Bindegewebe mikrochirurgisch entfernt. Es erfolgte zunéchst die Eroffnung
des linken Vorhofes, um einen Zugang fiir die links-ventrikuldre Druckmessung mittels
eines Ballonskatetheres zu ermoglichen. Um mogliche Bradykardien zu beheben, wurde
eine Schrittmacherelektrode epikardial am rechten Ventrikel mittels 8-0 PROLENE®
fixiert. AnschlieBend erfolgte der Transport vom Kleintierlabor zur Langendorff-

Apparatur.

Gemail Protokolle zur Durchfiihrung der Langendorffperfusion (93) wurde nach
Anbringen der Perfusionskaniile samt Herzen an die Langendorffanlage die Spiilung mit
I ml 37°C- warmer Custidiol®-Losung durchgefiithrt. Der deflatierte luftfreie
Ballonkatheter wurde iiber den bereits erdffneten linken Vorhof durch die Mitralklappe
in den linken Ventrikel platziert. AnschlieBend wurde die Perfusion mit
Carbogenangereicherter (Dréger, Liibeck, Deutschland, 5 Vol.-% CO2, 95 Vol.-% O2)
Krebs-Henseleit-Losung begonnen. Dieser Zeitpunkt zeichnet dem Beginn der
Stabilisierung Pre-Perfusionsphase. Ein konstanter Perfusionsdruck von 73,6 mmHg
wurde am Steigrohr aufrechterhalten. Der externe Schrittmacher wurde angeschlossen
und bei Bradykardie mit einer Frequenz von 100 Schlidge pro Minute (Bpm) aktiviert. Der
Ballonkatheter wurde mit H,O bis zum Erreichen eines diastolischen Druckes (LVEDP)
vom 18 mmHg luftblasenfrei gefiillt. Abhéngig vom Versuchsprotokoll wurde mit der
Perfusion und ggf. Levosemindangabe (Control, Levo) weiter fortgefiihrt oder die warme
globale Ischimiephase eingeleitet (IR, Levi IR). Bei den Ischdmie Gruppen wurde die
Perfusion fiir 40 min. gestoppt, das Herz mit einem Deckel in dem 37°C warmen
Schutztrichter vor Abkiihlung geschiitzt und der Ballonkatheter wurde entleert. Das Eluat

wurde bei 0 und 30 min. wihrend der (Re-)Perfusion gesammelt und bei -80°C gelagert.
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AnschlieBend wurden die Herzen in einen eisgekiihlten Perfusionspuffer zur Isolierung

von Mitochondrien iiberfiihrt. Die Herzspitze (Apex) wurde fiir eine spétere Analyse bei
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-80°C gelagert.
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2.6 Analyse der kardialen Enzyme

Troponin T, CK-MB-Isoenzym, Myoglobin und Herzfettsdure-Bindungsprotein
(hFABP) wurden aus den Eluaten quantifiziert. Die Herzenzyme wurden nach den
validierten Standardverfahren der lokalen Abteilung fiir medizinische Chemie der
Universititsklinik bestimmt. Die Werte wurden als internationale Einheiten pro Milliliter
(U/ml) angegeben. hFABP wurde aus der Eluat- sowie auch aus der Zytosolfraktion der
SSM-Isolierung gemi3 den Anweisungen des Herstellers (HK141 ELISA Kit, Hycult
Biotech, Uden, Niederlande) quantifiziert (1).

2.7 Mitochondrienisolation

Die Mitochondrien wurden geméll einem modifizierten Protokoll nach Palmer et
al. (1977) (94, 95) unter Verwendung eines Isolationspuffers Puffer 1 (180 mM KCl, 10
mM EDTA und 0,5% Albumin bei pH 7,4) durchgefiihrt. Das Gewebe wurde unter
Verwendung der Potter-Technik  dispergiert, gefolgt von differentiellen
Zentrifugationsschritten. Das Waschen und Lagern des IFM/SSM-Pellets wurde in
Puffer 2 (225 mM Mannitol, 75 mM Sucrose und 20 mM Tris, pH 7,4) durchgefiihrt. Ein

Bicinchonin-Assay bestimmte die SSM/IFM-Proteinkonzentrationen (1).

Nach stoppen der Langendorff-Perfusion wurde der Ballonkatheter deflatiert und
aus dem linken Ventrikel gezogen. Nach Entfernen der Schrittmacherelektrode wurde das
Herz diskonnektiert anschlieBend in Eis gekiihlter PBS-Losung eingebettet. Auf einer
eisgekiihlten Petrischale wurden die Vorhofe, restliche Bindegewebe sowie die
Herzklappen reseziert. Die Herzspitze wurde in Formalin fiir spédtere Anfertigung von
Paraffinblocke eingelagert. Das Kammermyokard wurde zur Mitochondrien
Aufarbeitung zuerst mittels Schere zerkleinert anschlieBend mittels Pinzette mit Sml
Puffer 1 in ein kleines Gefdl} liberfiihrt. Es erfolgte die Homogenisierung mittels IKA®
T25 digital ULTRA TURRAX (IKA, Staufen, Deutschland) fiir I min. auf Stufe 8 und
30 sek Auf Stufe 12.

Das Homogenisat wurde schrittweise mittels eines Glaspotters dispergiert mit 18ml
Puffer 1 vermischt und bei 500 g, 4°C 10 min. lang mit Rotana 46R (Hettich, Tuttlingen,
Deutschland) zentrifugiert. Der Uberstand wurde zur weiteren SSM-Isolierung
(Zentrifugenrohrchen 1) auf Eis gelagert. Das iibrige Pellet wurde mit 10 mg Proteinase
in 2 ml Puffer 1 mit einer Einwirkzeit von 1,5 min. gelost. Durch die Zugabe von 18ml

Puffer 1 wurde die Proteinase-Wirkung deaktiviert. Es erfolgte erneut das schrittweise
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Dispergieren mittels Glasspotter anschlieend das Zentrifugieren mit 4600g 4°C fiir 10
min. mit Multifuge® 1 S-R (Heraeus, Deutschland). Der Uberstand wurde nun verworfen
und das Pallet mit 20 ml Puffer 1 gel6st und erneut bei 500g 4°C fiir 10 min. zentrifugiert.
Das Pellet wurde verworfen, Der Uberstand mit den IFM sowie das im
Zentrifugationsrohrchen 1 enthaltener SSM wurden mit 3000g 4°C fiir 10 min. mit
Rotana 46R zentrifugiert. Der Uberstand, der die zytosolische Fraktion der
Mitochondrien wurde auf -80°C eingefroren. Die SSM und IFM-Pellets wurden mit
Puffer 2 aufgelost und anschlieBend mit 3000g 4°C Rotana 46 R fiir 10 min. gewaschen.
Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt und das SSM/IFM-Pellet wurde auf ein

Gesamtvolumen von 500ul mit Puffer 2 aufgelost.

Anhand der Hersteller Einweisung fiihrten wir ein Bicinchoninsédure-assay Pierce® BCA
(Thermo Scientific, Waltham, USA) zur Quantifizierung der Menge an IFM/SSM. Die
Extinktion erfolgte bei A= 562 nm mit einem Tecan Spectra II Photometer (Tecan GmbH,

Crailsheim, Deutschland). Anhand der Standardreihe wurde die Konzentration ermittelt.

Die gewonnenen Mitochondrienen wurde durch einer vorangefertigte EXCL®-Vorlage
anhand der Konzentration an allen weiteren Versuchen verteilt. Es wurde iiber den

gesamten Verlauf auf suffiziente Kiihlung geachtet.

2.8 Messung des mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs.

Gemill einem modifizierten Protokoll von Zini et al. (96) wurde der
Sauerstoffverbrauch somit die Funktion der Atmungskette der isolierten Mitochondrien
bei 25°C mittels Clark-Type Elektrode (Oxytherm System, Hansatech Instruments Ltd.,
Norfolk, UK) polarographisch gemessen. Die Elektrode besteht aus einer Silber-Anode,
und eine Platin-Kathode, die iiber eine Messkammer elektrisch unter eine
Polarisationsspannung  stehen. Die Metallelektroden sind mit einem KCL-
Losungshaltiger Papiertriger und einer Sauerstoffdurchlissige Polytetrafluorethylen
(PTEF) Membran iiberzogen und somit von der Messgut-16sung getrennt. Diffundiert das
Sauerstoff O» entsprechend sein Partialdruck durch die Membran so wird es an der
Messkathode reduziert. An der Anode kommt es hingegen zu einer Oxidation des Silbers
zu Silberionen. Proportional zu dem Sauerstoffpartialdruck in der Messkammer entsteht
ein elektrischer Strom I, der mit einem Amperemeter aufgezeichnet wird. Kommt es zu
einem Sauerstoffverbrauch der mitochondrialen Atmungskette in der Messkammer, wird

dies durch Stromstédrkeveridnderung registriert (97, 98).
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02+4e_+4H+—>2H20

Kathode: O2+2e +2H0 - H0O24+20H /H02+2e — 20H"
Anode: 4 Ag — 4 Ag* + 4e” und 4 Ag* + 4CI- — 4 AgCl
P(O2) ~ |

Platin Kathode

Messkammer

Abbildung 5 Clark-Type Elektrode mit Oxytherm System

(modifiziert nach freundlicher Genehmigung Hansatech Instruments Ltd)

Gemil der Hersteller Angaben wurde die Elektrode regelmif3ig gewartet, gewechselt und
gereinigt. Vor jedem Versuchstag wurde die Elektrode mit einer neuen Membran bezogen

und bei 25°C mit einer Kammer-Riithrer Umdrehung von 75/min. kalibriert.

Zur Aktivitdtsanalyse der einzelnen Atmungskettenkomplexe wurde eine Messzeit von
einer Minute nach entsprechender Substratsgabe gewihlt. Uber die Steigerung des
Sauerstoffverbrauchs pro Zeiteinheit (dO2/dt) und die daraus entstandene
Kurvenveridnderung wurden die Raten Z2 und Z3 berechnet. Der respiratorische

Kontrollindex wurde aus dem Verhiltnis Z3/Z2 errechnet.
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Entsprechend eines modifizierten Protokol nach Zini et al und Rustin et al (96, 99) wurde
die Messung mit jeweils 150ug Mitochondrien auf 400ul Puffer 2 (Konstante
Proteinkonzentration 0,375ug/ul) bei 25°C und Rithrer Umdrehung von 75/min. wie folgt

durchgefiihrt:

Komplex I-V
Aquilibrierung 30 Sek. | Z2 Atmung 1 min. 73 Atmung 1 min.
400u1 Mitochondrien 5 pl Pyruvat (1M) /5 pl Malat (1M) 5 ul ADP (0,2mM)

Komplex I1I-V

Aquilibrierung 30 | Blockade Komplex I und Z2 Messungl min. 73 Atmung 1 min.
Sek.

400ul Mitochondrien 5 ul Rotenone (0,2 mM) 5 ul Succinat (1M) Sul ADP (0,2M)

Blockade der ATP-Synthase (Komplex V) | Entkoppler

5 ul Oligomycin (1 mM) Sul CCCP (1mM)

Komplex IV
Aquilibrierung 30 Sek. Blockade Komplex I und V Messungl min. Entkoppler
400u1 Mitochondrien 5 ul Rotenone (0,2 mM) + 5 ul Succinat (ImM) | Sul CCCP (1mM)

+5 ul Oligomycin (1 mM)

Blockade Komplex ITI Elektronendonor fiir Komplex I'V anschlieBend Aktivititsmessung

5 ul Antimycin (0,1mM) 5 wl Ascorbat (0,5 M), 5 ul TMPD (0,1 M)

2.9 Analyse des mitochondrialen Membranpotentials

100 pg SSM wurden in einem 200 pl Puffer (20 mM Hepes, 250 mM Saccharose,
10 mM MgCl; und 12,5 mM KH>POs4, pH 7,2) suspendiert und mit 10 mM Succinat
versetzt. Rotenon in einer Konzentration von 2 mM verhinderte den Elektronen-
Riickfluss im Atemketten-Komplex I. Das SSM wurde mit JCI1, einem Farbstoff von
Enzo Life Sciences, markiert. Die griine JC1-Fluoreszenz bei 525 nm entspricht JC1-
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Monomeren, wihrend die Bildung von J-Aggregaten eine orangene Fluoreszenz bei 590
nm erzeugt, die von einem Infinite® 200 Pro-Lesegerit erfasst wird. Das Verhiltnis von
J-Aggregat-zu JC1-positiven Mitochondrien wurde in nativen Mitochondrien nach JC1-
Féarbung und nach Succinat-Stimulation ermittelt. Nach einer CCCP-induzierten (20 mM)
Entkopplung von SSM wurde die Stabilitit von AWm beurteilt, wobei der Abfall von
A¥m durch den Unterschied zwischen den Maximal- und Minimalwerten vor und nach

der CCCP-Entkopplung bestimmt wurde (1).

2.10 Analyse der mitochondrialen Calcium Aufnahme und Freisetzung

Zu 200 pg SSM wurden Pyruvat und Malat (jeweils 2,5 mM) in einem Puffer
hinzugefiigt. Der Puffer bestand aus 250 mM Saccharose, 10 mM 3-(N-
Morpholino)propansulfonsdure (MOPS) und 0,005 mM EGTA bei einem pH-Wert von
7.2. Um die Ca>*-Aufnahme der SSM zu bestimmen, wurde 0,5 uM Calcium Green®-5N
bei einer Temperatur von 25 °C verwendet. Die Injektion von 50 uM Ca?* initiierte die
Ca’* -Aufnahme. Ein Infinite® 200 Pro-Multimodus-Lesegerit erfasste das Signal freier

extra-mitochondriale Ca**-Ionen bei Anregung und Emission bei 500 nm bzw. 530 nm

(1).

2.11 Analyse der mitochondrialen Calcium Retentionskapazitit

Gemil} einem modifizierten Protokoll von Matas et al. (2009) wurden aktivierte
Mitochondrien (2,5 mM Pyruvat / Malat) in einem Puffer (250 mM Sucrose, 10 mM
MOPS und 0,005 mM EGTA, pH 7,2) mit 0,5 uM Calcium Green®-5N bei 25 ° C
inkubiert (Sommer et al., 2016). CaCl, -Impulse (5 umol), die in Intervallen von 60 s
appliziert wurden, bestimmten die Ca>* -Menge, die zur mPTP-Offnung erforderlich ist.
Ein schnelles Fluoreszenzinkrement zeigte die SSM-Ca®* -Freisetzung durch mPTP-
Offnung. In einem parallelen Assay verzdgerte die zusitzliche Anwendung von 0,5 uM

Cyclosporin A (CsA) die mPTP-Offnung (1).
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2.12 Messung der mitochondrialen Permeabilitit und Schwellung

Die Ca** -induzierte Schwellung von aktivierten SSM wurde nach einem
modifizierten Protokoll von Simon et al. (2003) durchgefiihrt. SSM (165 pg) wurde in
200 pl-Puffer (250 mM Saccharose und 5 mM KH;POs4, pH 7,2) suspendiert Der
Atemketten-Komplex I wurde durch 3 uM Rotenon blockiert. Die Zugabe von 6 mM
Succinat aktivierte die SSM. Die Zugaben von Ca?* (50 uM) induzierte die Schwellung,
bestimmt durch eine Verringerung der Absorption bei 520 nm durch ein Ultrospect 3000-
Spektrophotometer (GE Healthcare, Miinchen, Deutschland). Die Ca?* -induzierte

Schwellung wurde in einem parallelen Test durch 50 mM Pyruvat inhibiert (1).

2.13 Analyse des mitochondrialen ATP-Inhalts sowie der ATP-Produktion

Zum Nachweis des ATP-Gehalts wurden 100 pg SSM mit 2,5 mM Pyruvat und
Malat versetzt. Der Biolumineszenz-Assay wurde gemdll den Anweisungen des
Herstellers (Molecular Probes, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland)
durchgefiihrt. Die ATP-Produktion wurde in aktiviertem SSM (50 pg) quantifiziert und
mit steigenden ADP-Konzentrationen (0,4, 0,5 und 0,6 uM) inkubiert. Das
Biolumineszenzsignal wurde mit einem Infinite® 200 Pro Multimode-Lesegerit (Tecan,

Crailsheim, Deutschland) detektiert (1).

2.14 Datenanalyse

Die Datenerfassung wurde mit Microsoft Excel durchgefiihrt. Die Datenanalyse
wurde mit Graphpad Prism fiir Mac OS X, Version 6.0, durchgefiihrt. Die Ergebnisse
wurden als Mittelwert + Standardabweichung (SD) dargestellt, sofern nicht anders
angegeben. Eine Analysis of Variance (ANOV A) wurde in Kombination mit Bonferroni-
Korrekturformel-Vergleichstests angewendet, um Unterschiede zwischen den Gruppen
zu testen. Die Analyse der kontinuierlichen Daten wurde unter Verwendung einer Zwei-
Wege-ANOV A mit Bonferroni-Korrektur fiir mehrere Vergleichstests durchgefiihrt. Ein

Wert von P <0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen (1).
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3 Ergebnisse

Die Forschung an isolierten Mitochondrien hat in den letzten Jahren erheblich
an Bedeutung gewonnen, da sie zentrale Akteure in der Energieproduktion und -
regulation von Zellen sind. Thre Rolle in kardiovaskuldren Erkrankungen und ihre
potenzielle Beteiligung an verschiedenen pathophysiologischen Prozessen machen sie zu

einem wichtigen Untersuchungsgegenstand (100).

Der Fokus der vorliegenden Studie wurde auf diese Aspekte gelegt.
Dementsprechend wurde in dieser Studie der Einfluss von Levosimendan und die
Auswirkungen des Ischidmie/Reperfusion-Schadens analysiert. Ferner wurde die
Kombination beider Faktoren auf die Funktion des isolierten Rattenherzens und im

Anschluss auf deren mitochondriale Funktion untersucht.

Im nachfolgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der durchgefiihrten
Untersuchungen systematisch und gemél ihrer experimentellen Abfolge dargestellt.
Zunichst wird die myokardiale Funktion beleuchtet, danach erfolgt eine eingehende

Analyse der myokardialen Marker.

Nach Abschluss der Langendorffperfusion, wie im Versuchsablauf skizziert,
wurde die Isolierung der Herz-Mitochondrien durchgefiihrt. Daraufhin folgten
spezifische Experimente mit diesen isolierten Mitochondrien. Hierbei wird zunéchst die
Atmungskette und das mitochondriale Membranpotential betrachtet. AnschlieBend
konzentriert sich der Fokus auf den mitochondrialen Calcium-Stoffwechsel, wobei
Aspekte wie die Ca** -Aufnahme und -Freisetzung, die mitochondriale Ca™ -
Retentionskapazitit (CRC) und die Empfindlichkeit des mitochondrialen mPTP
gegeniiber Ca’* im Vordergrund stehen. Den Schlusspunkt setzt eine detaillierte

Betrachtung der mitochondrialen ATP-Produktion und deren Kapazitit.

Ein Teil der in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse erlangte Anerkennung durch

ihre Publikationen im European Journal of Cardio-Thoracic Surgery (1, 101).
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3.1 Myokardiale Funktion

Die Ischidmie im Vergleich zur Kontrollgruppe fiihrte zu einem Verlust des
maximalen systolischen Drucks im linken Ventrikel (LVPsys, p= 0,04). Ein dhnlicher
Verlust von LVPsys (p= 0,001) wurde bei Levo-IR im Vergleich zu Levo festgestellt
(Abbildung 6).

Dariiber hinaus induzierte die Ischdmie im Vergleich zur Kontrollgruppe einen
Verlust der linksventrikuldren Kontraktilitdt (LVdp/dtmax, p = 0,004). Ein signifikanter
Verlust von LVdp/dtmax (p <0,0001) wurde ebenfalls bei Levo-IR im Vergleich zu Levo
beobachtet (Abbildung 7).

@ Kontrol (n=10)
u |R (n=9) IP<0.04

1 30- ‘A Levo (n=14) I P_0.001

V- Levo IR(n=12)

35

_/ *kk
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LVPsys [MmmH(]

0 5 10 15 20 25 30

Perfusionszeit [min]

Abbildung 6 Myokardfunktion 1

(LVPsys, maximaler linksventrikulédre systolische Druck).

Der Zeitpunkt ,,0 gibt den Beginn der Datenerfassung nach der Perfusion (Kontrol und Levo) oder nach beenden der
Ischémie (IR und Levo IR) an. Werte werden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts ausgedriickt. Sternchen

geben statistische Signifikanzen der Zeilen an (* P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001, **** P <0,0001). LVPsys:
linksventrikuldrer Druck
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Abbildung 7 Myokardfunktion 2
(LVdp / dtmax: Linksventrikuldre Kontraktilitit.)

Der Zeitpunkt ,,0° gibt den Beginn der Datenerfassung nach der Perfusion (Kontrol und Levo) oder nach beenden der
Ischémie (IR und Levo IR) an. Werte werden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts ausgedriickt. Sternchen
geben statistische Signifikanzen der Zeilen an (* P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001, **** P <0,0001). LVdp / dtmax:
Linksventrikuldre Kontraktilitét.
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3.2 Myokardiale Marker

Die aus dem Eluat ermittelten myokardialen Marker [Trop T, CK-MB, LDH,
GOT, Myoglobin und hFABO] zeigten signifikante Unterschiede zwischen den IR-
Gruppen (IR und Levo IR) und den entsprechenden Kontrollgruppen (Kontrol und Levo)
nach 30 min. Reperfusion fiir Troponin T, CK-MB, Myoglobin, hFABP, LDH und GOT.

Levosimendan hatte keinen Einfluss auf die Freisetzung myokardialer Markerenzyme.

Zu Beginn des Versuches gab es keine signifikanten Unterschiede in den Troponin
T-Werten zwischen den Gruppen IR, und Levo IR im Vergleich zu dessen Kontrollen.
Nach 30 Minuten Perfusion waren jedoch signifikante Unterschiede zwischen der
Kontrollgruppe und IR (651,3+583,0 gegeniiber 2541,3+1502,7 pg/ml; p = 0,0009) sowie
zwischen Levo und Levo IR (1427,1+1122,1 gegeniiber 4223,3+1340,2 pg/ml; p <
0,0001) zu beobachten (Abbildung 8.)

Ahnliche Ergebnisse wurden fiir CK-MB unter den Kontrol, IR, Levo und Levo-
IR beobachtet. Nach 30 min. Perfusion zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen
der Kontrollgruppe und IR (0,3+0,3 gegeniiber 23,4+28,2 U/l; p=0,0366) oder Levo und
Levo-IR (8,7+10,3 vs. 30,5+ 20,4 U/I; p=0,0227) (Abbildung 9).

Myoglobin- und hFABP-Werte wurden ausschlieBlich nach 30 min.
Perfusionszeit erhalten. Bei Myoglobin zeigten sich Unterschiede zwischen der
Kontrollgruppe und IR (18,3 + 10,1 vs. 224,5 + 128,5 ng / ml; p=0,0004) sowie IR und
Levo IR (19,744,1 vs. 111,1£33,5 ng / ml; p =0,0816) (Abbildung 10).

hFABP wurden signifikante Unterschiede zwischen Levo und Levo IR (0,72 +
0,88 gegeniiber 2,82 + 1,21 ug / mg Protein; p <0,002) festgestellt (Abbildung 11).

Bei der Laktatdehydrogenase wurden Signifikate Unterschiede nach 30 min.
Perfusionszeit zwischen der Levo und Levo IR beobachtet (4,9+6,4 vs. 24,3+12,5 U/l
p=0,0017) (Abbildung 12).

Die Glutamat-Oxalacetet-Transaminase unterschied sich nach 30 min. Perfusion
in den Kontrol vs. IR sowie Levo vs. Levo IR (0,5+ 0,09 vs. 17,9+ 15,5 U/lI; p=0,0052
sowie 5,4+6,5 vs. 15,6+ 7,8 U/l; p=0,0147) (Abbildung 13).

Die Messergebnisse sind in Tabelle 4 Myokardiale Enzymmarker

zusammengefasst.
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Tabelle 4 Myokardiale Enzymmarker

41

Zeitpunkt Kontrol IR Levo Levo IR
(min.) (n=10) (n=8) (n=13) (n=10)

Trop T 0 924,77 £914,2 | 798,9+625,4 1582,3+1007,5 999,0+428,5
[pg/ml] 30 651,3+583,0 | 2541,3+1502,7 1427,1+x1122,1 4223,3+1340,2
CKmb 0 21,9+20,1 19,1+13,8 30,7+£15,1 32,5423.4
[un] 30 0,3+0,3 23,4+28,2 8,7+10,3 30,5+20,4
LDH 0 12,5499 11,7+15,1 29,7+13,5 28,4+15,1
[unj 30 0,87+1,12 7,5+8.2 4,9+6.4 24.3+12,5
GOT 0 10,1£9,6 7,5+4.4 11,746,7 9,946,1
[UAN] 30 05,0+0,09 17,9+£15,5 5,4+6,5 15,6+£7,8
Myoglobin

30 18,3+10,1 224,5+128.5 19,7+4,1 111,1+£33,5
[ng/ml]
hFABP
[ug/mg 30 Unter der Messbaren Grenze 0,72 + 0,88 2,82 +1,21
Protein]
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3.3 Analyse der Atmungskette

Komplex I-V
Im Rahmen der SSM-Untersuchung wurde festgestellt, dass die Ischdmie-Gruppe

im Vergleich zur Kontrollgruppe eine verlangsamte Atmung im Zustand 3 in Bezug auf
Komplex -V (p=0,044) aufwies. Die Levosemindan-Gruppen (Levo und Levo IR)
zeigten ebenfalls im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollgruppen eine signifikante
reduzierte Zustand 3 Atmung (Kontrol vs. Levo (p <0,0001) und IR vs. Levo IR (p =
0,06)). (Abbildung 14)

Fiir den Respirationszustand 3 bei der Analyse von Komplex I-V in den IFM-
Ergebnissen wurden &dhnliche, wenn auch weniger signifikante Ergebnisse gefunden
(Kontrol vs. IR ns; Kontrol vs. Levo ns; Levo vs. Levo IR (P=0,0237) IR vs. Levo IR
(p=0,0052) Kontrol vs. Levo IR (p <0,0001)) (Abbildung 15).

Komplex I1-V

Im Falle von Komplex II-V wurde eine hochsignifikante Reduktion der Atmung
im Zustand 3 bei den Gruppen IR, Levo und Levo-IR im Vergleich zur Kontrollgruppe
gefunden (p<0.0001) (Abbildung 16). Die Ergebnisse der IFM-Analyse zeigten dhnliche,
jedoch nicht signifikante Tendenzen (Abbildung 17).

Komplex IV
Hinsichtlich Komplex IV zeigte die Levo-Gruppe im Vergleich zur

Kontrollgruppe ebenfalls eine eingeschrinkte Atmung (p = 0,04) (Abbildung 18). Die
IFM-Ergebnisse deuteten darauf hin, dass es keine signifikanten Unterschiede gab, aber
dennoch eine reduzierte Atmung im Vergleich zu den Kontrollen vorlag. (Abbildung 19)

In diesem Zusammenhang war eine signifikante Hemmung der Atmungskette
durch die Kombination von Ischdmie und Levosemindan summiert, verglichen mit der

Kontrolle.

42

42



Ergebnisse

SSM |-V

£
£
~~
N
o
S
=
o
% W Kontrol (n=8)
ontrol (n=
401 m IR (n=7) P=0,44
M Levo (n=12) —
Levo IR (n=5) <0000t
50 ,

Baseline Pyruvat Malat ADP

Abbildung 14: Subsarcolemmale Mitochondrien; Komplex I-V.
Werte wurden als Mittelwert + SD ausgedriickt.
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Abbildung 15 interfibrillare Mitochondrien; Komplex I-V.
Werte wurden als Mittelwert + SD ausgedriickt.
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Abbildung 16 Subsarcolemmale Mitochondrien; Komplex II-V.
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Abbildung 18 Subsarcolemmale Mitochondrien; Komplex IV.
Werte wurden als Mittelwert + SD ausgedriickt
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3.4 Analyse des mitochondrialen Membranpotentials

Bei den Mitochondrien, die entweder der IR-Gruppe (p = 0,04) oder der Levo-
Gruppe (p = 0,02) angehorten, zeigte sich eine signifikante Hypopolarisierung des
Membranpotentials im Vergleich zur Kontrollgruppe. Vor der Anregung durch Succinat
erreichten die Kontroll-Mitochondrien den hochsten Wert des Membranpotentials
(A¥Ym). Im Gegensatz dazu wurde bei den Mitochondrien aus den Gruppen Levo (p =
0,02), IR (P = 0,05) und Levo-IR (p = 0,05) eine signifikante Hypopolarisierung
beobachtet. In Gegenwart von Rotenon und Succinat erzielten die Kontroll-
Mitochondrien den hochsten A¥Ym-Wert. Demgegeniiber zeigten die Mitochondrien aus
den Gruppen IR (P = 0,01), Levo (p = 0,02) und Levo-IR (p = 0,006) eine signifikante
Hypopolarisierung. Wiahrend des von CCCP verursachten A¥Ym-Abfalls, infolge der
mitochondrialen Entkopplung, prisentierten die Kontroll-Mitochondrien einen
langsameren Abfall des A¥m. Dieser Abfall war bei den Mitochondrien der IR-Gruppe
(p = 0,08) und der Levo-Gruppe (P = 0,045) beschleunigt. In der Levo-IR Gruppe wurde
lediglich ein begrenzter A¥Ym-Abfall wihrend der 20-miniitigen Messung festgestellt
(Abbildung 20).
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Abbildung 20 Analyse des Membranpotential der SSM

Bei der A¥Ym-Analyse in JC1-markierten SSM zeigte (a) die A¥Ym-Erzeugung, die durch das Verhiltnis
von J-Aggregat+/JC1+ vor und nach Rotenon/Succinat-Zugabe (b — c) festgestellt wurde. (d) spiegelt den
Maximalverlust von AWYm wider, gemessen durch das Verhéltnis von J-Aggregat+/JC1+ vor und nach
CCCP-Zugabe. Im Vergleich zur Kontrolle gab es basale A¥Ym-Abweichungen bei Levo (*P = 0,02), IR
(**P = 0,05) und Levo-IR (***P = 0,05). Nach Rotenon/Succinat-Zugabe (b — c¢) waren Unterschiede in
IR (##P = 0,01), Levo (#P = 0,02) und Levo-IR (###P = 0,006) erkennbar. Bei CCCP-Induktion (d)
verzeichneten Kontrollen einen gemiBigten AYm-Riickgang, der in IR (++P =0,08) und Levo (+P = 0,045)
stirker ausfiel. Nach 20 Minuten zeigte Levo-IR im Vergleich zu IR ($P = 0,04-0,03) einen
eingeschrankten A¥Ym-Abfall. Dargestellte Werte sind Durchschnittswerte; Standardfehler wurden aus
Klarheit weggelassen. AWYm bezeichnet das mitochondriale Membranpotential und SSM  steht fiir
subsarkolemmale Mitochondrien.
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3.5 Analyse der mitochondrialen Ca?* -Aufnahme und Ca** -Freisetzung

Die nichtlinearen Regressionsanalysen der Ca®*-Aufnahme und -Freisetzung der
Mitochondrien zeigten, dass die Mitochondrien der Kontrollgruppe eine effiziente und
schnelle Ca**-Aufnahme hatten, wie durch den K-Wert (Zeitkoeffizient) von 0,043 +
0,016 deutlich wurde. Dies deutet darauf hin, dass die Kontrollgruppe in der Lage war,
Ca®* effizient in die Mitochondrien aufzunehmen. In der Ischimie ausgesetzte
Mitochondrien (IR-Gruppe), wurde die Ca**-Aufnahme verlangsamt, und der K-Wert
betrug 0,030 + 0,044. In der mit Levosemindan behandelte Gruppe (Levo) blieb die Ca**-
Aufnahme im Vergleich zur Kontrollgruppe unverindert und hatte einen K-Wert von
0,038 = 0,095. Interessanterweise zeigte die Kombination von Levosemindan und
Ischimie (Levo-IR-Gruppe) im Vergleich zur IR-Gruppe keine zusitzlichen
Auswirkungen auf die Ca’*-Aufnahme (K = 0,027 + 0,041)
(Abbildung 21 und Abbildung 22).

Die Freisetzung von Ca** aus den geladenen Mitochondrien variierte zwischen
den verschiedenen Gruppen. In der Kontrollgruppe war die Freisetzung von Ca** eher
langsam und zeigte ein Gefille von 1,77 + 0,17 RFU/s. Im Vergleich dazu blieb die Ca**
Freisetzung in der Levo-Gruppe unverindert und lag bei 1,62 £+ 0,59 RFU/s. In der IR-
Gruppe hingegen wurde eine beschleunigte Freisetzung von Ca®* beobachtet, die einen
Wert von 4,85 + 0,65 RFU/s erreichte. Die Levo-IR-Gruppe zeigte eine noch stérkere
Freisetzung von Ca** mit einem Gefille von 7,38 + 0,75 RFU/s im Vergleich zur IR-
Gruppe Die Gefille zwischen den Gruppen unterschieden sich signifikant

(p < 0.0001) (Abbildung 23).

Zusammenfassend lisst sich beschreiben, dass die Ischdmie die Ca’>*Aufnahme
verlangsamt, Levosemindan allein keine Anderung bewirkt, die Kombination von
Levosemindan und Ischimie keine zusitzlichen Auswirkungen auf die Aufnahme hat,
und die Ca®*-Freisetzung durch Levosemindan und Ischimie verstirkt wird. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass Levosemindan und Ischdmie die Funktion der
Mitochondrien beeinflussen und potenziell eine Rolle bei der Regulation des Ca**-

Haushalts spielen konnten.
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Abbildung 21 Ubersicht iiber das mitochondriale Ca** - Aufnahme und Freisetzung.
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Abbildung 22 Analyse der Ca?*-Aufnahme durch SSM
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Abbildung 23 Analyse der Ca**-Freisetzung durch SSM
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3.6 Mitochondriale Ca?* -Retentionskapazitiit (CRC)

Die Fidhigkeit der Mitochondrien, Calcium Ionen (Ca**) zuriickzuhalten, als
mitochondriale Ca**-Retentionskapazitit (CRC) bezeichnet, wurde in zwei Situationen
untersucht: einmal in Abwesenheit von Cyclosporin A (CsA’) und nach der CsA*

Blockade.

In Abwesenheit von CsA widerstanden die Mitochondrien der Kontrollgruppe
durchschnittlich (SSM: 10,5 = 2,6; IFM: 9,6 + 2,7) Ca2+—Impulsen, bevor die mPTP-
Offnung ausgeldst wurde. Die Gruppe, die der Ischimie (IR) ausgesetzt war, zeigte im
Vergleich zur Kontrollgruppe eine eingeschrinkte CRC von (SSM: 6,4 + 2,1 Impulsen (p
=0,04) IFM: 6 + 1,4 (p=ns)). Ahnlich zeigten die Mitochondrien, die mit Levosemindan
(Levo) behandelt wurden, eine dhnliche Begrenzung mit (SSM: 6,5 + 2,0 Impulsen (p =
0,023) IFM: 6,3 + 2,54 (p=ns)). Die Kombination von Levosemindan und Ischimie
(Levo-IR) fiihrte zu einer weiteren Reduzierung der CRC auf (SSM: 4,9 + 1,7 Impulsen
(p =0,0008). IFM 4,62 + 2,2 (p=0,026)).

Nach der Behandlung mit CsA, einem Medikament, das die mPTP-Offnung
blockiert, zeigten die Mitochondrien der Kontrollgruppe erneut die hochste CRC von
(SSM: 18,5 £ 4,7; IFM: 16,8 = 4,4) Impulsen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe
widerstanden die Mitochondrien der Ischimie (SSM:10,1 £ 2,3 Impulsen (p < 0,0001);
IFM: 8,3 + 1,7 (p=0,0003)) die mit Levosemindan behandelten Mitochondrien (SSM:
13,1 £ 4,5 Impulsen (p < 0,001); IFM 12,2 + 4,75 (p=0,029)) und die Levo-IR-
Mitochondrien (SSM: 9,8 + 3,9 Impulsen (p < 0,0001); IFM: 9,7 + 4,1 (p=0,0005)).

Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl Ischdmie als auch Levosemindan die
Fihigkeit der Mitochondrien, Ca?* zuriickzuhalten, beeinflussen kénnen. Dariiber hinaus
hat die Blockade der mPTP-Offnung durch CsA den Effekt Ischimie oder Levosemindan
bestétigt. (Abbildung 24 und Abbildung 25)
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Abbildung 24 SSM Ca”* Retentionskapazitit
von nativem SSM und nach mPTP-Blockade durch CsA. Werte wurden als Mittelwerte + SD ausgedriickt.
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3.7 Mitochondriale mPTP-Empfindlichkeit gegeniiber Ca*

In Anwesenheit von 50 pM Ca®* fiihrte die Offnung des mitochondrialen
Ubergangsporenkomplexes (mitochondrial membrane transition pore, mPTP) zu einer

Schwellung der Mitochondrien.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe wurde bei den SSM-Ischimie Gruppen (IR) und
Levo-IR eine deutlich schnellere Schwellung beobachtet (p = 0,023; p= 0,003). Bei den
IFM war die Beschleunigung der Schwellung ebenfalls vorhanden, jedoch mit geringerer

Signifikanz (IR p-Wert = 0,037; Levo-IR: ns) (Abbildung 26 und Abbildung 28).

Die Anwendung von 0,1 M Pyruvat verzogerte die Ca>*-induzierte Offnung des
mPTP in allen vier Studiengruppen, wodurch die Unterschiede zwischen den Gruppen

geringer wurden (p-Wert = 0.2) (Abbildung 27 und Abbildung 29).

Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass sowohl die Ischdmie (IR) als
auch die Behandlung mit Levosimendan (Levo-IR) zu einer beschleunigten Schwellung
der Mitochondrien fithren kénnen. Die Zugabe von Pyruvat wirkt dem entgegen und

verhindert die beschleunigte Schwellung.
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Mitochondriale SSM Schwellung in Anwesenheit von 50 pmol Ca?*
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Abbildung 26 Ca?*-induzierte Schwellung von SSM

Mitochondriale SSM Schwellung in Anwesenheit von 50 pmol Ca?*
inhibiert mit Pyruvat
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Abbildung 27 Ca**-induzierte Schwellung von SSM in Anwesenheit von Pyruvat
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Mitochondriale IFM Schwellung in Anwesenheit von 50 pmol Ca2*
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Abbildung 28 Ca**induzierte Schwellung von IFM.

Mitochondriale IFM Schwellung in presenz von 50 pmol Ca?* inhibiert mit

Pyruvat
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Abbildung 29 Ca*-induzierte Schwellung von IFM in Anwesenheit von Pyruvat.

Werte wurden als Mittelwerte ausgedriickt.
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3.8 Mitochondriale ATP- und ATP-Produktionskapazitit

Die Messungen des ATP-Gehalts wurden an den SSM durchgefiihrt, und zwar in
Abwesenheit von ADP. Dabei stellte sich heraus, dass Levo-IR im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine signifikante Reduzierung des ATP-Gehalts verursachte (p= 0,04).
Um die ATP-Produktionskapazitit zu ermitteln, wurden die SSM mit steigenden
Konzentrationen von ADP versetzt. Es wurde beobachtet, dass Levo-IR im Vergleich zur
Kontrolle zu einer begrenzten ATP-Produktion fiihrte (p= 0,0006). Die ATP-Produktion
wurde auch im Vergleich zu IR reduziert (p= 0,006). Insbesondere wurde diese
Reduzierung der ATP-Produktion unter Levo-IR verstéirkt, wenn 0,5 uM (p= 0,04) und
0,6 uM ADP (p=0,007) vorhanden waren (Abbildung 30).

Die relative ATP-Produktionskapazitit wurde berechnet, indem die absoluten
ATP-Produktionswerte durch den mittleren ATP-Gehalt zu Beginn der Messung in
Abwesenheit von ADP geteilt wurden. Im Vergleich zur Kontrollgruppe wurde die
relative ATP-Produktionskapazitit unter IR beschleunigt (p-Wert = 0,003). Jedoch zeigte
Levo-IR im Vergleich zu IR eine gehemmte Beschleunigung der relativen ATP-
Produktionskapazitit (p-Wert = 0,0005). Im Vergleich zu IR zeigte Levo-IR eine
beeintrichtigte ATP-Produktion bei allen getesteten ADP-Konzentrationen (p= 0,02 bis
0,0002) (Abbildung 31).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Levo-IR die ATP-Produktion in den
Mitochondrien verringert, insbesondere bei Zugabe von ADP. Die relative ATP-
Produktionskapazitit, die die Effizienz der ATP-Produktion im Verhiltnis zum ATP-
Gehalt angibt, ist unter Levo-IR im Vergleich zu IR ebenfalls gechemmt. Diese Befunde
konnten darauf hindeuten, dass Levo-IR die Energieproduktion in den Mitochondrien
beeintriachtigt, was wichtige Auswirkungen auf die zelluldre Energiehomoostase haben

konnte.
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SSM ATP Produktion
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Abbildung 30 absoluter ATP-Gehalt und Produktionskapazitiit von SSM.
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Abbildung 31 relative ATP-Produktionskapazitit
Absolute Werte geteilt durch Inhaltswert auf 100 %.

Werte werden als Mittel + Standardfehler des Mittelwerts ausgedriickt. Sternchen geben statistische
Signifikanzen der Zeilen an (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P <0.001).
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4 Diskussion

Im Kapitel "Diskussion" erfolgt eine umfangreiche wund detaillierte

Auseinandersetzung mit den Forschungsergebnissen und ihrer Relevanz.

Der erste Abschnitt bietet eine kurze Einfilhrung in das Medikament
Levosimendan und beleuchtet dessen Wirkungsweise. Nicht nur die generelle Funktion
und Bedeutung von Levosimendan werden erldutert, sondern auch ein tieferer Einblick
in die bisherige Forschung und Zulassungsstudien gegeben. Dieser Abschnitt wird durch
zwei Unterabschnitte vertieft: Der erste konzentriert sich auf experimentelle Studien zu
Levosimendan und stellt die bisherigen Erkenntnisse aus Laborversuchen dar, wihrend
der zweite den Fokus auf klinische Studien legt. Hier werden die Anwendungen und
Ergebnisse von Levosimendan im klinischen Setting und deren Auswirkungen auf

Patienten diskutiert.

Der darauffolgende Abschnitt vertieft die Diskussion, indem er sich speziell den
in dieser Arbeit erzielten Studienergebnissen widmet. Die Haupterkenntnisse der Arbeit

werden analysiert, interpretiert und im Kontext bestehender Literatur gesetzt.

Im nichsten Abschnitt werden kritische Betrachtungen vorgenommen. Hier

werden Limitationen und Einschrinkungen der durchgefiihrten Studie beleuchtet.

Zum Abschluss werden die zentralen Erkenntnisse der gesamten Arbeit
zusammengefasst und Schlussfolgerungen hinsichtlich ihrer Bedeutung und moglichen

Implikationen fiir die weitere Forschung und Praxis gezogen.
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4.1 Einfiihrung und Wirkungsweise von Levosimendan

Levosimendan, ein in der klinischen Praxis zugelassener Ca*-Sensibilisator, hat
in jlingster Zeit an Bedeutung bei der Behandlung von Myokardversagen im Anschluss
an kardiale Interventionen gewonnen. Molekular gesehen interagiert Levosimendan mit
der hydrophoben Region im aminoterminalen Abschnitt von Troponin C (Trop C)
wihrend systolischen intrazelluliren Ca**-Spitzen und potenziert so die Bindungsaffinitiit
von Ca?* an Trop C (1, 102-104). Dariiber hinaus stabilisiert Levosimendan die Ca*-
induzierte Konformationsidnderung von Trop C, was zu einer positiven inotropen

Wirkung fiihrt, ohne die Relaxation der Herzen zu beeinflussen (1, 102, 103).

Erginzend agiert Levosimendan als K*arp-Kanalaktivator, was sich als
entscheidend fiir die Entspannungsprozesse in der glatten Muskulatur sowie fiir
vasodilatatorische Mechanismen erweist (1, 102, 105). Eine Reduzierung der
Myokardwandspannung kann durch eine Levosimendan-bedingte Modulation von Vor-
und Nachbelastung beobachtet werden, wodurch die koronare Durchblutung optimiert
wird. Diese Modulation transformiert die Mito-K*arp-Kanalaktivitit zu einem
Mechanismus, der das Herz schiitzt. Untersuchungen von Kopustinskiene et al. (2004) an
nativen Myokardmitochondrien unterstreichen die protektive Wirkung von
Levosimendan in einem prikonditionellen I/R-Schadensmodell (106). Zudem vermuteten
Honisch et al. (2010) eine Minderung der Infarktausdehnung in einem postkonditionellen
Modell, wobei sie die mito K*arp-Kanalaktivitit als Schliisselfaktor identifizierten (1,

107).

Levosimendan beeinflusst weder die Relaxationsszeit noch die diastolische
Funktion. Dies ist auf seine Rolle als Ca**-Sensibilisator, der an Troponin C bindet, und
als moglicher potenter PDE3 (Phosphodiesterase-3) -Inhibitor zuriickzufiihren, wodurch
der cAMP-Spiegel und die kontraktile Kraft steigen (108). Hauptverantwortlich fiir
Levosimendans Langzeitwirkung ist der Metabolit OR-1896 mit langerer Halbwertszeit.
OR-1896 stimuliert die kontraktile Kraft, ist jedoch weniger potent als Ca**-Sensibilisator
und PDE3-Inhibitor (108). Ein Grund, warum Levosimendan die Diastole nicht
verlingert, konnte seine systolische Ca**-abhiingige Bindung an Troponin C sein (109).
Zusiatzlich  aktiviert Levosimendan Glibenclamid-empfindliche K+-Strome, die
vasodilatatorisch wirken. Insgesamt kombiniert Levosimendan PDE3-Hemmung und

Ca?*-Sensibilisierung (108, 110, 111).
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Levosimendan ist primir indiziert fiir die kurzzeitige Therapie von schweren
akuten dekomponierten chronischen Herzinsuffizienzzustinden (acute decompensated
chronic heart failure — ADHF), besonders in Fillen, in denen herkommliche Ansitze
unzureichend sind oder eine inotrope Unterstiitzung als geeigneter Ansatz angesehen
wird. Seine klinische Effizienz wurde in Studien mit iiber 2800 Herzinsuffizienz-

Patienten evaluiert (103).

Die Effektivitidt und Vertrdglichkeit von Levosimendan bei der Therapie von
ADHF wurden in den unten aufgefiihrten, zusammenfassend beschriebenen

randomisierten, doppelblinden, internationalen klinischen Studien gepriift. (103, 112)

e REVIVE-Programm

Das REVIVE-Programm setzte sich zum Ziel, die Wirksamkeit von
Levosimendan in Kombination mit einer Standardtherapie und von Placebo in
Verbindung mit einer Standardtherapie bei Patienten mit akuter dekompensierter
Herzinsuffizienz (ADHF) zu evaluieren. Patienten, die wegen ADHF hospitalisiert
wurden, mit einer linksventrikuldren Auswurffraktion von < 35 % in den letzten 12
Monaten und anhaltender Dyspnoe im Ruhezustand wurden in die Studie aufgenommen.
Die Anwendung aller Basistherapien war gestattet, ausgenommen intravendses Milrinon.
Ausschlusskriterien umfassten das Vorliegen einer ventrikuldren Abflusstrakt-
Obstruktion [Hypertrophe obstruktive Kardiomyopathie (HOCM)] , kardiogener Schock,
systolischer Blutdruck von < 90 mmHg oder eine Herzfrequenz von > 120 Schldgen pro

Minute sowie die Notwendigkeit einer mechanischen Beatmung (4, 103).

o REVIVE I-Studie:

In dieser doppelblinden, placebokontrollierten Pilotstudie wurden 100 ADHF-

Patienten einer 24-stiindigen Infusion von Levosimendan unterzogen. Ein positiver

Therapieeffekt wurde bei jenen Probanden festgestellt, die Levosimendan erhielten,

verglichen mit einer Placebobehandlung zusitzlich zur Standardbehandlung (4, 113-115).

o REVIVE II-Studie:

Die REVIVE II-Studie, eine doppelblinde, placebokontrollierte Zulassungsstudie,
involvierte 600 Patienten, die mit einer 10-miniitigen Belastungsdosis von 6-12 ug/kg
KG/min behandelt wurden. Dies wurde gefolgt von einer titrierten Infusion von
Levosimendan mit 0,05-0,2 pg/kg KG/Minute fiir bis zu 24 Stunden. Die Ergebnisse

zeigten einen Vorteil fiir ADHF-Patienten, die trotz intravendser Diuretika-Therapie
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weiterhin Dyspnoe zeigten. Ein hoherer Prozentsatz der Patienten zeigte eine
Verbesserung in einem zusammengesetzten klinischen Endpunkt nach sechs Stunden, 24
Stunden und fiinf Tagen. Eine signifikante Reduktion des B-Typ natriuretischen Peptids
(BNP) wurde bei der Levosimendan-Gruppe im Vergleich zur Placebo- und

Standardbehandlungsgruppe nach 24 Stunden und fiinf Tagen beobachtet (4, 103, 113).

e SURVIVE-Studie:
Die Studie wurde zwischen 2003 und 2004 in 75 Zentren in 9 Lindern

durchgefiihrt, war eine randomisierte, doppelblinde Untersuchung mit 1327
hospitalisierten Patienten mit akuter dekompensierter Herzinsuffizienz. (ADHF) Die
Interventionen umfassten intravendses Levosimendan (n = 664) im Vergleich zu
intravenosem Dobutamin (n = 663). Die Hauptergebnisbewertung basierte auf der
Gesamtmortalitdt nach 180 Tagen, wobei keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen festgestellt wurden (26% vs. 28%; p= 0,40). Levosimendan fiihrte zu stirkeren
Abnahmen des B-Typ natriuretischen Peptidwerts (BNP) in den ersten 24 Stunden.
Beziiglich Nebenwirkungen zeigte die Dobutamin-Gruppe hédufiger Herzversagen,
wihrend die Levosimendan-Gruppe mit Vorhofflimmern, Hypokalidmie und
Kopfschmerzen assoziiert war. Schlussendlich reduzierte Levosimendan die
Gesamtmortalitdt nach 180 Tagen nicht signifikant im Vergleich zu Dobutamin, trotz

anfinglicher Vorteile im Peptidniveau (116).
e LIDO-Studie

In der LIDO-Studie wurde die Effektivitit von Levosimendan bei 203 Patienten
mit ausgeprigter Herzinsuffizienz (Auswurffraktion < 0,35) evaluiert. Um Levosimendan
und Dobutamin hinsichtlich ihrer himodynamischen Leistungen und klinischen Resultate
bei Patienten mit dem Low Cardiac Output Syndrom zu bewerten, wurde ein
multizentrisches, randomisiertes und doppelblindes Parallelgruppen-Design angewandt.
Unter kontinuierlichem hdmodynamischem Monitoring wurde Levosimendan initial mit
einer Dosis von 24 pg/kg tiber 10 Minuten infundiert, gefolgt von einer kontinuierlichen
Infusion von 0,1 pg kg/ min. iiber 24 Stunden. Dobutamin wurde 24 Stunden lang ohne
Initialdosis mit einer Anfangsdosis von 5 pg kg/min. infundiert, wobei die Infusionsrate
bei unzureichender Reaktion nach 2 Stunden verdoppelt wurde. Das primére Endziel, eine
Erhohung des Herzzeitvolumens um mindestens 30% und eine Reduktion des
Pulmonalkapillarendrucks um mindestens 25% nach 24 Stunden, wurde von 28% der mit

Levosimendan behandelten Patienten und 15% der mit Dobutamin behandelten Patienten
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erreicht. Bei einer 180-tdgigen Nachbeobachtung lag die Sterblichkeitsrate in der
Levosimendan-Gruppe bei 26%, verglichen mit 38% in der Dobutamin-Gruppe.
Insgesamt zeigte Levosimendan im Vergleich zu Dobutamin sowohl hinsichtlich der
himodynamischen Verbesserungen als auch der langerfristigen Mortalitét klare Vorteile

(117).
o RUSSLAN-Studie

Eine multizentrische Untersuchung, primér initiiert zur Evaluierung der Sicherheit
von Levosimendan. Hier wurden 504 Patienten, die infolge eines akuten Myokardinfarkts
an dekompensierter Herzinsuffizienz litten und inotroper Unterstiitzung bedurften, tiber
einen Zeitraum von 6 Stunden entweder mit Levosimendan oder einem Placebo

therapiert.

Die in die Studie aufgenommenen Patienten waren stark symptomatisch und
hatten Beschwerden wie Atemnot und Anzeichen fiir eine schlechte Durchblutung. Die
Studie zeigte, dass Levosimendan in diesen Patienten sowohl gut vertriglich als auch
wirksam war. Die 14-tigige Nachbeobachtung ergab eine Sterblichkeitsrate von 20% in
der Placebo-Gruppe, die sich bei der 180-tdgigen Nachbeobachtung auf 31% erhohte. Im
Vergleich war die 14-tdgige Mortalitétsrate in der Levosimendan-Gruppe bei 12% und in
180 Tagen bei 23%. Dies legt nahe, dass Levosimendan dazu beitragen konnte, die

Sterblichkeit in dieser Patientengruppe zu reduzieren.

Obwohl Levosimendan nur geringfiigige Auswirkungen auf die Verbesserung der
Symptome von Herzinsuffizienz wihrend der Infusionsperiode zeigte, reduzierte es
signifikant das kombinierte Risiko von Tod und Verschlechterung der Herzinsuffizienz.

Dieser Nutzen war auch 24 Stunden nach Beginn der Behandlung noch nachweisbar.

Bemerkenswert ist, dass die Studie gezeigt hat, dass die Verringerung der
Sterblichkeit durch Levosimendan hauptsidchlich innerhalb der ersten 14 Tage der
Nachbeobachtung auftrat, ohne weitere Uberlebensvorteile danach. Dies war das erste
Mal, dass ein intravendses positiv inotropes Medikament in dieser Patientengruppe eine
Verringerung der Sterblichkeit gezeigt hat, was auf die kardioprotektiven Effekte von

Levosimendan zuriickzufiihren sein konnte.

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass Levosimendan eine vielversprechende
Therapieoption zur Behandlung von linksventrikuldrem Versagen nach einem akuten

Myokardinfarkt darstellt, mit potenziellen Vorteilen bei der Verringerung von
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Sterblichkeit und Verschlechterung der Herzinsuffizienz. Zwischen den jeweiligen
Therapiegruppen lieBen sich keine signifikanten Differenzen hinsichtlich der Inzidenz

von Hypotonie und Ischimie detektieren (118).
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4.1.1 Levosimendan Forschungsstand der experimentellen Studien.

Aufgrund seiner positiven Auswirkungen im Kontext von Ischimie/Reperfusion
(I/R) hat Levosimendan erhohte wissenschaftliche Beachtung erfahren (119). Es wird
angenommen, dass die protektive Funktion von Levosimendan bei I/R hauptsichlich
durch die Aktivierung von ATP-sensitiven K*-Kanilen in Mitochondrien (106) sowie im
Zytoplasma (119, 120), vermittelt wird, welche zudem eine zentrale Rolle in der

ischimischen Prikonditionierung spielen (119, 121).

Experimentelle Beobachtungen offenbarten erstmalig die antiischimischen
Effekte von Levosimendan an isolierten Kaninchenherzen (119, 122). Hierbei zeigte sich
nach Applikation von Levosimendan in bestimmten Konzentrationen ein signifikanter
Anstieg des linken ventrikulidren Drucks sowie des koronaren Blutflusses iiber einen
Zeitraum von 120 Minuten. Zudem reduzierte Levosimendan den epikardialen NADH-
Fluoreszenzbereich, was als Indikator fiir eine reduzierte transmurale ischiamische
Schidigung gedeutet wurde. In besagter Studie wurde keine Reperfusionsphase
eingeschlossen (119, 122). In nachfolgenden In-vivo-Experimenten, bei denen
Levosimendan direkt in die Koronargefde verabreicht wurde, verbesserte es die
kontraktile Funktion nach mehreren Zyklen von Okklusion und Reperfusion der linken
vorderen absteigenden Koronararterie (LAD) in barbituranisthesierten Hunden (119,

123).

Zusitzliche Forschungen beziiglich der Charakterisierung der positiven inotropen
und lusitropen Effekte von Levosimendan wurden an Meerschweinchenherzen
durchgefiihrt (124) und zudem in Relation zu den Wirkungen von Dobutamin verglichen

(125).

In der Studie von Kristof et al. (1999) (124) wurde die Moglichkeit evaluiert, ob
Levosimendan die depressiven kontraktilen Funktionen des ischdmischen Myokards
(Myokard-Stunning) reaktivieren kann (124). Die Wirkungen von Levosimendan auf die
linksventrikuldre Funktion und die in-vivo-Proteinphosphorylierung wurden sowohl im
nicht-ischdmischen als auch im ischamischen Myokard untersucht. Um die
Myokardischdmie herbeizufithren, wurden Meerschweinchenherzen mittels der
Langendorff-Technik perfundiert und der Kreislauf fiir 8§ Minuten unterbrochen,
anschlieBend folgte eine Reperfusionsphase von 20 Minuten. Die Perfusion post-

ischamischer Meerschweinchenherzen mit Levosimendan (0,03-0,48 uM, 6 min.)
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korrelierte mit dosis- und zeitabhédngigen Zunahmen sowohl in dP/dtmax (Kontraktilitét)
als auch in dP/dtmin (Entspannungsgeschwindigkeit) (124). Die Untersuchung ergab,
dass Levosimendan die Kontraktions- und Entspannungsfunktionen von sowohl nicht-
ischamischen als auch post-ischamischen Herzen in dhnlicher Weise beeinflusst. In einer
spezifischen Konzentration (0,3 uM) hatte Levosimendan keinen ausgeprigten Einfluss
auf zelluldre Signalkaskaden im Myokard. Bei zusitzliche Anwendung von Isoproterenol
wurde allerdings eine Modifikation in der Molekiilbindung von 32P an Troponin I in post-
ischamischen Herzen bemerkt. Diese Resultate lassen vermuten, dass Levosimendan
therapeutisches Potential nach kardialen Ereignissen besitzt und Kalziumdynamiken in
Herzmuskelzellen bei kardialen Pathologien eine bedeutende Funktion einnehmen

konnten (124).

Du Toit et al. (1999) (125) analysierte die Wirkung von Levosimendan auf
Meerschweinchenherzen nach Ischdmie. Die Herzen wurden einer 40-miniitigen
Ischimie ausgesetzt und die Herzfunktion mittels des linksventrikuldren entwickelten
Drucks (LVDP) gemessen (125). Die Ergebnisse zeigten, dass Herzen, die mit
Levosimendan behandelt wurden, deutlich bessere LVDP-Werte aufwiesen als
Kontrollherzen. Wihrend einige Kontrollherzen Arrhythmien entwickelten, war dies bei
Levosimendan-behandelten Herzen nicht der Fall. Im Gegensatz dazu zeigte eine
Behandlung mit Dobutamin bei vielen Herzen Arrhythmien. Die Schlussfolgerung
lautete, dass Levosimendan die Herzfunktion nach Ischdmie positiv beeinflusst und

gleichzeitig Arrhythmien vermeidet (125).

In der Studie von Kersten et al. (2000) wurde die potenzielle schiitzende Wirkung
von Levosimendan bei Hunden nach einer 60-miniitigen LAD-Koronararterienokklusion
und anschlieBender 3-stiindiger Reperfusion untersucht (126). Ziel war es
herauszufinden, ob Levosimendan die Adenosintriphosphat-regulierten Kaliumkanéle
(Katp) aktiviert und ob es die Myokardinfarktgroe beeinflusst. Hundeherzen wurde
entweder eine Salzlosung oder Levosimendan verabreicht, wobei einige zusétzlich mit
dem K*arp-Kanalantagonisten Glyburid vorbehandelt wurden. Die Resultate zeigten,
dass Levosimendan die Herzfunktion signifikant verbesserte, den Infarktbereich um mehr
als die Hilfte reduzierte und vermutlich iiber K*arp-Kanalaktivierung wirkt, da die

Infarktreduktion durch Glyburid blockiert wurde (126).

Eine weitere Studie von du Toit et al. (2001) (127) wurde die Wirkung der oralen

Gabe von Levosimendan bei Schweinen untersucht. Vor dem experimentellen
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Herzereignis — einer 30-miniitigen Ligation der LAD-Koronararterie und anschlieender
30-miniitiger Reperfusion — erhielten die Schweine iiber 10 Tage oral Levosimendan
(0,08 mg/kg) und unmittelbar vor dem Eingriff eine intravendse Dosis von 11,2 ug/kg
(127). Dieser Bolus wurde von einer 30-miniitigen Infusion von 0,2 pg/kg/min.
Levosimendan gefolgt. Die Ergebnisse zeigten, dass, obwohl Levosimendan die
Herzleistung und die Kontraktilitit des Myokards verbesserte, es gleichzeitig wihrend

der Ischdmie zu einer erhohten Anzahl von arrhythmischen Ereignissen fiihrte (127).

Eriksson et al. (2014) untersuchten an isolierten, perfusionierten
Meerschweinchenherzen, wie Levosimendan das Phosphorylierungspotential beeinflusst.
Dabei beobachteten sie das Gleichgewicht zwischen ATP-Produktion und -Verbrauch in
normalen und postischdmischen Zustinden. Interessanterweise zeigte Levosimendan in
einer Konzentration von 0,Imol keine Veridnderung dieses Gleichgewichts. Allerdings
verursachte die postischamische Gabe von Levosimendan in einer Konzentration von
100nM einen Anstieg des Sauerstoffverbrauchs um 10%. Dieser Anstieg wurde jedoch
hauptsidchlich auf eine durch Levosimendan verursachte erhohte Herzfrequenz

zuriickgefiihrt und nicht auf einen zuséitzlichen ATP-Umsatz (128).

Bei Untersuchungen von Busk und seinem Team im Jahr 2006 (129) an
Schweinen wurde festgestellt, dass Levosimendan die linksventrikuldre Funktion sowohl
in der systolischen als auch in der diastolischen Phase positiv beeinflusst, allerdings ohne
die GroBe des Herzinfarkts zu beeinflussen (129). Wihrend der Untersuchung erhielten
andsthesierte Schweine entweder eine Infusion von Levosimendan oder Kochsalzlésung,
die 30 Minuten vor einer geplanten Ischamie begonnen wurde. Hierzu wurde die linke
vordere absteigende Koronararterie der Tiere fiir 45 Minuten mittels Ballon okkludiert,
gefolgt von 2,5 Stunden Reperfusion. Schon vor der kiinstlichen Ischdmie konnte durch
Levosimendan eine deutliche Verbesserung der linksventrikuldren Funktion festgestellt
werden, wobei die Herzleistung um 10% anstieg. Zudem sanken sowohl der pulmonale
Kapillardruck als auch der mittlere arterielle Druck signifikant. Ahnliche positive Effekte
auf die Himodynamik wurden auch wihrend der Ischdmie und Reperfusion beobachtet.
Dennoch hatte Levosimendan keinen Einfluss auf die GroBe des Infarkts in diesem

Modell (129).

Epran und Kollegen aus dem Jahr 2006 haben der Effekt der ischdmischen
Prikonditionierung mit einer Levosimendan-Perfusion in Langendorff-perfundierten

Kaninchenherzen analysiert (130). Interessanterweise zeigte die Levosimendan-
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Vorbehandlung, bestehend aus zwei Zyklen zu je fiinf Minuten, vorteilhafte Effekte auf
den linksventrikuldren enddiastolischen Druck wihrend der Reperfusion. Die Parameter
fiir Kontraktilitdt und Relaxation waren bei den mit Levosimendan behandelten Herzen
stabil und das Volumen des infarzierten Myokards war nach einer globalen Ischimie-
Reperfusion deutlich reduziert, sowohl unter ischamischer Prikonditionierung als auch

nach Levosimendan-Behandlung, im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (130).

Ein anderer Versuch mit Hunden setzte Levosimendan und Milrinon wéhrend
einer 25-miniitigen Okklusion der linken absteigenden Koronararterie (LAD) in Relation
(131). Obwohl beide Medikamente 10 Minuten vor dem Eingriff in 4quivalenten Dosen
verabreicht wurden, zeigte Levosimendan einen signifikanten Vorteil in der Hemmung
ventrikulidrer Arrhythmien im Vergleich zu Milrinon. Levosimendan steigerte zudem die
Gesamtiiberlebensrate und war somit in der Pravention von ventrikuldren Arrhythmien

wihrend und nach regionaler Myokardischdmie iiberlegen (131).

Meyer et al. (2008) konzentrierten sich auf die Effekte von Epinephrin und
Levosimendan in isolierten, perfundierten Kaninchenherzen nach einer Ischdmie (132).
Nachdem die Herzen einer 25-miniitigen totaler-Ischimie und einer 20-miniitigen
Reperfusion ausgesetzt waren, zeigte Epinephrin eine signifikante Verbesserung
mehrerer hamodynamischer Parameter. Levosimendan wiederum optimierte ebenfalls
diese Parameter in postischdmischen Herzen, aber bemerkenswerterweise ohne den
Sauerstoffbedarf zu steigern, was zu einer deutlichen Erhohung der externen Effizienz
fiihrte (132). Die Ergebnisse dieser Studie legen nahe, dass Levosimendan eine
bevorzugte Wahl sein konnte, um die ventrikuldre Funktion zu steigern, ohne dabei den

Sauerstoffbedarf zu beeinflussen (132).

Toit et al. (2008) (133) analysierten, ob das Herz durch Vor- oder
Nachbehandlung mit Levosimendan konditioniert werden kann und ob bestimmte
Kinasen und K*arp-Kanidle dabei eine Rolle spielen. Sie behandelten isolierte
Meerschweinchenherzen entweder mit Levosimendan oder mit Ischdmie/Reperfusion-
Zyklen vor einer koronaren Arterienligation. Uberraschenderweise reduzierten sowohl
Vor- als auch Nachkonditionierung mit Levosimendan die Infarktgrofle im Vergleich zu
den Kontrollen. K*arp-Kanalblocker negierten jedoch diesen schiitzenden Effekt.
Levosimendan erhohte zudem die Aktivitéit der extrazelluldren signalregulierten Kinase

(ERK), was mit einer reduzierten InfarktgroBe korrelierte (133).
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Yapici et al. (2008) (134) erforschten die Wirkung von Levosimendan auf
Herzschiden bei hypothermischer Ischdmie und Reperfusion in Rattenherzen. Die Ratten
wurden in drei Gruppen unterteilt: eine Kontrollgruppe, eine nicht behandelte Gruppe und
eine mit Levosimendan behandelte Gruppe. Nach einer hypothermen globalen Ischimie
gefolgt von Reperfusion stellten sie fest, dass die Herzenzyme in der Levosimendan-
behandelten Gruppe signifikant besser waren als in der unbehandelten Gruppe (134). Eine
elektronenmikroskopische =~ Untersuchung  zeigte  weniger kardiomyozytische

Degeneration in der Levosimendan-Gruppe (134).

Das und Sarkar et al. (2007) (135) untersuchten, ob Levosimendan, dhnlich wie
ischdmische Vorbehandlung, kardioprotektive und antiarrhythmische Effekte gegen
Ischimie in einem Kaninchenmodell bietet(135). Die ischdmische Vorbehandlung,
Levosimendan oder beidem vor einer Koronarokklusion fiihrte zu einer deutlich
reduzierten InfarktgroBe und antiarrhythmischen Effekten. NO-Inhibitoren hoben diese
schiitzenden Effekte von der ischdmische Vorbehandlung im Vergleich zu Levosimendan
auf, was darauf hindeutet, dass diese Effekte durch die Aktivierung von mitochondrialen

K*aTp-Kanilen in Kardiomyozyten erzielt werden konnte (135).

Hein et al. (2009) (136) untersuchten die Wirkung von Milrinon, Levosimendan
und Dobutamin auf Myokardschidden in einem Schweinemodell von rechtsventrikulirer
Ischdmie und Reperfusionsschidden. Der I/R-Schaden wurde durch voriibergehende
Ligation der distalen rechten Koronararterie verursacht. Milrinon und Levosimendan
wurden als Behandlungen getestet und mit einer Kontrollgruppe sowie einer
Dobutamingruppe verglichen (136). Die Ergebnisse zeigten, dass sowohl Milrinon als
auch Levosimendan die resultierende Infarktgroe im Vergleich zur Kontrollgruppe
deutlich verringerten, wihrend Dobutamin keinen solchen Schutzeffekt zeigte. Alle
untersuchten Medikamente reduzierten entziindliche Marker, wobei Milrinon und
Levosimendan besonders effektiv die Konzentrationen von Tumor-Nekrose-Faktor o

(TNF o) wéhrend der Reperfusion senkten (136).

In einer jiingeren Studie von Rysz et al. (2020) (137) wurde Levosimendan in
einem ischdmischen Herzstillstandmodell bei Schweinen getestet. Das Hauptziel war es,
die Auswirkungen von Levosimendan auf das Uberleben und die Herzleistung nach
einem Herzstillstand zu bewerten (137). Die Ergebnisse zeigten, dass Tiere, die mit

Levosimendan behandelt wurden, im Vergleich zur Placebogruppe eine hohere Riickkehr
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der spontanen Zirkulation und ein verbessertes Uberleben hatten. Des Weiteren erholte
sich die Herzleistung in der Levosimendan-Gruppe schneller. Trotz dieser positiven
Effekte zeigte die MRT-Untersuchung keinen Unterschied in der Grofle des
Myokardinfarkts oder des gefdhrdeten Myokardbereichs zwischen den Gruppen (137).
Das Fazit war, dass Levosimendan, das wihrend und nach einem Herzstillstand
verabreicht wurde, sowohl das Uberleben als auch die Herzleistung in diesem Modell

verbesserte (137).

Zusammenfassend legen diese Studien nahe, dass Levosimendan in bestimmten
Situationen von Myokardischdmie und Reperfusion potenziell kardioprotektive Effekte
haben kann, wobei das genaue Wirkungsprofil und die Mechanismen je nach Modell und

klinischem Kontext variieren konnen.
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4.1.2 Levosimendan Forschungsstand der klinischen Studien

In der randomisierten, placebo-kontrollierten RUSSLAN-Studie mit 504
Patienten wurde die Effektivitit und Sicherheit von Levosimendan bei linksventrikulédrer
Herzinsuffizienz evaluiert. Die Verabreichung bestand aus einem initialen intravendsen
Bolus von Levosimendan, gefolgt von einer 6-stiindigen Infusion in vier Dosen. Obwohl
jede Dosis mit einer verminderten 14-Tage-Sterblichkeitsrate korrelierte, zeigte die 180-

Tage-Sterblichkeitsrate keinen Unterschied zur Placebo-Gruppe (119, 138).

In einer doppelblinden, placebo-kontrollierten Studie mit 24 Patienten fiihrte ein
24¢/kg Levosimendan Bolus zu einer signifikanten Verbesserung des Stunning-
Myokards nach PTCA infolge einer myokardialen Ischimie, ohne die diastolische

Funktion zu beeintrichtigen (119, 139).

Michaels et al. (2005) stellten fest, dass 24g/kg Levosimendan i.v. Bolus wihrend
einer PTCA zu einer koronaren Vasodilatation fiihrte, charakterisiert durch eine
reduzierte koronare GefdBresistenz und einen verringerten vendsen Sauerstoffgehalt im
Koronarbereich. Dies ging einher mit einem verbesserten koronaren Blutfluss, einem
verminderten linksventrikuldren endsystolischen Volumenindex und einer gesteigerten

Auswurffraktion (119, 140) .

Tritapepe et al. (2009) (141) fiihrten eine sorgfiltig konzipierte Studie durch, um
die moglichen vorteilhaften Auswirkungen einer pharmakologischen Vorbehandlung mit
Levosimendan bei Patienten zu untersuchen, die sich einer elektiven
Myokardrevaskularisation unter kardiopulmonalem Bypass unterzogen. Das Hauptziel
dieser Untersuchung bestand darin, festzustellen, ob Levosimendan die postoperative

Erholungszeit in der Intensivstation beeinflussen kann (141).

Insgesamt 106 Patienten, die eine koronare Bypass-Operation erhielten, wurden
zufillig entweder der Levosimendan- oder der Placebo-Gruppe zugeordnet. Die
Ergebnisse zeigten, dass die Levosimendan-Gruppe im Vergleich zur Placebo-Gruppe
eine kiirzere Beatmungszeit und einen verkiirzten Intensivaufenthalt aufwies (141).
Zudem hatten die mit Levosimendan behandelten Patienten postoperativ niedrigere
Troponin-Konzentrationen und einen  hoheren  Herzleistungsindex — (141).
Zusammenfassend legt die Studie nahe, dass eine Vorbehandlung mit Levosimendan die
postoperative Erholungszeit und die Herzfunktion bei Patienten, die sich einer

Myokardrevaskularisation unterziehen, moglicherweise positiv beeinflussen kann (141).
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In einer aktuellen systematischen Ubersichtsstudie wurde die Auswirkung von
Levosimendan auf die Sterblichkeit bei Patienten mit fortgeschrittener Herzinsuffizienz
analysiert. Neun randomisierte kontrollierte Studien mit 413 Patienten wurden
beriicksichtigt (142). Im Ergebnis fand man heraus, dass Levosimendan, im Vergleich zu
anderen Substanzen wie Placebo, Dobutamin, Furosemid und Prostaglandin, den BNP-
Spiegel effektiv senkte (142). Nichtsdestotrotz hatte Levosimendan keinen signifikanten
Einfluss auf den Hazard Ratio (142). Daraus leiteten die Autoren ab, dass intravendses
Levosimendan den BNP-Spiegel bei fortgeschrittener Herzinsuffizienz reduzieren und
die linksventrikuldre Ejektionsfraktion (LVEF) erhohen kann, was potenziell die
Sterblichkeit in der kurzfristigen Nachbeobachtung reduziert (142).

In einer systematischen Metaanalyse von Weber et al. (2020) (143) wurde die
Anwendung von Levosimendan bei herzchirurgischen Eingriffen untersucht. Dabei
wurden 27 randomisierte, kontrollierte Studien mit insgesamt 3.198 Patienten
beriicksichtigt. Die Ergebnisse wiesen darauf hin, dass Levosimendan mit einer
verringerten Sterblichkeitsrate in Verbindung gebracht wurde und positive Effekte auf
das Low-Cardiac-Output-Syndrom (LCOS) hatte. Zudem war eine verbesserte
Organperfusion feststellbar, die sich in einem reduzierten Auftreten von akuten
Nierenschiden duBlerte.(143, 144).

Neueste Forschungsergebnisse weisen auf erweiterte Anwendungsmoglichkeiten
von Levosimendan hin, insbesondere in der Kinderkardiochirurgie. Hier hat sich
Levosimendan gegeniiber Milrinone als iiberlegen herausgestellt. Kinder, die aufgrund
eines angeborenen Herzfehlers kardiochirurgisch behandelt wurden und Levosimendan
erhielten, verbrachten weniger Zeit sowohl unter Beatmung als auch im Krankenhaus und
auf der Intensivstation. Ein weiterer positiver Befund war die reduzierte Inzidenz von
LCOS bei Patienten, die mit Levosimendan behandelt wurden (144, 145, 145-147).

Zusammenfassend wurde Levosimendan erstmals 2000 in Schweden fiir den
klinischen Einsatz bei akut dekompensierter chronischer Herzinsuffizienz zugelassen.
Seitdem hat sich die Zulassung dieses Arzneimittel, das die Herzkontraktilitdt durch
Kalziumsensibilisierung erhoht und Vasodilatation fordert, auf iiber 60 Linder
ausgeweitet. Die Anwendungsgebiete sind vielfiltig. Von kardiogenem Schock iiber
Takotsubo-Kardiomyopathie bis hin zu Herzchirurgie und Notfallmedizin.
Levosimendan wird derzeit in den USA gepriift und in der Forschung sowohl fiir
herzbezogene als auch andere Krankheiten eingesetzt. Eine orale Version wird aktuell in

Bezug auf amyotrophe Lateralsklerose untersucht (148).
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4.2 Diskussion der Studienergebnisse

Die Zielsetzung der vorliegenden Forschungsarbeit bestand darin, die Interaktion
zwischen Levosimendan und Ischidmie-Reperfusionsschaden in Bezug auf die
myokardiale subsarkolemmale und interfibrillire = Mitochondrienfunktion im

Rattenherzmodell zu untersuchen.

In der Analyse wurde festgestellt, dass Levosimendan in dieser Untersuchung
keine signifikante Potenzierung der ventrikuldren Funktion bewirkte. Das gewdhlte I/R-
Schadensmodell simulierte hinzu, durch Anwendung eines erhohten LVEDP
(linksventrikuldrer enddiastolischer Druck = 18 mmHg), eine kongestive
Herzinsuffizienz. Diese Befunde korrespondieren mit den Untersuchungsergebnissen von
Kolseth et al. (2012) (149), bei denen die dosisabhingigen Effekte von Levosimendan
auf die linksventrikuldre Kontraktilitit sowie auf die mitochonreale Atmung in einem
akuten ischimischen Herzinsuffizienz-Modell bei Schweinen evaluiert wurden. Hierfiir
wurden sechs Schweine in einem anésthesierten offenen Thoraxmodell herangezogen (1,
149). Die Herzinsuffizienz wurde mittels Mikroembolisierung der linken Koronararterien
inititert, gefolgt von der Applikation von vier unterschiedlichen Levosimendan-
Dosierungen. Die Mitochndienfunktion wurde mittels Clark-Elektrode nach
Aufarbeitung der Muskelfasern mit Saponin nach Veksler et al (1987) untersucht (149,
150). Levosimendan hatte keine signifikanten, lastunabhingige Wirkung auf die
kontraktile Kraft (1, 149). Die Funktion der Atmungskette blieb iiber alle Dosierungen
konstant. Nach der Induktion der Herzinsuffizienz zeigte die maximale mitochondriale
Atmung eine Abnahme und persistierte wihrend der Levosimendan-Infusion auf diesem

reduzierten Niveau.

Aus diesen Daten leiteten die Autoren ab, dass Levosimendan keinen
signifikanten FEinfluss auf die Kontraktilitit, die energetische Effizienz und die
mitochondriale Atmung des linken Ventrikels in einem Schweinemodell der akuten
Herzinsuffizienz ausiibt. Bei hohen Dosierungen bewirkte Levosimendan jedoch eine
Vasodilatation und eine Steigerung der Herzfrequenz sowie der Kkardialen

Auswaurfleistung (149).

Das Fehlen einer detektierbaren Wirkung von Levosimendan in der aktuellen
Untersuchung ldsst sich womoglich auf Limitationen des verwendeten Modells

zuriickfithren, einschlieBlich einer kurzen Perfusionszeit und der eingeschrinkten
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Moglichkeit, vaskuldre Relaxation oder Verbesserungen der ventrikuldren Vor/Nachlast

zu iiberwachen.

Im Kontext eines I/R-Schadens ist die mitochondriale Energiebereitstellung fiir
die Rekonvaleszenz des Organs von essenzieller Bedeutung (1). Subsarkolemmale
Mitochondrien (SSM) zeigen eine erhohte Vulnerabilitit gegeniiber ischdmischen
Einfliissen. Die Funktionstiichtigkeit der Atmungskette ist fiir die Gewéhrleistung der
kontinuierlichen Energiebereitstellung Essenziell. Thre regulatorische Dynamik ist
intrinsisch mit der Generierung des Membranpotentials, ATP-Produktion und reaktiven

Sauerstoffspezies (ROS) verkniipft (1).

Gemil den Erkenntnissen von Hiittemann et al. (2008) (151) spiegeln die Kontroll-SSM
einen physiologischen Status wider, wihrend die IR-SSM einen hypoaktiven Zustand
reprasentieren, der durch eine kompromittierte Funktionalitit der Atmungskette, des

Membranpotentials und der Energieproduktion charakterisiert ist (1, 151).

Zhang et al. (2002) (73) und Paradies et al. (1999) (152) postulierten, dass Protein- und
Lipidperoxidation ursdchlich fiir die Dysfunktionalitit der Atmungskette sind. Im
Rahmen der hier diskutierten Studie inhibierten sowohl IR als auch Levo-IR synergetisch
die Funktion des Komplexes I-V im Zustand 3. Dies untermauert die Hypothese von zwei
differenzierten = Mechanismen: Wiahrend die Ischdmie zu Protein- und
Membranveridnderungen  beitrdgt, scheint Levosimendan mit hydrophoben

Molekiilstrukturen der Atmungskettenkomplexe zu interferieren (1, 73, 152, 153).

Die vorliegenden Daten illustrieren eine Hemmung des Komplex V als primir
signifikanten Determinante aufgrund einer Dysfunktion im Respirationszustand 3
(+Substrat +ADP) im Vergleich zur Respirationszustand 2 Dysfunktion (+Substrat) (1).
Diese Beobachtung korreliert mit vorangegangenen Literaturangaben, die ebenfalls den
Komplex V als kritischen Faktor fiir beobachtete Hemmungen im Komplex I-V sowie II-

V identifizieren (1, 154, 155).

Doussiere et al. (1984) (154) fiihrten Inhibitortitrationsanalysen in kardialen
Mitochondrien von Ratten mit Carboxyatractylosid, Oligomycin und Rotenone durch.
Ihre Erkenntnisse legen nahe, dass die membranassoziierte ATPase und die Atmungskette
Hauptregulatoren der oxidativen Phosphorylierungsrate sind. Die Carboxyatractylosid-
Titrationsprofile zeigten die wechselnde Bedeutung des Adeninnukleotidtransports in

Bezug auf ADP-zu-ATP Regeneration, Adeninnukleotid-Konzentration und spezifische
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Atmungslimitationen (wie durch Zyanid, Rotenon, Oligomycin oder Mersalyl
verursacht). Ferner zeigte sich, dass Carboxyatractylosid wihrend es den O»-Verbrauch
hemmt, das Membranpotenzial erhoht (154). Ein inverser Zusammenhang zwischen
diesen Vorgingen wurde bei Carboxyatractylosid-Konzentrationen von 0,7 bis 1,5
nmol/mg Protein festgestellt. Jenseits dieses Bereichs beeinflusste Carboxyatractylosid
das Membranpotenzial, ohne die Atmungsaktivitit wesentlich zu @ndern. Die Studie
schlussfolgert, dass die respiratorische Kapazitit in kardialen Mitochondrien den

oxidativen Phosphorylierungsprozess limitiert (154).

Kopustinskiene et al. (2010) (106) untersuchten den Einfluss von K*atp-
Kanalaktivatoren, speziell Pinacidil und Diazoxid, auf die Atmungskette von
Rattenherzmitochondrien in situ. Die Atmungsaktivitit wurde bei 37°C unter
Verwendung der Clark-Sauerstoffelektrode in einer physiologischen Salzlésung und in
Gegenwart von Malat und Pyruvat gemessen (106). Es stellte sich heraus, dass Pinacidil
und Diazoxid in Konzentrationen von 60-1250 uM die Pyruvat-Malat-gesteuerte State 2-
Atmung der Herzfasern konzentrationsabhingig um 15-120% steigerten. Wéhrend
Diazoxid keine Wirkung auf die State 3-Atmungsrate zeigte, reduzierte Pinacidil diese
Rate in denselben Konzentrationen um 4-27%. Die Studie suggeriert, dass
Modifikationen in der Atmungskette zum Kkardioprotektiven Effekt von K*arp-

Kanaloffnern beitragen konnten (106).

Riess duflerte, dass der mito-K*arp-Kanaloffner unterschiedliche Auswirkungen
auf mitochondriale Funktionen hatte. Insbesondere variierten die Aktivititen von
Komplex I und II je nach dem verwendeten mito-K*arp-Offner und der jeweiligen
Arbeitsgruppe, bedingt durch verschiedene energetische Zustinde der Mitochondrien.
Dies konnte die Unterschiede zwischen den aktuellen Ergebnissen und denen anderer

Gruppen erkliren (1, 155, 156).

Die Atemkettenkomplexe I, III und IV erzeugen durch die Energieiibertragung
durch die Elektronentransportkette das Membranpotential. Die Erzeugung des
Membranpotentials hingt daher von einer intakten Funktion der Atmungskette ab (1,
151). Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Hypopolarisation des
Membranpotentials ist jedoch unwahrscheinlich eine Folge der Unterdriickung der
Atmungskettenfunktion, da die gruppenabhidngigen Auswirkungen auf die Funktion des
Respirationzustands 2 unbedeutend blieben. Bei I/R-Schéden fiihrt vermutlich eine innere

mitochondriale Membranschadigung zu H¥Leckagen, die den Verlust des
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Mebranpotentials erzeugen. Die Levosimendan-abhéngige Membran-Hypopolarisation
hingegen resultierte hochstwahrscheinlich aus der Mito-K*arp-Offnung, wie sie von
Kopustinskienet et al. Ebenfalls beschrieben wurde (1, 155). Mito-K*arp-Kanaloffner

verringern das Membranpotential durch einen direkten H" /K* Austausch.

Neben der ATP-Synthese ist das Membranpotential die treibende Kraft fiir die
mitochondriale Ca®*-Aufnahme. Racay et al. (2009) (157) zeigten, dass die
mitochondriale Ca**-Aufnahme proportional zum Membranpotential war. Je nach I/R-
Schaden wurde in der vorliegenden Arbeit eine begrenzte mitochondriale Ca**-Aufnahme
nach einer beeintrichtigten Ca’*-Freisetzung beobachtet. Dies wurde von einer
beschleunigten Ca’*-Freisetzung begleitet, die mit Levo-IR verstirkt wurde. Die
beobachtete Verinderung der Ca?*-Haushaltregulation kann als Ergebnis der Mito-K* arp-

Aktivierung und der Ca**-induzierten mPTP-Offnung betrachtet werden (1, 158, 159).

In diesem Zusammenhang wurde in den Ergebnissen der vorliegenden Studie eine
maximale Reduktion der Ca’*-Retentionskapazitit (CRC) mit Levo-IR gezeigt, was auf
eine frithe temporire Ca’*-induzierte mPTP—C)ffnung hindeutet. Huser et al. (1999) (160)
beschrieben kurze intermittierende mPTP-Offnungen als Rettungsphinomen, um die
Uberladung durch Ca®* in Gegenwart von Zellstressvorgingen zu lindern. Die Reduktion
des CRC wurde in Levo oder Levo-IR beobachtet; bei der Uberpriifung einer nicht
beeinflussten Ca**-Aufnahme oder Ca**- induzierten Schwellung durch Levosimendan
deuten die vorliegenden Daten auch auf eine frithe temporire Ca**-induzierte mPTP-
Offnung hin. Im Gegensatz zu CRC deutete die Ca’*-induzierte mitochondriale
Schwellung auf eine permanente mPTP-Offnung hin. Die mPTP-Offnung wurde durch
die I/R-Schaden gefordert, aber nicht durch Levosimendan. Eine zusétzliche Pyruvat-
Zugabe hemmte die Ca®**- induzierte mPTP-Offnung vermutlich aufgrund der
Ubersiuerung und Komplex I-Aktivierung, sowie der Erhéhung des Mebranpotentials. In
Gegenwart von Pyruvat verschwanden gruppenabhingige Unterschiede der mPTP-
Ergebnisse, was auch darauf hindeutet, dass Levosimendan keine nachteilige Wirkung

auf das mitochondriale Ca®*-Handling hat.

Die vorliegenden Daten weisen darauf hin, dass der I/R-Schaden der relevante
Faktor ist, der zu einer permanenten mPTP-Offnung fithrte, wobei Levosimendan keine
relevanten Auswirkungen auf mPTP hatte. Die ATP-Synthese spiegelt den gemeinsamen
Endpfad der Atemkettenfunktion und des Mebranpotentials wider. In Gegenwart von

Levosimendan war eine begrenzte ATP-Produktion offensichtlich. Dieser Effekt hiingt
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mutmaBlich von der beobachteten Komplex IV- und V-Hemmung ab. Die Komplex IV-
Hemmung zusammen mit der Mito-K*arp-Offnung fiihrte zu einem niedrigen
Membranpotential, wodurch die treibende Kraft fiir die ATP-Synthese bei Komplex V
gehemmt wurde. Ein #hnlicher Effekt wurde bereits friiher fiir den Mito-K*atp-Offner
Pinacidil berichtet, was ebenfalls zu einer verzogerten mitochondrialen ATP-Synthese
durch erhohten K*-Fluss fiihrte (1, 159). Die Auswirkungen einer eingeschrinkten ATP-
Synthese auf die mitochondriale Energieversorgung bleiben vage. Eine negative

Levosimendan-abhingige Energiebilanz wihrend einer I/R-Schaden ist vorstellbar.

4.3 Limitationen der Studie

Die vorliegende Studie hat einige Einschrinkungen. Es wurden eine Vielzahl
mitochondrialer Prozesse in Abhingigkeit von Levosimendan, I/R-Schaden oder der
Kombination von beidem untersucht. Obwohl mogliche zugrundeliegende Prozesse zur
Interpretation der Ergebnisse diskutiert wurden, gab es keine Beweise dieser
Behauptungen in isolierter Mitochondrien in Gegenwart spezifischer Inhibitoren oder

Kanaloffner.

Der in der vorliegenden Studie genutzte Versuchsaufbau kénnte dahingehend
ebenfalls die Ergebnisse verzerrt haben. Zukiinftige Studien sollten sich auf die
Auswirkungen von Levosimendan auf Ionenstrome durch die innere mitochondriale
Membran mit spezifischen Inhibitoren von z.B. H, Na*? und K* Kanilen konzentrieren.
Zusitzlich wurden materialintensive Analysen durchgefiihrt. Die Menge an SSM und
IFM, die aus dem Myokard zur Verfiigung stand, war weniger effektiv als berechnet, was
zu unterschiedlichen Replikationen der durchgefiihrten Tests fithrte. Dennoch sind die
vorgestellten Studien ausreichend zuverlissig und bieten einen zuverlissigen Uberblick
tiber die Auswirkungen von Levosimendan auf die Mitochondrien unter den Umsténden

laufender I/R-Schaden.

Ramachandra et al. (2020) (47) beleuchteten intensiv die Herausforderungen bei
der Ubertragung von experimentellen Erkenntnissen aus Tiermodellen auf den klinischen
Kontext, insbesondere im Bereich der Kardioprotektion. Ein Hauptkritikpunkt dieser
Studie betraf die Reprisentativitit der Tiermodelle. Wihrend in der experimentellen
Forschung vorwiegend gesunde Jungtiere eingesetzt werden, prisentiert sich die

Patientenpopulation mit einem akuten Myokardinfarkt (AMI) zumeist als dlter und haufig
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von Komorbidititen wie Diabetes mellitus, Hypertonie und Hyperlipidimie begleitet.
Diese Diskrepanz kann signifikante Auswirkungen auf die Effektivitdt und

Anwendbarkeit kardioprotektiver Therapieansitze haben (47).

Die Autoren machten ebenfalls darauf aufmerksam, dass in vielen klinischen
Kardioprotektionsstudien innovative Therapieansitze untersucht werden, die in
praklinischen Tiermodellen entweder inkonsistente Ergebnisse zeigten oder nicht rigoros
genug evaluiert wurden. Die Selektion einer geeigneten Patientenpopulation fiir
kardioprotektive Studien wird als ein entscheidender Faktor hervorgehoben.
Beispielsweise konnten Patienten mit nahezu vollstindigen Okklusionen der
Koronararterien und umfangreichen Infarkten besonders von kardioprotektiven

MaBnahmen profitieren (1, 47, 51).

Weiterhin  kritisierten sie den héufigen Fokus vieler Studien auf
monotherapeutische Ansitze, die sich ausschlieBlich an einem therapeutischen Ziel
innerhalb der Kardiomyozyten orientieren. Angesichts der Komplexitit der I/R-
Schidigung, die neben mitochondrialer Dysfunktion auch Kalziumiiberlastung und
oxidativen Stress umfasst und zudem diverse Zelltypen wie Endothelzellen und
Fibroblasten einbezieht, betonen sie die Notwendigkeit eines integrierten, multi-

komponenten Ansatzes (1).

Ein weiterer zentraler Punkt ist das Timing der Therapie. Um effektiv gegen die
mitochondriale Dysfunktion vorzugehen, muss die Therapie bereits vor dem Beginn der
Reperfusion eingeleitet werden. Verspitete Interventionen erweisen sich oft als
ineffektiv. Einige Therapien konnten sogar nur dann wirksam sein, wenn sie bereits vor
dem einsetzenden ischimischen Ereignis angewendet werden — ein Szenario, das in der

klinischen Realitét oft unerreichbar ist (47).

Zusammenfassend unterstreicht die Analyse von Ramachandra et al. (2020) die
Komplexitit und Vielschichtigkeit der Kardioprotektion. Trotz vielversprechender
priklinischer Daten ist die Ubertragung auf den klinischen Kontext oft enttiuschend,
wodurch ein klarer Bedarf an innovativen Ansdtzen und neuartigen therapeutischen

Zielen in der Kardioprotektionsforschung hervortritt.
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4.4 Schlussfolgerung

Die in dieser Untersuchung erhobenen Daten betonen die signifikante Rolle von
Levosimendan bei der Modulation der mitochondrialen Atmungsfunktion im Kontext von
I/R-Schidden. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass Levosimendan gezielt auf die
Aktivitdt der Komplexe IV und V der Atmungskette einwirkt und dabei zu einer
Hypopolarisation des Membranpotentials fiihrt. Dieses Phidinomen deutet auf einen durch

den mito-K*arp-Kanal vermittelten Mechanismus hin.

Zusitzlich zeigen die Daten, dass Levosimendan die intramitochondriale Ca®+
Dynamik wihrend I/R-Schidden beeinflusst. Diese Regulierung konnte von zentraler
Bedeutung sein, um das mPTP-Offnen und damit die daraus resultierende Ca?*-
Uberlastung, einen Hauptfaktor der mitochondrialen Schidigung im Rahmen von I/R-
Schidden, zu verhindern. Beachtenswert ist, dass, obwohl Levosimendan das mPTP-
Offnen initiierte, dies nicht zu einer dauerhaften Ca**-induzierten mPTP-Aktivierung

fiihrte.

Ein zentrales Ergebnis der Studie ist auch die durch Levosimendan bedingte
Hemmung der ATP-Produktion. Dies scheint in direkter Verbindung mit den
Beeintrachtigungen der Atmungskomplexe IV und V und der daraus resultierenden
Verringerung des Membranpotentials zu stehen. Die damit einhergehende reduzierte
ATP-Generierung konnte tiefgreifende Auswirkungen auf die zelluldre Energiebilanz und
-homdostase haben. Weitere Untersuchungen sind notig, um das gesamte Ausmal ihrer

Auswirkungen und die daraus resultierenden klinischen Implikationen zu erfassen.

Die begrenzte Menge an Mitochondrien, die aus dem Herzmuskel gewonnen
werden konnte, erwies sich als weniger ausreichend als erwartet, was zu variablen
Wiederholungen der durchgefiihrten Tests fiihrte. Dariiber hinaus stellen die aufwendigen
Materialanalysen, Anwendung von gesunden Rattenherzen und das Fehlen spezifischer
Kanalinhibitoren die Hauptbeschrinkungen dieser Studie dar und bieten Ansatzpunkte

fiir zukiinftige Forschungsansitze.
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5 Zusammenfassung
Die vorliegende Studie untersuchte den Effekt von Levosimendan auf die
mitochondriale Funktionen im Herzmuskel, insbesondere im Zusammenhang mit dem

Ischiamie/Reperfusions-Schaden.

Methoden: In der Studie wurde ein retrogrades Langendorff-Modell verwendet, um die
Auswirkungen von Levosimendan, dem Ischidmie/Reperfusions-Schaden sowie deren
Kombination auf die mitochondrialen Funktionen im Herzmuskel zu untersuchen. Dazu wurden
vier verschiedene Gruppen von Rattenherzen entsprechend den experimentellen Bedingungen

perfundiert, und ihre Funktionen wurden analysiert.

Ergebnisse: Der Ischidmie/Reperfusions-Schaden beeintrichtigte die myokardiale
Ventrikelfunktion. Zusitzlich wurde eine Hypopolarisation des mithochondrialen
Membranpotentials in den mit Levosimendan oder Ischamie behandelten Gruppen festgestellt.

Die ATP-Synthese in den Gruppen mit Levosimendan und Ischdmie war reduziert.

Schlussfolgerung: Levosimendan zeigt signifikante Einfliisse auf die Atmungsfunktion
der mitochondrialen Komplexe IV und V sowie auf das Membranpotential. Diese Phiinomene
konnten einem mito-K*arp-abhidngigen Mechanismus zugrunde liegen. Obwohl Levosimendan
wihrend des Ischimie/Reperfusionsschadens eine protektive Wirkung hinsichtlich einer Ca**-
Uberlastung aufweist, bleibt der kumulative Einfluss der beeintrichtigten ATP-Generierung auf

die gesamte Myokardfunktion zu kliren.
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Appendix

Appendix

I. Abkiirzungenverzeichnis
ADHF Akut dekompensierte chronische Herzinsuffizienz
ADP Adenosindiphosphat
AMI Akuter Myokardinfarkt
ANOVA Analysis of Variance
ATP Adenosintriphosphat
BNP B-Typ Natriuretisches Peptid
Bpm Schldge Pro Minute (Beat per minute)
CCCP Carbonylcyanid-m-Chlorphenylhydrazin
CK-MB Kreatinkinase Isoenzym MB "Muscle-Brain type"
CO Kohlenmonoxid
CRC Ca**-Retentionskapazitiit
CsA Cyclosporin A
DNA Desoxyribonukleinsidure
ERK Extrazelluldren signalregulierte Kinase
HF Herzinsuffizienz
hFABP Herzfettsdure-Bindungsprotein
HOCM Hypertrophe obstruktive Kardiomyopathie
hs-Tn Hochsensitives Troponin
I/R Ischdamie-Reperfusions-Schaden
IFM Interfibrilldre Mitochondrien
MM Innere mitochondriale Membran
K*atp Adenosintriphosphat-regulierte Kaliumkanile
LAD Linke vordere absteigende Koronararterie
LCOS Low Cardiac Output Syndrom
LDH Laktat-Dehydrogenase
LGE Late-Gadolinium-Enhancement
LVdP/dt Linksventrikuldrer entwickelter Druck/ A zeit
LVEDP Linksventrikulédre enddiastolischer Druck
LVP Linksventrikuldrer Druck
MAO Monoaminoxidasen
MCU Mitochondrialer Ca2+ Uniporter
MI Myokardinfarkt
Mito-K*atp Mitochiondriale Adenosintriphosphat-regulierte Kaliumkanile
mPTP Mitochondriale Permeabilitits-Transitions-Pore
MRT Magnet-Resonanz-Tomographie
NCX Natrium-Calcium-Austauscher
NO Stickstoffmonoxid
OMM AuBere mitochondrien Membran
OXPHOS Oxidativen Phosphorylierung
PCI Perkutane koronare Interventionen
PDE3 Phosphodiesterase-3
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PNM
RCF
ROS
SSM
Trop T
TTC
WHO
A¥Ym

Perinucleédre Miochondrien

Respiratory Chain Function (Funktion der Atmungskette)
Freie Radikale

Subsarkolemmale Mitochondrien

Troponin T

2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid
Weltgesundheitsorganisation

Mitochondriales Membranpotential
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