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Einleitung

In der Anasthesiologie und Intensivmedizin ist die adaquate Versorgung der
Gewebe mit Sauerstoff von zentraler Bedeutung. In  kritischen
Behandlungssituationen, wie zum Beispiel bei fortgeschrittenen
Lungenerkrankungen und bestimmten medizinischen Interventionen [1] [2], kann
eine akute oder drohende Hypoxie weitere Komplikationen nach sich ziehen.

Das Hauptziel therapeutischer Malinahmen liegt stets auf der Beseitigung der die
Hypoxie auslésenden Ursache und einer Wiederherstellung des Normalzustandes.
Dabei erscheint auch eine unterstitzende pharmakologische Behandlung von
Vorteil.

Eine systemische Hypoxie ist Ausléser fur zahlreiche pathomechanische
Vorgange [3]. Bezogen auf das Herz-Kreislauf-System kommt es durch eine Ca**
-Desensibilisierung der Myofilamente zu einer Herzleistungsschwache [4] [5]. Als
Reaktion auf die Hypoxie werden auch K'x» —Kanale in den GefalBmuskelzellen
aktiviert und es entsteht eine Vasodilatation [6].

Der Inodilator Levosimendan (Simdax® Orion Oyj, Espoo, Finnland) wirkt als
Ca**- Sensitizer auf die kardialen Myofilamente und gleichzeitig als K> —Kanal
Offner auf die GefaBmuskelzellen. Deshalb koénnte er mdglicherweise zur
Unterstitzung des kardiovaskularen Systems bei Hypoxie eingesetzt werden, um
dem hypoxisch bedingten kardiodepressiven Effekt und der regionalen
Vasokonstriktion entgegen zu wirken. Von besonderer Bedeutung ist dabei die
Frage, ob ein positiv inotroper Effekt der Substanz mit einem nachteilig erhdhten
Sauerstoffverbrauch (VO;) einhergeht [7]. Bislang sind wissenschaftliche Arbeiten
zur Wirkung von Levosimendan bei akuter Hypoxie meist auf isolierte Organe oder

Zellen beschrankt. Studien an einem intakten Tiermodell fehlen jedoch.



Durch eine Hypoxie wird, ahnlich wie durch andere kardiovaskulare Stressoren,
die Versorgung der Splanchnikusregion mit Sauerstoff verschlechtert. Eine
herausragende Stellung nimmt hier vor allem die gastrointestinale Schleimhaut
ein, da sie bei einer verminderten Oxygenierung frihzeitig geschadigt wird [8] [9].
Hierfiir ist einerseits die Hypoxie per se und andererseits eine Anderung in der
mesenterialen Durchblutung verantwortlich [10] [11] [12]. Folglich sollten
therapeutische Malnahmen zur  Verbesserung der  systemischen,
hamodynamischen Variablen wahrend einer Hypoxie die regionale
Mukosaoxygenierung nicht zusatzlich beeintrachtigen [13] [14].

Deshalb untersuchten wir in einem tierexperimentellen Modell den Einfluss des
Ca**-Sensitizers Levosimendan auf die systemische Hamodynamik bei Hypoxie
unter besonderer Berlcksichtigung der Wirkung auf die Oxygenierung der

Magenschleimhaut.

Die Mukosa des Gastrointestinaltraktes hat eine wichtige Barrierefunktion gegen
im Darmlumen befindliche Bakterien und Toxine [15] [16]. Diese kann sie jedoch
nur bei kontinuierlicher mikrozirkulatorischer Sauerstoffversorgung erflllen [17]
[18]. Unter verschiedenen pathologischen Bedingungen, zum Beispiel bei Sepsis
[19], hamorrhagischem Schock [20] [21], Verbrennungen [22] [23], nach koronarer
Bypassoperation [24] und bei akuter Pankreatitis [25], wird diese Funktion
beeintrachtigt. Die Permeabilitdt der Mukosa nimmt zu, was wiederum eine
Translokation von Bakterien und Toxinen aus dem Darmlumen in die Vena portae
und die drainierenden Lymphgefale, sowie eine systemische Bakteriamie fordert
[26]. Durch Kontakt der translozierten Bakterien mit Leukozyten kommt es zu einer
Zytokinausschuttung und Freisetzung weiterer Mediatorsubstanzen, durch die eine

Insuffizienz der Mukosa begunstigt wird [27] [28].



Die Gefahr einer Sauerstoffunterversorgung des Splanchnikusgebietes, und damit
einer herabgesetzten Barrierefunktion der Mukosa, wird durch drei

pradisponierende Faktoren bestimmt:

1. Der Organismus reagiert hier auf ein initiales Trauma mit einer praferenziellen
Vasokonstriktion. Dabei handelt es sich um eine sympathikoadrenerge
Reaktion, die auf Grund der hohen a-Rezeptorendichte im Gastrointestinaltrakt
besonders stark ausgepragt ist [29].

2. Der Sauerstoffverbrauch der Darmmukosa ist im Vergleich zum
Gesamtorganismus sehr hoch (60 ml/kg Gewebe/min). Infolge einer Reduktion
des Blutflusses im Splanchnikusgebiet und eines damit einhergehenden
verminderten Sauerstoffangebots entsteht frihzeitig eine Ischamie des
Gewebes [30]. Der eintretende Gewebeschaden wird in der
Reperfusionsphase durch freie Sauerstoffradikale weiter verstarkt [31].

3. Das Gegenstromprinzip beeintrachtigt ebenfalls die Sauerstoffversorgung des
Darms. Hierbei kommt es durch die parallele Anordnung von Mukosa
versorgenden Arteriolen und gegenlaufigen Venolen zu einem arteriovendsen
O, Austausch. Die Oxygenierung nimmt unter anderem daher zur
Schleimhautoberflache hin ab [32]. Dieser Effekt wird wahrend systemischer

und/oder regionaler Hypoperfusion weiter verstarkt [33].

Jahrlich werden in Deutschland 7-8 Millionen Narkosen in Krankenhausern und
Arztpraxen durchgefihrt und mehr als 17 Millionen Patienten stationar betreut
[34]. Ein wichtiges Ziel ist es, Situationen in denen der Patient einer Hypoxie

ausgesetzt ist, zu vermeiden und von Anfang an rechtzeitig zu therapieren, damit



die adaquate Versorgung der Gewebe und Organe mit Sauerstoff gewahrleistet

wird.

Zahlreiche Studien belegen die grolRe Bedeutung einer ausreichenden
Splanchnikusoxygenierung [35][36]. Hierbei spielen K'arp —Kanale eine
entscheidende Rolle [37].

Die Bedeutung der K'arp —Kanale wurde in den vergangenen Jahren ausgiebig
erforscht. In den GefalBmuskelzellen sind sie unter Ruhebedingungen
geschlossen. Bei Hypoxie werden die Kanale aktiviert und es kommt zu einem
Ausstrom von Kalium aus der Zelle, wodurch der Einstrom von Ca** in die Zelle
verhindert wird. Somit hyperpolarisiert die Gefallmuskelzelle und es entsteht eine
Vasodilatation. Die Mechanismen dieser Aktivierung sind vielfaltig. Zum einen
werden unter Hypoxie vermehrt Stickstoffmonoxid (NO) wund atriales
Natriuretisches Peptid (ANP) freigesetzt, die beide mittels zyklischem Guanosin-
Monophosphat (cGMP) eine Vasodilatation bewirken [38]. Zum anderen hat der
pH-Abfall im Blut und die entstehende Azidose eine direkte K*xrr —Kanal Offnung
zur Folge, was ebenfalls zu einer Vasodilatation als Reaktion auf die Hypoxie fuhrt
[39]. Durch diese Reaktion des Organismus wird der adaquate Blutfluss zu den
Organen unter hypoxischen Bedingungen gesichert [40]. Deshalb kénnte es
sinnvoll sein, die kérpereigenen Mechanismen der Vasodilatation zu unterstitzen,
um zum Beispiel mittels eines Kalium-Kanal-Offners wie Levosimendan eine
verbesserte regionale Oxygenierung zu erzielen.

Bei einer Hypoxie kommt es zu einer Ca®*-Desensibilisierung der Myofilamente
des Myokards und der Gefalkmuskelzellen [4] [41]. Als therapeutische MalRnahme

konnte hier der Einsatz von Levosimendan dienen.



Levosimendan gehért zur Gruppe der Ca**-Sensitizer und findet bereits klinische
Verwendung bei der Therapie der akut dekompensierten chronischen
Herzinsuffizienz [42] [43]. Neben seinem positiv inotropen Effekt auf die
Herzmuskulatur, hat es auch Wirkung auf das Gefaldsystem. Levosimendan flhrt
Uber eine Offnung von K'ue —Kandlen zu einer Hyperpolarisation von glatten
Gefallmuskelzellen und hierdurch zu einer Vasodilatation [37] [44]. Es existieren
bisher keine wissenschaftlichen Studien, ob die verbesserte Oxygenierung der
Magenmukosa unter Levosimendanapplikation [7] tatsachlich ein Effekt der
vasodilatierenden Eigenschaften auf Basis einer Bindung an die K'xrp —Kanale der
GefalRmuskelzellen ist.

Eine Moglichkeit, diese Zusammenhange zu analysieren, ist der Einsatz einer
Substanz, die K'xrp —Kanale blockiert und an dieser Stelle dem K —Kanal
offnenden Effekt von Levosimendan entgegenwirkt. Der Sulfonylharnstoff
Glibenclamid besitzt diese Eigenschaft. Uber den Einfluss von Glibenclamid auf
die Magenschleimhautoxygenierung gibt es bisher keine Forschungsergebnisse.
Ebenso wenig ist bekannt, welche Auswirkung die Verabreichung einer
Kombination von Glibenclamid und Levosimendan bei systemischer Hypoxie auf

die Magenschleimhautoxygenierung hat.

Mit Experimenten an narkotisierten Hunden sollte geklart werden, welchen
Einfluss die Substanzen Levosimendan und Glibenclamid unter kontrollierter
Hypoxie auf die gastrale Sauerstoffversorgung haben. Dabei stellten wir folgende

Hypothesen auf:
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1.

Levosimendan hat positive Effekte auf die Hamodynamik und den
Metabolismus sowie auf die regionale Gewebeoxygenierung der

Magenschleimhaut bei Hunden unter einer kontrollierten Hypoxie.

Fir die regionalen vasodilatatorischen Effekte unter Levosimendan-
Applikation spielen K',p—Kanale eine entscheidende Rolle.

Im Rahmen dieser zweiten Hypothese wurde auch untersucht, welche Rolle
K'arp —Kanale per se bei Hypoxie spielen, und welche Effekte eine Blockade

der K'xrp—Kanale unter nicht hypoxischen Bedingungen hat.
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Material und Methoden

Das Material und die Methoden, welche flr die zugrunde liegenden Experimente
verwendet wurden, sind Teil eines fest etablierten Modells der Forschungsgruppe
.Intestinale  Sauerstoffversorgung und  Mikrozirkulation® der Klinik far
Anasthesiologie der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf. Sie stimmen mit der
Darstellung aus friheren Publikationen der Arbeitsgruppe Uberein [45] [46].

Bei den Experimenten wurde die Ein- und Ausleitung der Narkose von einem
wissenschaftlichen Mitarbeiter der Klinik fur Anasthesiologie der Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf durchgefuhrt. Die Instrumentierung der Versuchstiere,
Durchfihrung von Interventionen und Kontrolle des Versuchsablaufs ibernahmen
der Doktorand und eine technische Angestellte der Klinik. Dabei war der
wissenschaftliche Mitarbeiter jederzeit anwesend und fungierte als Supervisor. Vor
Beginn der Versuchsreihe absolvierte der Doktorand einen Kursus zur

Versuchstierkunde gemal} § 9 des Tierschutzgesetzes.

Versuchstiere

Die Experimente dieser Studie wurden in randomisierter Reihenfolge und mit
Genehmigung des Landesamtes fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
Nordrhein-Westfalen (Az.: 50.05.230-3-56/03) an 6 gesunden und chronisch
instrumentierten Hunden (Fox-Hounds beiderlei Geschlechts, Gewicht 24 — 34 kg)
durchgefuhrt. Zwischen zwei aufeinanderfolgenden Experimenten hatte jeder
Hund ein versuchsfreies Intervall von mindestens 14 Tagen, um Interaktionen und
Kumulationen der verabreichten Pharmaka zu vermeiden. Die Tiere wurden in der
universitatseigenen Tierversuchsanlage gemal Tierschutzgesetz in der Fassung

vom 25. Mai 1998 (BGB1. Jg. 1998, Teil I, Nr. 30, S. 1105 ff.) gehalten. Sie
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erhielten Standardnahrung (Medium adult 1®, Royal Canin, Aimargues,
Frankreich) und hatten durchgehend freien Zugang zu Wasser. Vor den
Versuchen hielten die Tiere eine zwdlfstindige Nahrungskarenz ein, um eine
vollstandige Magenentleerung zu gewahrleisten und eine Beeinflussung der
Mikrozirkulation des Magens zu verhindern.

Uber den gesamten Versuchszeitraum waren die Tiere verhaltensunauffallig und

korperlich in gesundem Zustand. Hindinnen im Oestrus wurden wegen der

veranderten Stoffwechsellage von den Versuchen ausgeschlossen.

Vorbereitende Operationen

Einige Wochen vor den Versuchen erfolgte bei jedem Hund eine Operation unter
aseptischen Bedingungen in Allgemeinanasthesie (Enfluran/Stickoxydul und
Fentanyl). Dabei wurden die Aa.carotidae freiprapariert und beidseits in
Hautschlingen vorverlagert [47], um eine kontinuierliche Blutdruckmessung und
intermittierende Blutabnahmen wahrend der Versuche durchzufiihren (Abbildung 1
Nr. 3).

Zur kontinuierlichen Messung des Herz-Zeit-Volumens implantierten wir in einer
zweiten vorbereitenden Operation den Flusskopf eines Ultraschall-Transitzeit-
Flussaufnehmers (T101, Transonic®-Systems, Ithaka, USA) iiber eine linksseitige
Thorakotomie um die A. pulmonalis. Die transkutane Ausleitungsstelle des
Anschlusskabels lag zwischen den Schulterblattern (Abbildung 1 Nr. 6), wobei

diese dauerhaft durch eine spezielle Hundeweste geschutzt war.

Die Operationswunden verheilten innerhalb der darauffolgenden Wochen
komplikationslos. Wahrend dieser Zeit wurden die Tiere taglich trainiert, um bei

den eigentlichen Versuchen spater ruhig und entspannt in Seitenlage auf einem
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Versuchstisch zu verweilen. So gewdhnten sie sich an den Versuchsablauf und

die Experimentatoren.

Messungen

Wahrend der Versuche erfolgte die Aufzeichnung der kontinuierlich erhobenen
Messwerte mit einem Acht-Kanal-Schreiber (RS 3800, Gould Inc., Cleveland,
USA). Parallel dazu wurden die Daten nach vorhergehender analog-digital
Umwandlung mit einer Frequenz von 1kHz pro Kanal auf der Festplatte eines
Computers fur weitere Analysen gespeichert. Die Auswertung fuhrten wir mit Hilfe
des Programms Chart 4.0 (Powerlab®, ADInstruments, Castle Hill, Australien)

durch.

Mikrovaskulare Hamoglobinoxygenierung der Magenschleimhaut

Der Aufbau und die Funktion der folgenden Messapparatur wurde bereits in
ahnlicher Weise in verschiedenen Publikationen beschrieben [48] [49]:

Die gastrale Gewebeoxygenierung (MHbO;) wurde mit dem Erlangen
Mikrolichtleiter-Spektro-Photometer II (EMPHO 1l, Bodenseewerk Geratetechnik
GmbH, Uberlingen, Deutschland) gemessen. Dieses Gerat arbeitet nach dem
Prinzip der Reflexions-Spektrophotometrie, die anhand der Absorptionsspektren
diffus reflektierten Lichts Aussagen Uber die mirkozirkulatorische Oxygenierung
erlaubt [50].

Ein Linsensystem Ubertragt das Licht einer Xenon-Hochdruck-Bogenlampe auf
einen Lichtleiter (Durchmesser 250 um). Dieser wird Uber einen als Magensonde
dienenden Gummischlauch via naturalis transésophageal in das Tier eingefuhrt
und kommt im Magen ohne Druckkontakt mit der Mukosa zum Liegen. Das

Untersuchungsareal misst 0,09 mm?. Die Eindringtiefe des ausgesendeten Lichts
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in die Schleimhaut betragt 0,25 mm [51], wodurch sich die Messung auf das
Gebiet der kapillaren Mukosaperfusion beschrankt [52].

Das in das Gewebe eingestrahlte Licht wird unter anderem an den Mitochondrien
gestreut und nimmt so einen statistisch bedingten Weg durch das Gewebe, wobei
es zum Teil an der Oberflache der Mukosa detektiert werden kann. Das Spektrum
des von der Schleimhaut reflektierten Lichts andert sich dabei mit deren
Oxygenierungsgrad. Sechs hexagonal um den Lichtleiter herum angeordnete,
detektierende Fasern (Durchmesser 250 pm, Aperturwinkel 60°, numerische
Apertur 0,5) leiten das reflektierte Licht auf eine rotierende Filterscheibe
(Spektralreichweite 502 — 630 nm). Dort wird es in seine spektralen Komponenten
zerlegt und Uber eine flissigkeitsgeflllte Rohre an einen Fotoverstarker
weitergeleitet. Dieser wandelt das empfangene Signal in elektrische Impulse um,
welche mittels eines A/D — Wandlers digitalisiert und an den PC des EMPHO I
weitergeleitet werden. Durch einen Algorithmus, der die gemessenen Spektren mit
denen solcher Hamoglobinproben vergleicht, deren Oxygenierung bekannt ist,
erfolgt in Echtzeit online eine Bestimmung der Oxygenierung im gemessenen
Gewebevolumen [53] [54]. Die gemessenen Spektren werden sowohl grafisch als
auch numerisch auf einem Computer zur weiteren Verarbeitung gespeichert [51]
[55].

Die grafische Darstellung der Spektren auf dem Monitor des EMPHO Il zur
Laufzeit ermoglicht die Beurteilung der Qualitat des Signals und die Kontrolle der

korrekten Lage der Sonde (Abbildung 2).

Herz-Zeit-Volumen
Das Herz-Zeit-Volumen (HZV) wurde kontinuierlich mittels eines um die

Pulmonalarterie implantierten Flusskopfes (Transducer der Serie S, 20 — 24mm,
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Silikonummantelter U-Reflektor, Transonic®-Systems, Ithaka, USA) und dem
dazugehdrigen  Messgerat  (Ultraschall-Transitzeit-Flussaufnehmer ~ T-101,
Transonic®-Systems, Ithaka, USA) bestimmt [56] [57]. Zur Eichung des
Flusskopfes dienten vor Beginn der Versuche zwei methodologisch unabhangige
Verfahren [57]. Zum einen vor Implantation in vitro die Eichung des Flusskopfes
mit definierten Flissen einer kalibrierten Rollerpumpe, zum anderen in vivo,
mindestens drei Wochen nach Einheilung des Flusskopfes, nach dem Fick’schen
Prinzip. Hierbei wird das HZV als Quotient aus Sauerstoffverbrauch (VO;) und
arterio-venoser Sauerstoffgehaltsdifferenz (C,.,O2) bestimmt (HZV = VO, / (C,0;
- C,0y2)).

Die Messgenauigkeit der implantierten und kalibrierten Flusssonden betragt
hierbei £2% und bleibt Gber mehrere Jahre erhalten [56] [58], sodass eine genaue
Bestimmung des Herzminutenvolumens sicher tGber mehrere Monate bei einem

Tier gewahrleistet blieb.

Blutdruck und Widerstand

Der mittlere arterielle Druck (MAD) und der zentralvenése Druck (ZVD) wurden
kontinuierlich und direkt mittels flissigkeitsgeflllter, druckfester Katheter Uber
elektromanometrische Druckwandler (Modell P23 ID, Gould Statham®, Elk Grove,
USA) gemessen. Die Katheter fUhrten wir Uber die Arteria carotis communis in die
Aorta ascendens beziehungsweise von einer Hinterlaufvene Uber die Vena cava
inferior zum rechten Vorhof ein. Die korrekte Lage des zentralvendsen Katheters
Uberpruften wir anhand der gemessenen Druckkurve sowie radiologisch mittels
eines Bildwandlers. Die Druckwandler wurden auf die halbe Thoraxhohe der
liegenden Hunde justiert, analog dem Dornfortsatz des 7. Halswirbels, und mit

einem Quecksilber-Eichmanometer nach Gauer (HSE Druckeichgerat Typ 367,
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Hugo Sachs Elektronik, March, Deutschland) vor und zu Kontrollzwecken nach
jedem Experiment geeicht. Der arterielle Mitteldruck (MAD) sowie der
zentralvendése Druck wurden Uber Integration des jeweiligen Originalsignals
ermittelt (Chart 4.1.2 Software).

Der systemische Gefallwiderstand errechnete sich nach dem Ohm’schen Gesetz
als Quotient aus arterio-vendsem Druckgradienten und Herz-Zeit-Volumen: SVR =
(MAD - ZVD) / HZV.

Far den SVR verwendeten wir die in der Pa&diatrie Ublichen Wood-Einheiten
(mmHg'min™I""). Durch Multiplikation mit dem Faktor 80 kénnen diese in die fiir
Erwachsene blichen metrischen Widerstandseinheiten (dyn'scm™) umgerechnet

werden.

Herzfrequenz
Zur Bestimmung der Herzfrequenz wurde ein auf die R-Zacke getriggertes
Standard-Oberflachen EKG abgeleitet. So konnte eine Kkontinuierliche

Aufzeichnung der Herzfrequenz erreicht werden (Chart 4.1.2 Software).

Blutgase, Lactatkonzentration und pH-Wert des Blutes

Arterielle und zentralvendse Blutproben wurden alle 30 Minuten und vor jeder
Intervention mit Iluftfreien, heparinisierten Spritzen entnommen. Hieraus
bestimmten wir den arteriellen und zentralvendsen Sauerstoffgehalt (CaO,, CvO,),
die beiden  Oxygenierungsvariablen Sauerstoffpartialdruck  (PO2) und
Sauerstoffsattigung (Sa0;), den Kohlendioxidpartialdruck (PCO;) sowie den pH-
Wert, die Lactatkonzentration und den Base Excess (BE). Ebenfalls die Elektrolyte
Kalium (K*), Natrium (Na*), Calcium (Ca®") und Chlorid (CI) (ABL-3, Radiometer®,

Kopenhagen, Danemark). Der systemische Sauerstofftransport (DO) errechnete
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sich als Produkt aus dem Herz-Zeit-Volumen (HZV) und dem arteriellen
Sauerstoffgehalt (CaO,): DO, = HZV * Ca0,. Die systemische Sauerstoffextraktion
ergab sich als Quotient aus Sauerstoffverbrauch und systemischem
Sauerstofftransport: ERO, = VO, / DO..

Alle Blutprobenmessungen wurden doppelt durchgefuhrt. Den daraus errechneten

Mittelwert verwendeten wir fir die weitere Analyse.

Korpertemperatur

Zur kontinuierlichen Messung der Korpertemperatur wurde ein Quecksilber-
Eichthermometer rektal bei dem Versuchstier eingeflhrt. Die Temperatur wurde
mit Decken innerhalb des fir Hunde physiologischen Bereiches von 37,0 — 38,5°C
gehalten. Die Raumtemperatur blieb konstant bei 24 + 1 °C, entsprechend der

thermoneutralen Indifferenztemperatur fur Hunde [59].

In- und exspiratorische O,-, CO,- und Narkosedampfkonzentration

Die in- und exspiratorischen Atemgaskonzentrationen (O,, CO;) und die
Konzentration des Narkosemittels (Sevofluran) wurden kontinuierlich mit einem
kalibrierten Multigas Monitor (Capnomac®, Ultima SV, Datex-Engstrom, Helsinki,

Finnland) direkt am Endotrachealtubus gemessen.

Sauerstoffverbrauch / Kohlendioxidproduktion

Zur kontinuierlichen Messung des Sauerstoffverbrauchs (VO2) und der
Kohlendioxidproduktion (VCO>) diente ein Deltatracll® Metabolic Monitor (Datex-
Engstrom, Helsinki, Finnland. Genauigkeit bei Spontanatmung und Raumluft *

4%). Vor jedem Experiment fand eine Eichung der Gassensoren des Gerates
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statt, und zwar unter Verwendung von Raumluft und einem Eichgas aus 95% O
und 5% COg, nach einer mindestens dreiRigminutigen Aufwarmphase.

Wahrend der Anasthesie mit kontrollierter Beatmung wurde der VO, und der VCO;
direkt aus den Atemgasen bestimmt. Die Exspirationsluft stromte durch den
Endotrachealtubus in die Mischkammer des DeltatraclI®-Monitors (Respirator-
Modus). Das Beatmungssystem war sorgfaltig abgedichtet, insbesondere im
Bereich des Endotrachealtubus.

Zur Uberprifung dieses Messsystems wurde der Sauerstoffverbrauch
intermittierend auch nach dem reversen Fick’'schen Prinzip bestimmt, das heif3t
aus dem Produkt des Herz-Minuten-Volumens (Q) und der arterio-vendsen

Sauerstoffgehaltdifferenz (AVDO; = C,.,02): VO, = Q - AVDO,

Versuchsprotokoll

Alle Experimente begannen ab 8:00 Uhr morgens unter Grundumsatzbedingungen
der Versuchstiere (Nahrungskarenz von mindestens zwodlf Stunden bei freiem
Zugang zu Wasser) und standardisierten Laborbedingungen (Tiere in
Rechtsseitenlage auf einem gepolsterten Untersuchungstisch, thermoneutrale
Raumtemperatur fir Hunde entsprechend 24°C, leicht abgedunkelter und

schallgedampfter Raum).

Zu Beginn der Experimente wurde eine Vorderlaufvene der Tiere punktiert
(Vasofix® Braunile® 17 G, Braun, Melsungen, Deutschland) und die Narkose
durch intravendse Gabe von Propofol (Propofol® 1 % Fresenius, Fresenius Kabi
Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland; 3,0 mgkg ' KG™") eingeleitet.
Dadurch konnte eine schonende und sichere Intubation unter direkter

Laryngoskopie (Lo Contour™ Murphy 8.5, Mallinckrodt Medical, Athlone, Irland)
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und Instrumentierung stattfinden. Die Hunde wurden kontinuierlich in einem
offenen System unter normoxischen Bedingungen beatmet (Starling Ventilator,
Braun:, Melsungen, Deutschland). Das Atemgasgemisch setzte sich aus 30 Vol.%
Oz und 70 Vol.% N, (gemal DIN 3188) zusammen. Das Atemhubvolumen betrug
12,5 mlkg"KG™ [60] bei einer Beatmungsfrequenz zwischen 12 und 16 min™.
Hierdurch wurde ein etCO;, von 35 mmHg eingestellt. Die Aufrechterhaltung der
Narkose erfolgte mit dem Narkosedampf Sevofluran (Sevorane®, Abbott,
Wiesbaden, Deutschland; 3,0 Vol.%, entsprechend 1,25 MAC bei Hunden) [61]
[62], zugeflhrt Uber einen substanzspezifischen Vapor (Modellreihe 19.3, Drager-,
Labeck, Deutschland). Die intravendse Verabreichung von Rocuronium sicherte
eine kontinuierliche Muskelrelaxierung (Esmeron®, Organon AG, Pfaffikon,
Schweiz; 0,6 mgkg""KG™ initial als Bolus, anschlieBend 1 mgkg'KG"h™" als
Erhaltungsdosis Uber eine Spritzenpumpe, Perfusor® secura, Braun, Melsungen,
Deutschland), um eine Beeinflussung der Messwerte durch unwillkirliche
Muskelkontraktionen auszuschlief3en.

Uber die beiden Karotisarterien wurde je ein Katheter in den Aortenbogen
vorgeschoben (Vygon Leader Cath. REF 115.11, Durchmesser 1,2 mm / 18G,
Ldnge 100 mm, Braun, Melsungen, Deutschland). Uber den ersten Katheter
konnte kontinuierlich der Blutdruck in der Aorta gemessen werden. Der zweite
Katheter diente der regelmaRigen Entnahme arterieller Blutproben. Uber eine
Hinterlaufvene wurde ein zentraler Venenkatheter in den rechten Herzvorhof zur
kontinuierlichen Messung des zentralven6sen Drucks vorgeschoben (Cavafix®
Ref. 4153758, Durchmesser 1,7mm, 16G, Lange 700mm, Braun, Melsungen,
Deutschland). Im Weiteren befestigten wir EKG-Elektroden am Thorax des Tieres,
konnektierten das zwischen den Schulterblattern ausgeleitete Ultraschall-

Transitzeit-Flussaufnehmer-Kabel mit dem stationaren Basisgerat, sodass das
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HZV kontinuierlich erfasst wurde, und positionierten den Lichtleiter des EMPHO I
unter rdntgenologischer und Signal-Kontrolle im Magen. Nach einer
Stabilisierungsphase, in der alle Variablen ein ,steady state® erreicht hatten,
begannen die Experimente mit der Aufzeichnung einer Kontrollperiode (C) fur
weitere 30 Minuten (Baseline). Hiernach erfolgte die Randomisierung der Hunde

zu einer der folgenden 2 Versuchsgruppen (Abb. 3):

Gruppe 1: Hypoxie / Hypoxie + Glibenclamid

Das Versuchsprotokoll der Gruppe 1 (Abbildung 3) diente der Klarung der Frage,
welchen Effekt die Hypoxie per se und welche Wirkung eine Vorbehandlung mit
Glibenclamid bei anschlielfiender Hypoxie hat. Nach einer Baseline Phase von 30
Minuten wurde die erste Hypoxie (FiO, = 0,11) induziert. Danach folgte eine 60-
minutige Erholungsphase mit jeweils zwei Messungen nach 30 und 60 Minuten
(Post 1 und Post 2), an deren Ende die Versuchstiere Glibenclamid 0,2 mg/kgKG
intravends Uber 10 Minuten injiziert bekamen. Nach weiteren 30 Minuten wurde
eine zweite 15-mindtige Hypoxie (FiO, = 0,11) eingestellt, gefolgt von einer

abschlieenden Erholungsphase Uber 30 Minuten (Post 3).

Gruppe 2: Hypoxie + Levosimendan / Hypoxie + Levosimendan + Glibenclamid

Das Versuchsprotokoll der Gruppe 2 (Abbildung 3) sollte der Klarung der Frage
dienen, welchen Einfluss Levosimendan bei einer Hypoxie hat und welchen Effekt
die Vorbehandlung mit Levosimendan und Glibenclamid bei anschlielfiender
Hypoxie hat. Nach einer Baseline Phase von 30 Minuten wurde eine Loading-
Dose (LD) Levosimendan von 20 ug/kgKG Uber 15 Minuten und 0,25 ug/kgKG/min
als kontinuierliche Infusion bis zum Ende des Versuchs gegeben. Nach 30

Minuten induzierten wir eine 15-minutige Hypoxie (FiO, = 0,11). Danach folgte
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eine 60-minltige Erholungsphase mit jeweils zwei Messungen nach 30 und 60
Minuten (Post 1 und Post 2), an deren Ende die Versuchstiere Glibenclamid 0,2
mg/kgKG intravends Uber 10 Minuten injiziert bekamen. Nach weiteren 30 Minuten
wurde eine zweite 15-minldtige Hypoxie (FiO, = 0,11) unter kombinierter
Levosimendan und Glibenclamid Vorbehandlung eingestellt, gefolgt von einer

abschlieenden Erholungsphase Uber 30 Minuten (Post 3).

Bei beiden Versuchsgruppen wurden samtliche Kreislaufvariablen am Ende jeder
Intervention Uber 5 Minuten gemittelt und ausgewertet. Arterielle und
zentralvendse Blutproben zur Bestimmung der Blutgasspannungen (pO2 und
pCO;) und des Sauregrades des Blutes (pH) sowie des AVDO, entnahmen wir
jeweils wahrend der letzten Minute vor Interventionsende. Die Tiere erwachten
binnen 15 Minuten nach Beendigung der Zufuhr des Anasthetikums und waren
nach weiteren 15 Minuten verhaltensmallig normal. Sie konnten selbststandig

laufen und reagierten auf Ansprache.

Um eine vollstandige Elimination der zugeflhrten Substanzen zu gewahrleisten
und Interaktionen zwischen den Medikamenten auszuschliellen, lag fur das

jeweilige Tier ein Mindestabstand von 14 Tagen zwischen den Versuchen.

Statistik

Die statistische Analyse der Ergebnisse wurde mit Prism Software durchgeflihrt
(Version 5.0, GraphPad, La Jolla, USA). Die Darstellung erfolgte als Mittelwert (x)
und Standardfehler des Mittelwerts (SEM) fir n = 6 Tiere pro Versuchsgruppe.

Zunachst wurde bestimmt, dass sich die gewonnenen Daten entsprechend einer
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Normalverteilung verhalten (Kolmogorov-Smirnov Test, StatView 4.1, SAS-
Institute Inc., Cary, USA). Die direkten Effekte nach Gabe von Levosimendan und
Glibenclamid vor den jeweiligen Hypoxiephasen wurden mittels einfaktorieller
Varianzanalyse untersucht. Unterschiede zwischen Versuchsgruppe 1 und 2 und
den Hypoxiephasen 1 und 2 innerhalb einer Versuchsgruppe wurden mittels
zweifaktorieller Varianzanalyse getestet.

Die Testungen erfolgten entsprechend der Korrektur nach Bonferroni. Die
Nullhypothese wurde verworfen und eine statistische Signifikanz angenommen,

wenn der a-Fehler < 5% (P < 0,05) war.
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Abbildungen

Abbildung 1: Instrumentierung des Versuchshundes. 1. Emphosonde 2. Endotrachealtubus
3. Arterieller Katheter 4. Venenverweilkanile 5. EKG Elektroden 6. Anschlusskabel des

Flussmessers 7. Zentraler Venenkatheter.
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29 % 55 % 68 %

Abbildung 2: Originale Spektralkurven des EMPHO-Monitors bei unterschiedlichen
Hamoglobinoxygenierungen der gastralen Mukosa mit charakteristischen Peaks bei Wellenlangen
von 542 und 577 nm. Die graue Kurve stellt dabei das mit den Kalibrierspektren korrigierte
Rohsprektrum dar. Zusatzlich wird in schwarzer Farbe die idealisierte Kurve eingezeichnet, die bei
der Auswertung errechnet worden ist. Sie vermittelt einen optischen Eindruck tber die Giite der

Auswertung.
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Gruppe 1: Hypoxie / Glibenclamid + Hypoxie

GLIB
| Baseline | Normoxie |HPX1[ Normoxie | Normoxie | Normoxie |HPX2| Normoxie
| | | | | | | | |
| | | | | | | | 1
0 30 60 75 105 135 165 180 210

Gruppe 2: Levosimendan + Hypoxie / Leosimendan + Glibenclamid + Hypoxie

Levo Levosimendan |
LD | GLIB |

| Baseline [ Normoxie [HPX1 Normoxie Normoxie | Normoxie |HPX2| Normoxie |

| | 1 1 1 | | 1 |
! I 1 I ! ! I 1
0 3 60 75 105 135 165 180 210

Abbildung 3: Versuchsablauf der Gruppe 1 und 2. Baseline, Normoxie (F;O, = 0,30) und Hypoxie
(FiO2 = 0,11). Levo LD (Loading Dose): 20 ug/kgKG, Levosimendan (Infusion): 0,25 ug/kgkG/min,

Glibenclamid: 0,2 mg/kgKG.
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Ergebnisse

Hamodynamik und Metabolismus

Durch die experimentellen Rahmenbedingungen wurde die inspiratorische
Sauerstoffkonzentration (FiO2) unter Normoxie bei 29 £ 1 Vol% und unter Hypoxie
bei 11 + 1 Vol% gehalten (Abbildung 3). Hierdurch kam es beim arteriellen
Sauerstoffgehalt (CaO;) und arteriellen Sauerstoffpartialdruck (PaO;) zu einem
Abfall wahrend der Hypoxiephasen (Abbildung 4, Tabelle 1.1.).

Beim arteriellen Sauerstoffgehalt kam es durch Levosimendangabe unter
Normoxie bereits zu einer signifikanten Erniedrigung. Beim arteriellen
Sauerstoffpartialdruck war wahrend der ersten Hypoxie ein signifikanter
Unterschied zwischen Levosimendangabe in Gruppe 2 (34 £ 1 mmHg) und der
Hypoxie ohne Levosimendan in Gruppe 1 (39 £+ 1 mmHg) erkennbar. Durch
zusatzliche Glibenclamidgabe sank der PaO, wahrend der zweiten Hypoxie in
beiden Gruppen weiter ab (36 £ 1 mmHg und 32 + 2 mmHg). Analog zum
niedrigeren PaO, war auch die Sauerstoffsattigung (SaO;) in beiden
Hypoxiephasen erwartungsgemal niedriger als unter Normoxie (Abbildung 5 und
Tabelle 1.1.). Zusammengefasst zeigen die Werte, dass Levosimendan die
arterielle Sauerstoffaufnahme unter Normoxie verringert und zu einem niedrigen
arteriellen Sauerstoffpartialdruck unter Hypoxie fuhrt.

Der Kohlendioxidpartialdruck blieb bei beiden Versuchsgruppen zwischen 35 — 38
mmHg stabil. Bei Gruppe 2 zeigte sich eine Signifikanz zur Baseline nach
Levosimendangabe wahrend der Normoxie, moglicherweise als Folge einer

kurzfristigen Stoffwechselerhhung (Abbildung 5).
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Levosimendan erhdhte in Versuchsgruppe 2 die Magenschleimhautoxygenierung
(WHbO2) unter Normoxie im Vergleich zur Baseline (51 £ 2 % zu 56 = 2 %). Unter
Hypoxie gab es jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen einer
Vorbehandlung mit Levosimendan oder einer Hypoxie ohne Vorbehandlung.
Gleiches galt auch fir die Gabe von Glibenclamid. In beiden Gruppen kam es zu
einem Abfall der yHbO, wahrend der Hypoxien, was auf die Hypoxie an sich als
Ursache fur die beobachtete Veranderung hindeutet (Abbildung 6).

Das Herz-Zeit-Volumen stieg durch Levosimendangabe bei Versuchsgruppe 2
unter Normoxie signifikant gegeniiber der Baseline (78 + 5 mikg ™ 'min™ zu 94 + 6
mlkg " min™") (Abbildung 6). Dieser Effekt hielt auch wahrend der ersten Hypoxie
an (97 + 6 mrkg™'min™"), wobei ein ebenfalls signifikanter Unterschied zur Hypoxie
ohne Levosimendan in Versuchsgruppe 1 bestand (78 + 3 mlkg''min™). Die
Hinzugabe von Glibenclamid hatte hierauf keine weitere Auswirkung. Wahrend der
zweiten Hypoxie blieb die Differenz vergleichbar stabil (74 + 5 ml'’kg"'min™" zu 89 +
3 mikg"'min™).

Das Schlagvolumen (SV) erhdhte sich durch Levosimendangabe von der Baseline
zur ersten Messung unter Normoxie in Gruppe 2 (20 £ 1 ml zu 22 + 1 ml)
(Abbildung 6). Wahrend der ersten Hypoxie bestand zudem eine signifikante
Differenz zur Gruppe 1, bei der keine Medikamentengabe erfolgt war (17 + 1 ml zu
21 + 1 ml). Wahrend der zweiten Hypoxie blieb dieser Unterschied weiter
bestehen (15 £ 1 ml zu 21 £ 1 ml). Das Ergebnis zeigt, dass Levosimendan selbst
unter hypoxischen Bedingungen zu einer Steigerung des SV flhrt.

Der systemische Widerstand (SVR) sank verglichen mit der Baseline nach
Levosimendangabe in Versuchsgruppe 2 (29 + 2 mmHgmin™I" zu 24 + 1
mmHgmin™1™"). Dieser Effekt blieb auch wéhrend der Hypoxiephasen bestehen

(beide 25 * 2 mmHgmin™"I") (Abbildung 7). Demgegeniiber konnte in
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Versuchsgruppe 1 wahrend der ersten Hypoxie keine Anderung des SVR
gegenuber der Baseline registriert werden. Durch die Hinzugabe von Glibenclamid
vor der zweiten Hypoxie stieg der systemische Widerstand jedoch signifikant von
30 + 2 mmHgmin™I" auf 35 + 3 mmHgmin™I" im Vergleich zum Messzeitpunkt
Post 2 (Abbildung 7). Die alleinige Glibenclamidgabe unter Normoxie hatte in
unseren Versuchen demnach eine Erhéhung des SVR zur Folge.

Der positiv inotrope Effekt von Levosimendan war zudem am signifikanten Anstieg
von dP/dtnax in Versuchsgruppe 2 erkennbar (Abbildung 8). dP/dtmax erhdhte sich
von der Baseline (425 + 39 mmHg-sec”) zum ersten Messpunkt unter Normoxie
(560 + 36 mmHg-sec') und blieb im Verlauf der ersten Hypoxie (577 + 44
mmHg-sec™') und zweiten Hypoxie (588 + 54 mmHg-sec™) stabil. Der Unterschied
wahrend der Hypoxiephasen war signifikant zu Versuchsgruppe 1 und deutet
darauf hin, dass es sich um einen Effekt hervorgerufen durch Levosimendan
handelt.

Der systemische Sauerstoffverbrauch (VO;) wurde durch die Levosimendangabe
nicht beeinflusst (Abbildung 8). Lediglich bei Glibenclamid in Versuchsgruppe 1
kam es unter Normoxie zu einem Anstieg des VO, (3,7 + 0,1 mlI'*kg”"-min™ zu 4,1 +
0,1 ml-kg™"-min™).

Die systemische Sauerstoffextraktion stieg bei beiden Versuchsgruppen von der
ersten zur zweiten Hypoxiephase (Abbildung 9). Insgesamt war die systemische
Sauerstoffextraktion nach Glibenclamidgabe wahrend der Hypoxiephasen hoher
als bei der unbehandelten Hypoxie oder der Hypoxie mit vorheriger
Levosimendangabe. Glibenclamidgabe unter Normoxie fuhrte ebenfalls zu einem

signifikanten Anstieg.
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Durch Glibenclamid kam es in beiden Versuchsgruppen zu einem signifikanten
Abfall der Lactatkonzentration (Abbildung 10). In Gruppe 1 sank Lactat von Post 2
(2,2 £ 0,2 mmol-I'") nach Glibenclamidgabe (1,2 + 0,1 mmol-I'"). Selbiges war in
Gruppe 2 zu beobachten (2,0 + 0,2 mmol'I" zu 1,1 + 0,1 mmol-I"). Auch beim
direkten Vergleich beider Hypoxiephasen wird der Einfluss von Glibenclamid
deutlich. Ohne Vorbehandlung waren hier in Gruppe 1 und 2 hohere
Lactatkonzentrationen (2,6 + 0 mmoll" und 2,3 + 0,1 mmoll") als nach
Glibenclamidgabe (1,2 + 0,1 mmol-I" und 1,1 + 0,1 mmolI") zu verzeichnen
(Abbildung 10). Zusammengefasst hat Glibenclamid bei unseren Versuchen die
Lactatkonzentration, unabhangig von gleichzeitger Levosimendangabe, gesenkt.

Ein weiterer Effekt von Glibenclamid war der Abfall der Glucosekonzentration
(Abbildung 11). Sowohl in Gruppe 1 wie auch in Gruppe 2 waren vom
Messzeitpunkt Post 2 (98 + 3 mg-dl”" und 103 + 4 mg-dl') zur Normoxie unter
Glibenclamid (84 + 2 mg-dl" und 87 + 3 mg-dl”") signifikante Unterschiede zu
verzeichnen. Beim direkten Vergleich zwischen den beiden Hypoxiephasen mit
und ohne Glibenclamid waren in Gruppe 1 (106 + 2 mg-dl"’ zu 78+ 3 mg-dI™") und
Gruppe 2 (114 + 3 mg-dl”’" zu 82 + 6 mg-dlI"") niedrigere Glucosekonzentrationen

nach Glibenclamidapplikation erkennbar.

Bei den Elektrolyten Natrium, Kalium und Chlorid waren nur geringe Anderungen
festzustellen, die die eigentlichen Hypoxiephasen nicht betrafen (vgl. Abbildung 10

und 11).

Die Hamoglobinkonzentration (Hb) (Abbildung 5), die systemischen
hamodynamischen Variablen Herzfrequenz (HR) und Mittlerer-Arterieller-Druck

(MAD) (Abbildung 7), die Kohlendioxidproduktion (VCO;) (Abbildung 8), das
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Elektrolyt Calcium (Ca®*) (Abbildung 11), sowie die metabolischen Variablen pH-
Wert, Bicarbonatkonzentration (HCO3") und Basenuberschuss (BE) (Abbildung 12)

blieben unabhangig von Levosimendan- oder Glibenclamidgabe stabil.

Statistik
Die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse und Darstellung der
Signifikanzen ist in den Tabellen 1.1. und bis 1.2. zusammengefasst sowie in den

Abbildungen 4 bis 12 grafisch dargestellt.
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Abbildungen und Tabellen
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Abbildung 4: Darstellung der inspiratorischen Sauerstoffkonzentration (FO,), des arteriellen
Sauerstoffgehalts (CaO,) und des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks (PaO,). Normoxie bei F,0, ~
29 + 1 Vol% wahrend ,Baseline®, ,Levo“ (= Levosimendangabe), ,Post 1% ,Post 2% ,Glib“ (=
Glibenclamidgabe) und ,Post 3. Hypoxie bei FO, ~ 11 £ 1 Vol% wahrend ,Hypoxie 1“ und
~Hypoxie 2. Gruppe 1 (n = 6) mit hellem Balken dargestellt. Gruppe 2 (n = 6) mit dunklem Balken
dargestellt. Levosimendan wurde in Gruppe 1 nicht gegeben und in der Abbildung unter ,Levo*
gekennzeichnet mit ,n.b.“ (nicht bestimmt). ,Post 1“ und ,Post 2 sind Messpunkte bei 30 Minuten
und 60 Minuten nach ,Hypoxie 1%. ,Post 3 ist ein Messpunkt 30 Minuten nach ,Hypoxie 2°.
Statistische Signifikanzen bei P < 0,05. ,a“ kein Unterschied zwischen den Hypoxiegruppen, ,b*
signifikanter Unterschied zwischen Hypoxie 1 und Hypoxie 2 innerhalb einer Gruppe, ,c°
signifkanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen wahrend Hypoxie 1 oder Hypoxie 2. ,**

signifikanter Effekt nach Levosimendangabe.
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Abbildung 5: Darstellung der Sauerstoffsattigung (Sa0;), der Hamoglobinkonzentration (Hb) und
des arteriellen Kohlendioxidpartialdrucks (PaCO,). Normoxie bei F,O, ~ 29 + 1 Vol% wahrend
.Baseline“, ,Levo“ (= Levosimendangabe), ,Post 1%, ,Post 2%, ,Glib“ (= Glibenclamidgabe) und ,Post
3“. Hypoxie bei FiO, ~ 11 £ 1 Vol% wahrend ,Hypoxie 1“ und ,Hypoxie 2. Gruppe 1 (n = 6) mit
hellem Balken dargestellt. Gruppe 2 (n = 6) mit dunklem Balken dargestellt. Levosimendan wurde
in Gruppe 1 nicht gegeben und in der Abbildung unter ,Levo“ gekennzeichnet mit ,n.b.“ (nicht
bestimmt). ,Post 1“ und ,Post 2* sind Messpunkte bei 30 Minuten und 60 Minuten nach ,Hypoxie
1% ,Post 3 ist ein Messpunkt 30 Minuten nach ,Hypoxie 2. Statistische Signifikanzen bei P <
0,05. ,a@"“ kein Unterschied zwischen den Hypoxiegruppen, ,b“ signifikanter Unterschied zwischen
Hypoxie 1 und Hypoxie 2 innerhalb einer Gruppe. ,** signifikanter Effekt nach Levosimendangabe,

,$“ signifikanter Effekt nach Glibenclamidgabe.
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Abbildung 6: Darstellung der mikrovaskularen Hamoglobinoxygenierung der Magenschleimhaut
(MHbO,), des Herz-Zeit-Volumens (HZV) und des Schlagvolumens (SV). Normoxie bei F,O, ~ 29 +
1 Vol% wahrend ,Baseline®, ,Levo“ (= Levosimendangabe), ,Post 1% ,Post 2% ,Glib“ (=
Glibenclamidgabe) und ,Post 3. Hypoxie bei FO, ~ 11 £ 1 Vol% wahrend ,Hypoxie 1 und
~Hypoxie 2. Gruppe 1 (n = 6) mit hellem Balken dargestellt. Gruppe 2 (n = 6) mit dunklem Balken
dargestellt. Levosimendan wurde in Gruppe 1 nicht gegeben und in der Abbildung unter ,Levo*
gekennzeichnet mit ,n.b.“ (nicht bestimmt). ,Post 1“ und ,Post 2 sind Messpunkte bei 30 Minuten
und 60 Minuten nach ,Hypoxie 1% ,Post 3 ist ein Messpunkt 30 Minuten nach ,Hypoxie 2°.
Statistische Signifikanzen bei P < 0,05. ,a“ kein Unterschied zwischen den Hypoxiegruppen, ,b*
signifikanter Unterschied zwischen Hypoxie 1 und Hypoxie 2 innerhalb einer Gruppe, ,c°

signifkanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen wahrend Hypoxie 1 oder Hypoxie 2. ,**

signifikanter Effekt nach Levosimendangabe.
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Abbildung 7: Darstellung der Herzfrequenz (HR), des Mittleren-Arteriellen-Drucks (MAD) und des
systemischen Widerstandes (SVR). Normoxie bei FiO, ~ 29 + 1 Vol% wahrend ,Baseline®, ,Levo*
(= Levosimendangabe), ,Post 1%, ,Post 2% ,Glib* (= Glibenclamidgabe) und ,Post 3“. Hypoxie bei
FiO2, ~ 11 £ 1 Vol% wahrend ,Hypoxie 1“ und ,Hypoxie 2. Gruppe 1 (n = 6) mit hellem Balken
dargestellt. Gruppe 2 (n = 6) mit dunklem Balken dargestellt. Levosimendan wurde in Gruppe 1
nicht gegeben und in der Abbildung unter ,Levo“ gekennzeichnet mit ,n.b.“ (nicht bestimmt). ,Post
1“ und ,Post 2“ sind Messpunkte bei 30 Minuten und 60 Minuten nach ,Hypoxie 1. ,Post 3“ ist ein
Messpunkt 30 Minuten nach ,Hypoxie 2. Statistische Signifikanzen bei P < 0,05. ,a“ kein
Unterschied zwischen den Hypoxiegruppen, ,c* signifkanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen wahrend Hypoxie 1 oder Hypoxie 2. ,** signifikanter Effekt nach Levosimendangabe, ,$“

signifikanter Effekt nach Glibenclamidgabe.
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Abbildung 8: Darstellung des Inotropie Markers (dP/dty.), des Sauerstoffverbrauchs (VO,) und
der Kohlendioxidproduktion (VCO,). Normoxie bei FiO, ~ 29 + 1 Vol% wahrend ,Baseline®, ,Levo*
(= Levosimendangabe), ,Post 1%, ,Post 2%, ,Glib* (= Glibenclamidgabe) und ,Post 3“. Hypoxie bei
FiO2, ~ 11 £ 1 Vol% wahrend ,Hypoxie 1“ und ,Hypoxie 2. Gruppe 1 (n = 6) mit hellem Balken
dargestellt. Gruppe 2 (n = 6) mit dunklem Balken dargestellt. Levosimendan wurde in Gruppe 1
nicht gegeben und in der Abbildung unter ,Levo” gekennzeichnet mit ,n.b.“ (nicht bestimmt). ,Post
1“ und ,Post 2“ sind Messpunkte bei 30 Minuten und 60 Minuten nach ,Hypoxie 1. ,Post 3“ ist ein
Messpunkt 30 Minuten nach ,Hypoxie 2. Statistische Signifikanzen bei P < 0,05. ,a“ kein
Unterschied zwischen den Hypoxiegruppen, ,c“ signifkanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen wahrend Hypoxie 1 oder Hypoxie 2. ,** signifikanter Effekt nach Levosimendangabe, ,$“

signifikanter Effekt nach Glibenclamidgabe.

36



Hypoxie Hypoxie
Baseline Levo 1 Post 1 Post 2 Glib 2 Post 3

b b $

" wallunilln

Abbildung 9: Darstellung der systemischen Sauerstoffextraktion (ERO,). Normoxie bei F,O, ~ 29 +

1 Vol% wahrend ,Baseline®, ,Levo“ (= Levosimendangabe), ,Post 1% ,Post 2 ,Glib“ (=
Glibenclamidgabe) und ,Post 3. Hypoxie bei FO, ~ 11 £ 1 Vol% wahrend ,Hypoxie 1 und
~Hypoxie 2. Gruppe 1 (n = 6) mit hellem Balken dargestellt. Gruppe 2 (n = 6) mit dunklem Balken
dargestellt. Levosimendan wurde in Gruppe 1 nicht gegeben und in der Abbildung unter ,Levo*
gekennzeichnet mit ,n.b.“ (nicht bestimmt). ,Post 1“ und ,Post 2 sind Messpunkte bei 30 Minuten
und 60 Minuten nach ,Hypoxie 1%. ,Post 3 ist ein Messpunkt 30 Minuten nach ,Hypoxie 2°.
Statistische Signifikanzen bei P < 0,05. ,b* signifikanter Unterschied zwischen Hypoxie 1 und

Hypoxie 2 innerhalb einer Gruppe. ,$“ signifikanter Effekt nach Glibenclamidgabe.
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Abbildung 10: Darstellung der Lactatkonzentration und der Elektrolyte Natrium (Na®) und Kalium
(K"). Normoxie bei FiO, ~ 29 + 1 Vol% wéhrend ,Baseline®, ,Levo* (= Levosimendangabe), ,Post
1% ,Post 2%, ,Glib* (= Glibenclamidgabe) und ,Post 3. Hypoxie bei FiO, ~ 11 £ 1 Vol% wéahrend
~Hypoxie 1“ und ,Hypoxie 2“. Gruppe 1 (n = 6) mit hellem Balken dargestellt. Gruppe 2 (n = 6) mit
dunklem Balken dargestellt. Levosimendan wurde in Gruppe 1 nicht gegeben und in der Abbildung
unter ,Levo“ gekennzeichnet mit ,n.b.“ (nicht bestimmt). ,Post 1“ und ,Post 2“ sind Messpunkte bei
30 Minuten und 60 Minuten nach ,Hypoxie 1“. ,Post 3 ist ein Messpunkt 30 Minuten nach ,Hypoxie
2%, Statistische Signifikanzen bei P < 0,05. ,a“ kein Unterschied zwischen den Hypoxiegruppen,
,b“ signifikanter Unterschied zwischen Hypoxie 1 und Hypoxie 2 innerhalb einer Gruppe. ,$“

signifikanter Effekt nach Glibenclamidgabe.
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Abbildung 11: Darstellung der Elektrolyte Calcium (Caz+) und Chlorid (CI) und der
Glucosekonzentration. Normoxie bei FO, ~ 29 + 1 Vol% wahrend ,Baseline“, ,Levo“ (=
Levosimendangabe), ,Post 1%, ,Post 2%, ,Glib“ (= Glibenclamidgabe) und ,Post 3“. Hypoxie bei F,O,
~ 11 £ 1 Vol% wahrend ,Hypoxie 1“ und ,Hypoxie 2“. Gruppe 1 (n = 6) mit hellem Balken
dargestellt. Gruppe 2 (n = 6) mit dunklem Balken dargestellt. Levosimendan wurde in Gruppe 1
nicht gegeben und in der Abbildung unter ,Levo“ gekennzeichnet mit ,n.b.“ (nicht bestimmt). ,Post
1“ und ,Post 2“ sind Messpunkte bei 30 Minuten und 60 Minuten nach ,Hypoxie 1. ,Post 3“ ist ein
Messpunkt 30 Minuten nach ,Hypoxie 2. Statistische Signifikanzen bei P < 0,05. ,a“ kein
Unterschied zwischen den Hypoxiegruppen, ,b“ signifikanter Unterschied zwischen Hypoxie 1 und

Hypoxie 2 innerhalb einer Gruppe. ,$“ signifikanter Effekt nach Glibenclamidgabe.
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Abbildung 12: Darstellung des pH-Werts (pH), der Bicarbonatkonzentration (HCO3;) und des
Basenulberschusses (BE). Normoxie bei FiO, ~ 29 + 1 Vol% wahrend ,Baseline®, ,Levo® (=
Levosimendangabe), ,Post 1%, ,Post 2¢, ,Glib“ (= Glibenclamidgabe) und ,Post 3“. Hypoxie bei F;0,
~ 11 £ 1 Vol% wahrend ,Hypoxie 1“ und ,Hypoxie 2. Gruppe 1 (n = 6) mit hellem Balken
dargestellt. Gruppe 2 (n = 6) mit dunklem Balken dargestellt. Levosimendan wurde in Gruppe 1
nicht gegeben und in der Abbildung unter ,Levo“ gekennzeichnet mit ,n.b.“ (nicht bestimmt). ,Post
1“ und ,Post 2“ sind Messpunkte bei 30 Minuten und 60 Minuten nach ,Hypoxie 1. ,Post 3“ ist ein
Messpunkt 30 Minuten nach ,Hypoxie 2. Statistische Signifikanzen bei P < 0,05. ,a“ kein

Unterschied zwischen den Hypoxiegruppen.
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Tabelle 1.1. und 1.2.: Darstellung der Variablen fir Gruppe 1 und 2. Die Ergebnisse sind
angegeben als Mittelwert (x) und Standardfehler des Mittelwertes (SEM) fir n = 6 Tiere pro
Versuchsgruppe.

-Post 1“ und ,Post 2 sind Messpunkte bei 30 Minuten und 60 Minuten nach ,Hypoxie 1. ,Post 3"
ist ein Messpunkt 30 Minuten nach ,Hypoxie 2. Statistische Signifikanzen bei P < 0,05. ,a“ kein
Unterschied zwischen den Hypoxiegruppen, ,b“ signifikanter Unterschied zwischen Hypoxie 1 und
Hypoxie 2 innerhalb einer Gruppe, ,c“ signifkanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen
wahrend Hypoxie 1 oder Hypoxie 2. ,** signifikanter Effekt durch Levosimendangabe,

.S signifikanter Effekt durch Glibenclamidgabe.

Variablen Tabelle 1.1.: Inspiratorische Sauerstoffkonzentration (F,0,), arterieller Sauerstoffgehalt
(Ca0y), arterieller Sauerstoffpartialdruck (PaO;), Sauerstoffsattigung (Sa0;), arterieller
Kohlendioxidpartialdruck (PaCOy,), pH-Wert (pH), Bicarbonatkonzentration (HCOj),

Lactatkonzentration (Lactat) und Glucosekonzentration.

Variablen Tabelle 1.2.: Mikrovaskulare Hamoglobinoxygenierung der Magenschleimhaut (uHbO,),
Herz-Zeit-Volumen (HZV), Schlagvolumen (SV), Herzfrequenz (HR), mittlerer arterieller Druck
(MAD), systemischer Widerstand (SVR) und Inotropie Marker (dP/dt..x), Sauerstoffverbrauch

(VO3), Kohlendioxidproduktion (VCO,)
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Diskussion

Methodenkritik

Bei der Deutung der Versuchsergebnisse sollen zunachst die experimentellen
Rahmenbedingungen einer kritischen Betrachtung unterzogen werden.

Die Wahl der experimentellen Rahmenbedingungen sollte geeignet sein,
sekundare Einflisse auf die systemischen und regionalen Kreislaufvariablen zu
minimieren und weitgehend identische Kontrollbedingungen in aufeinander
folgenden Versuchen zu gewahrleisten. Vom Zeitgang abhangige Einflisse auf die
Versuchsergebnisse sollten dabei durch Randomisierung der Versuchstiere und
Zuordnung zu den Versuchsgruppen gleichmaRig auf die beiden Studiengruppen
verteilt werden.

Die Versuche wurden in einem schallgedampften, abgedunkelten Raum unter
Grundumsatzbedingungen [63] durchgefihrt. Durch regelmafiges Training waren
die Hunde an die Versuche und die Experimentatoren gewdhnt, sodass sie vor
Einleitung der Narkose ruhig und angstfrei in Seitenlage auf dem Versuchstisch
lagen. Die Gabe von Propofol garantierte eine atraumatische, sichere Intubation.
Die weitere Instrumentierung der narkotisierten Tiere lief problemlos ab. Durch
den Narkosedampf Sevofluran wurde eine kontinuierliche Anasthesie der Tiere
gewahrleistet. Das Muskelrelaxans Rocuronium verhinderte dabei eine
Beeinflussung der Messergebnisse durch unwillkirliche Muskelkontraktionen
wahrend der Anasthesie. Die Korpertemperatur der Tiere wurde kontinuierlich
gemessen und mittels Thermodecken konstant gehalten, um kardiovaskulare oder
metabolische Einflisse durch Hypothermie zu vermeiden. Durch Verwendung
chronisch instrumentierter Hunde waren akute chirurgische Interventionen an den

Tieren nicht notwendig. Somit blieb eine endokrine Stressreaktion auf derartige
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Eingriffe aus. Auf zusatzliche Analgetika, au’er der genannten Sedierung mittels
Sevofluran (plus Rocuronium), konnte verzichtet werden [64].

Um den Einfluss der verabreichten Medikamente zwischen den Versuchsgruppen
zu minimieren, wurden die jeweiligen Versuche an ein und demselben Tier in
randomisierter Reihenfolge durchgefuhrt, wobei mindestens 14 Tage zwischen
aufeinander folgenden Experimenten lagen. Auf Basis der Halbwertszeit fur
Levosimendan (ca. 80 Stunden) [65] und Glibenclamid (ca. 20 — 40 Stunden) [66],
konnten somit pharmakologische Kumulations- und Interaktionseffekte verhindert
werden.

Zwischen den jeweils zwei Hypoxiephasen einer Versuchsgruppe wurde eine 60-
minutige Normoxiephase initiiert, welche eine vollstandige Erholung der
gemessenen Variablen auf die Ausgangswerte ermdglichte. Zusatzlich fuhrten wir
vor den eigentlichen Experimenten Vorversuche ohne Gabe von Glibenclamid
oder Levosimendan durch, um zu Uberprifen, ob die erste Hypoxie einen Einfluss
auf die gemessenen Variablen wahrend der zweiten Hypoxie hat. Es konnte dabei
kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Bei der Verwendung des Propofol zur Einleitung der Narkose war durch
Vorversuche bestimmt worden, dass die Wirkung der Initialdosis langstens 15
Minuten anhadlt und somit kein kumulativer Effekt auf die weitere

Medikamentengabe bestand.

Die experimentell erzeugte Hypoxie sollte die regionale Oxygenierung der
Magenschleimhaut verandern und ein  moglicher Effekt durch ein
spektrophotometrisches Messverfahren verifizierbar sein.

Bei den vorliegenden Untersuchungen verwendeten wir ein moderates Modell

kinstlich erzeugter Hypoxie, das sich an bereits etablierten Hypoxiemodellen aus
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anderen Studien orientierte [67] [68]. Bei tierexperimentellen Studien wird oft eine
signifikante Erhdhung des Hamoglobins infolge kardiovaskularen Stresses
festgestellt, die durch Autotransfusion von in der Milz gespeicherten Erythrozyten
entsteht [69] [70]. Der unveranderte Hamoglobinwert in unserer Studie weist
darauf hin, dass dieser Storfaktor bei den Tieren unter der beschriebenen
Sedierung und den moderaten Hypoxiebedingungen keinen Einfluss hatte.

Da die experimentell erzeugte Hypoxie Uber eine Verringerung der
inspiratorischen Sauerstoffkonzentration (FiO, ~ 0.11) erreicht wurde, war eine
schnelle Einstellung und stabile Aufrechthaltung der vorgegebenen Bedingungen
modglich. Die resultierende Hypoxamie wurde anhand des arteriellen
Sauerstoffgehalts (CaO,) nachgewiesen. Sie war fur beide Versuchsgruppen bei
den entsprechenden Interventionen vergleichbar. Signifikante inter- oder
intragruppenspezifische Unterschiede bestanden nicht.

Die Bestimmung der Magenschleimhautoxygenierung erfolgte  durch
kontinuierliche Messung mit dem Erlangen-Mikrolichtleiter-Photometer (EMPHO
II), einer sowohl in vivo als auch in vitro validierten Methode [71] [72]. Die
Spektrophotometrie ermdglicht eine direkte Messung der mikrovaskularen
Hamoglobin-Sauerstoff-Sattigung  entsprechend  der  mikrozirkulatorischen
Sauerstoffverfugbarkeit [73]. AuRerdem gibt sie bereits klinisch asymptomatische
Erniedrigungen der Gewebeoxygenierung verlasslich wieder [74]. Sie korreliert in
hohem Male mit dem AusmaR und der Schwere eines Gewebeschadens der
Magenschleimhaut [17]. Das Verfahren registriert vornehmlich die kapillare
Hamoglobinoxygenierung der Mukosawand, ohne dass hierbei au3erhalb dieser
Struktur liegende Gefalte oder Gewebe einen Einfluss auf die Messwerte haben
[75]. Eine mogliche Ischamie der Magenschleimhaut wird durch das EMPHO |l mit

ahnlicher Genauigkeit wie durch ein Laser-Flowmeter [76], intravitale Mikroskopie

45



[77] oder Hy-Gas-Clearance [78] registriert. Das Messgerat wurde atraumatisch
oro-oesophageal in den Magen eingeflihrt, entsprechend den oben angegebenen
experimentellen Rahmenbedingungen, welche in friheren Studien bereits etabliert
worden waren [7] [79]. Wahrend der Experimente wurde die korrekte Lage der
Sonde im Hundemagen fortlaufend Uberwacht. Eine Evaluation der Signalqualitat
erfolgte, indem die grafisch dargestellten Werte mit errechneten ldealwerten
verglichen wurden (Abbildung 2) [80].

Der Magen gilt als reprasentativ flur die mikrozirkulatorische Oxygenierung des
oberen Gastrointestinaltrakts [81]. Die gemessenen pHbO>-Werte unter
Grundumsatzbedingungen in der Steady State Phase wahrend der
Versuchsreihen befinden sich in Ubereinstimmung mit den Werten aus bereits
frher durchgefuhrten Studien an chronisch instrumentierten Schweinen [82] [83]

und Hunden [84] [85].

Die Substanz Levosimendan sollte in der in den Versuchsreihen verwendeten
Dosierung einen messbaren Effekt auf die systemische Hamodynamik haben.
Ebenso sollte die Substanz Glibenclamid in einer Dosis gegeben werden, die bei
den Versuchstieren eine K'a» —Kanal-Blockade hervorruft und somit dem
erwarteten Effekt von Levosimendan entgegenwirken kann.

Die von uns eingesetzte Levosimendan-Dosis von 0,25 ug/kgkG/min mit einer
Loading-Dose von 20 ug/kgKG liegt hierbei im Bereich zwischen 0,2 ug/kgkKG/min
in einer Studie an 15 septischen Patienten [86] und 3 ug/kgKG/min in einer Studie
an chronisch instrumentierten Hunden [87]. In beiden Studien wurden positive
Effekte auf den regionalen Blutfluss im Intestinum festgestellt.

Die von uns in Gruppe 2 verwendete Dosis an Glibenclamid betrug 0,2 mg/kgKG
als Bolusgabe. In frGheren Studien wurden Dosen von 0,06 mg/kgKG bis 0,45
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mg/kgKG bei Hunden verwendet [88-91]. Somit liegt die von uns applizierte Dosis
in einem Bereich, bei dem ein Effekt von Glibenclamid auf K*,rp —Kanale bereits

bekannt ist.

Die  Deltatracll®-Messwerte des VO, und VCO, wahrend der
Inhalationsanasthesie wurden korrigiert, weil das Gerat die volatilen Anasthetika

nicht erkennt und somit ein Verdlinnungseffekt entsteht [92].

Da die oben beschriebenen Kriterien fur experimentelle Rahmenbedingungen
wahrend der gesamten Versuchsdauer erfullt waren, sind Veranderungen in den

beobachteten Variablen den Versuchsinterventionen zuzuordnen.

Ergebniskritik
Mit Blick auf die eingangs gestellten Fragen liefern die eigenen Versuche zwei

wesentliche Ergebnisse:

1. Die systemische Gabe von Levosimendan vor einer kontrollierten
Hypoxiephase bei chronisch instrumentierten Hunden fuhrt zu keiner
Steigerung der Magenschleimhautoxygenierung. Diese bleibt im Vergleich mit
einer unbehandelten Hypoxie stabil. Es zeigen sich jedoch positive Effekte auf

die systemische Hadmodynmaik und den Metabolismus.

2. Durch die Gabe von Glibenclamid wurden die regionalen vasodilatatorischen

Effekte von Levosimendan nicht vollstandig blockiert. Neben K’ —Kanalen
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scheinen auch andere Mechanismen an der durch Levosimendan ausgeldsten

Vasodilatation beteiligt zu sein.

Bei den durchgefuhrten Experimenten wurden 2zwei Hypoxiephasen pro
Versuchsgruppe induziert. Bei Versuchsgruppe 1 wurde vor der ersten Hypoxie
auf eine Levosimendangabe verzichtet, wohingegen bei Versuchsgruppe 2
Levosimendan appliziert wurde. Durch den Vergleich beider Gruppen konnte der
Effekt einer Vorbehandlung mit Levosimendan untersucht werden.

Vor der zweiten Hypoxie wurde in beiden Versuchsgruppen Glibenclamid
hinzugegeben. Durch den Vergleich zwischen der Hypoxiephase unter alleiniger
Gabe von Glibenclamid (Gruppe 1) und der Hypoxie mit Glibenclamid und
Levosimendanvorbehandlung, sollte der Einfluss von K’ —Kanalen geklart
werden. Aus anderen Studien ist bekannt, dass Glibenclamid Glib-sensible K*xrp —

Kanale blockiert [88] [89].

Die Gabe von Levosimendan wahrend einer akuten Hypoxie kdénnte eine
Mdglichkeit sein, um das kardiozirkulatorische System zu unterstitzen [93]. Die
Effekte auf die hamodynamischen Variablen waren in einer anderen Studie unter
Normoxie unabhangig von den metabolischen Effekten, die durch Levosimendan
ausgeldst wurden [7].

Die Vorbehandlung mit Levosimendan steigerte das HZV sowohl unter Normoxie
als auch wahrend der Hypoxiephasen. Gleichzeitig zeigte sich dabei keine
signifikante Anderung systemischen Sauerstoffverbrauchs. VO unterschied sich
nicht zwischen den beiden Gruppen und blieb sowohl unter Normoxie wie auch
unter Hypoxie in Versuchsgruppe 2 konstant. Der Umstand, dass der systemische

Sauerstoffverbrauch durch die Verwendung des Ca?*-Sensitizers Levosimendan
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nicht nachteilig beeinflusst wurde, konnte mittlerweile durch verschiedene
Arbeitsgruppen bestatigt werden [94] [95] [96].

Die positiv inotropen und hamodynamisch optimierenden Effekte von
Levosimendan [97] [98] waren in unseren Versuchen auch wahrend der
Hypoxiephasen vorhanden. Dies spricht daflr, dass mdgliche andere durch
Hypoxie  gesteuerte  Faktoren, wie zum Beispiel eine veranderte
Pharmakodynamik [99], keinen Einfluss hierauf hatten. Die wesentlichen
Variablen, wie pH-Wert, arterieller Kalium- und Calciumgehalt, wurden durch die
Gabe von Levosimendan nicht signifikant verandert. Temperatur und arterieller
Kohlendioxidpartialdruck wurden kontinuierlich Gberprift und entsprechend den
experimentellen Rahmenbedingungen konstant gehalten. Diese Variablen, welche
an der Modulation des GefalBmuskeltonus beteiligt sind, blieben demnach
annahernd gleich. Das unterstitzt die Annahme, dass die kardiovaskulare
Reaktion direkt durch die Substanz hervorgerufen wurde und nicht durch Effekte
auf oben genannte homoostatische Faktoren [93].

Mdglicherweise tragt zusatzlich die Funktion von Levosimendan als
Phosphodiesterase (PDE) Inhibitor zur Steigerung des HZV bei, da entsprechende

Studien bei anderen PDE-III Inhibitoren zu diesem Ergebnis gelangen [13].

Der positiv inotrope Effekt von Levosimendan, war neben der Erhéhung des HZV
auch an einem signifikanten Anstieg des Inotropiemarkers dP/dtnax zu sehen.
,Neben seiner Funktion als Ca®*- Sensitizer aktiviert Levosimendan ebenfalls K e
—Kanale. Physiologischerweise existieren verschiedene K'irr—Kanal-Isoformen,
die nach ihren Sulfonylharnstoffrezeptoren (SUR; Sulfonyl-Urea-Receptor) in
pankreatische (-Zellrezeptoren (SUR-1), quergestreifte  Skelett- und

Herzmuskulatur assoziierte Rezeptoren (SUR-2A) und glatte Gefalmuskulatur
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assoziierte Rezeptoren (SUR-2B) klassifiziert werden. Durch intrazellulare ATP
Depletion, zum Beispiel wahrend einer Hypoxie, werden in der Gefalmuskulatur
die K'sp —Kanale aktiviert und fihren Uber eine Hyperpolarisation der
Gefallmuskelzellen zu einer Vasorelaxation [6]. Dieser Mechanismus kommt bei
verschiedenen pathophysiologischen Vorgangen in unterschiedlicher Starke zum
Tragen, unter anderem beim septischen Schock [6] [39]. Folglich bleibt die Frage
des Nutzens von additiver Levosimendangabe stets abhangig von dem zuvor
bestandenen individuellen Aktivierungsgrad der Gefallmuskulatur und dem
Aktivierungsgrad der K'xrp—Kanale® [93].

Die Mdoglichkeit der Blockade dieser Kanale durch Glibenclamid (Glyburide) oder
ahnliche Sulfonylharnstoffe ist etabliert. In frilheren Studien wurde bereits
nachgewiesen, dass die Substanz die verschiedenen Isoformen des
Sulfonylharnstoff-Rezeptors, namlich SUR-1, SUR-2A und SUR-2B, blockiert [6]
[100]. Die Wirkung von Glibenclamid in Gruppe 1 und 2 war durch den
signifikanten Abfall der Glucosekonzentration sichtbar (SUR-1 Effekt) [99].
Aulerdem erhohte die Gabe von Glibenclamid signifikant den SVR, vermutlich als
Folge einer Blockade der K'xrp —Kanale der Gefallmuskelzellen. Da die Substanz
gleichzeitig eine stark Blutzucker senkende Wirkung hat, sind dem klinischen
Einsatz als Vasopressor enge Grenzen gesetzt [93] .

DieLevosimendanapplikation fuhrte zu einer Reduktion des SVR, wahrscheinlich

ausgelost durch eine fur Levosimendan typische Vasodilatation [101] [102].

,Die kombinierte Gabe von Levosimendan und Glibenclamid flUhrte im Vergleich
zur alleinigen Vorbehandlung mit Glibenclamid zu einem signifikant hdheren HZV
und dP/dtnax wahrend der Hypoxiephasen. Diese Beobachtung deckt sich mit der

Annahme, dass auch andere Mechanismen als die Aktivierung von K',» —Kanalen
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fur die Wirkung von Levosimendan wahrend der Hypoxie verantwortlich sind“ [93].
Bekannt ist beispielsweise, dass Ca?" -aktivierte Kaliumkanile (BK'c. -Kanile)
und die Freisetzung von NO aus dem Gefallendothel diese Reaktion auslésen

konnen [103] [104].

Bezuglich der regionalen Magenschleimhautoxygenierung ergab sich keine
Differenz zwischen der Hypoxie mit Vorbehandlung durch Levosimendan und
derjenigen ohne. Bei beiden sank die yHbO; (Gr. 1, Hypoxie 1: 3244 % vs. Gr. 2,
Hypoxie1 30+t4 %). In einer tierexperimentellen Studie an septischen Schweinen
zeigte sich, dass Levosimendan keinen Effekt auf die regionale
Splanchnikusregion hatte, jedoch einen positiven Einfluss auf die systemische
Hamodynamik [105]. Allerdings wurde bei diesen Veruschen keine Hypoxiephase
induziert.

Unter normoxischen Bedingungen fuhrt Levosimendan zu einer gesteigerten
Magenschleimhautoxygenierung [7]. Sie wird vermutlich Gber den Mechanismus
einer K'arp —Kanal gesteuerten Vasodilatation hervorgerufen [106] [107] [108].
Dieser Effekt war in Versuchsgruppe 2 (Abbildung 6) zu sehen.

Da nach Beendigung der Hypoxie und Erreichen der Ausgangswerte flir den
systemischen Sauerstoffverbrauch die regionale Oxygenierung wieder auf den
Ausgangswert zurudckging, scheint die Hypoxie per se mallgebend fur die
beobachteten Veranderungen der regionalen Oxygenierung zu sein.
Unterschiedliche Studien sowohl an therapierefraktaren, septischen Patienten wie
auch an  septischen  Schweinen  konnten eine  Steigerung  der
Magenmukosaperfusion durch Levosimendan nachweisen [109] [110] [111].

Hierbei handelte es sich allerdings ausschlieRlich um normoxische Bedingungen.
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Zwei in vitro Studien zur Vasorelaxation unter Levosimendan in menschlichen Aa.
thoracicae internae und in isolierten Koronararterien von Schweinen kamen zu
dem Ergebnis, dass spannungsabhangige und Ca?*- aktivierte Kaliumkanale bei
hohen Konzentrationen an Levosimendan (ab 10° M) fiir eine Vasodilatation

verantwortlich sind [112] [113].

Glibenclamid fuhrte in beiden Versuchsgruppen zu einer Erniedrigung der
Lactatkonzentration. Der signifikante Abfall kénnte durch die K'apr —Kanal
blockierenden Eigenschaften der Substanz entstanden sein. Wahrend der Hypoxie
werden die K'xrr —Kanale infolge einsetzender Azidose und pH Abfalls aktiviert. Es
kommt zur Vasodilatation, bedingt durch eine Relaxation von Gefalmuskelzellen
[114]. Glibenclamid wirkt dem entgegen. Die Inhibition der K'xp —Kanale bewirkt
eine Senkung des Lactatspiegels [6]. Weil bei unseren Ergebnissen jedoch keine
signifikante Anderung des pH-Wertes, des Baseniiberschusses und der
Bicarbonatkonzentration nachzuweisen war, handelt es sich mdglicherweise nicht
um einen Effekt hervorgerufen durch unterschiedliche Gewebedurchblutung,
sondern eher um einen direkten metabolischen Effekt von Glibenclamid. Denkbar
ist zudem eine spezifische Reaktion auf die Hypoxie, da in einer Studie an
normoxischen, septischen Patienten Glibenclamid keine Anderung des Lactats
erzeugte [115].

In einer Studie an Schafen konnte festgestellt werden, dass bei sehr hohen
Levosimendandosen (200 ug/kg initial Gber 30 min, gefolgt von 200 ug/kg/h) ein
deutlicher Anstieg des Lactats entsteht [116]. Dies konnte auf einen erhdhten
Sauerstoffverbrauch in Kapillarstromgebieten anderer Organe als dem Magen
deuten, oder aber eine direkte Reaktion auf die durch Hypotonie induzierte

endogene Freisetzung von Epinephrin sein [117]. In einer weiteren Studie wurde
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eine Erhdhung des Lactatspiegels nach Gabe von Dobutamin beobachtet [106].
Bei anderen Untersuchungen ergab sich ein Absinken des Lactats bei einer
verwendeten Dosierung von 0,2 ug/kgkG/min Levosimendan [102].

Insgesamt bleiben die Ergebnisse diesbezlglich uneinheitlich. Um eine
azidotische Stoffwechsellage zuklnftig beim Einsatz von Levosimendan zu
vermeiden, sollte untersucht werden, ab welcher Dosis die Substanz eine

Lactaterh6hung auslost.

Bezuglich ihrer klinischen Relevanz fur die Anasthesiologie und Intensivmedizin
zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass eine Vorbehandlung mit dem Ca*-
Sensitizer Levosimendan eine Steigerung der hamodynamischen Variablen
wahrend einer akuten Hypoxie herbeifihren kann. Die systemische
Sauerstoffversorgung und die Magenschleimhaut-Oxygenierung bleiben hierbei
unverandert.

Der Effekt von Levosimendan auf die gastrale Mukosa-Oxygenierung wird zum
Teil Uber die regionale Aktivierung von K'ap —Kanalen gesteuert. Daneben
kommen andere Mechanismen, wie beispielsweise die Wirkung als
Phosphodiesterase-Inhibitor, hierfur in Betracht. Diese vorgenannten
Eigenschaften sind eine wichtige Voraussetzung, um die Mukosabarriere des
Gastrointestinaltrakts aufrecht zu erhalten [118] [119]. Falls sich die Ergebnisse
unserer Studie auf den klinischen Umgang mit Patienten Ubertragen liel3en, ware
eine Vorbehandlung mit Levosimendan mdglicherweise geeignet, um die
Hamodynamik und den Metabolismus unter akuter Hypoxie zu optimieren [93].
Wichtig ware dann vor allem die Klarung der Frage, ob die
Magenschleimhautoxygenierung, wie in unseren Versuchen, ebenfalls

unbeeinflusst bleibt. Unter Bertcksichtigung der Tatsache, dass es sich um eine
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tierexperimentelle Studie an gesunden Hunden handelte, kann die Ubertragung
der Ergebnisse auf den klinischen Umgang mit hypoxischen Patienten nicht
abschlief3end beurteilt werden [120]. In wie weit jedoch diese Effekte am Patienten
reproduzierbar sind und ob sie wiederum einen entscheidenden Einfluss auf einen
Krankheitsverlauf haben kdnnen, mussen weitere Studien zeigen. [121]. Die
derzeitigen Forschungsergebnisse sind viel versprechend, beruhen allerdings auf

geringen Fallzahlen und eingeschrankter klinischer Ubertragbarkeit [122] [123].
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Zusammenfassung

Untersuchungen zur Wirkung von Levosimendan auf die Hdmodynamik und
den Metabolismus unter akuter Hypoxie bei anasthesierten Hunden
Es sollte die Frage beantwortet werden, ob der Ca®*-Sensitizer Levosimendan
positive systemische und regionale Effekte auf Hadmodynamik, Metabolismus und
die Gewebeoxygenierung der Magenschleimhaut unter akuter Hypoxie hat und
welche Rolle hierbei ein Uber K’ p—Kanale vermittelter Mechanismus spielt.
Die Ergebnisse stammen aus insgesamt 2 Versuchsreihen mit jeweils sechs
Experimenten an chronisch instrumentierten, narkotisierten Hunden, welche
randomisiert untersucht wurden.
Levosimendan steigerte signifikant das Herzzeitvolumen (7813 auf 9715 ml-kg
"min™") unter einer akuten Hypoxie im Vergleich zur Hypoxie ohne Levosimendan-
Behandlung. Dabei wurde der systemische Sauerstoffverbrauch (VO;) nicht erhdht
und die regionale Oxygenierung der Magenmukosa blieb unbeeinflusst (uHbO, ~
32+4 % versus 304 %) im Vergleich zur Hypoxie ohne Levosimendan-
Behandlung. Es kam zu keiner Anderung der metabolischen Variablen (pH, BE,
Lactat).
Bei der Kombination von Levosimendan mit dem K'»g —Kanal Blocker
Glibenclamid erhohte sich das HZV in ahnlichem Mall wie bei alleiniger
Levosimendangabe (93+3 ml-kg"-min™'). Die metabolischen Variablen Lactat
(1,120,1 zu 2,3+0,1 mmoll") und Glucose (82+6 zu 106+3 mgdl™) waren
signifikant niedriger.
Die Ergebnisse rechtfertigen weiterflhrende Studien, ob die Gabe von
Levosimendan bei akuter Hypoxie zur Optimierung metabolischer und

hamodynamischer Prozesse geeignet ware.
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