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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Myeloperoxidase (MPO) wird nach Aktivierung von neutrophilen Granulozyten
freigesetzt und beeinflusst den Stickstoffmonoxid-Stoffwechsel. Es vermag an
Endothelzellen zu binden und die Oxidation von NO zu beschleunigen. Durch die
damit verbundene Abnahme der Bioverfiigbarkeit von NO kommt es zur Auspragung
einer endothelialen Dysfunktion. Erhohte Plasmaspiegel von MPO treten bei
kardiovaskularen Erkrankungen, wie dem akuten Koronarsyndrom, KHK oder

Vorhofflimmern auf und sind dartber hinaus mit der Herzinsuffizienz assoziiert.

Fur Levosimendan, einen inotropen und vasodilatatorischen Kalzium-Sensitizer mit
pleiotroper Wirkung, wurden positive Effekte bei der Behandlung der
Dekompensation einer chronischen Herzinsuffizienz beschrieben (Pathak, Lebrin et
al. 2013).

Der Effekt von Levosimendan auf die endotheliale und leukozytare Funktion bei

Patienten mit Herzinsuffizienz ist bisher nicht ausreichend untersucht worden.

Experimentelle Untersuchungen legen nahe, dass die erhdhte Nachlast bei
herzinsuffizienten Patienten zumindest teilweise auf einer vermehrten Aktivierung
von neutrophilen Granulozyten und daraus resultierender erhdhter erhdhter
endothelial gebundener Bioverfigbarkeit von MPO beruht. Der Nachweis von
reduzierten Plasmaspiegeln von MPO nach einer positiv inotropen und
nachlastsenkenden Therapie mit Levosimendan kdnnte weitere Hinweise auf diesen

Zusammenhang erkennen lassen.

In dieser monozentrischen, prospektiven Studie soll bei Patienten, die aus klinischer
Indikation mit Levosimendan behandelt wurden, anhand sequentieller Bestimmung
der MPO-Plasmaspiegel die Hypothese getestet werden, ob eine Behandlung mit
Levosimendan mit einer Abnahme der MPO-Plasmakonzentration einhergeht und

somit die endotheliale und leukozytare Funktion glinstig beeinflusst.



2 Einleitung

2.1 Herzinsuffizienz

2.1.1 Definition der Herzinsuffizienz

Herzinsuffizienz (HI) ist ein Syndrom, welches anhand typischer Symptome und
klinischer Zeichen bei bestehender kardialer Struktur- oder Funktionsstorung definiert
wird (Dickstein, Cohen-Solal et al. 2008). Die typischen Symptome und klinischen
Zeichen umfassen Atemnot, Maudigkeit und Schwache, Kndchelédeme,
Jugularvenenstauung, pulmonale Rasselgerdusche und eine Verlagerung des
Herzspitzenstol3 (John J.V. McMurray 2012). Entsprechend dieser modernen
Definition wird der Tatsache Rechnung getragen, dass ungeféahr die Halfte der
Patienten auch trotz erhaltener systolischer Pumpfunktion an Herzinsuffizienz leidet.
Herzinsuffizienz mit eingeschrankter linksventrikularer Funktion ist jedoch das langer
bekannte und besser charakterisierte Krankheitsbild, worauf sich, entsprechend der
Einschlusskriterien dieser Studie, die weiteren Ausfihrungen ausschlie3lich

beziehen.

2.1.2 Atiologie der Herzinsuffizienz

Die koronare Herzkrankheit ist zu ca. 2/3 aller Falle urséachlich fur eine
Herzinsuffizienz, gefolgt von Bluthochdruck. Weitere ursachliche Faktoren sind nicht-
ischdmische Herzerkrankungen. Zu diesen zé&hlen die Dilatative Kardiomyopathie
(DCM), die durch Alkohol, Diabetes und Medikamente (u.a. Chemotherapie)
induzierte Kardiomyopathie (KM), sowie die peripartale KM. Ebenso werden die
virale, hypertensive, metabolische und valvulare Kardiomyopathie dazugezahlt.
Auch genetische Faktoren werden als Ausloser diskutiert (Ackerman, Priori et al.
2011). Im Folgenden sind auslosende Faktoren in einer Ubersicht dargestellt.
Erweiterte Informationen lassen sich den ESC Guidelines zur Herzinsuffizienz von
2012 entnehmen (John J.V. McMurray 2012).



Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht tber die allgemeinen Ursachen der

Entstehung einer Herzinsuffizienz.

1. Koronare Herzerkrankung vielfaltige Manifestationen (z. B.
Myokardinfarkt,

ischamische Kardiomyopathie)

2. Arterielle Hypertonie oft assoziiert mit LV-Hypertrophie
und erhaltener

systolischer Pumpfunktion

3. Kardiomyopathien dilatativ, hypertroph, restriktiv,
arrhythmogen,

rechtsventrikular, unklassifiziert

3.1. Medikamentos Uberdosierung von Betablockern,
Calciumantagonisten,
Antiarrhythmika,
Chemotherapeutika

3.2. Toxine Alkohol, Kokain, Spurenelemente
(Kobalt, Arsen)

3.3. endokrinologisch Diabetes mellitus, Hypo-
/Hyperthyreose, Cushing-
Syndrom, Nebenniereninsuffizienz,
Akromegalie,

Phaochromozytom

3.4. Alimentar/metabolisch Thiaminmangel, Selenmangel,
Carnitinmangel,

Adipositas, Kachexie

3.5. Infiltrativ Sarkoidose, Amyloidose,
Hamochromatose,

Bindegewebserkrankungen

4. Andere HIV-Infektion, peripartale
Kardiomyopathie,

terminale Niereninsuffizienz,
Chagas-Krankheit

Tabelle 1: Ursachen einer HI aus Pocket Leitlinien der DGK 2009 (Hoppe 2009)




2.1.3 Epidemiologie der Herzinsuffizienz

Laut Aussage der Deutschen Gesellschaft fur Kardiologie (DGK) liegt die Préavalenz
in der Normalbevolkerung fir eine Herzinsuffizienz bei 2-3% (Mosterd and Hoes
2007; Hoppe 2009). Die Pravalenz steigt mit zunehmendem Lebensalter bei den 70-
bis 80- Jahrigen auf tber 10%. Die Mortalitat ist hoch. Laut Statistischem Bundesamt
steht die Herzinsuffizienz in der aktuellen Todesursachenstatistik mit 46410
Sterbefallen (entspricht 5,3%) an dritter Stelle (DESTATIS 2012). Dabei verstirbt die
Halfte aller Patienten innerhalb von 4 Jahren, abhangig u.a. von Atiologie, Alter,
Komorbiditaten und der individuellen Progression der Krankheit. 40% der Patienten,
die mit der Diagnose Herzinsuffizienz in ein Krankenhaus aufgenommen werden,
versterben innerhalb eines Jahres oder werden in dieser Zeit erneut stationér
aufgenommen (Hoppe 2009). Vor allem Personen, die alter als 80 Jahre und
weiblichen Geschlechts sind, haben ein deutlich gesteigertes Risiko an einer
Herzinsuffizienz zu versterben. Herz-Kreislauf- Erkrankungen verursachten im Jahr
2008 mit 3228 Euro die hochsten pro Kopf Krankheitskosten in Deutschland. Dies
entsprach insgesamt einem Betrag von 254,3 Milliarden Euro (DESTATIS 2014). Die
hochsten Kosten entstanden dabei durch Herzkreislaufleiden mit 37 Milliarden Euro
(DESTATIS 2010). Weiter steigende Kosten fir das Gesundheitswesen sind zu
erwarten und werden eine wichtige ©6konomische Rolle im Gesundheitssystem
spielen (Zugck, Muller et al. 2010). Weltweit kann ein signifikanter Anstieg der
Herzinsuffizienz, vor allem in den Industrienationen, beobachtet werden (Lam, Donal
et al. 2011).



9 - ] 854

3 75-84
8 -/ M 65-74 T—— ]
7 | I 55-64

(1,000,000s)

Actual/projected prevalence

1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050

Actual and estimated prevalence of CHF
between the years 1950 and 2050 g

Copyright © 2005 by Elsevier Inc.

Abbildung 1: Pravalenz der Herzinsuffizienz (aus Braunwald Heart Disease 7th
Edition)

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Herzinsuffizienz ein haufig
auftretendes Krankheitsbild verbunden mit einer hohen Mortalitat ist. Die
Herzinsuffizienz hat somit eine grofRe medizinische und 6konomische Relevanz fir

das Gesundheitswesen (Stewart, Maclintyre et al. 2003; Neumann 2009).
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2.1.4 Einteilung der Herzinsuffizienz nach den Richtlinien der New York

Heart Association und der American Heart Association (AHA)

Um eine einheitliche Beschreibung der Herzinsuffizienz zu ermdglichen, wurden
weltweit gultige Klassifikationssysteme erstellt.
Die Einteilung der Herzinsuffizienz nach der New York Heart Association orientiert

sich an den kérperlichen Symptomen und dem gezeigten Beschwerdebild.

NYHA-Stadium | Subjektive Beschwerden

NYHA I Beschwerdefreiheit, normale kérperliche Belastbarkeit
(asymptomatisch)
NYHA I Beschwerden bei starkerer korperlicher Belastung
(leicht)
NYHA 1l Beschwerden schon bei leichter kdrperlicher Belastung

(mittelschwer)

NYHA IV Beschwerden in Ruhe

(schwer)
Tabelle 2: nach NYHA

Eine weitere Klassifikation der Herzinsuffizienz wurde 2001 vom American College of
Cardiology (ACC) und der American Heart Association (AHA) vorgestellt. Diese
Klassifikation unterscheidet sich gegentber der Einteilung nach NYHA im
Wesentlichen darin, dass die Stadieneinteilung nicht die momentane Symptomatik,

sondern stattdessen die Progression der Erkrankung abbildet.
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hohes Risiko fur die Entwicklung einer Herzinsuffizienz, z. B.
Patienten mit arterieller Hypertonie, Arteriosklerose, Diabetes
mellitus, Adipositas, metabolischem Syndrom,
keine strukturelle Herzerkrankung,

keine Symptome einer Herzinsuffizienz

B strukturelle Herzerkrankung, z. B. Patienten nach Myokardinfarkt,

keine Zeichen oder Symptome einer Herzinsuffizienz

strukturelle Herzerkrankung, z. B. Patienten mit bekannter
Herzerkrankung und Dyspnoe und Mudigkeit

frihere oder aktuelle Symptome einer Herzinsuffizienz

refraktare Herzinsuffizienz, die ein besonderes Eingreifen erfordert,

D z. B. Patienten mit Symptomen in Ruhe, trotz umfangreicher

medizinischer Therapie
Tabelle 3: Einteilung der Herzinsuffizienz nach AHA, ACC

2.1.5 Pathophysiologie der Herzinsuffizienz

Wie bereits erlautert, ist die Herzinsuffizienz keine eigenstandige Krankheit, sondern
eine multiorganische Funktionsstorung. Betroffen von einer Funktionsstérung sind

hierbei vor allem das Herz, die Skelettmuskulatur und die Nierenfunktion.

Die initiale und ursachliche Myokardschadigung des linken Ventrikels fihrt zu einer
verminderten Herzauswurfleistung. Dies fuhrt zu einer Aktivierung mehrerer
neurohumeraler Kompensationsmechanismen mit dem Ziel die Herzfunktion zu
erhalten, beziehungsweise zu verbessern. Neben dem sympathischen System wird
unter anderem auch das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) aktiviert, die
Konzentration von natriuretischen Peptiden und Vasopressin ist erhoht. Dies fihrt
durch die Erhéhung der Spiegel von Renin, Angiotensin Il und Aldosteron im Plasma
zu einer Erhohung des arteriellen und vendsen Gefafdtonus. Eine héhere Vor- und

Nachlast des Herzens durch erhohte Noradrenalinspiegel sind die Folge. Die
12



standige Kompensation durch sympathische Aktivierung ist mit Apoptose,
Hypertrophie und fokalen Nekrosen der Herzmuskelzellen assoziiert (Jackson 2000).
Langfristig entsteht durch die chronisch-sympathische Aktivierung ein Circulus
vitiosus der strukturelle Umbauprozesse im Myokard in Gang setzt, die letzendlich zu
einem myokardialen Elastitzitatsverlust und somit zu einer weiteren Beeintrachtigung
der Herzfunktion und dem Fortschreiten der Herzinsuffizienz fihren (Modena, Aveta
et al. 2001; Lymperopoulos, Rengo et al. 2007).

Myokardiale Kontraktilitit /.~
7 ' —\
Organpeifusion )
Kompensationsmechanismen

VAR .

Svinathibiss: Renin

e e | | Vasopressin | | Angiotensin I
S Aldosteron
Kardiale Vasokonstriktion
{3-Adrenozeptor- Na*-H,0-Retention
besetzung

¥

Desensibilisierung
der kardialen
Adenylatzyklase

Abbildung 2: Neurohumerale Aktivierung und deren Folgen bei der Herzinsuffizienz
des Menschen aus (Hoppe 2011)

Uber im Herzen gelegene atriale und ventrikulare Barorezeptoren (A- und B-
Rezeptoren) werden, durch das RAAS hervorgerufene, Druck- und
Volumenveranderungen im Kreislauf detektiert und mit der Sezernierung von atrialem
natriuretischen Peptid (ANP) im Vorhof und der Sezernierung des natriuretischen
Peptids Typ B (BNP) im Ventrikel reagiert. Die Sekretion der natriuretischen Peptide,
die als physiologische Antagonisten des RAAS angesehen werden kdénnen, haben
eine Natriurese, Diurese und Vasodilatation zur Folge (Saito, Nakao et al. 1989;
Mukoyama, Nakao et al. 1991). In milderen Stadien der Herzinsuffizienz
funktionieren diese Kompensationsmechanismen und es kdnnen nur ein gering
erhohter peripherer Widerstand und Blutvolumen gemessen werden (Schrier and
Abraham 1999). ANP und BNP wirken als Antagonisten den Effekten von

Angiotensin Il auf die Gefal3spannung, der Sekretion von Aldosteron und der renal-
13



tubularen Reabsorbtion von Natrium entgegen. Als weiteres natriuretisches Peptid ist
das vom Endothel und =zentral-nervésen System ausgeschittete C-Typ
natriuretisches Peptid (CNP) bekannt. Es hat ebenfalls einen Effekt auf die
Vasodilatation und die Natriurese (Jackson 2000; Kalra, Clague et al. 2003; Del Ry,
Passino et al. 2006; Del Ry 2013). Vor allem BNP hat eine wichtige Bedeutung als
Marker bei Herzinsuffizienz (de Lemos, Morrow et al. 2001). Es konnte gezeigt
werden, dass die Auspragung der Herzinsuffizienz mit der Hohe der BNP-Werte
korreliert (Remme and Swedberg 2001). Dadurch, dass die natriuretischen Peptide
als wichtige Mediatoren im Kreislauf fungieren und ihr Anstieg im Plasma bei
Patienten mit Herzinsuffizienz frith gemessen werden kann, kommt ihnen eine
wichtige prognostische und diagnostische Bedeutung zu (Kohno, Horio et al. 1995;
Chen and Burnett 2000; Jackson 2000; Abassi, Karram et al. 2004). ANP und vor
allem BNP kénnen somit als unabhangige Faktoren der Mortalitat und Morbiditat bei
Herzinsuffizienz gesehen werden (Maeda, Tsutamoto et al. 2000; Roig, Perez-Villa et
al. 2000).

2.2 Myeloperoxidase

2.2.1 Grundlagen

Die als leukozytare Peroxidase bekannte Myeloperoxidase (MPO) ist ein Enzym,
welches eine wichtige Funktion bei der Immunabwehr hat, zugleich aber auch bei
kardiovaskular-inflammatorischen Erkrankungen eine Rolle spielt. Hauptsachlich ist
die Myeloperoxidase in neutrophilen Granulozyten, Monozyten und gewissen
Subtypen von Gewebsmakrophagen, wie z. B. Kupffer'sche Sternzellen der Leber zu
finden. Insgesamt kann MPO bis zu 5% des Gesamtproteingehalts von Granulozyten
ausmachen (Lau and Baldus 2006) (Nicholls and Hazen 2005). MPO hat eine
ungefadhre molekulare Masse von 150 kD und besteht aus schweren a-
Untereinheiten und leichten 3- Untereinheiten. Durch Disulfid-Bricken werden die
schweren a—Untereinheiten miteinander verbunden, die schweren (B-Untereinheiten
sind durch mannosereiche Kohlenhydrate und zwei Ham-Moleklle kovalent

aneinander gebunden (Klebanoff 2005).
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Abbildung 3: Dreidimensionale Struktur der homodimeren Myeloperoxidase
mithervorgehobenen Ham-Molekdlen (rot), Alpha-Helices (griin) und Beta-Faltblatt-
Strukturen (gelb). Aus Lau et al., Pharm Ther 2006.

Bereits in den sechziger Jahren konnte Klebanoff feststellen, dass zwischen MPO
und Wasserstoffperoxid (H,O,) als Cosubstrat eine katalytische Aktivitat besteht und
beschrieb dies als ein in neutrophilen Granulozyten vorkommendes starkes

antimikrobielles System (Klebanoff 2005).

2.2.1.1 Katalytische Aktivitdt und Pathogenabwehr/ Reaktionen

MPO st ein basisches Protein und bindet deshalb schnell an negativ geladene
Oberflachen. In neutrophile Granulozyten aufgenommen, kann es Mikroorganismen
umhullen oder bindet an biologische Membranen, wenn es aus der Zelle
herausgeschleust wurde. Eine Inaktivierung von MPO im nicht-gebundenen-Zustand
ist moglich durch Makrophagen, die sich z. B. in der extrazellularen Flissigkeit
befinden. Diese  Makrophagen konnen das Enzym durch Bindung an den

Mannoserezeptor phagozytieren (Klebanoff 2005).
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Wie bereits oben erwahnt, wird MPO mittels seines Cosubstrats H,O, oxidiert. Dabei
wird eine 2-Elektronen Reaktion durchlaufen, bei der MPO in Compound I, seine

reaktive Form, versetzt wird.

Die Ausgangsform erreicht MPO wieder, wenn es unter anderem mit Halogenen, vor
allem aber dem physiologisch am haufigsten vorkommenden, Chlorid, reagiert.
Neben anderen Halogenen kann diese Reaktion auch mit Nitrit (NO,") ablaufen
(Nicholls and Hazen 2005).

> MPO |

MPO <

HOCI Cl+ H*

Abbildung 4: Die durch die katalytische Aktivitat des MPO ablaufende 2-Elektronen-
Reaktion von MPO zu MPO | (= Compound 1) und beispielhaft die Riuckreaktion mit
Chlorid (Coym 2011)

Findet eine Aktivierung der neutrophilen Granulozyten statt, wird sowohl in den
Extrazellularraum als auch in die Phagosomen neben Hydrogenperoxid und
Superoxid auch MPO ausgeschittet. Hierbei findet, wie in der oben gezeigten
Abbildung, die Reaktion der Myeloperoxidase zusammen mit seinem Cosubstrat
H,O, statt, bei der schlie3lich hypochlore Saure (HOCI) entsteht. HOCI wiederum
wirkt bakterizid und antiviral (Eiserich, Baldus et al. 2002; Baldus, Heitzer et al. 2004;
Nicholls and Hazen 2005).

Es konnte in in-vitro Versuchen gezeigt werden, dass die Myeloperoxidase eine
immunkompetente Wirkung besitzt (Eiserich, Baldus et al. 2002). MPO scheint dabei
eine zentrale Rolle bei inflammatorischen Vorgangen zu spielen. Um erfolgreiche
Strategien zur Behandlung der akuten und chronischen Inflammation zu entwickeln

sind weitere Forschungen jedoch abzuwarten (Nussbaum, Klinke et al. 2013).
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Eine weitere Mdglichkeit, dass Compound | wieder in seine Ausgangs- und
Ursprungsform zurtickkehrt, besteht darin, dass zwei aufeinander folgende Ein-
Elektronen-Reduktionen stattfinden, bei denen durch Oxidation niedermolekulare
Reduktionsmittel, wie zum Beispiel Tyrosin, zu Radikalen werden (hier: Tyrosyl-

Radikale), die direkt mit NO reagieren kdonnen.

Bei dieser Reaktion entsteht Nitrit (NO2") und NO wird abgebaut. Als Endprodukt ist
das sogenannte Compound Il entstanden.

H.O,

H
\\ /_/1'

O

2

MF’O MPO |

- / Tymsm
a |
H*+ NO, —_| MPOH PNO + H*

\ Tyrosm T re

/ —( .
NO, - / — NO-+H,0

\ NO, - + J

Tyr - » NO,Tyr

Abbildung 5: Der grol3e Reaktionenkreislauf der durch MPO katalysierten
Reaktionen: Zwei 1-Elektron Reaktionen tber MPO II (= Compound Il) zur
Ausgangsform. Beispielhaft wird die NO Konsumption anhand der Reaktion mit
Tyrosin verdeutlicht. H202: Wasserstoffperoxid, NO2-: Nitrit, NO2: Stickstoffdioxid,
NO2Tyr: Nitrotyrosin (Klinke 2009)

Im Nagermodell konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten (PMN), das in den azurophilen Granula gespeicherte
MPO freisetzt. In weiteren Studien konnte bestatigt werden, dass eine erhdhte
Granulozytenaktivierung eine erhdhte lokale Ausschittung von MPO zur Folge hat.
Durch elektrostatische Wechselwirkungen mit Heparin-Glykosaminoglykanen bindet
das soeben freigesetzte MPO an Endothelzellen und gelangt durch Transzytose in
den subendothelialen Raum. Durch die gemeinsame Reaktion mit seinem Cosubstrat
H,O, greift das noch aktive MPO in die NO abhangige Signalkaskade ein und baut
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das vom Endothel stammende NO katalytisch ab (Baldus, Heeschen et al. 2003;

Brennan and Hazen 2003; Mollnau, Schulz et al. 2003). Durch die Oxidation entsteht

aus NO Nitrit, welches weiterreagiert und schlieBlich zum Stickstoffdioxid wird
(Baldus 2001; Klebanoff 2005).

SMC
Abbildung 6: Oxidation von NO durch die Myeloperoxidase (Baldus, Rudolph et al.

2006)

Weitere Forschungen im Nagermodell zeigten, dass MPO-defiziente Mause im
Gegensatz zu Wildtyp-Méausen keine Verschlechterung der Endothelfunktion nach
Lipopolysaccharid-Infusion aufwiesen. Somit konnte im Tiermodell bewiesen werden,
dass das Vorhandensein von MPO einen direkten Einfluss auf die Gefal3funktion hat
und diese verschlechtert (Eiserich, Baldus et al. 2002). Weiterhin kommt es durch die
MPO-katalysierten Reaktionen zu aggravierter endothelialer Dysfunktion. Durch die
verminderte Bioverfugbarkeit von NO und durch weitere Reaktionsprodukte von MPO
wie Stickstoffdioxid und HOCI wird die Entstehung von Nitrotyrosin erhoht und so

eine strukturelle Veranderungen der Gefalde begunstigt (Lau and Baldus 2006).

Dieses ist auch von klinischer Relevanz. Bei KHK Patienten konnte gezeigt werden,
dass die NO abhéngige Zunahme des Unterarmblutflusses invers mit dem MPO
Plasmaspiegel korreliert (Baldus, Heitzer et al. 2004). Untersuchungen in vivo
zeigten, dass bei Patienten mit erhhten MPO Konzentrationen im Plasma und in
Leukozyten das Vorkommen einer KHK deutlich erhdht war (Zhang, Brennan et al.

2001). Auch waren initial gemessene hohe MPO Werte bei Patienten mit Angina
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Pectoris Beschwerden ein guter unabhangig pradiktiver Wert zur Vorherbestimmung

des Risikos fur myokardiale Ischamien (Brennan, Penn et al. 2003).

Diese Ergebnisse stutzend, konnte in Follow-Up Studien gezeigt werden, dass bei
augenscheinlich gesunden Patienten/Probanden, deren MPO-Werte im Plasma
erhoht waren, eine positive Korrelation des Risikos fiur das Auftreten einer KHK

bestand (Meuwese, Stroes et al. 2007).

2.2.2 MPO bei chronischer Herzinsuffizienz

MPO kann als relevanter prognostischer Faktor fir eine Herzinsuffizienz angesehen
werden (Rudolph, Rudolph et al. 2007). Tang et al. konnte zeigen, dass die Plasma-
MPO-Spiegel bei Patienten mit Herzinsuffizienz, im Gegensatz zu denen der
gesunden Kontrollgruppe, signifikant erhoht waren. Die HOhe der MPO-
Plasmaspiegel korrelierte dabei mit den im Plasma gemessenen BNP-Werten.
AuRerdem stieg der MPO-Spiegel parallel mit der Erhéhung der Stufe in der NYHA-
Klassifikation (Tang, Brennan et al. 2006). Verschiedene weitere Studien zeigten
ebensolche Ergebnisse. Immer konnte ein Zusammenhang zwischen einer Erh6hung
der MPO-Plasmaspiegel und einer Herzinsuffizienz hergestellt werden (Tang,
Brennan et al. 2006).

In weiteren Studien wurden Hinweise gefunden, dass MPO bei akuter chronischer
Ischamie das myokardiale Remodeling verschlechtert (Askari, Brennan et al. 2003;
Vasilyev, Williams et al. 2005) und die Perfusion des Myokards durch seine
Eigenschaften als NO-oxidierendes Molekil beeintrachtig. Dieser Vorgang fuhrt
schlussendlich zu einer Beeintrachtigung/ Verminderung der Kammerfunktion
(Bauersachs and Schafer 2004; Baldus, Koster et al. 2005; Baldus, Mullerleile et al.
2006).
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2.2.1 Elastase

Ein weiterer unabhangiger Marker fir eine Aktivierung von PMNs ist das Enzym
Elastase. Es wird wie MPO ebenfalls von neutrophilen Granulozyten gespeichert und
bei Aktivierung in das Plasma ausgeschuttet (Shapiro, Campbell et al. 1991).
Elastase kann als Verlaufsparameter bei der Progression der chronischen
Herzinsuffzienz herangezogen werden. So wurden in einer Studie mit weiblichen
Patienten mit KHK und angiographisch gesicherten Koronarstenosen, signifikant
erhohte Elastasekonzentrationen beobachtet (Amaro, Gude et al. 1995). Bestatigt
wurde dies durch Studien bei Patienten, die an einer hochgradig eingeschréankten
LV—Funktion litten und nach Implantation ~ eines  linksventrikularen
Herzunterstitzungssystems (LVAD) einen deutlichen Abfall ihrer Elastasespiegel im
Serum zeigten (Clark, Loebe et al. 2001). Mehta et al. konnte dies bereits Ende der
Achtziger Jahre in Studien bei der isch&mischen Herzerkrankung nachweisen
(Mehta, Dinerman et al. 1989).

Elastase spielt ebenfalls eine Rolle bei der Pathogenabwehr in Synergie mit MPO.
Bakterien, Pilze und Parasiten kdonnen durch Elastase bekampft werden (Urban,
Reichard et al. 2006; Guimaraes-Costa, Nascimento et al. 2009; Ramos-Kichik,
Mondragon-Flores et al. 2009). Die genauen Mechanismen sind jedoch noch nicht
verstanden (Papayannopoulos, Metzler et al. 2010).

Elastase wurde in der vorliegenden Studie als zusatzlicher Parameter bestimmt, um
eine vermehrte Degranulation von Leukozyten fir die moglichen Veranderungen der

MPO-Plasmaspiegel zu detektieren.

2.2.2 Endotheliale Funktion

Das Endothel reagiert auf Veranderungen der Stromstarke des Blutes im Kreislauf
mit einer Anderung seiner GefalRweite und somit einer Erweiterung oder Verengung
seines Lumens. Der ausschlaggebende Reiz hierfur ist die Scherkraft des Blutes,
auch als ,shear stress* bezeichnet. Die Anderungen des GefaBlumens werden durch
vasoaktive Substanzen wie Stickstoffmonoxid, Prostazyklin, Angiotensin I,
Endothelin sowie PGE2 gesteuert (Ludmer, Selwyn et al. 1986). Furchgott et al.

beschrieb, dass nur bei intaktem Endothel eine Relaxation der glatten Muskelzellen
20



und so eine Dilatation des Gefalles durch Acetylcholin stattfindet. Fehlte das
Endothel, so kam es stattdessen zu einer Konstriktion der glatten GefalBmuskulatur.
Sie schlossen daraus, dass das Endothel eine Substanz produziert die fur die
Freisetzung von Acetylcholin verantwortlich ist und bezeichneten sie als EDRF
(Endothel derived relaxing factor) (Furchgott and Zawadzki 1980).

Ignarro et al. konnte Ende der Achtziger Jahre Stickstoffmonoxid als das fur die
EDRF-Aktivitat verantwortliche Gas identifizieren (Ignarro, Buga et al. 1987).
Abbildung 7 zeigt den Vorgang der Endothelfunktion.

hamodynamischer p
Scherstress Bradykinin

Rezeptoren + Acetyicholin

. ‘ Substanz P
I—> Ca?* 4—,

v
Arginin Korathtive NO-Smthase‘fcmu“n
S Endothelzelle
o
NO
~_ ",/

Losliche Ouanyl-lyuise

GTP ‘
Zykl. GMP
G-Kinase ¢——
v
Ca?* » Relaxation

Glatte Muskelzelle

Abbildung 7: Das endotheliale L-Arginin/NO-System. Durch Blutflussdnderungen
ausgeloste Schubspannung oder Rezeptor-Agonisten (Bradykinin, Acetylcholin,
Substanz P u. a.) stimulieren die endotheliale NO-Synthase, die aus L-Arginin NO
bildet und freisetzt. NO diffundiert zum glatten GefalBmuskel und aktiviert dort die
I6sliche Guanylcyclase, die durch cGMP-Bildung und darauf folgender Erniedrigung
der Calciumkonzentration zur Relaxation fiihrt (aus Drexler, 2000).
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2.3 Levosimendan

2.3.1 Struktur

Levosimendan ist ein intravenoser Wirkstoff aus der Substanzgruppe der Kalzium-
Sensitizer und wird zur Behandlung der akut dekompensierten Herzinsuffizienz
eingesetzt. Es besitzt die Strukturformel C14H12NsO (Abb.8) mit dem chemischen
Namen ("R")-2-[[4-[4-Methyl-6-0x0-4,5-dihydro-1H-pyridazin-3-yl] phenyl]
hydrazinyliden] propandinitril (IUPAC).

Abbildung 8: Chemische Struktur von Levosimendan

2.3.2 Inotropie

Levosimendan wirkt durch eine Stabilisierung der Bindung des kardialen Troponin C
mit Kalzium positiv inotrop (sog. Kalzium-Sensitivierung). Troponin C ist eine der 3
Troponin-Untereinheiten und wirkt als ein von der Kalzium-Konzentration abhéngiger
molekularer Regulator der myokardialen Kontraktion. Durch Levosimendan kommt es
zu einer verlangerten Interaktion zwischen Troponin C und Troponin I, und somit zu
einer erhdhten Kontraktionskraft (Papp, Edes et al.). Bemerkenswerterweise enfaltet
Levosimendan seine Wirkung ohne das intrazellulare Kalzium und somit ohne den
myokardialen Sauerstoffverbrauch zu erhéhen, wie es fur andere Wirkstoffe, die tber
die B-Rezeptor-cAMP-Proteinkinase A-Signalkaskade wirken, typisch ist (Lunghetti,
Palmerini et al. ; Dickstein, Cohen-Solal et al. 2008)
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2.3.3 Vasodilatation

Durch Offnung von ATP-sensitiven Kalium-Kanalen und der dadurch bedingten
Hyperpolarisation  der glatten  GefaBmuskulatur  besitzt  Levosimendan
vasodilatatorische Effekte. Diese Wirkung konnte im pulmonal-arteriellen Strombett
(Kivikko and Lehtonen 2005), in den Koronargefal3en, den Arterien der Mamma
(Michaels, McKeown et al. 2005; Akar, Manavbasi et al. 2007) sowie im arteriellen
und vendsen peripheren Gefal3system (Antila, Sundberg et al. 2007) nachgewiesen

werden.

2.3.4 Pleiotrope Effekte

Neben den Effekten von Levosimendan auf die Kontraktilitat des Myokards und auf
das endotheliale Gefal3system werden weitere pleiotrope Effekte von Levosimendan
beschrieben. Diesen pleiotropen Effekten wird eine wichtige Rolle fiir die klinischen
und prognostischen Folgen bei der akuten Herzinsuffizienz zugeschrieben (Parissis,
Andreadou et al. 2008).

2.3.5 Kardioprotektion

Wahrend einer akuten Exazerbation der Herzinsuffizienz findet aufgrund der
Ischamie, der erhdhten mechanischen Beanspruchung, Inflammation, oxidativem
Stress und der Erhéhung der Produktion neurohumeraler Hormone, resultierend in
einem fortschreitenden Herzversagen, ein erhéhter zellularer Verlust an
Herzmuskelzellen statt. In Studien wurde vermutet, dass Levosimendan
kardioprotektive Effekte besitzt, indem es durch die Aktivierung von ATP-abhangigen
Kalium-Kanalen (Katp) die mitochondriale Apoptose hemmt (Maytin and Colucci
2005). Nieminen et al. konnte in Studien zeigen, dass Levosimendan nicht zu einer
Erh6hung von Troponin T fuhrt (Nieminen, Akkila et al. 2000). In weiteren Studien
wurden Hinweise darauf gefunden, dass Levosimendan neben seinen
hamdodynamischen Effekten, Katp-Kanéle sowohl in der Plasmamembran als auch
in der mitochondrialen Matrix der Herzmuskelzellen aktiviert (Kopustinskiene,

Pollesello et al. 2001; Maytin and Colucci 2005). In weiteren Studien wurde durch
23



O’Rourke Dbestatigt, dass die Aktivierung mitochondrialer Katp-Kanale der
Herzmuskelzellen eine wichtige Rolle im Mechanismus der kardioprotektiven Effekte
einnimmt (O'Rourke 2004).

2.3.6 Anti-inflammatorische Prozesse/ Effekte von Levosimendan

In friheren Studien konnte gezeigt werden, dass eine Herzinsuffizienz gleichzeitig
mit erhdhten Plasmaspiegeln von pro-inflammatorischen Zytokinen wie TNF-alpha,
IL-6 und IL-betal einhergehen und den oxidativen Stress erhdhen, welcher
wiederum fur die erhéhte Apoptoserate der Herzmuskel- sowie der Endothelzellen
verantwortlich ist (Seta, Shan et al. 1996; Sasayama, Matsumori et al. 1999). Auch
konnte in verschiedenen Arbeiten ein Zusammenhang zwischen der Erh6hung der
Plasmaspiegel von TNF-Alpha und IL-6 mit Beschleunigung des Krankheitsverlaufes
und der Erh6hung der Mortalitat bei Patienten mit Herzinsuffizienz festgestellt werden
(Torre-Amione, Kapadia et al. 1996; Tsutamoto, Hisanaga et al. 1998; Plenz, Song et
al. 2001).

Gleichzeitig weisen spatere Studien daraufhin, dass Levosimendan durch
Verringerung der Zirkulation von pro-inflammatorischen Zytokinen und I6slichen
Induktoren von Apoptose anti-inflammatorische und anti-apoptotische Eigenschaften
besitzt (Parissis, Adamopoulos et al. 2004; Avgeropoulou, Andreadou et al. 2005;

Kyrzopoulos, Adamopoulos et al. 2005).

2.3.7 Klinische Studiendaten bei Patienten mit Herzinsuffizienz

Verschiedene Studien wie REVIVE | und Il, SURVIVE, LIDO und RUSSLAN konnten
letztlich eine Uberlegenheit bei der Behandlung mit Levosimendan bei Patienten mit
akuter Herzinsuffizienz (AHF) gegentber der Behandlung mit Kklassischen

Medikamenten, zum Beispiel Dobutamin, aufzeigen.

In der LIDO-Studie (Follath, Cleland et al. 2002) zeigte Levosimendan einen
dosisabhangigen Anstieg der Auswurfleistung, des Schlagvolumens, eine
dosisabhangige Verminderung des pulmonal-kapillaren Verschlussdruckes, des
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mittleren arteriellen Drucks und des gesamten peripheren Widerstandes. Nur 15%
der Patienten, die mit Dobutamin behandelt wurden erreichten diese Werte. Nach
einer Behandlung mit Levosimendan zeigten 68% der Patienten mit Dyspnoe eine
Verbesserung ihrer Symptomatik auf dem Dyspnoe-Score. Im Vergleich konnte dies

nur bei 59% der Patienten nach einer Dobutamin-Behandlung beobachtet werden.

Auf Grund von Variationen in der Applikationsform (mit Bolusgabe vs. keine
Bolusgabe) kam es jedoch, besonders in der REVIVE-Studie (Packer, Colucci et al.
2003; Teerlink, Massie et al. 2006), zunachst zu einer héheren Mortalitatsrate bei
den mit Levosimendan behandelten Patienten. Diese konnte in der LIDO- und
RUSSLAN-Studie (Moiseyev, Poder et al. 2002) nicht mehr nachgewiesen werden.
Im Zeitraum bis zu 6 Monaten konnte in diesen Studien kein negativer Effekt auf die
Uberlebensrate beobachtet werden (Follath, Cleland et al. 2002; Moiseyev, Poder et
al. 2002), jedoch wurde Levosimendan aufgrund der Studienlage zunachst nicht in

Deutschland zugelassen.

Insgesamt konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass die Behandlung
der akut dekompensierten Herzinsuffizienz mit Levosimendan Vorteile gegentber der
klassischen Behandlung mit Dobutamin hat und die Mortalitat sogar gesenkt wird
(Landoni 2010). Patienten, die nicht auf eine Therapie mit Diuretika und
Vasodilatatoren ansprachen, hatten Vorteile in der Symptomregression durch die

Behandlung mit Levosimendan (Earl and Fitzpatrick 2005).

2.3.8 Pharmakokinetik

Die Pharmakokinetik von Levosimendan wurde an gesunden Probanden und
Patienten mit einer milden Herzinsuffizienz untersucht. Es konnte gezeigt werden,
dass Levosimendan einer Halbwertszeit von nur ungefahr 1 Stunde unterliegt und zu
97-98% an Proteine im Plasma gebunden vorkommt (Sandell, Hayha et al. 1995). Es
unterliegt einem ausgepragten Stoffwechsel, dem sich die Exkretion seiner
Metabolite durch Urin  und Faeces anschlie3t (Lehtonen 2001). Den
Haupteliminationsweg stellt die Konjugation mt Glutathion dar. Uber einen anderen
Eliminationsweg entstehen durch Reduktion von anaeroben Bakterien zwei
Metabolite, das OR-1855 und das OR-1896 (Antila, Jarvinen et al. 1997).
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Interessanterweise betragt, wie oben bereits genannt, die Halbwertszeit von
Levosimendan nur etwa 1Stunde (Sandell, Hayha et al. 1995). Der therapeutische
Wirkspiegel konnte nach 3-4 Stunden unter konstanter Infusionsrate erreicht werden
(Kivikko, Lehtonen et al. 2003). Die Halbwertszeit seiner beiden aktiven Metabolite
OR-1855 und OR-1896 betragt 75-78 Stunden (Karlsson, Korkolainen et al. 1997;
Kivikko, Antila et al. 2002). In einer weiteren Studie wurde die Halbwertszeit fur die
Metabolite, je nach Hohe der Dosierung, mit 81+ 37 Stunden bzw. 81+ 28 Stunden
angegeben (Antila, Kivikko et al. 2004).
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Abbildung 9: Durchschnittswerte von Levosimendan und seinen Metaboliten nach
einer 24 Stunden Infusion bei Patienten mit Herzinsuffizienz. Aus (Lilleberg, Laine et
al. 2007)

Aus diesen Erkenntnissen wurde geschlossen, dass die langandauernden Effekte
von Levosimendan nicht nur auf die Muttersubstanz, sondern auch auf ihre beiden
aktiven Metabolite zurickzufihren sind, deren Konzentration 24 Stunden nach

Beendigung der Levosimendangabe anstieg (Kivikko, Lehtonen et al. 2003).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die bis zu 1 Woche anhaltenden
Effekte einer Levosimendangabe als 24 Stunden-Infusion, hdchstwahrscheinlich auf
die Bildung der beiden aktiven Metabolite OR-1855 und vor allem OR-1896 des

Levosimendans zurickzufuhren sind (Lilleberg, Laine et al. 2007).
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3 Studiendesign

3.1 Einschlusskriterien

Die Studie rekrutierte ausschliel3lich Patienten mit der Diagnose einer terminalen

chronischen Herzinsuffizienz, die folgende Kriterien erfillten:

3.2

Terminale Herzinsuffizienz (NYHA Klasse llI-1V, Stadium D nach ACC/AHA
2005)

Klinische Zeichen der Dekompensation mit Indikation zu einer Therapie mit
der positiv inotropen Substanz Levosimendan

Linksventrikulare Ejektions-Fraktion von < 30% in TTE oder MR innerhalb von
14 Tagen vor Einschluss in die Studie

Mindestalter: 18 Jahre

Ausschlusskriterien

Entsprechend der bekannten VorsichtsmaRnahmen fir die Anwendung von
Levosimendan und zum Ausschluss von Storfaktoren fir die Validitat der
MPO-Messung wurden Patienten mit folgenden Kriterien von der Studie

ausgeschlossen:

Eine bekannte chronische, schwere Niereninsuffizienz mit einer Kreatinin-
Clearance < 30ml/min (mittels der MDRD Formel errechnet)

Eine schwere Leberfunktionsstérung mit einem Bilirubinwert > 2.0 mg/dl

Eine schwere akute oder chronische Lebererkrankung

Das systemische Entziindungssyndrom (SIRS) oder eine stattgehabte Sepsis
innerhalb der letzten 2 Wochen vor Studieneinschluss

Die Einnahme von entziindungshemmenden Substanzen

Eine andere oder =zusatzliche Therapie mit Katecholaminen oder

Phosphodiesterasehemmstoffen wahrend des Studienzeitraumes
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- Patienten, die das 18. Lebensjahr noch nicht vollendet haben, die nicht
zustimmungs- oder einwilligungsfahig oder Teilnehmer an einer anderen
Studie sind

3.3 Abbruchkriterien

Folgende individuelle und klinische Abbruchkriterien wurden bertcksichtigt:

Individuelle Kriterien:

- Widerruf der Zustimmung zum Einschluss in die Studie durch den Patienten
- Die Verweigerung von MalBnahmen, die in Zusammenhang mit der Studie

standen, wie zum Beispiel die notwendigen Blutenthahmen.

Klinische Kriterien:

- Weitere, akute Verschlechterung des Patientenzustandes und die damit
einhergehende Indikation zum Ausbau der Therapie mit inotroper
Unterstitzung durch Katecholamine oder Phosphodiesterasehemmstoffe

- Reanimation und/ oder Bewusstlosigkeit des Patienten

- Transfusion oder Infusion von Plasmabestandteilen
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4 Materialien

4.1 Materialien

Dextran Dextran from Leuconostoc mesenteroides/
Sigma®
EDTA Sigma®

Elastase ELISA

PMN-Elastase ELISA IBL International

Falcon

Cellstar, Tubes/ greiner bio one

Filter 0,22um

Millex GS Filter Unit/ MF Millipore Membrane

Glucose 5% 500ml

B.Braun®, Germany

Griess Regent R1+ R2

Cayman Chemical Company

H,O Ampuwa®/ Fresenius Kabi

HBSS Hanks Balanced Salt Solution, GIBCO®
Histopaque®- Sigma Aldrich

Mini- Spike B.Braun®

MPO ELISA CardioMPO/ ClevelandHeartLab

Natriumchlorid-L6sung, 0,9%

B.Braun® (Melsungen)

Nitrat/Nitrit

Cayman’s Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay

Kit. (Cayman Chemical Company)

OD Messung MRX/ Dynex Technologies
Perfusor- Spritze B.Braun®
Pipetten Gilson

PMN- Elastase ELISA

ELISA IBL International

Saugpipette Hirschmann Laborgerate

Simdax® Hersteller: Orion Corporation, Orionintie 1A,
Finland

Spritzen B.Braun®

Zentrifuge Eppendorf®

Tabelle 4: Materialien
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5 Methoden

5.1 Methoden in vivo

Nach der Feststellung der Indikation fur eine Behandlung mit Levosimendan und
Einschluss des Patienten in die Studie, wurde den Probanden ein zentralvendser
Katheter (ZVK) gelegt. Punktiert wurden hier, lege artis, die V. jugularis interna oder
V. subclavia.

Nach erfolgter Punktion wurde standardmaRRig eine RoOntgen-Thoraxaufnahme
angefertigt und direkt vor der Gabe von Levosimendan Blut fir die sogenannte
Baseline Bestimmung abgenommen. Es erfolgte bei jeder Blutentnahme (BE) die
Abnahme von 3 EDTA-R6hrchen a 2,7ml, eines 7,5ml Serum-Rohrchens und eines
NH4+-Heparinréhrchens a 5,5ml. Ebenfalls wurde zu jeder BE eine Blutgasanalyse
(BGA) durchgefunhrt.

Die Levosimendan-Gabe erfolgte kontinuierlich als Dauerinfusion mittels eines
Infusiomaten (B.Braun, Germany). Levosimendan (12,5mg Simdax, Orion Oyi,
Finnland) wurde in 500ml 5%iger Glucoselésung (B.Braun, Germany) verabreicht.
Die Standardlaufrate der Infusion mit einer Konzentration von 0,025mg/ml betrug
21ml/h. Bei unerwinschten Arzneimittelreaktionen wie Hypotonie, Schwindel,
Kopfschmerz etc., konnte die Laufrate gesenkt oder temporar gestoppt werden
(maximal 1 Stunde). Die Dosierung erfolgte daraufhin individualisiert auf Anweisung

des diensthabenden Arztes.

In allen Fallen erfolgte bei den im UHZ des Universitatsklinikum Hamburg bekannten

Patienten eine Kardioechographie.

Bei Studieneinschluss wurden weiterhin demographische und anamnestische Daten
wie Alter, Geschlecht, GroR3e, Gewicht und koronare Risikofaktoren, bzw. koronare
Vorerkrankungen, erhoben. Ebenfalls wurde die aktuelle Belastbarkeit nach NYHA
bestimmt. Die Aufnahme in das Studienprotokoll wurde von jeweils einem der
insgesamt 2 zugelassenen Studienarzte in standardisierter und reproduzierbarer Art

und Weise durchgefihrt.
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5.1.1 Verarbeitung des Patienten-Blutes

Gemal dem Studienaufbau wurde den Patienten vor der Gabe der Levosimendan-

Infusion Blut fur die Baseline Untersuchung abgenommen. Die 2. Blutentnahme (BE)

erfolgte 1 Stunde nach Start der Infusion, die 3. BE nach 6 Stunden, die 4. BE nach

24 Stunden. 24 Stunden nach Ende der Levosimendan-Infusion erfolgte die 5. BE.

Dieser Zeitpunkt konnte, je nachdem wie gut die Infusion individuell vertragen wurde,

variieren. Die letzte, im Studienprotokoll festgelegte Blutentnahme fand 7 Tage (=168

Stunden) nach Beginn der Infusion statt und beendete gleichzeitig die Teilnahme der

Patienten an der Studie.

Skizze Studienablauf:

Baseline Stationdre Patienten

Blutentnahme

| mit Anwendung von Levosimendan aus klinischer Indikation

/ y A
\ 4

A A

v

geeignete

Patienten

Blutentnahmen

I I I I // | I // I
/7 /7
Zeit (Stunden) 0 1 6 24 48 168
Baseline Follow-up

Abbildung 10: Skizze des Studienablaufes

31




Folgende Werte wurden durch ein zertifiziertes Zentrallabor bestimmit:

- Differential-Blutbild

- hsCRP

- NT-proBNP

- Interleukin-6
Parameter Assay/ Bestimmung
Differential-Blutbild Durchflusszytometrie, Siemens Advia
Hb Photometrisch
Interleukin-6 Antibody-ECLIA, Roche
NT-proBNP LOCI-Test (Fa. Siemens)
CRP, hsCRP Nephelometrischer Immuno-assay,

Siemens

Granulozyten Photometrisch

Tabelle 5: Bestimmung der Blutproben und zugehérige Messmethode

Gleichzeitig wurde ein Standard Routine-Labor, Transaminasen (AST, ALT, GGT),
Bilirubin und Kreatinin beinhaltend, im Zentrallabor der Klinischen Chemie des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf bestimmt.

Jeweils 2 EDTA-R6hrchen wurden zigig im eigenen Forschungs-Labor verarbeitet.
EDTA wurde vor allem aus dem Grund verwendet, da Heparin MPO aus seiner
Bindung mit endothelialen Glykosaminen herauszulésen vermag, und damit die
gemessenen MPO-Plasma-Spiegel artifiziell erhoht worden waren (Baldus, Rudolph
et al. 2006).

Das Blut wurde mit 1000rpm 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert, das
Plasma abpipettiert und mit Stickstoff schnell herabgekihlt. Bei -80°C wurden die

Proben weggefroren und gelagert.

Im Zuge der Blutentnahme wurde immer eine vendse BGA angefertigt (Radiometer
ABL 90 SERIE).
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5.2 Methoden in vitro

5.2.1 Invitro Analyse von Vollblut

EDTA-Blut wurde fur die in vitro Versuche von gesunden Probanden gewonnen und
fur 6 Stunden mit Levosimendan (500ng/ml) bei Raumtemperatur inkubiert. Aus der
Levosimendan-Orginalldsung (Simdax®) mit 2,5 mg/ml wurde zunachst eine
Zielkonzentration von 2,5ng/pl in einer 1:1000 Verdinnung (5ul Levosimendan:
4995ul HBSS+ 0,25% BSA) hergestellt.

In jedes Well der ELISA-Platte, welches zur Levosimendan-Gruppe gehort, mit einem
Volumen von 800pl, wurden 200 pl einer 1: 1000 Verdinnung (mit HBSS + 0,25%
BSA) pipettiert.

Im Anschluss an die sechsstindige Inkubation mit Levosimendan erfolgte die
Stimulation mit 20ul HBSS + 0.25% BSA (Kontrolle) oder mit 20ul 100nM PMA
(phorbol 12-myristate 13-acetate), 1uM fMLP (N-formyl-Met-Leu-Phe) und 10uM
AT 1l (Angiotensin 2). Die stimulierten Proben wurden 45 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Zentrifugation fir 10 Minuten
bei 600rcf. Das Pellet wurde verworfen, der Uberstand in Eppendorf GefaRe

pipettiert, mit flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C weggefroren.

Abbildung 11 zeigt die Skizze des Versuchsablaufes der in vitro Versuche

Kontrolle

— Levosimendan JA

+ Stimulation

Kontrolle

L Levosimendan Nein

+ Stimulation

Blutentnahme
|

Abbildung 11: Standardisierter Ablauf aller in vitro Versuche mit jeweils
verschiedenen Versuchsvariablen
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5.2.2 MPO ELISA

Zur Bestimmung der Plasma MPO-Werte wurde laut den Herstellerangaben der
Firma CardioMPO/Cleveland Heart Lab vorgegangen. Die in vitro Proben wurden
1:100 verdunnt. Die optische Dichte wurde bei 450nm mittels des ELISA-Reader
(DYNEX REVELATION 4.22) bestimmt.

5.2.1 PMN Elastase ELISA

Zur Bestimmung des Elastase-Wertes wurde ein ELISA-Test laut den
Herstellerangaben (PMN-Elastase ELISA IBL International) durchgefuihrt. Die Proben
wurden in das Verhaltnis 1:100 versetzt. Es wurden 5ul Proben mit 495ul der Sample
Diluent Losung verwendet. Die optische Dichte wurde bei 450nm im ELISA-Reader
(DYNEX REVELATION 4.22) abgelesen. Die Hintergrundkorrektur fand bei 620nm

statt.

5.2.2 Nitrat-Nitrit Bestimmung

Zur Bestimmung der Nitrat/ Nitrit-Werte wurde laut den Herstellerangaben der Firma
Cayman Chemical Company vorgegangen. Die optische Dichte wurde bei 450nm
mittels des ELISA- Reader (DYNEX REVELATION 4.22) bestimmt. Die
Hintergrundkorrektur fand bei 620nm statt.
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6 Statistik

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit SPSS 17.0 (Statistical
Package for Social Science, Chicago) und GraphPad Prism 6.01. Die Daten wurden
mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests auf Normalverteilung gepruft, bei
angenommener Normalverteilung wurde der ungepaarte Studtents T-Test
durchgefuhrt, ansonsten der Mann-Whitney-U-Test. Vergleiche zwischen mehr als 2
Gruppen wurden mit der einfaktoriellen Anova-Analyse berechnet. Die Vergleiche
eines Parameters zwischen den unterschiedlichen Zeitpunkten nach Levosimendan-
Gabe wurde mit Hilfe einer linearen mixed model-Analyse durchgefiihrt, bei der
Intersubjekt-Effekte eingeschlossen wurden und der Zeitpunkt als wiederholte
Messung (abhangiger Parameter) berechnet wurde. Als post-hoc Test wurde der
Fisher LSD-Test durchgefihrt.

Normalverteilte Daten werden als arithmetischer Mittelwerte xStandardfehler des
Mittelwertes (SEM) dargestellt, nicht normalverteilte Daten als Median und
Interquartilsabstand. Die Wahrscheinlichkeit eines Fehlers erster Art wurde mit a=
0,05 angenommen, das Signifikanzniveau wurde dementsprechend mit einer
Irrtumswabhrscheinlichkeit von p= < 0,05 festgelegt. Die Korrelation wurden mit Hilfe
der Pearson Produkt-Moment-Korrelation ausgerechnet, wenn die Variablen sich
intervallskaliert und normal verteilt zeigten, ansonsten wurde der Spearmans rho —

Koeffizient berechnet.
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7 Ergebnisse

7.1 Das Patientenkollektiv

Die an der Studie teilnehmenden Patienten kdonnen folgendermal3en kategorisiert

werden:

Insgesamt nahmen 25 Patienten an der Studie teil. Hiervon waren 22 Patienten
mannlichen Geschlechts und 3 Patienten weiblichen Geschlechts. Das mediane Alter
im Gesamtkollektiv betrug 59 Jahre. Soweit dokumentiert, konnte eine
Erkrankungsdauer von durchschnittlich 8,25 Jahren (SD + 1,395) festgestellt werden.

Als Krankheitsursache wurde bei 7 Patienten eine ischamische Kardiomyopathie und
bei 12 Patienten eine dilatative Kardiomyopathie angegeben. Die restlichen

Diagnosen werden mit Sonstige bezeichnet.

Das Gewicht bei stationarer Aufnahme und vor Beginn der Levosimendan-Therapie
betrug im Durchschnitt 90 kg. Die méannlichen Patienten wogen im Schnitt 93 kg
wahrend das Durchschnittsgewicht bei den weiblichen Patienten bei 69 kg lag.

Anzahl %

Méannlich 22 88

Weiblich 3 12

Isch&mische

Kardiomyopathie 7 28
Dilatative

Kardiomyopathie 12 48
Sonstige

Erkrankung 6 24

Tabelle 6: Patientendaten (n= 25)
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Durchschnitt Mannlich Weiblich
Alter (Jahre) 59 (49-69) 59 (48-69) 57 (54-68)
Gewicht (kg) 90,2+6,9 92,9 69,1

Tabelle 7: Allgemeine Patienten-Daten (n=25)

In der Aufnahmeuntersuchung wurde mittels Echokardiographie die linksventrikulare
Ejektionsfraktion (EF) des Herzens bestimmt, die Belastbarkeit gemessen und auf
korperliche Zeichen wie periphere Odeme untersucht. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen wurden auf die Einteilungskriterien nach NYHA lbertragen und so

den Patienten der jeweilige Schweregrad der Herzinsuffizienz zugeteilt.

Anzahl (n=25) Mannlich (n=22) | Weiblich (n=3)
Odeme 13 (52%) 11 2
NYHA 1II 11 (44%) 9 2
NYHA IV 14 (56%) 13 1

Tabelle 8: Aufnahmeuntersuchung und Klassifikation der Schwere der
Herzinsuffizienz, (Prozentangaben 2 Anzahl der Patienten im Patientenkollektiv mit
n=25)

Die EF der Patienten wurde vor Einschluss in die Studie mittels
Kardioechokardiographie bestimmt und musste, wie in den Einschlul3kriterien

gefordert Werte kleiner 30% betragen.

Eine bestehende Vormedikation konnte bei allen Patienten bei stationarer Aufnahme

dokumentiert werden.

Die absoluten Medikamenteneinahmen zeigt die folgende Tabelle:
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Medikament Anzahl %
ACE-Hemmer/Sartane 18 72
Allopurinol 3 12
Amiodarom 12 48
Antidepressiva 8
ASS 100mg 4 16
Beta-Blocker 19 76
Clopidogrel 3 12
Digitalis 2 8
Diuretika 20 80
Fe2+ 2 8
Heparin 13 52
Insulin 2 8
Kalium 28
L-Thyroxin 4 16
Marcumar 11 44
Mg2+ 8 32
Nitrate 2 8
Protonenpumpenhemmer 11 44
Statine 9 36
Thyreostatika 2 8

Tabelle 9: Begleitmedikation des Gesamtkollektivs (n= 25), zum Zeitpunkt der

stationaren Aufnahme

Im Rahmen der weiteren Untersuchungen zur stationdren Aufnahme wurden die

Daten von Herzfrequenz in Ruhe sowie des systolischen und diastolischen

Blutdruckes (RR) in Ruhe erhoben:
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Ruhe-Herzfrequenz
(Schlage/min) 76 £6
Ruhe-RR systolisch
(mmHg) 103+7,9
Ruhe-RR diastolisch
68 4,85
(mmHg)

Tabelle 10: Vitalparameter bei der Aufnahme (n=24)

Im Zuge der stationdren Klinikaufnahme wurde bei einigen Patienten (n=12) eine

Herzkatheteruntersuchung durchgefihrt. Es wurden in standartisierter Art und Weise

die klinischen Parameter/ Herzdriicke gemessen:

rechtsatrialer systolisch und diastolischer Druck (RAmean)

Rechtsventrikular systolisch und diastolischer Druck

Mittlerer pulmonalarterieller Druck (PA mean)

Wedge-Druck (PCWP = Pulmonary Capillary Wedge Pressure,

Verschlussdruck)

Herzkatheteruntersuchung:

Anzahl Mannlich Weiblich

12 (48%) 11 (92%) 1 (8%)

Tabelle 11: Durchgefiihrte Herzkatheteruntersuchungen (Prozentangaben bezogen
auf das Gesamtkollektiv, n=25)

Die ermittelten Druckwerte in der Rechtsherzkatheteruntersuchung sind in der

folgenden Tabelle dargestellt.
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Druckwerte in mmHg
RA-mean in mmHg 9,4 +3,5
RV-systolisch 46 + 9,6
RV-diastolisch 83+29
PA-systolisch 45,8 £ 9,6
PA-diastolisch 215+4
PA-mean 30,75+5,7
PCWP mean 20,3+3,9

Tabelle 12: ermittelte Werte der Rechtsherzkatheteruntersuchung (n=12)

Die Studie wurde mit insgesamt 25 Patienten begonnen. Im Verlauf des
Studienzeitraumes reduzierte sich die Anzahl der noch teilnehmenden Patienten.
Zum Follow up Zeitpunkt (=168 Stunden nach Beginn der Levosimendangabe) und
gleichzeitigen Ende der Studie, konnten noch 18 Patienten (=72%) untersucht
werden. Die Grunde fir ein Ausscheiden aus der Studie waren durch die
Ausschlusskriterien vorgegeben (eskalierende Therapie mit Katecholaminen; n= 2).
Weitere Grinde waren eine Verlegung des Patienten in ein anderes Krankenhaus
zur Weiterbehandlung (n= 3) oder die Entlassung aus der stationaren Behandlung
(n=2). Die Ergebnisse zum Zeitpunkt 168 Stunden werden jeweils mit n=18

angegeben.
Zeitpunkt in Stunden (X) Anzahl der Studienteilnehmer
0 25
1 25
6 25
24 25
48 19
168 18

Tabelle 13: Studienteilnehmer zum Zeitpunkt X

40



7.2 Ergebnisse Vitalparameter

7.2.1 Ergebnisse Herzfrequenz:

Die Herzfrequenz zeigte Uber den Studienzeitraum von einer Woche keine
signifikanten Anderungen. Kurzfristige Senkungen konnten, allerdings ohne

signifikante Veranderungen, bei einigen Patienten beobachtet werden.
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Abbildung 12: Mittelwerte Herzfrequenz zum Zeitpunkt X, n=25 ; * p<0,05; **p<0,01

Messung: Herzfrequenz
Zeitpunkt Mittelwerte in Standardfehler Signifikanz
bpm

0 76 3,3
75 3,3 0,828
6 72 2,5 0,278
24 76 2,5 0,960
48 75 2,4 0,798
168 72 2,5 0,318

Tabelle 14: MW und SEM fur Herzfrequenz. Die Signifikanz ergibt sich durch den
paarweisen Vergleich von Messung 1 vs. Messung 2-5 (=Zeitpunkt Oh vs. 1-168
Stunden); n=25; * p<0,05; **p<0,01
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7.2.2 Blutdruck (RR)

Systolischer Blutdruck:

Bei den Messungen des systolischen Blutdruckes zeigte sich zum Zeitpunkt 48

Stunden ein signifikanter Abfall. Zum Studienende wurden Werte nahe dem MW des

Ausgangswertes gemessen.
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Abbildung 13: Mittelwerte systolischer Blutdruck zum Zeitpunkt X; n=25; * p<0,05; **

p<0,01
Messung: Systolischer RR
Zeitpunkt in
Stunden | Mittelwerte in mmHg | Standardfehler Signifikanz
0 103,2 4,0
1 103,2 3,8 0,990
6 100,4 3,7 0,563
24 99,4 3,0 0,304
48* 93,9 4,2 0,041
168 99,7 4,1 0,291

Tabelle 15: MW und SEM fur systolischer Blutdruck. Die Signifikanz ergibt sich durch
den paarweisen Vergleich von Messung 1 vs. Messung 2-5 (= Zeitpunkt Oh vs. 1-168
Stunden); n=25; * p<0,05; **p<0,01
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Diastolischer Blutdruck:

Die Messungen des diastolischen Blutdruckes zeigten zum Messpunkt 6 Stunden

einen signifikanten Abfall. Wahrend des gesamten folgenden Studienzeitraumes

wurden signifikant niedrige diastolische Blutdruckwerte gemessen.

mean diastolic blood pressure

Abbildung 14: Mittelwerte diastolischer Blutdruck zum Zeitpunkt X; n=25; * p<0,05;

70
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error bars: +/- 1 SE
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**n<0,001
Messung: RR diastolisch
Zeitpunkt in
Stunden | Mittelwerte in mmHg | Standardfehler Signifikanz
0 68,1 25
1 67,2 2,8 0,714
6* 63,1 2,1 0,031
24** 60,7 2,0 0,002
48* 59,7 2,7 0,013
168* 62,2 2,4 0,027

Tabelle 16: MW und SEM fur diastolischer Blutdruck. Die Signifikanz ergibt sich

durch den paarweisen Vergleich von Messung 1 vs. Messung 2-5 (=Zeitpunkt Oh vs.

1-168 Stunden) ; n=25; * p<0,05; **p<0,01
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7.3 Ergebnisse Gewicht

48 Stunden nach Beginn der Gabe von Levosimendan konnte eine deutliche
Abnahme des Gewichts beobachtet werden. Das Gewicht zeigte zum Studienende

weiterhin Werte einer stark signifikanten Abnahme.
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Abbildung 15: Mittelwerte Gewicht zum Zeitpunkt X; n=25; * p<0,05; **p<0,001

Messung  Gewicht
Zeitpunkt in
Stunden Mittelwerte in kg Standardfehler Signifikanz
0 90,2 3,59
24 91,6 6,01 0,420
48* 89,2 4,35 0,041
168** 82,3 3,22 0,003

Tabelle 17: MW und SEM fur Gewicht. Die Signifikanz ergibt sich durch den
paarweisen Vergleich von Messung 1 vs. Messung 2-5 (=Zeitpunkt Oh vs. 24- 168
Stunden) ; n=25; * p<0,05; **p<0,01
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7.4 Ergebnisse Kreatinin

Kreatinin zeigte nach 24 Stunden einen signifikanten Abfall, der auch noch nach 48
Stunden zu messen war. Am Ende des Studienzeitraumes wurden Werte nahe dem

Ausgangsnhiveau gemessen.
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Abbildung 16: Mittelwerte Kreatinin zum Zeitpunkt X; n=25; * p<0,05; ** p<0,01

Messung: Kreatinin
Zeitpunkt in
Stunden Mittelwerte in pg/ml Standardfehler Signifikanz
0 1,544 0,1 -—--
1 1,23 0,15 0,133
6 1,3 0,2 0,256
24** 1,29 0,12 0,009
48** 1,45 0,14 0,007
168* 1,44 0,05 0,041

Tabelle 18: MW und SEM fur Kreatinin. Die Signifikanz ergibt sich durch den
paarweisen Vergleich von Messung 1 vs. Messung 2-5 (=Zeitpunkt Oh vs. 1-168

Stunden) ; n=25; * p<0,05; **p<0,01
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7.5 Ergebnisse Hamoglobin

Bei den Messungen von Hamoglobin konnten in den ersten 6 Stunden der Studie
signifikante Werte ermittelt werden. Zunachst sanken die Werte fir Hamoglobin
signifikant, nach 24 Stunden war wiederum ein leichter Anstieg zu erkennen mit
immer noch signifikanten Werten der bis zum Zeitpunkt 48 Stunden anhielt. Zum

Ende der Studie konnten Werte nahe dem Ausgangsniveau ermittelt werden.
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Abbildung 17: Mittelwerte Hamoglobin zum Zeitpunkt X; n=25; * p<0,05; ** p<0,01

Messung: Hamoglobin
Zeitpunkt in
Stunden Mittelwerte in pg/ml Standardfehler Signifikanz
0 12,4 0,48
1 12,2 0,47 0,095
6** 11,7 0,46 0,0001
24** 12,0 0,45 0,005
48 12,2 0,55 0,061
168 12,3 0, 62 0,864

Tabelle 19: MW und SEM fir Hamoglobin. Die Signifikanz ergibt sich durch den
paarweisen Vergleich von Messung 1 vs. Messung 2-5 (=Zeitpunkt Oh vs. 1-168
Stunden) ; n=25; * p<0,05; **p<0,01
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7.6 Ergebnisse Entzindungsparameter

7.6.1 Leukozyten

Die Leukozytenzahlen blieben wéahrend des gesamten Studienzeitraumes gleich und

zeigten keine signifikanten Veranderungen.
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Abbildung 18: Mittelwerte Leukozyten zum Zeitpunkt X; n=25; * p<0,05; ** p<0,001

Messung: Leukozyten
Zeitpunkt
in Stunden Mittelwerte in tsd/ul Standardfehler Signifikanz
0 7,04 0,38
1 7,03 0,399 0,966
6 7,1 0,431 0,609
24 6,98 0,397 0,796
48 6,89 0,522 0,641
168 7,67 0,472 0,208

Tabelle 20: MW und SEM Leukozyten. Die Signifikanz ergibt sich durch den
paarweisen Vergleich von Messung 1 vs. Messung 2-5 (=Zeitpunkt Oh vs. 1-168
Stunden) mit n=25; * p<0,05;** p<0,01
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7.6.2 Ergebnisse Granulozyten

Bei den Granulozyten konnte 6 Stunden nach Beginn der Levosimendan- Infusion

ein signifikanter Abfall beobachtet werden.

Im weiteren Verlauf erreichten die Granulozyten wieder ihr Ausgangsniveau und

zeigten Uber den gesamten Studienzeitraum keine Veranderungen mehr.
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Abbildung 19: Mittelwerte Granulozyten zum Zeitpunkt X; n=25; * p<0,05;** p<0,01

Messung: Granulozyten
Zeitpunkt in Mittelwerte in Prozent
Stunden Anteil an Leukozyten Standardfehler Signifikanz
0 68,17 2,22
1 69,77 2,12 0,206
6** 64,78 2,37 0,010
24 68,06 2,04 0,922
48 67,98 1,88 0,933
168 65,96 1,22 0,206

Tabelle 21: MW und SEM Granulozyten. Die Signifikanz ergibt sich durch den
paarweisen Vergleich von Messung 1 vs. Messung 2-5 (=Zeitpunkt Oh vs. 1-168
Stunden) ; n=25; * p<0,05; **p<0,01
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7.6.3 Ergebnisse CRP

Die Werte fur CRP fielen leicht ab, zum Zeitpunkt 24 Stunden konnte ein signifikanter
Wert gemessen werden. Nach einer Woche (168 Stunden) zeigte sich ein Anstieg
der CRP-Werte, der jedoch aufgrund einer grof3en Heterogenitéat nicht signifikant
unterschiedlich in Bezug auf andere Zeitpunkte war.
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Abbildung 20: Mittelwerte CRP zum Zeitpunkt X; n=25; * p<0,05; ** p<0,01

Messung: CRP
Zeitpunkt in Mittelwerte in
Stunden mg/dl Standardfehler Signifikanz
0 10,22 2,44
1 8,69 2,44 0,865
6 7,07 1,54 0,330
24* 8,55 1,35 0,011
48 7,86 1,65 0,147
168 20,05 7,74 1,000

Tabelle 22: MW und SEM fur CRP. Die Signifikanz ergibt sich durch den paarweisen
Vergleich von Messung 1 vs. Messung 2-5 (=Zeitpunkt Oh vs. 1-168 Stunden) ; n=25;
* p<0,05; **p<0,01
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7.6.4 Ergebnisse IL-6

Bei der Messung von IL-6 konnte zunachst ein signifikanter Anstieg gemessen
werden. Zum Zeitpunkt der letzten Messung konnten Werte nahe dem
Ausgangsniveau ermittelt werden. Im Zeitraum 6 Stunden bis zu einer Woche konnte

ein signifikanter Abfall der II-6 Konzentrationen gemessen werden.
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Abbildung 21: Mittelwerte IL-6 zum Zeitpunkt X; n=25; * p<0,05; ** p<0,01 versus 0
Stunden; #< p0,05 vs. Zeitpunkt 6 Stunden

Messung: IL-6
Zeitpunkt Mittelwerte in
in Stunden pg/ml Standardfehler Signifikanz
0 16,956 2,643
1* 19,252 2,818 0,021
6** 22,512 3,325 0,000
24~ 20,632 2,875 0,027
48 21,422 4,339 0,362
168# 15,512 2,858 0,448

Tabelle 23: MW und SEM flr IL-6. Die Signifikanz ergibt sich durch den paarweisen
Vergleich von Messung 1 vs. Messung 2-5 (=Zeitpunkt Oh vs. 1-168 Stunden) ; n=25;
* p<0,05; p**<0,01; #< p0,05 vs. Zeitpunkt 6 Stunden
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7.7 Ergebnisse NT-proBNP

In unserer Studie wurde das N-terminale-proBNP als Marker der Herzbelastung
gemessen. Die Plasmaspiegel des NT-proBNP zeigten zunadchst Kkeine
Veranderungen. 24 Stunden nach Start der Infusion war ein signifikanter Abfall zu

messen, der bis zum Studienende zu beobachten war.
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Abbildung 22: Mittelwerte NT-proBNP zum Zeitpunkt X; n=25; * p<0,05; **p<0,01

Messung: NT-proBNP
Zeitpunkt in Stunden | Mittelwerte in pg/ml | Standardfehler Signifikanz
0 6907,9 1142
1 6816,9 1071 0,763
6 6768,2 1077 0,636
24** 5515,2 902,9 0,001
48** 4905,9 1390 0,011
168** 3954,8 634.,4 0,000

Tabelle 24: MW und SD NT-proBNP. Die Signifikanz ergibt sich durch den
paarweisen Vergleich von Messung 1 vs. Messung 2-5 (=Zeitpunkt Oh vs. 1-168
Stunden) ; n=25; * p<0,05; **p<0,01
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7.8 Ergebnisse MPO

In der folgenden Grafik sind die Mittelwerte der MPO-Spiegel aufgezeigt. Es konnte
beobachtet werden, dass MPO in der frihen Phase (=1 Stunde nach Start der
Infusion) eine diskrete Erh6hung seiner Werte zeigt. Nach 6 Stunden ist ein
signifikanter Abfall zu sehen. Im Verlauf der Studie stiegen die MPO-Werte wieder

an, um nach einer Woche signifikant hohe Werte gegeniiber dem Ausgangswert zu

erreichen.
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Abbildung 23: Mittelwerte MPO zum Zeitpunkt X; n=25; * p<0,05; **p<0,01
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Messung: Myeloperoxidase
Mittelwerte in
Zeitpunkt in pg/mi Standardfehler Signifikanz
Stunden
0 252,09 31,10
1 263,55 37,83 0,670
6* 215,02 27,96 0,043
24 237,14 26,01 0,223
48 278,82 36,67 0,877
168* 377,38 15,4 0,026

Tabelle 25: MW und SEM fur MPO- Spiegel des Gesamtkollektives im
Studienzeitraum. Die Signifikanz ergibt sich durch den paarweisen Vergleich von
Messung 1 vs. Messung 2-5 (= Zeitpunkt Oh vs. 1-168 Stunden); n=25; * p<0,05;
**p<0,01



7.9 Ergebnisse Elastase

Die Elastasewerte fielen in den ersten 24 Stunden signifikant ab. Im Verlauf des

Studienzeitraumes konnte ein diskreter, nicht signifikanter Wiederanstieg verzeichnet

werden.
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Abbildung 32: Mittelwerte Elastase des Gesamtkollektivs wahrend des
Studienzeitraumes in pg/ml zum Zeitpunkt X; n=25; * p<0,05; **p<0,01

Messung: Elastase
Zeitpunkt in
Stunden Mittelwerte in pg/ml Standardfehler Signifikanz
0 103,71 17,7
1 80,98 12,1 0,253
6* 66,67 5,7 0,047
24* 68,29 54 0,049
48 70,5 7,3 0,075
168 82,3 11,6 0,320

Tabelle 26: MW und SEM fir Elastase. Die Signifikanz ergibt sich durch den
paarweisen Vergleich von Messung 1 vs. Messung 2-5 (=Zeitpunkt Oh vs. 1-168

Stunden) ; n=25; * p<0,05; **p<0,01
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7.10 Ergebnisse Nitrit

Bei der Bestimmung der Nitritwerte als Indikator fir die Bioverfugbarkeit von NO,
konnten zu Anfang stabile Werte gemessen werden, ohne dass eine signifikante
Veranderung zu beobachten war. Im letzten Teil des Studienzeitraumes stiegen

diese Werte hochsignifikant an.
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Abbildung 38: Mittelwerte Nitrit zum Zeitpunkt X; n=25; * p<0,05; **p<0,01

Messung: Nitrit
Zeitpunktin |\ erte in uM Standardfehler Signifikanz
Stunden

0 14,16 1,1 -
1 14,17 1,1 0,989
6 13,94 1,1 0,720
24 12,66 1,1 0,073
48 12,87 1,6 0,212

168** 82,29 11,7 0,001

Tabelle 27: Mittelwerte und SEM fur Nitrit. Die Signifikanz ergibt sich durch den
paarweisen Vergleich von Messung 1 vs. Messung 2-5 (=Zeitpunkt Oh vs. 1-168
Stunden) ; n=25; * p<0,05; **p<0,01
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7.11 In vitro Ergebnisse von MPO und Elastase unter Stimulation

In dieser Versuchsreihne wurden die MPO- und Elastase- Ausschittung aus
stimuliertem im Vergleich zu unstimuliertem Vollblut bestimmt, um die direkten
Effekte von Levosimendan auf die PMN-Aktivierung zu messen. Hierzu wurde
Vollblut jeweils mit einem Stimulus fir polymorphkernige neutrophile Granulozyten
(PMNs) inkubiert und die jeweilige MPO- oder Elastase-Ausschittung als Marker der
PMN-Aktivierung gemessen. Als Stimulantien wurden PMN (500 nl), fMLP(5ul)/PMA
(5ul), TNF-alpha (5ul) und Angiotensin Il (10ul) verwendet. Der Stimulationszeitraum
betrug 45 Minuten. Gemessen wurde die Vergleichsgruppe ohne Zugabe von
Levosimendan und die Gruppe mit dem Zusatz von Levosimendan. Levosimendan
wurde immer in einer Konzentration von 500ng/ml im jeweiligen Versuch zugegeben.
Der Zeitpunkt des Vergleichs fand nach 6 Stunden Inkubation bei Raumtemperatur

statt.

Vergleich von unstimuliertem und stimuliertem Vollblut

Zunachst wurde die MPO-Ausschiittung bei unstimulierten PMN gemessen.

MPO release of unstimulated PMNs
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Abbildung 39: Messung der MPO- Ausschlittung bei nicht stimulierten

polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten aus Vollblut; Kontrolle n=9;
Levosimendan n=10
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Es konnten keine signifikanten Unterschiede bei der MPO-Ausschittung gemessen

werden.

Um eine mogliche Korrelation von MPO- und Elastase-Ausschittung zu erkennen
wurden die Proben ebenfalls in einem Elastase- ELISA durchgemessen. Die

Ergebnisse der Elastase-Ausschittung sind in den jeweiligen Grafiken dargestellt.

Elastase release of unstimulated PMNs
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Abbildung 25: Messung der Elastase-Ausschittung bei nicht stimulierten
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten, n=12 pro Gruppe

Ausschittung von MPO und Elastase aus stimulierten Granulozyten

In dieser Versuchsreihe wurden die Granulozyten mit verschiedenen Stimulantien
aktiviert und die jeweilige MPO- oder Elastase- Ausschittung im Vergleich zur

Kontrollgruppe ohne Levosimendan-Zugabe gemessen.
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Messung der MPO-Ausschuttung bei Aktivierung der Granulozyten mit
fMLP/PMA:

Activation with fMLP /PMA
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Abbildung 26: Aktivierung der Granulozyten mit fMLP/PMA, Beobachtung der MPO-
Ausschuttung aus Vollblut; Kontrolle n=9; Levosimendan n=10

Signifikante Unterschiede der MPO-Ausschittung konnten bei der Stimulation von
Granulozyten mit fMLP/PMA zwischen der Kontrollgruppe und der Levosimendan-

Gruppe beobachtet werden.
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Messung der Elastase-Ausschittung bei Aktivierung der Granulozyten mit
fMLP/PMA:

Activation with fMLP / PMA
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Abbildung 27: Stimulation der Granulozyten mit fMLP/PMA und Beobachtung der
Elastase-Ausschittung aus Vollblut, n=18 pro Gruppe; * p<0,05;** p<0,005

Elastase release
(fold change over unstimulated)

Im Elastase-ELISA konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
mit Gabe von Levosimendan und kein Levosimendan festgestellt werden.

Stimulation von Granulozyten mit TNF- alpha mit Messung der MPO-

Ausschittung
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Abbildung 28: Ausschittung von MPO nach Stimulation der Granulozyten mit TNF-
alpha aus Vollblut; n=6 pro Gruppe
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Bei der Aktivierung der Granulozyten mit TNF-alpha konnten keine signifikanten
Unterschiede bei der MPO-Ausschuttung zwischen den Gruppen festgestellt werden.

Stimulation von Granulozyten mit TNF- alpha und Messung der Elastase-
Ausschittung

Activation with TNF-alpha

-

L
control with levosimendan

Elastase release
(fold change over unstimulated)

Abbildung 29: Aktivierung der Granulozyten mit Angiotensin Il und Beobachtung der
Ausschuttung von Elastase aus Vollblut, n=6 pro Gruppe

Bei der Aktivierung der Granulozyten mit TNF-alpha konnten keine signifikanten
Unterschiede bei der Elastase-Ausschittung zwischen den Vergleichsgruppen
festgestellt werden
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Stimulation von Granulozyten mit Angiotensin Il mit Messung der MPO-
Ausschittung

Activation with Angiotensin Il

n.s.

I

MPO release

control with Levosimendan

(fold change over unstimulated)

Abbildung 30: Aktivierung der Granulozyten mit Angiotensin Il und Beobachtung der
Ausschuttung von MPO aus Vollblut; n=6 pro Gruppe

Bei der Aktivierung der Granulozyten mit Angiotensin Il konnten keine signifikanten
Unterschiede bei der MPO-Ausschuttung zwischen den Gruppen festgestellt werden.
Es konnte ausschliesslich eine minimale Aktivierung von Leukozyten unter
Angiotensin lI-Stimulation festgestellt werden (1,17-facher Anstieg von MPO in der

Kontrolle vs. 1,14-facher Anstieg in der Levosimendan-Gruppe).
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Stimulation von Granulozyten mit Angiotensin Il mit Messung der Elastase-

Ausschittung

Activation with Angiotensin Il

1.59
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Elastase release
(fold change over unstimulated)
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Abbildung 31: Aktivierung der Granulozyten mit Angiotensin Il und Beobachtung der
Ausschuttung von Elastase aus Vollblut (n=6 pro Gruppe)

Bei der Aktivierung der Granulozyten mit Angiotensin Il konnten keine signifikanten
Unterschiede bei der Elastase-Ausschittung zwischen den Gruppen festgestellt

werden.
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7.12 Zusammenfassung

Zusammenfassunqg der Ergebnisse der in vivo Daten

1. MPO
Patienten im Zustand einer akuten Verschlechterung ihrer chronischen
Herzinsuffizienz zeigten bei Gabe einer Levosimendan-Infusion, zunachst
einen signifikanten Abfall der Myeloperoxidase von 252,1 + 31,1 pg/ml auf
215,0 + 28,0 pg/ml. Zum Zeitpunkt des Follow-Up nach 7 Tagen konnte ein
signifikanter Wiederanstieg auf 377,4 + 15,4 gemessen werden.

2. Elastase
Zunachst war ein signifikanter Abfall der Elastase zum Zeitpunkt 6 Stunden
und 24 Stunden nach Beginn der Levosimendaninfusion zu messen (von
Baseline-Untersuchung 103.2 = 17,7 ng/ml zu 81 = 12,1 ng/ml zum Zeitpunkt
6h und 66,7 £ 5,7 ng/ml zum Zeitpunkt 24h). Im Studienverlauf zwischen dem
2. zum 7. Tag zeigte sich ein Wiederanstieg der Elastase-
Plasmakonzentration ohne signifikante Werte zu erreichen.

3. Nitrit
Innerhalb der ersten zwei Tage der Studie konnten keine Veranderungen der
Nitrit-Werte gemessen werden. Zum Ende der Studie wurden signifikant hohe
Werte des Nitrits gemessen (von Baseline Untersuchung 14.2 + 1,1 uM zum
Zeitpunkt 7 Tage mit 82.3 + 11.7 uM, p<0.01)

4. Granulozyten
Die Werte der Granulozyten zeigten 6 Stunden nach Beginn der Gabe der
Levosimendan- Infusion einen hochsignifikanten Abfall (64.78 + % vs. 68.17 *
2.22% zum Zeitpunkt der Baseline- Bestimmung). Im weiteren Verlauf
erreichten die Granulozyten wieder ihr Ausgangsniveau und zeigten tber den
gesamten Studienzeitraum keine Veranderungen mehr.

5. Entzindungsparameter
Die Entzindungsparameter zeigen fur CRP einen signifikanten Abfall nach 24
Stunden (10,2 + 2,4 vs. 8,55 + 1,4mg/dl Baseline). Zum Studienende konnten
erhohte jedoch nicht signifikant unterschiedliche Werte bei grol3em

Standardfehler gemessen werden.
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Einen signifikanten Anstieg zeigte IL-6 vom Zeitpunkt 1 zu 24 Stunden.
Verglichen zum Zeitpunkt 6 Stunden wurden am Studienende erniedrigte
Werte fir IL-6 gemessen.

. Herzinsuffizienz/ kardiale Belastungsparameter

Die Zeichen der akuten Herzbelastung, in unserer Studie indirekt Gber das NT-
proBNP gemessen, zeigten 24 Stunden nach Start der Levosimendan-Infusion
einen Abfall der bis zum Studienende messbar ist (von Baseline 6907,9 +
1142.0 pg/ml zu 3974 + 634.4 pg/ml nach 7 Tagen).

Kreatinin, als Parameter der renalen Funktion, zeigt 24 Stunden nach Beginn
der Levosimendan-Infusion einen signifikanten Abfall, der auch zum Zeitpunkt
48 Stunden messbar ist. Zum Studienende hin kdnnen Werte auf
Ausgangsniveau gemessen werden.

. Kreislaufparameter

Die Herzfrequenz unter Levosimendangabe blieb gleich. Es zeigten sich
Blutdrucksenkungen. Vor allem der diastolische Blutdruck sank wahrend der
Infusion ab. Es konnte ein hochsignifikanter Abfall der diastolischen
Blutdricke gemessen werden. Der Effekt der Absenkung war zum

Studienende weiter signifikant.

. Gewicht

Wahrend des Studienzeitraumes konnte eine deutliche Gewichtsabnahme, mit
signifikanten Ergebnissen zum Zeitpunkt 48 Stunden gemessen werden. Zum
Studienende war ein hochsigifikanter Gewichtsverlust zu messen (90.2 + 3.6
kg vs. 82.3 + 3.2 kg innerhalb des Studienzeitraumes von 7 Tagen).
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Zusammenfassung der Ergebnisse der in vitro Daten

Um zusatzlich eine Aussage zu den Effekten von Levosimendan auf die
Aktivierung von PMN machen zu kénnen, wurde Vollblut von gesunden
Probanden mit einer Konzentration von 500ng/ml Levosimendan inkubiert. Die
Proben wurden im Vergleich zu einer Kontrollgruppe gemessen. Die
Ergebnisse zeigen, dass nur eine Zugabe von Levosimendan keinen direkten
Einflu auf die MPO- oder Elastase- Freisetzung aus den Leukozyten im
Vollblut hat.

Es konnte jedoch ein signifikanter Abfall der MPO-Ausschuttung bei der
Levosimendan-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden,
wenn die im Vollblut enthaltenen Leukozyten und Granulozyten mit
fMLP/PMA stimuliert worden waren (8,2 £ 1,4 facher Anstieg mit Stimulation
ohne Levosimendan vs. 6 + 0.9 facher Anstieg in stimulierten Zellen mit

Levosimendan.
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8 Diskussion

In dieser prospektiven, beobachtenden Arbeit sollte der Einfluss von Levosimendan
auf die leukozytdre und endotheliale Funktion bei 25 Patienten mit akut
dekompensierter chronischer Herzinsuffizienz gezeigt werden. Im Speziellen sollte
untersucht werden, ob eine Behandlung mit Levosimendan zu einer Abnahme der
MPO-Plasmakonzentration fuhrt und somit die endotheliale und leukozytare Funktion
gunstig beeinflusst wird.

Patienten, die im Rahmen einer akuten Verschlechterung und Dekompensation ihrer
Herzinsuffizienz in das universitare Herzzentrum des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf kamen, wurden bei Erfullung der geforderten Einschlul3kriterien in die
Studie aufgenommen und mit Levosimendan behandelt. Der Beobachtungszeitraum
betrug eine Woche.

Levosimendan hat einen, zumindest kurzfristig, gunstigen Einfluss auf den Verlauf
der akuten Herzinsuffizienz. Diese kurzfristigen Effekte des Levosimendans, die
unter anderem durch deutlich verringerte BNP-Werte, einer Abnahme des
Korpergewichts sowie der Abnahme der Symptome von Dyspnoe und Miudigkeit
deutlich werden, wurden bereits in verschiedenen Studien beschrieben u. a.
(Slawsky, Colucci et al. 2000; Follath, Cleland et al. 2002).

Wie in der Einleitung beschrieben, konnten mehrere Studien zu Levosimendan
positive Wirkungen von Levosimendan bei Patienten im Zustand einer akuten
Exazerbation der Herzinsuffizienz zeigen. Zu diesen Wirkungen zahlen eine
verbesserte Inotropie ohne vermehrten Sauerstoffverbrauch am Herzen (Dickstein,
Cohen-Solal et al. 2008; Lunghetti, Palmerini et al. 2011; Papp, Edes et al. 2012),
positive Auswirkungen auf die Vasodilatation vergleiche u. a. (Kivikko and Lehtonen
2005; Antila, Sundberg et al. 2007), Kardioprotektion (Nieminen, Akkila et al. 2000;
O'Rourke 2004; Maytin and Colucci 2005) sowie antiinflammatorische Eigenschaften
(Parissis, Adamopoulos et al. 2004; Avgeropoulou, Andreadou et al. 2005;
Kyrzopoulos, Adamopoulos et al. 2005). Bis heute sind allerdings nicht alle

Wirkungen von Levosimendan bekannt.

Das Ziel dieser Studie war es, den Einfluss von Levosimendan auf die leukozytére
und endotheliale Funktion bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz zu messen
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und die festzustellenden Verbesserungen des Gesundheitszustandes der Patienten
wahrend und nach der Gabe von Levosimendan mit weiteren Daten zu belegen.
Durch die Studie versuchten wir neue Ruckschlusse auf die Wirkung von
Levosimendan zu ziehen, um das Krankheitsbild der Herzinsuffizienz und die Rolle
von MPO besser zu verstehen und eventuell neue Ansatzpunkte fur weitere Studien

zu finden.

Bekannt ist, dass MPO einen ungunstigen Einfluss auf die Gefal3relaxation des
Endothels ausubt und, durch die Gabe von Levosimendan im akuten Stadium der
Dekompensation einer chronischen Herzinsuffizienz, eine signifikante Besserung des
Zustandes der Patienten erreicht werden kann. In vorangegangenen Arbeiten zeigten
verschiedene Arbeiten den Zusamenhang zwischen MPO und einer
Verschlechterung der Gefalirelaxation durch schnelleren NO Abbau (Brennan, Penn
et al. 2003; Nicholls and Hazen 2005; Baldus, Rudolph et al. 2006). Auch ein
Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und endothelialer Dysfunktion wurde

bereits beschrieben (Cai and Harrison 2000; Vita, Brennan et al. 2004).

Patienten, die im Zustand einer akuten Verschlechterung ihrer chronischen
Herzinsuffizienz in das universitdre Herzzentrum kamen, zeigten bei Gabe einer
Levosimendan-Infusion  zunachst einen signifikanten Abfall von MPO-
Plasmaspiegeln. In den sequentiellen  Messungen der MPO-Spiegel konnte
beobachtet werden, dass nach 6 Stunden ein signifikanter Abfall der MPO-Spiegel
stattfand (MW von 215 + 31,1 pg/ml nach 6h vs. 252 + 28,0 pg/ml bei Baseline
Untersuchung). Im Verlauf des Studienzeitraumes wurden steigende Messwerte
beobachtet, zum Zeitpunkt des Follow-Up war gar eine signifikante Steigerung der
MPO-Spiegel (377,4 + 15,4) zu messen.

Bekannt ist, dass von Granulozyten ausgeschittetes MPO an die Endothelwand
bindet, akkumuliert und in den subendothelialen Raum gelangt, um dort NO zu
oxidieren. Dies fuhrt zu einer lokal verminderten Bioverfigbarkeit von NO und somit
zu einer Verschlechterung der endothelialen Funktion (Eiserich, Baldus et al. 2002;
Baldus, Heeschen et al. 2003; Mollnau, Schulz et al. 2003).

Dass Heparin eine wichtige Rolle beim Ablésen des MPO vom Endothel spielt und so
zu einer Erhéhung der NO-Bioverfiugbarkeit fuhrt beschrieben Baldus et al. (Baldus,

Rudolph et al. 2006). Heparinadministration verbessert weiterhin nicht nur die NO-
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Bioverfugbarkeit, sondern ebenfalls die endotheliale Funktion bei Patienten
(Rudolph, Rudolph et al. 2010).

In unserer Studie steht interessanterweise der Anstieg des MPO entgegen der
verbesserten Endothelfunktion, die sich durch eine vermehrte Bioverfugbarkeit von
NO darstellt, gemessen durch die hohen Nitritwerte in unserer Studie (Kleinbongard,
Rassaf et al. 2002; Lauer, Kleinbongard et al. 2002; Tsikas 2007). Eventuell spielt
hier ein anderer Faktor eine Rolle. Mdglich ist, dass sich im Laufe unseres
Beobachtungszeitraums MPO von der Endothelwand 16st und somit mehr NO zur
Verfiigung steht. Denkbar ware auch ein weiterer Mechanismus. Dadurch dass die
Gabe von Levosimendan zu einem verringerten peripheren Widerstand mit
vermehrter NO-Produktion beziehungsweise erniedrigten diastolischen Blutdruck
fuhrt setzt eine vermehrte kompensatorische Ausschittung von MPO ein. Zu diesen
Vermutungen sind allerdings keine Daten zu finden, weshalb diese beiden Ansatze
rein spekulativ sind. Einzig Rudolph et al. beschrieb eine Verbesserung der
endothelialen Funktion mit Anstieg der MPO-Plasmakonzentration nach
Heparinadministration (Rudolph, Rudolph et al. 2010). Jedoch gab es in unseren
Messungen zu keiner Zeit signifikante Unterschiede zwischen den MPO- oder
Elastase-Plasma Spiegeln der Patienten mit oder ohne Heparingabe. Somit bleibt die

Ursache des zu verzeichnenden MPO-Wiederanstiegs spekulativ.

Es ist bekannt, dass ein TNF-alpha induzierter proinflammatorischer Stimulus die
Aufnahme von Makromolekilen in die luminale endotheliale Glykokalix erhdéht (Henry
and Duling 2000). Mdoglich ware somit, dass ein generell reduzierter
Inflammationsstatus nach Levosimendan-Gabe zu einer Restrukturierung der

Glykokalix fuhrt und so eine verminderte Bindung von MPO induziert wird.

Auf Grund von Umstrukturierungen der Glykokalix kann sich bekannterweise eine
veranderte elektrostatische Interaktion von MPO mit dem Endothel ergeben (Klinke
2009) und somit ist eine Freisetzung von MPO vom Endothel méglich, vergl.
(Bangalore and Travis 1994; Baldus 2001; Lau, Mollnau et al. 2005).

Zusatzlich zu diesen Beobachtungen lassen unsere in vivo Daten vermuten, dass
Levosimendan und seine Metabolite einen systemischen Effekt auf die Aktivierung
von PMN auslbt und somit niederigere Werte von MPO 6 Stunden und Elastase bis

zu 24 Stunden nach einer Levosimendan-Infusion zu messen sind. Diese Vermutung
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konnte bereits in einer aktuellen Studie der Arbeitsgruppe von Hasslacher et al.
bestatigt werden. Es konnte gezeigt werden, dass Levosimendan
immunmodulatorische Effekte besitzt, indem es den sogenannten ,oxidativen Burst"
von PMN verringert. Diese Eigenschaft konnte Teil der kardioprotektiven Wirkung

von Levosimendan sein (Hasslacher, Bijuklic et al. 2011).

Unsere Studie zeigt, dass die ex vivo Inkubation von Vollblut mit Levosimendan nach
Stimulation mit PMA/fMLP zu einer Senkung der MPO-Ausschittung fuhrt. Diese
Beobachtung unterstreicht die immunmodulatorischen Effekte des Levosimendans.
Zusatzlich lassen unsere ex vivo Ergebnisse einen systemischen Effekt des
Levosimedan auf die PMN-Aktivierung vermuten, einhergehend mit erniedrigten
MPO- und Elastase-Konzentrationen 24 Stunden nach Beginn der Behandlung mit
Levosimendan. Diese Ergebnisse werden unterstutzt durch bereits veroffentlichte
Daten, die zum einen eine verbesserte Endothelfunktion 24 Stunden nach Beginn
einer Levosimendan Therapie zeigen (Parissis, Karavidas et al. 2008) und dariber
hinaus, dass die endotheliale Funktion durch Leukozytenaktivierung und
insbesondere durch die Aktivitdit des MPO beeinflusst wird (Baldus, Rudolph et al.
2006; Rudolph, Wipper et al. 2012). Klinke et al. bestétigt diesen Mechanismus und
konnte zeigen, dass eine verringerte Rekrutierung von PMNs, die bei Aktivierung
MPO ausschitten und die Endothelfunktion weiter verschlechtern wirden, zu einer

deutlich verbesserten Endothelfunktion fuhrt (Klinke, Nussbaum et al. 2011).

Insgesamt wird vermutet, dass bei erhdhter NO-Konzentration im Plasma, vermehrt
vorhandenes NO, produziert durch die konstitutive NOS (cNOS) oder die selektive
induzierbare NO-Synthase (iNOS), die Migration von Neutrophilen herunterreguliert.
Dieser Effekt scheint eine Folge der Verringerung der am Endothel haftenden und
abgeldsten Neutrophilen zu sein (Zitat Tanja Rudolph EHJ). Weiterhin scheint es
eine induzierte Apoptose in den abgeldsten/ abgewanderten Neutrophilen zu geben
(Dal Secco, Paron et al. 2003).
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Abbildung 32: Schematische Darstellung der MPO-vermittelten Rekrutierung
neutrophiler Granulozyten (PMN) durch Reduktion der elektrostatischen Abstol3ung
zwischen Glykokalyx von Endothel und PMN (Klinke, Nussbaum et al. 2011)

Die Elastasewerte zeigten zu Beginn unserer Studie eine starke signifikante
Senkung. Im Verlauf und zum Follow up wurden Werte nahe des Ausgangsnhiveaus

beziehungsweise des Zeitpunktes 1 Stunde gemessen.

Der relativ ahnliche Verlauf der Messwerte von Elastase im Zusammenhang mit
MPO in unserer Studie zeigt, dass Elastase, ebenso wie MPO, von den frei
zirkulierenden Granulozyten ausgeschuttet wird, da beide gemeinsam in den
azurophilen Granulozyten gespeichert werden (Shapiro, Campbell et al. 1991). Im
Tierversuch konnten kardioprotektive Effekte der Elastastase bei Ratten festgestellt
werden (Tiefenbacher, Ebert et al. 1997).

Im Verlauf der Studie zeigten sich, wie bei den MPO-Werten, zunachst signifikante
Senkungen der Elastase-Plasmalevel. Im Gegensatz zu den MPO-Werten, die gegen
Ende der Studie signifikant erhdoht waren, konnte bei den Elastase-Werten ,nur®
Werte nahe der Ausgangswerte gemessen werden. Diese Beobachtung lasst die
Vermutung zu, wie schon von Rudolph et al. beschrieben, dal? keine erneute
Ausschittung von Elastase bzw. MPO aus den Granulozyten stattgefunden hat,
sondern MPO eventuell vom GefalRendothel gelost wurde, was erhohte MPO-

Plasmalevel zur Folge hat. Vergleiche (Rudolph, Rudolph et al. 2010).
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In unserer Studie konnte bei der in vitro Inkubation von Elastase mit Levosimendan
kein Unterschied gesehen werden. Die unterschiedliche Sekretion von MPO und
Elastase in unseren Versuchen ist wahrscheinlich auf eine unterschiedliche Reaktion
auf die jeweiligen Stimuli (fMLP/PMA, AT II, TNF-a) zurtickzufuhren.

Dies konnte in einer Studie von Ceusters et al. in vitro bei Pferden gezeigt werden.
Es wurde untersucht ob und wie sich die Myeloperoxidase- und Elastase-
Ausschuttung aus Neutrophilen bei Pferden mit verschiedenen Stimuli unterscheiden.
Als Stimuli wurden PMA, TNF-a, LPS (Lipopoylsaccharide) sowie die Kombination
von Cytochalasin B (CB) mit fMLP und LPS mit TNF-a verwendet. Insgesamt wurde
bei den Versuchen jeweils immer die Ausschittung von MPO beobachtet, bei
Elastase kam es dabei nie zu einer signifikanten Elastase-Sekretion, mit Ausnahme
bei der Stimulation mit PMA (Ceusters, Serteyn et al. 2012).

Verschiedenste klinische Daten zeigen, dass durch eine Behandlung mit
Levosimendan die Marker fir oxidativen Stress nicht ansteigen und der
beschleunigte Abbau von NO reduziert wird (Parissis, Andreadou et al. 2008). Dies
konnte durch unsere Messungen bestatigt werden, durch den Nachweis von
signifikant erhdhten Plasmakonzentration von Nitrit zum Studienende gegenuber

dem Ausganswert.

Da NO ein sehr kurzlebiges Molekdl ist, behalfen wir uns durch die gangige Griess
Methode bei der im Plasma vorkommendes Nitrit gemessen wird vergl.
(Kleinbongard, Rassaf et al. 2002; Lauer, Kleinbongard et al. 2002; Tsikas 2007). In
einer Studie von Lauer et al. wurde gezeigt, dass die Messung von NO, im Plasma
des Kreislaufes des Unterarms, Anderungen in der lokalen eNOS-Aktivitat

widergespiegelt (Lauer, Preik et al. 2001).

Levosimendan verursacht einen konzentrationsabhéangigen und Kalium assoziierten
Anstieg der NO-Produktion. Dieser Effekt wurde von Grossini untersucht und zeigte
eine Aktivierung der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS), bedingt
durch intrazellulare Reaktionen von cAMP und dem Offnen von mitchondrialen K*-
Kanalen (Grossini, Molinari et al. 2009). NO verhindert die Leukozytenadhasion am
Endothel die sich in einem nicht proliferativen Zustand befinden und limitiert
gleichzeitig die Plattchenaggregation (Schéafer, Fraccarollo et al. 2009). Weiterhin
besitzt NO die Fahigkeit die endotheliale Aktivierung zu begrenzen und eine
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Adhasion von Monozyten am Endothel zu verhindern, um so einige seiner
antiatherogenen und entzindungshemmenden Eigenschaften innerhalb der
GefalBwand auszuiben (De Caterina, Libby et al. 1995). In unserer Studie konnte
zum Follow-up ein hochsignifikanter Anstieg von Nitrit nach 7 Tagen gemessen
werden, der als Ausdruck einer verbesserten Endothelfunktion und eventuell einer
Regenerierung des Endothels zu sehen ist. Interessanterweise geht dieser Wert mit
einer systemischen und korperlichen Verbesserung beziehungsweise Regression der
dekompensierten Herzinsuffizienz einher vergl. (Parissis, Papadopoulos et al. 2007).
Inwieweit diese hohen Werte von NO weiterbestehen, konnte durch unsere Studie
nicht nachvollzogen werden und misste in Studien untersucht werden.
Weiterfuhrende Studien hinsichtlich Persistenz der verbesserten kardialen Leistung,
einer verbesserten korperlichen Leistungsfahigkeit und eventuell einem Stopp oder
einer Regression der Herzinsuffizienz koénnten weitere Aufschlisse Uber die
langfristigen Wirkungen von Levosimendan geben. Kleinere Studien zur
Untersuchung unter anderem der ,Quality of life®, einer verbesserten LV-Funktion
und Symptom-Regression haben hierzu schon stattgefunden vergl. (Papadopoulou,

Mavrogeni et al. 2009) (Mavrogeni, Giamouzis et al. 2007).

Erhohte Nitrit-Plasma Level kénnen weiterhin ein Indikator einer Makrophagen-
Aktivierung sein (Tzeng, Ho et al. 2003). In unseren Ergebnissen fanden wir keine
erhohten NO- Plasmawerte korrelierend mit hohen Werten der Inflammation. Nach
einer Woche waren keine signifikanten Anstiege von IL-6, Granulozyten, Leukozyten
oder CRP zu messen. Bei den Granulozyten konnte insgesamt beobachtet werden,
dass zunachst ein signifikanter Abfall stattfand, zum Studienende hin wurden Werte

nahe dem Ausgangsniveau gemessen.

Ob ein Abfall der Granulozyten auf einen Verbrauch/ Abbau oder eine Konsumption
zuriickzufiihren ist, kann aus unseren Ergebnissen nicht nachvollzogen werden.
Womdglich ist der Granulozyten-Abfall ein Zeichen fir den Verbrauch. Bei einer
vermehrten Aktivierung von PMNs sollte jedoch auch der MPO- Spiegel ansteigen,

was in unseren Daten nicht nachvollzogen werden kann.

Keine signifikanten Veranderungen konnten bei den Gesamt-Leukozyten-Zahlen

gemessen werden.
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Wie bereits erwahnt, besitzt Levosimendan anti-oxidative, anti-inflammatorische und
anti-apoptotische Eigenschaften. Insgesamt sind die immunmodulatorischen
Eigenschaften noch nicht komplett verstanden. Sie kdnnten aber eine wichtige Rolle
in der neurohumeralen Antwort bei Herzinsuffizienz spielen (Adamopoulos, Parissis
et al. 2006; Zager, Johnson et al. 2006; Parissis, Andreadou et al. 2008). Dies ist von
Bedeutung, da die Anzahl der Zytokine (IL-6 und TNF alpha) bei Patienten mit
Herzinsuffizienz erhdht sind und sowohl mit dem Schweregrad, als auch der
Prognose der Herzinsuffizienz korrelieren (Torre-Amione, Kapadia et al. 1996; Mann
2002). Vor allem |IL-6 zeigte einen signifikanten Abfall wahrend des
Studienzeitraumes. Der Verlauf dieses sensiblen pro-inflammatorischen Markers
deutet auf eine Verbesserung der kardialen Leistung hin. Adamopoulus et al.
beschrieb, dass Levosimendan anti-inflammatorische Effekte bei Patienten mit
Herzinsuffizienz besitzt. Am 3. Tag einer Behandlung mit Levosimendan zeigte sich
bei diesen Patienten eine Senkung der Werte von TNF-alpha, Interleukin-6 und den
I6slichen FAS-Liganden (Adamopoulos, Parissis et al. 2006). Die Werte des CRP
nahmen nicht den von uns erwarteten Verlauf entsprechend denen des IL-6, sondern
zeigten im Trend gegen Studienende einen nicht signifikanten Anstieg. Dieser
Anstieg kann zum einen oder eventuell mehrere ,Ausreiler” im Patientenkollektiv
hindeuten, was auch den grof3en Standardfehler bei diesen Messungen erkléren

wirde.

Zum anderen konnte bei der Betrachtung der IL-6-Werte zunéchst ein signifikanter
Anstieg gemessen werden. Im Verlauf der Studie war dann jedoch ein Abfall der
Werte ab dem Zeitpunkt 48 Stunden zu sehen. Zum Studienende waren IL-6 Spiegel
auf Hohe des Ausgangsniveaus zu messen. Im Tiermodell konnte gezeigt werden,
dass in kardialen Myozyten von Ratten Ischamie und anschlieRende Reperfusion
einen Anstieg von IL-6 zur Folge hatten (Yamauchi-Takihara, Ihara et al. 1995). Der
zunachst signifikante Anstieg kdnnte durch die Effekte von Levosimendan und eine
eventuell verbesserte kardiale Perfusion und Zirkulation erklart werden, was
wiederum zum beschriebenen Abfall von IL-6 fuhrt. Weiterhin spiegelte sich in
unserem Patientenkollektiv der zunachst beschriebene Anstieg von IL-6 nicht in der
Steigung der CRP-Kurve wider, obwohl beide Marker positiv Uber den gesamten
Studienzeitraum und die gesamte Studienpopulation miteinander korrelierten
(r=0.384, p<0.01). Interessanterweise war sogar ein gegenteiliger Verlauf in den

Kurven von IL-6 und CRP zu sehen, was umso Uberaschender ist da IL-6 einer der
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Hauptinduktoren der Produktion der Akute-Phase-Proteine ist, zu denen CRP zahlt.
Studien zeigten, dass beide Marker wahrend einer akuten linksventrikularen
Dekompensation erhoht sind (Sato, Takatsu et al. 1999) und abfallen sobald die
kardiale Situation verbessert wird. Unter bestimmten Bedingungen reagieren sie
allerdings nicht identisch und dem Anstieg von 1I-6 folgt kein Anstieg des CRP
(Czarkowska-Paczek, Bartlomiejczyk et al. 2005). Eine therapeutische Unterstiitzung
der Herzinsuffizienz mit Levosimendan konnte also dieser Situation ahneln, in der IL-

6 ansteigt, CRP aber nicht unbedingt diesem Trend folgen muss.

Es konnte in verschiedenen alteren Studien gezeigt werden, dass erhohte IL-6 und
TNF-a Werte mit einer erhohten Morbiditat und Mortalitat bei Patienten mit
chronischer Herzinsuffizienz einhergehen (Levine, Kalman et al. 1990; Torre-Amione,
Kapadia et al. 1996; Tsutamoto, Hisanaga et al. 1998; Plenz, Song et al. 2001).
Gleichzeitig erkannte man, dass Wirkstoffe, die die Zytokin-Level senken, die
ventrikulare Funktion und das Klinische Bild der Herzinsuffizienz deutlich verbessern
(Gullestad, Aass et al. 2001; Skudicky, Bergemann et al. 2001). Méglicherweise kann
Levosimendan seine anti-apoptotischen und entziindungshemmenden Wirkungen
durch die Verringerung von pro-inflammatotischen Zytokinen und von I6slichen
Apoptose Mediatoren entfalten (Parissis, Adamopoulos et al. 2004; Avgeropoulou,

Andreadou et al. 2005; Kyrzopoulos, Adamopoulos et al. 2005).

Wahrend wir in unserer Studie keine Aussage Uber die korperliche Belastarkeit
treffen konnen, sind indirekte Marker der Rekompensation, wie ein Rickgang des
Korpergewichtes und ein Abfall der Plasma NT-proBNP-Werte vorhanden.

Bei der Beobachtung des NT-proBNP zeigte sich ein deutlicher Abfall ab dem
Zeitpunkt 24 Stunden, der bis zum Studienende deutlich messbar war. Insgesamt
zeigten die NT-proBNP-Plasmaspiegel einen Abfall (Uber den gesamten
Studienzeitraum. Da NT-proBNP ein deutlicher Parameter fiir die Herzbelastung ist
lasst er eine Aussage Uber die Abnahme der kardialen Belastung zu. Mebazza et al.
beschrieb diese Beobachtung schon in der Survive Studie, in der Levosimendan im
Vergleich mit Dobutamin angewendet wurde (Mebazaa, Nieminen et al. 2007).
Levosimendan verringert die Vor- und Nachlast und hat positive inotrope und
lusitrope Eigenschaften. Die Effekte auf die diastolische Funktion sind hauptachlich
durch das ANS (autonomes Nervensystem) vermittelt (Harkin, Pagel et al. 1995).
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NT-proBNP als hochsensitiver Marker in unserer Studie und BNP, als haufig
benutzter Marker in veroffentlichten Studien, gelten als wichtige prognostische
Faktoren der Herzinsuffizienz. Cheng et al. zeigte in seinen Studien, dass es einen
deutlichen Zusammenhang zwischen hohen BNP-Werten, Mortalitdt und
Rehospitalisierung gibt (Cheng, Kazanagra et al. 2001). Mit gesunkenen BNP-
Werten wéahrend einer Behandlung der akut dekompensierten Herzinsuffizienz mit
Levosimendan ging, im Gegensatz zu gleichbleibenden BNP-Werten, ein geringeres
Mortalitatsrisiko einher (Cohen-Solal, Logeart et al. 2009). Auch wurde beobachtet,
dass mit gesunkenen BNP-Werten, neben dem besseren Outcome und der
geringeren  Rehospitalisierungsrate, ein  langerer  klinisch  unauffalliger,
beziehungsweise ereignisfreier Zeitraum einherging (Farmakis, Parissis et al. 2010).
Gleichzeitig wurde in verschiedenen Studien gezeigt, dass Levosimendan BNP
deutlich senken kann und eine Verbesserung des klinischen Zustandes der Patienten
zur Folge hat (Avgeropoulou, Andreadou et al. 2005; Kyrzopoulos, Adamopoulos et
al. 2005; Moertl, Berger et al. 2005; Parissis, Panou et al. 2005). Diese bekannten

Daten kénnen durch unsere Studienergebnisse bestétigt werden.

Die Messwerte fur Kreatinin zeigten in unserer Studie zunachst einen leichten Abfall,
der nach 24 Stunden anhaltend bis zum Zeitpunkt 48 Stunden, signifikant niedrige
Werte zeigte. Zum Zeitpunkt des Follow-up wurden Werte nahe dem
Ausgangsniveau gemessen. Im Zusammenhang mit der Gabe von Levosimendan
zeigten verschiedene Studien eine deutliche Verbesserung der Nierenfunktion nach
Gabe von Levosimendan. Dies konnte bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz,
die auf eine Herztransplantation warteten, beobachtet werden (Zemljic, Bunc et al.
2007). Auch andere Autoren sahen eine Verbesserung der Nierenfunktion bei Gabe
von Levosimendan (Zorlu, Yucel et al. 2012). Eine chinesische Forschergruppe
konnte in einer placebokontrollierten Studie positive Effekte auf die renale Funktion
bis 14 Tage nach Gabe von Levosimendan beobachten (Hou, Sun et al. 2013). Auch
im Vergleich zu einer Behandlung mit Dobutamin zeigte sich in der
Levosimendangruppe eine verbesserte Nierenfunktion (Yilmaz, Yalta et al. 2007).
Bereits in den 90er Jahren wurden die positiven Effekte von Levosimendan auf die
Nierenfunktion am Tiermodell beim Hund beobachtet (Pagel, Hettrick et al. 1996). In
einem weiteren Tiermodell konnte an Schweinen ein renoprotektiver Effekt
nachgewiesen werden (Grossini, Molinari et al. 2012). Derselbe Effekt wurde von

Fedele et al. bei Patienten mit dekompensierter Herzinsuffizienz nachgewiesen
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(Fedele, Bruno et al. 2013). Diese Studien passen insgesamt zu unseren
Beobachtungen. Einen interessanten Aspekt bildete der Zusammenhang zwischen
Levosimendan und dem Gewicht der Patienten. 48 Stunden nach Beginn der
Levosimendangabe konnte eine hochsignifikante Abnahme des Gewichts der
Patienten gemessen werden. Dies wirft sich die Frage auf, wie dieser groR3e
Gewichtsverlust innerhalb des kurzen Studienzeitraumes zustande kommt. Bekannt
ist, dass Levosimendan positive diuretische Eigenschaften besitzt (Tavares, Rezlan
et al. 2008; Feola, Lombardo et al. 2011). Der gemessene Gewichtsverlust ist somit
auf die vermehrte diuretische Wirkung von Levosimendan zurlckzufuhren. In einem
aktuellen Konsensbericht wurden positive renale Effekte bei der Gabe von
Levosimendan beobachtet (Yilmaz, Grossini et al. 2013). In der Herzchirurgie zeigen
neuere Untersuchungen, dass Levosimendan eine gute Mdoglichkeit zur
Verhinderung postoperativer Herzinsuffizienz/ Herzversagen, durch eine akute
Nierenschadigung nach herzchirurgischem Eingriff sein konnte (Bragadottir, Redfors
et al. 2013).

Hamoglobin zeigte in unserer Studie einen Abfall nach 1 Stunde, anhaltend bis zum
Zeitpunkt 48 Stunden. Dies kénnte mit der Dilution durch die Gabe der Infusion zu
erklaren sein. Im weiteren Verlauf der Studie steigt der Hb-Wert wieder an. In diesem
Zuge nimmt auch das Korpergewicht zunéchst zu, welches im Verlauf signifikant
sinkt. In diesem Zusammenhang kénnen auch die Ergebnisse fur Kreatinin gesehen
werden. Durch die Dilution mit der Levosimendan-Infusion kommt es zun&chst zum
Abfall und dann, mit zunehmender Diurese, zu einem Anstieg seiner Werte,

einhergehend mit einer verminderten Flussigkeitsretention im Kreislauf.

Bei der Herzfrequenz der Patienten konnten wahrend des gesamten
Studienzeitraumes keine signifikanten Veradnderungen festgestellt werden. In
anderen Studien wurden Anstiege der Herzfrequenz beobachtet, vergleiche (Kivikko,
Antila et al. 2002). Betrachtet man das Patientenkollektiv, so kann man feststellen,
dass alle Patienten im universitaren Herzzentrum bekannt, im Vorfeld der Studie
bereits medikamentds vorbehandelt und der Grof3teil (76%, n= 19) mit [3-Blocker
austherapiert waren. Insgesamt war der Anteil der Patienten, die mit Beta-Blocker,
Diuretika, Heparin und Statinen eine bestehende Vormedikation aufwiesen hoch.
Allerdings ist diese Medikation im Rahmen einer vorbestehenden kardiologischen

Erkrankung, respektive einer Herzinsuffizienz, typisch. Dies erklart, weshalb hier
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maoglicherweise keine Anstiege der Herfrequenz beobachtet werden konnten.
Insgesamt lassen sich aus unseren Ergebnissen aber keine weiteren Aussagen in

Bezug zur Beeinflussung der Herzfrequenz durch Levosimendan machen.

6 Stunden nach Beginn der Infusion zeigte sich eine signifikante Senkung der
diastolischen Blutdruckwerte, die Uber den gesamten Studienzeitraum bestehen
blieben. In verschiedenen Studien wurden immer wieder Hypotonien beobachtet u.a.
(Kivikko and Lehtonen 2005). Diese werden eventuell durch eine Aktivierung von
Glibenclamid sensitiven Kalium- Kanalen ausgelost, die eine Hyperpolarisation der
arteriellen Myozyten zur Folge hat (Yokoshiki, Katsube et al. 1997; Kivikko and
Lehtonen 2005). Auch in unserer Studie konnten Hypotonien beobachtet werden, die
einen kurzfristigen Stopp der Infusion (maximal bis zu 1 Stunde) zur Folge und/ oder
eine Anpassung der Laufrate an die jeweils aktuellen Blutdruckwerte und den
korperlichen AZ hatten. Insgesamt wurden Daten von 2 Patienten aus unserer Studie
indiziert, die im Verlauf der Studie katcheolamin- und somit intensivpflichtig wurden.
Bei 4 Patienten musste aufgrund niedriger diastolischer Blutdricke (>60mmHg) die
Laufrate auf 11ml/h halbiert werden. Bei 2 Patienten war ein Stopp der Infusion fur 1
Stunde und einer anschlieBenden Laufrate von 11ml/h zu dokumentieren. Alle
Patienten erhielten die gesamte Menge Levosimendan infundiert. Eine wichtige Rolle
bei der Vasodilatation stellen die Kalium-Kanéle dar (Yildiz 2007). Auch gibt es
Hinweise darauf, dass die langlebigen Metabolite OR-1896 des Levosimendans fur
die langandauernde Vasodilatation eine Rolle spielen kdonnten (Erdei, Papp et al.
2006). Dass die diastolischen Blutdruck-Werte wahrend des Behandlungszeitraumes/
Studienzeitraumes sinken, ist unter anderem aus der Survive Studie bekannt
vergl.(Mebazaa, Nieminen et al. 2007) oder (Kivikko, Antila et al. 2002) und zeigte
sich auch in unserer Studie deutlich. Michaels et al. konnte zeigen, dass trotz der
Vasodilatation und dem damit einhergehenden verringerten koronaren
Perfusiondruck durch Levosimendan eine verbesserte linkssystolische Funktion des
Herzens einhergeht (Michaels, McKeown et al. 2005). Dies konnten wir anhand des
deutlich besseren AZ der Patienten und deren subjektiven besseren Wohlbefinden in
Kombination mit einem Abfall von Gewicht und NT-proBNP nachvollziehen. Daten
einer erneuten Echokardiographie, zur Messung einer eventuell verbesserten EF,

sind jedoch nicht vorhanden und lassen somit nur einen Zusammenhang vermuten.
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8.1 Limitationen

In dieser Arbeit wurden insgesamt 25 Patienten beobachtet. Der angesetzte Zeitraum
fur die Studie betrug 7 Tage. Den gesamten Studienzeitraum durchliefen 17
Patienten. Diese Tatsache schrankt die Aussagekraft der in vivo Ergebnisse ein. Die
Grunde fur das vorzeitige Ausscheiden der Patienten aus der Studie wurden bereits
genannt. Eine Vergleichsgruppe beziehungsweise Placebogruppe mit gleichem
Studienaufbau hatte die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse vergleichbarer
gemacht und die zu Studienbeginn aufgestellten Thesen stitzen oder entkraften
konnen. Aus moralisch-ethischen und medizinischen Grinden war eine solche
Vergleichsgruppe nicht mdglich, da den Patienten eine wahrscheinlich nitzliche

Therapie mit Levosimedan vorenthalten worden wére.

Ein verlangerter Studienzeitraum hinsichtlich des klinischen Zustandes der Patienten
mit abschlieRender oder intermittierender Befunderhebung (erneute
Echokardiographie und Bestimmung der EF, Folge-Herzkatheter, Bestimmung von
Laborparametern wie NT-proBNP, Messung des Nitrits/ NO-Bioverfiigbarkeit, MPO-/
Elastase-Spiegel, erneute Klassifikation nach NYHA) konnte weitere Aspekte
hinsichtlich  der  Wirkdauer sowie die langfristigen  Wirkungen einer
Levosimendangabe ergeben. Durch die Kenntnis, ob durch eine Levosimendan-
Therapie ein Stopp oder sogar eine langfristige Verbesserung der Herzinsuffizienz
bewirkt  wird und ob repititve Gaben von Levosimendan dieselben Effekte
hervorrufen, wirde der Therapie mit Levosimendan einen neuen Stellenwert in der
Behandlung der Herzinsuffizienz zuweisen. Im Weiteren wére zu untersuchen welche
Zeitabstande zwischen den Gaben/ Therapien mit Levosimedan sinnvoll sind und
einen nachgewiesenen Effekt auf die Progression oder den Stopp einer
Herzinsuffizienz haben. Parameter einer verbesserten korperlichen
Leistungsfahigkeit waren ein weiterer interessanter Aspekt in Hinsicht auf die
langerfristigen Wirkeigenschaften des Levosimendan, zumal bekannt ist, dass
korperliche Aktivitdt die Belastbarkeit und Endothelfunktion bei Herzinsuffizienz-
Patienten erhoht, vergl. (Hambrecht, Niebauer et al. 1995; Hornig, Maier et al. 1996;
Hambrecht, Fiehn et al. 1998; Linke, Schoene et al. 2001)
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Andere Techniken bei der Messung der Endothelfunktion, wie FMD etc. hatten
unsere Beobachtungen mit einem direkten Nachweis der Wirkung von Levosimendan

auf die Endothelfunktion unterstitzen kénnen.
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9 Zusammenfassung

Bei der Behandlung der Herzinsuffizienz kommt seit mehreren Jahren Levosimendan
erfolgreich zur Anwendung. Bisher noch nicht untersucht wurde dabei der
immunmodulatorische Effekt von Levosimendan auf die endotheliale und leukozytére
Funktion bei Patienten mit Herzinsuffizienz. Eine wichtige Rolle spielt hierbei das
Enzym Myeloperoxidase, welches bei Aktvierung aus neutrophilen Granulozyten
ausgeschittet wird. Ein  Zusammenhang zwischen Herzinsuffizienz und

Myeloperoxidase konnte durch Studien bereits belegt werden.

In unserer Studie konnte gezeigt werden, dass durch die Behandlung der akut
dekompensierten Herzinsuffizienz mit Levosimendan die Ausschittung von MPO und
Elastase aus neutrophilen Granulozyten, bei Patienten im Stadium der akuten

Dekompensation einer Herzinsuffizienz, signifikant reduziert wird.

Weiterhin konnte im ex vivo Versuch festgestellt werden, dass eine Inkubation von
Vollblut mit Levosimendan zu einer verringerten MPO-Ausschittung nach Stimulation
mit fMLP / PMA flhrt.

Signifikant erhdhte Nitrit-Plasmaspiegel als Marker der NO-Bioverfiigbarkeit und der
Endothelfunktion zum Ende der Studie unterstreichen die Wirksamkeit von
Levosimendan im Rahmen der akuten Dekompensation einer Herzinsuffizienz und
lassen eine verbesserte Endothelfunktion eine Woche nach Levosimendan-Gabe
vermuten. Dieser Effekt ist verbunden mit einem Wiederanstieg des MPOs im
Plasma, ein Fakt, der auf eine mogliche Interaktion zwischen Endothelfunktion und
der Menge des endothelial gebundenen MPO hinweisen kénnte. Ob es sich hierbei
jedoch um einen direkten Effekt des Levosimendans auf das Endothel und MPO
handelt, oder beispielsweise um das Surrogat einer kompensatorischen Reaktion auf
einen vermehrten Abfall des peripheren Widerstandes bleibt spekulativ und sollte in

weiteren Studien genauer untersucht werden.

Zusammenfassend kénnen wir in unserer Studie die immunmodulatorischen Effekte
von Levosimendan bestétigen und auf das Enzym Myeloperoxidase ausweiten.
Dieser Mechanismus kdnnte fir die Regulation der endothelialen Funktion sowie des

Gefal3tonus bei Herzinsuffizienz-Patienten wichtig sein.
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10 Abkirzungsverzeichnis

AHA American Heart Association

ANP Atriales natriuretisches Peptid

AP Angina Pectoris

AT I Angiotensin I

BE Blutentnahme

BGA Blutgasanalyse

BNP Natriuretisches Peptid Typ B

Bpm Beats per minute; Schlage pro Minute
BSA Bovine serum albumin

CAMP Cyclisches Aminomonophosphat
CHF Chronic heart failure

CRP C-Reaktives Protein

DGK Deutsche Gesellschaft fir Kardiologie
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EF Ejektions Fraktion

ESC European Society of Cardiology

fMLP N-formyl-Met-Leu-Phe

H.O Wasser

H,0, Wasserstoffperoxid

HI Herzinsuffizienz

hsCRP High sensitivity C-Reactive Protein
ICD 10 Internationales Krankheitsklassifikationssystem
IL 6 Interleukin 6

KHK Koronare Herzkrankheit

KM Kardiomyopathie

LPS Lipopoylsaccharide

LO Lungenddem

MI Myokardinfarkt

MPO Myeloperoxidase

MRDR Modification of Diet in Renal Disease
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MW Mittelwert

NaCL Natrium Chlorid 0,9%

NO Stickstoffmonoxid

NT-pro BNP | N-terminales-proBNP

NVL Nationale Versorgungsleitlinien
NYHA New York Heart Association

oD Optische Dichte

PCWP Pulmonary Capillary Wedge Pressure, Verschlussdruck
PEEP Positiv endexspiratorischer Druck
PMA phorbol 12-myristate 13-acetate
RCF relative centrifugal force

RPM Revolutions per minute

RR Blutdruck

SEM Standardfehler

Tabelle 31: Abkurzungsverzeichnis
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11 Patienteninformation

Anlage 1

Blutentnahmen zur Bestimmung von Plasmaspiegeln der leukozytaren und

endothelialen Funktion vor, wahrend und nach Applikation von Levosimendan

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

sie sind an einer Herzinsuffizienz (Einschrankung der Pumpleistung des Herzens)
erkrankt. Auf Grund dieser Tatsache werden sie in unserem Krankenhaus
behandelt.

Um lhre Erkrankung besser zu verstehen, fihren wir eine Studie durch. Dabei
interessiert uns vor allem, inwiefern die Funktion ihrer weif3en Blutkdrperchen und
ihrer GefalRe durch die Herzschwache verandert sind, und ob sie durch
Medikamente beeinflusst werden kann. Wir wirden Ihnen gerne anbieten, an dieser

Studie teilzunehmen. Die Teilnahme ist selbstverstandlich freiwillig.

Sie mussen allerdings davon ausgehen, dass die Ergebnisse der Studie fir sie
momentan noch nicht von Nutzen sind, da wir erst am Anfang der

wissenschaftlichen Arbeit stehen.

Diese Studie sieht eine Untersuchung von 2 Patientengruppen vor, um diese

miteinander vergleichen zu konnen.

Im ersten Fall sehen ihre behandelnden Arzte bei Ihnen momentan die Indikation zu
einer Behandlung mit einem Medikament mit dem Namen Levosimendan. Dieses

Medikament soll helfen, die Pumpkraft inres Herzens zu unterstitzen.

Im zweiten Fall ist die Herzinsuffizienz bei lhnen stabil und sie sind momentan
ambulant oder stationar in arztlicher Behandlung. In diesem Fall sind Sie ein Patient
der Kontrollgruppe. Die Teilnahme an der Studie bedeutet fur sie einen zeitlichen
Mehraufwand, alle Untersuchungen sind jedoch selbstverstandlich ambulant

maglich.

Aus friiheren wissenschaftlichen Arbeiten wissen wir, dass durch Herzinsuffizienz

auch gewisse Eiweisse, z.B. die Myeloperoxidase (MPO), im Blut in veranderten
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Konzentrationen auftreten. Der Zusammenhang zwischen der Herzschwéche und
den Blut-Konzentrationen dieser Eiweisse ist noch nicht gut verstanden. Wir wissen
jedoch, dafll die Myeloperoxidase-Konzentration im Blut bei herzschwachen
Patienten hoher ist, als bei herzgesunden Menschen. Wahrscheinlich kommt es
durch die Herzschwache zu einer Aktivierung von weil3en Blutzellen, die dann

vermehrt MPO ausschiitten.

Daher ist es fur uns von grosser Bedeutung, zu verstehen, was mit den Blut-
Konzentrationen dieser Proteine passiert, wenn ein Medikament wie Levosimendan
die Pumpleistung ihres Herzens unterstitzt und damit die Herzinsuffizienz

verbessert.

Zur Messung der Konzentration dieser Proteine bendtigen wir insgesamt 6x
zusatzliche Blutentnahmen von Ilhnen, entweder weil Sie das Medikament
Levosimendan erhalten, oder weil wir lhr Blut als Referenzwert (Bezugswert)
benottigen. Die Blutentnahmen werden zu Beginn der Therapie oder zum
Startzeitpunkt der Beobachtung, 1 Stunde, 6 Stunden, 24 Stunden und 48 Stunden
nach Beginn abgenommen. Weiterhin bitten wir sie, genau 1 Woche nach Beginn
der Studie erneut um eine Blutentnahme. Bei jeder Blutenthahme nehmen wir genau
21,1ml Blut ab, somit werden im Laufe einer Woche maximal 126,6ml Blut
abgenommen. Diese Menge fuhrt aller Erfahrung nach nicht zu einer
Beeintrachtigung der Durchblutung oder des Befindens und liegt deutlich unter der

Menge, die beispielsweise bei einer Blutspende entnommen wird.

Das Risiko fur sie ist sehr klein, es kann lediglich in seltenen Fallen zur
Hamatombildung an der Einstichstelle und in seltensten Fallen zur Infektion oder

Nervenverletzungen kommen.

Sollten sie im Rahmen der Krankenhaus-Routine noch kein Herz-Ultraschall
erhalten haben, werden sie diese Untersuchung, die mit wenig Aufwand machbar ist

und bei der keine Risiken bestehen, im Rahmen der Studie erhalten.

Der Informationsgewinn fir die Wissenschaft ist sehr hoch, so dass wir Ihnen fiir die

Teilnahme an dieser Studie sehr dankbar waren.

Alle medizinischen Entscheidungen trifft weiterhin ihr betreuender Arzt, die Therapie

und weitere Nachsorge, sei es stationar oder ambulant, in der Patientengruppe mit
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Levosimendanbehandlung oder in der Kontrollgruppe, findet unverandert von der

Studie weiterhin im normalen Rahmen statt.

Die Teilnahme an dieser Studie ist selbstverstandlich freiwillig, Sie kénnen zu jedem

Zeitpunkt ohne Nachteile fur Sie von der Teilnahme zurlcktreten.

Datenschutz:

Die im Rahmen der Studie nach Einverstandniserklarung erhobenen personlichen
Daten, insbesondere Befunde, unterliegen der Schweigepflicht und den
datenschutzrechtlichen Bestimmungen. Sie werden in Papierform und auf
Datentrager im Universitdren Herzzentrum aufgezeichnet bzw. pseudonymisiert
(verschliisselt)! gespeichert.

Die Nutzung der Daten erfolgt in pseudonymisierter Form.

Eine Weitergabe der erhobenen Daten im Rahmen des Forschungszwecks erfolgt
nur in pseudonymisierter Form. Gleiches gilt fur die Veroffentlichung der

Studienergebnisse.

Sie haben das Recht, Uber die von IThnen stammenden personenbezogenen Daten
Auskunft zu verlangen, und Gber méglicherweise anfallenden personenbezogene
Ergebnisse der Studie gegebenenfalls informiert oder nicht informiert zu werden.
Gegebenfalls wird der Leiter der Studie Ihre Entscheidung dartber einholen.

Die Aufzeichnung bzw. Speicherung der Daten erfolgt fur die Dauer von 15 Jahren.
Im Falle des Widerrufs des Einverstandnisses werden die bereits erhobenen Daten

entweder geldscht oder anonymisiert? in dieser Form weiter genutzt.

Vielen Dank fur lhre Teilnahme!
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12 Patienteneinwilligung

Anlage 2

Blutentnahmen zur Bestimmung von Plasmaspiegeln der leukozytaren und

endothelialen Funktion vor, wahrend und nach Applikation von Levosimendan

Name, Vorname:

Ihre Teilnahme an dieser Studie ist freiwillig.

Ich bin Gber das Ziel, die Bedeutung und den Ablauf der Studie zur Bestimmung von
Plasmaspiegeln der leukozytaren und endothelialen Funktion vor, wahrend und nach

der Therapie von Levosimendan unterrichtet worden.

Das mir ausgehandigte Informationsblatt habe ich gelesen. Alle Fragen bezlglich
der Blutentnahme und den Studienablauf wurden mir in verstandlicher Form

beantwortet.

Uber die eventuellen Risiken wurde ich eingehend aufgeklart. Ich bin mit der
Teilnahme an der Studie und den damit verbundenen Untersuchungen

einverstanden.

Durch meine Unterschrift erklare ich mich auch damit einverstanden, daf3 die im
Rahmen der Studie an mir erhobenen Krankheitsdaten aufgezeichnet und in

pseudonymisierter Form veroffentlicht werden dirfen.

Ich wurde dartber informiert, daf3 ich meine Einwilligung jederzeit ohne Angaben
von Grunden widerrufen kann, ohne dafl3 mir daraus persoénliche Nachteile

entstehen.

Unterschrift des aufklarenden Arztes Unterschrift des Patienten
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