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1. Einleitung

1.1 Der Myokardinfarkt

Der akute Myokardinfarkt ist die haufigste Form der koronaren Herzerkrankung
und die haufigste Todesursache in den Industrielandern. Nach Angaben der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) sind 30 Prozent (rund 17 Millionen) der
geschéatzten 55,7 Millionen Todesfélle pro Jahr auf einen akuten Herzinfarkt
zuruckzufihren (WHO, 2001). In Deutschland zeigen epidemiologische
Untersuchungen eine Inzidenz fur den akuten Myokardinfarkt von 330/100000
Personen/Jahr (Herold G, 2000).

Unter einem Herzinfarkt versteht man eine umschriebene Nekrose der
Herzmuskelfasern und des Interstitiums infolge einer langer dauernden
Ischamie (Thomas C et al., 1994). Klinische Ursache ist eine Stenose der
Herzkranzarterien verschiedener Pathogenese. Die InfarktgréRe wird ganz
wesentlich von der Grunderkrankung, und der damit verbundenen
Kollateralisierung, dem Ort der Stenose, sowie der Dauer der Ischamie
bestimmt (Bolognese L et al., 1999). In unserer Arbeit wurde der experimentelle
Myokardinfarkt an méannlichen Wistar-Ratten durch Ligatur des Ramus
interventricularis anterior (RIVA) induziert. Am Modell des Rattenherzens
konnen linksventrikulére Veranderungen beobachtet werden, die der Situation
am Menschen vergleichbar sind. Die vier Phasen der kardialen Wundheilung
(Cleutjens JPM et al., 1999) sind bei Tier und Mensch identisch, jedoch findet
der Prozess im Tiermodell beschleunigt statt, so dass die vollstandige
Narbenbildung an der Ratte nach ca. sechs Wochen, der Situation des
Menschen nach zwei bis drei Jahren entspricht. So stellten Fishbein und
Mitarbeiter bei mikroskopischen Untersuchungen fest, dass das nekrotische
Myokard innerhalb von 21 Tagen nach Infarkt komplett durch Bindegewebe
ersetzt ist (Fishbein MC et al., 1978).

Damit lasst das Modell des isolierten Rattenherzens Ruckschlisse auf die

Situation am Menschen zu.



1.2 Mechanische Folgen des Myokardinfarkts

Nach dem akuten Verschluss einer Koronararterie unterliegen sowohl das
ischamische wie auch das nicht-ischdmische Myokard Veranderungen. Das
ischamische Myokard verliert schnell seine Funktion und die systolische
Kontraktion wandelt sich zur systolischen Erweiterung. Wenn der
Koronarverschluss weiterbesteht, entwickelt sich eine myokardiale Nekrose und
schreitet wie eine Welle von subendocardialen zu epicardialen Schichten fort,
so dass sich letztendlich ein transmuraler Infarkt ausbildet (Ertl G, Gaudron P
und Hu K, 1993).

Nach dem Infarktereignis drohen, je nach Lokalisation, Ausdehnung und
Vernarbung, auller den unterschiedlichen Arrhythmien eine Reihe
herzmechanischer Folgen (Silbernagl S, 1998). Neben einem Abriss der
Sehnenfaden mit der Folge einer akuten Mitralinsuffizienz oder einer
Kammerseptum-Perforation mit Links-rechts-Shunt, kommt dem Absinken des
Herzzeitvolumens eine besondere Bedeutung zu, was zusammen mit einer
narbigen Versteifung (Akinese) der Kammerwand zu einem hohen
enddiastolischen Druck fuhrt. Noch ungunstiger als eine steife Infarktnarbe ist
eine dehnbare Infarktstelle, da sich diese wahrend der Systole nach aul3en
wolbt (Dyskinese) und daher - bei vergleichbarer Narbenflache - das
Herzzeitvolumen starker in bedrohliche Bereiche absinken lasst (kardiogener
Schock); schliel3lich kann die Kammer an der Infarktstelle nach aul3en
einreif3en, so dass es zur akut lebensbedrohlichen Perikardtamponade kommt.
AuBerdem kann es durch den erhdhten linksventrikularen enddiastolischen
Druck zum funktionellen und morphologischen Remodeling des
Pulmonalkreislaufs kommen. Dies steigert dann die Arbeitsbelastung des
rechten Ventrikels, was in einer globalen Herzinsuffizienz enden kann (Zimmer
H-G et al., 1990).



1.3 Remodeling nach Myokardinfarkt

Verédnderungen des ischdmischen Myokards nach Koronararterienverschluss,
einschlielBlich der aktiven und passiven Funktionen, aber auch adaptive
Veréanderungen des nicht-ischamischen, Gberlebenden Myokards werden unter
dem Begriff linksventrikulares Remodeling” zusammengefasst (Ertl G, Gaudron
P und Hu K, 1993). Hierbei findet sich eine Veranderung der Geometrie des
Herzens mit Bildung eines asymmetrischen linken Ventrikels, eine Zunahme der
linksventrikularen Wanddicke (Hypertrophie), ein Anstieg der Wandspannung
und eine Reduktion des Schlagvolumens. Da es sich bei den Kardiomyozyten
um ausdifferenzierte Zellen handelt, kommt als Kompensationsmechanismus
nur die Hypertrophie zum Tragen, nicht aber die Hyperplasie. Um diese
vergroRerten Zellen mit gentigend Nahrstoffen zu versorgen, findet auch ein
Wachstum des kapillaren Netzwerks statt. Aul3erdem nimmt der Gehalt an
interstitiellem Kollagen zu, welches indirekt die Masse an Uberlebenden,
intakten ventrikularen Gewebe reflektiert (Laser A et al., 1996).

All diese Vorgange werden durch die kardiale Wundheilung erklart, die in vier
Phasen aufgeteilt werden kann (Cleutjens JPM et al., 1999):

1. Tod der Kardiomyozyten (mit den Verdnderungen von CK-MB, SGOT,
FABP, etc.). Dies kann auf zwei Wegen stattfinden, der Zellnekrose mit
Zellschwellung oder der Apoptose mit Zellschrumpfung, dessen
Maximum bei Mensch und Ratte zeitgleich sechs Stunden nach Infarkt
gefunden wird.

2. Akute Entzindung, die durch die Nekrose hervor gerufen wird, mit der
Aktivierung des Komplementsystems, der Ausschittung verschiedener
Zytokine und der Einwanderung von neutrophilen Granulozyten, gefolgt
von anderen Entziindungszellen, wie Lymphozyten, Plasmazellen und
Makrophagen.

3. Zwei bis drei Tage nach Infarkt sind neue extrazellulare Matrixproteine
abgelagert. Diese finden sich zuerst in der Grenzzone zwischen
infarzierten und nicht-infarzierten Gewebe, und spater im Zentralgebiet

des |Infarkts. Die Bildung des Granulationsgewebes, welches die
3



Zugfestigkeit starkt und eine Ruptur verhindert, zeichnet die dritte Phase
der Wundheilung am Herzen aus. Die Kollagensynthese wird aktiviert,
und neue Blutgefasse erscheinen. Diese Neovaskularisierung hat ihren
Ausgang in praexistenten Blutgefassen oder stammt von Endothelzellen
ab, die aus der Randzone in die Wunde wandern.

4. Ein zwei bis drei Wochen altes Granulationsgewebe im infarzierten Herz
ist als zellreich charakterisiert, welches interstitielles Kollagen,
Makrophagen, Blutgefasse und (Myo-) Fibroblasten enthalt. Nachfolgend
beginnen die Zellen - ausgenommen die Mehrheit der (Myo-)
Fibroblasten - aus der Wunde zu verschwinden. Dies ist das
Hauptmerkmal der Phase vier, der Periode der Narbenformation. In
dieser Zeit verschwinden die Zellen nicht einfach aus der Wunde,
sondern unterliegen am wahrscheinlichsten der Apoptose; das Kollagen
wird fast vollstandig verbunden. Die so formierte Wunde hat eine
permanente Natur, da die Kardiomyozyten, wie oben erwéhnt,
ausdifferenzierte Zellen sind, die nicht nachgebildet werden. Dieser
Prozess lauft wie schon unter 1.1 erwahnt bei Ratte und Mensch
identisch ab, bei der Ratte jedoch schneller, so dass die vollstandige
Narbenbildung an der Ratte nach ca. sechs Wochen, der Situation des
Menschen nach zwei bis drei Jahren entspricht.

Das Remodeling wird durch hamodynamische, endokrine und auto- bzw.
parakrine Einflusse modifiziert. So stellt die Funktion eines Ventrikels nach
Myokardinfarkt eine komplexe Interaktion verschiedener Faktoren dar,
einschlieBlich dem Zustand der nicht verschlossenen Koronararterien, der
zugrundeliegenden Verformbarkeit des lebensfahigen Myokards, der Intaktheit
des Reizleitungssystems, Veranderungen der ventrikularen Compliance, den
erwdhnten neurohumoralen Einflissen, die auf das Herz einwirken, dem
Ausmald der kompensatorischen Hypertrophie des nicht infarzierten Myokards,
den Auswirkungen von Vor- und Nachlast, sowie der InfarktgroRe selbst (Pfeffer
MA et al., 1979).

Das in der Infarktnarbe entstandene Bindegewebe ist nicht kontraktionsfahig

und behindert somit die diastolische Relaxation. Bei grofReren Infarkten ergeben
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sich zusatzlich v.a. durch die Ventrikeldilatation Probleme. Nach dem Gesetz
von Laplace (K=pr?r/d ; K = Kraftentwicklung, p = Ventrikeldruck, r = Radius, d
= Wanddicke) bedingt ein vergrol3erter Radius des Ventrikels, dass zur selben
Kraftentwicklung eine héhere Wandspannung aufgebracht werden muss (Litwin
SE et al., 1991). Mit zunehmender Dilatation wird das Myokard also systolisch
starker belastet, was einer Vergrol3erung der Nachlast gleichkommt. Dies
bewirkt eine Zunahme des enddiastolischen Volumens und somit eine
Steigerung der Vorlast, was wiederum durch eine gesteigerte Dilatation
kompensiert wird. Es kommt also zu einem Circulus vitiosus. Das Ausmal3 der
Dilatation gilt als Pradiktor der Mortalitat der Herzinsuffizienz nach
Myokardinfarkt (Pfeffer MA et al., 1987). Die Vorgange sind in Abbildung 1.1
dargestellt.

Herzinfarkt

v
Abnehmendes
Schlagvolumen

Zunehmendes
linksventrikulares
enddiastolisches
Volumen und
Druck

Frank-Starling
Mechanismus

Zunehmendes Zunehmende
Schlagvolumen . Wandbelastung

Nichtinfarziertes Infarziertes Segment:
Segment: Infarktarealausdehnung
Regionale
Hypertrophie

v

Abnehmende
Kontraktilitat

\

Herzinsuffizienz

Abb. 1.1 Schematische Darstellung akuter und chronischer Verdnderungen

nach Myokardinfarkt



1.4 Folgen des Myokardinfarkts auf den Energiestoffwechsel

Das Myokard bendtigt flr lonentransport, elektrische Aktivitdt und mechanische
Funktion Energie. Diese wird einerseits aus der Produktion energiereicher
Phosphate Uber die oxidative Phosphorylierung und Glycolyse (aerob),
andererseits Uber die Metabolisierung von Laktat (anaerob) bereitgestellt
(Taegtmeyer H et al., 1998), (Stanley WC et al., 1997). ATP stellt in lebenden
Zellen die wichtigste Speicherform chemischer Energie dar. Jede
Herzmuskelaktivitat ist mit einem Verbrauch von ATP verbunden, welches
wahrend des Kontraktionszyklus von der MyosinATPase gespalten wird.
Reaktionsprodukte sind ADP und anorganisches Phosphat (P;). ADP reagiert, je
nach Stoffwechsellage, umkehrbar mit Phosphocreatin (PCr).

ATP-Hydrolyse: ATP+H,O->ADP+P+H"
Creatinkinase: PCr+ADP+H" € - Creatin+ATP

Formel 1.1 ATP-Verbrauch und Resynthese (Ingwall JS)

Etwa 99% des Phosphocreatins wird unmittelbar resynthetisiert, so dass unter
normalen Bedingungen die ATP-Konzentration nahezu konstant bleibt (Kriick F,
1994). Der Stoffwechselprozess wird durch direkte und indirekte
Kontrollmechanismen moduliert.

Im gesunden Myokard stellen Fettsduren mit ca. 70% die Hauptquelle fur die
Energie im Stoffwechsel. Glucose wird zwar auch metabolisiert, besonders in
der Postabsorptionsphase, doch ist diese Utilisation im Vergleich zu den
Fettsduren nur sekundar (Myears DW et al., 1987). Anders verhalt es sich unter
Ischamie. Die Fettsdureoxidation wird reduziert und Glucose wird bevorzugt
umgesetzt. Allerdings kann diese nur noch anaerob metabolisiert werden, was
den Nettogewinn an ATP mindert. Wahrend im aeroben Stoffwechsel durch
Glycolyse, Citrat-Zyklus und Atmungskette aus einem Molekil Glucose 32 ATP-
Molekile gewonnen werden, sind dies unter anaeroben Bedingungen nur zwei

Molekile ATP pro Glucosemolekil (Koolman J et al., 1998). Dabei entsteht
6



Milchsdure, die zu Protonen und Laktat dissoziiert. Unter anaeroben
Bedingungen kann das Herz Laktat nicht verbrauchen, hingegen féllt dieses,
wie beschrieben, sogar an. Zusétzlich sammeln sich die H*-lonen wegen der
sistierenden Durchblutung an. Beide Mechanismen flhren zu einem pH-Abfall
(Azidose) (Taegtmeyer H, 2000). Ein intrazellularer pH-Abfall behindert den
Kalzium-Influx durch eine Hemmung der langsamen Kalziumkanale und fiihrt so
zu einer herabgesetzten Kontraktilitat (Taegtmeyer H et al., 1998). Aul3erdem
bleiben wahrend der Ischamie die Hydrolyseprodukte von ATP (ATP — ADP —
AMP — Adenosin (ADO) — Inosin (INO) — Hypoxanthin (HYPO) — Xanthin)

und aus PCr freigesetztes Creatin, sowie P;im Herzen retiniert (Ingwall JS).

ATP
Ay
ADP
t* HE HE H
— =de novo IMP 4———-"_____"'__':AMP ///
T <:| 5'-NT(c-1)
Ribose-1-P (j:?;rg Pi/

b
N HYPO <— INO +— ADO

XAN -4— HYPO -<-— INO

Abb. 1.2 Abbau von ATP (Ingwall JS)

Neubauer et al. (Neubauer S et al., 1995) zeigten, dass sich die Verhaltnisse

von PCr/ATP und Pi/ATP als sensitive Marker darstellen, die vom
7



Substratangebot und der mechanischen Funktion des Herzens abhangen. Wie
gezeigt wurde, war der Gehalt an PCr und Creatin, sowie die Energiereserve
des Creatinkinase-Systems im tberlebenden Myokard verringert, der Gehalt an
ATP wies jedoch keinen Unterschied zwischen infarzierten Herzen und

Kontrollen auf.



2. Fragestellung

In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob 1.) die Glucoseaufnahme in die Zelle
acht Wochen nach Myokardinfarkt an der Ratte veréndert ist. Falls dies der Fall

sein sollte, ergeben sich weitere Fragen, die im Einzelnen wie folgt lauten:

2.) Lasst sich die Einschrankung der mechanischen Funktion auf eine

reduzierte Glucoseaufnahme zuriickfiihren?

3.) Korreliert die Glucoseaufnahme mit der Metabolisierung der

energiereichen Phosphate?



3. Grundlagen

3.1 Physikalische Grundlagen der NMR

Das Phanomen der ,nuclear magnetic resonance” (NMR) wurde unabhéngig
voneinander von den Forschergruppen um Edward Purcell, Harvard Universitat,
(Purcell EMT et al., 1946) und Felix Bloch, Stanford Universitat, (Bloch F, 1946)
im Jahr 1946 beschrieben. Das Ph&nomen beruht auf der Tatsache, dass eine
grol3e Anzahl von Atomkernen einen sogenannten Kernspin besitzen. Dies sind
Atomkerne mit einer ungeraden Protonen- oder ungeraden Neutronenzahl oder
beidem. Der Kernspin kann als Rotation des magnetischen Moments des Kerns
um dessen eigene Achse verstanden werden. Beim Einbringen von magnetisch
aktiven Kernen in ein aufReres Magnetfeld Bo findet eine Ausrichtung der
Kernspins entlang der Achse des Magnetfelds (per Definition die z-Achse) statt,
die diskreten Energiezustdnden entspricht. Die Anzahl der moglichen
Energiezustande ist hierbei von der Kernspin-Quantenzahl | abhangig. Die
Anzahl der mdglichen Energiezustdnde ergibt sich aus der Formel m =2l + 1
(Gadian DG, 1982), wobei m die Anzahl der magnetischen Quantenzahl ist.
Damit sind bei dem in dieser Arbeit benutzten Kern *P (I = 1) zwei
Energiezustande moglich, namlich parallel oder antiparallel zum Magnetfeld Bg
(vgl. Abb. 3.1).

my=-1/2

my=+1/2

Abb. 3.1 Mogliche Energiezustande und Ubergange fur den NMR-sensitiven

Kern 3P mit 1 = %
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Allgemein kann gesagt werden, dass Kerne mit einer Spin-Quantenzahl | = ¥
einfachere Spincharakteristika haben, als solche deren | > % ist (Gadian DG,
1982). Bei den meisten in vivo Untersuchungen werden deshalb Kerne mit einer
Spin-Quantenzahl | = ¥ benutzt, wie zum Beispiel *H, *C, *°F, 3'P (siehe Tab.
3.1). Durch die Energiedifferenz zwischen den Energiezustdnden kommt es zu
einer ungleichen Besetzung der Niveaus, wobei im thermischen Gleichgewicht
Zustande mit geringerer Energie haufiger besetzt werden (Gadian DG, 1982).
Zusatzlich zur Besetzung der unterschiedlichen Energieniveaus prazidiert das
magnetische Moment um eine zu By parallele Achse mit einer vom Kern und By

abhangigen Frequenz. Diese ist die sog. Larmorfrequenz w.

w=Y*Bo y = gyromagnetische Konstante

Mathematisch exakt lasst sich NMR nur mit Hilfe der Quantenmechanik
beschreiben (Gadian DG, 1982), das Vektorenmodell ist jedoch fir die
Vorstellung leichter zuganglich. Hier werden die Kernspins als Vektoren, also
einer gerichteten GroRRe, dargestellt. Die Kerne prazidieren um die z-Achse und
bilden einen Doppelkegel. Um die Erklarung weiter zu vereinfachen, wird nur
der sog. Summenvektor, dieser entspricht der Summe aller Einzelvektoren, in
einem rotierenden Koordinatensystem betrachtet. Die Ausrichtung des
Summenvektors im auflieren Magnetfeld By ist im Gleichgewichtszustand gleich

der Richtung von Bay.

Z
IMo

B \ B

< ¥

Abb. 3.2 Doppelprazisionskegel
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Bei Einstrahlung eines Hochfrequenzimpulses HF, der dieselbe Frequenz wie
die Larmorfrequenz «w hat, kommt es zur Wechselwirkung und die
Magnetisierung wird aus der Bo-Richtung ausgelenkt. Aus der Zeitdauer des

HF-Impulses ergibt sich die Auslenkung aus der Bo-Richtung (Abb. 3.3).

B{)

Abb. 3.3 Auslenkung der Nettomagnetisierung der Kernspins aus der Bo-
Richtung durch einen HF-Impuls in der xy-Ebene. Die Zeitdauer ist hier so
gewahlt, dass eine Auslenkung um 90° s tattfindet. Durch den HFImpuls wird

die Nettomagnetisierung in die xy-Ebene gedreht und dort detektierbar.

Bei langer HF-Einstrahlung findet eine Gleichbesetzung der Energieniveaus
statt und das Signal ist nicht mehr detektierbar. Eine Relaxation, die zur
Ruckkehr des Kernspins in die Bo-Richtung fihrt, erfolgt, nachdem der HF-
Impuls beendet worden ist. Diese Relaxation stellt die sog. longitudinale oder
Spin-Gitter-Relaxation dar. Die Zeit bis zur Riickkehr der Magnetisierung auf (1-
'/e) der Ausgangsamplitude, d.h. etwa 63%, wird als T1-Zeit bezeichnet.

Neben der longitudinalen Relaxation kommt es durch die Dephasierung der
einzelnen Kernspins in der xy-Ebene auch noch zur transversalen, auch Spin-
Spin-Relaxation genannt. Dieses Phanomen fiihrt zu einem Verlust an
Nettomagnetisierung. Die Zeit bis zum Abbau der Nettomagnetisierung in der
xy-Ebene auf (1-'/c) wird als T»-Zeit bezeichnet.

Das in der xy-Ebene detektierte Signal stellt den FID (free induction decay =

freier Induktionszerfall, Abb. 3.4) dar. Bei der Fouriertransformationstechnik
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wird die Signalamplitude Uber die Zeit aufgenommen und nach der Messung

mathematisch in die Frequenzdoméane umgeformt.

| JU%

v

Abb. 3.4 Detektiertes NMR-Signal als FID (links) in der Zeitdomane und als
Spektrum in der Frequenzdomane (rechts). Der Informationsgehalt der beiden
Darstellungen ist gleich; der FID stellt die Summe aller abklingenden

Frequenzen dar.

Falls sich die Kerne in verschiedener, chemischer Umgebung befinden, kommt
es durch unterschiedliche Verteilungen in der Elektronendichte und
verschiedenen Ladungen innerhalb des Molekiils zur Modulation des Bo-Feldes
und damit zu verschiedenen effektiven Feldern (Bes) fur die einzelnen Kerne.

Deshalb weicht die Resonanzfrequenz wgering von der Anregungsfrequenz ab.

wW=Y* (Bo— Bioka)) = Y * Besf

Dies hat zur Folge, dass unterschiedlich gebundene Kerne geringe
Unterschiede in der Resonanzfrequenz aufweisen und so im Spektrum
unterschieden werden konnen. Diese Unterschiede werden im Vergleich zu
einer Referenzsubstanz, in biologischen Systemen zu Phosphocreatin, als
Verschiebungsdifferenz angegeben. Die Flache unter dem Resonanzsignal
kann durch Integration berechnet werden und ist der Menge an gemessenen

Atomkernen proportional.
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Fur die medizinische und biologische Forschung steht eine Anzahl von Kernen
zur Verfugung, die Einblick in den Metabolismus gewahren. In Abhangigkeit
vom untersuchten Kern kénnen Aussagen uber Metabolitenverteilung und/oder
Umsatz getroffen werden. Bei einer Reihe von Kernen ist es aufgrund niedriger
Sensitivitdt und evtl. niedrigem, natirlichen Vorkommen empfehlenswert oder
sogar notwendig, Isotopen-angereicherte Substrate einzusetzen. Tabelle 3.1
gibt einen Uberblick Uber das natiirliche Vorkommen, die Sensitivitat, die

gyromagnetische Konstante y und die Kernspin-Quantenzahl I.

Tab. 3.1 Natirliches Vorkommen, relative Sensitivitdt, gyromagnetische
Konstante und Spin-Quantenzahl einiger ausgewahlter Kerne (adaptiert nach
(Hesse M et al., 1979) und (Derome AE, 1990))

Kern Nattrliches Relative Y

Vorkommen Sensitivitat

(%) (%) 10" Hz/T
H 99,98 1 4,25 ',
3¢ 1,11 1,76 *10™ 1,07 ',
“Na 100 9,25 * 10 1,13 3,
p 100 6,63 * 107 1,72 ',
¥K 93,26 4,73*10* 0,19 3,

Eine vollstandige und vertiefte Einfihrung in die NMR ist an dieser Stelle nicht
moglich, es sei daher auf entsprechende Literatur mit diesem Schwerpunkt
verwiesen (Gadian DG, 1982).

3.2 Anwendung der NMR Techniken am Herzen

Die Informationen aus der klinischen Anwendung der NMR-Verfahren am
Herzen haben in der letzten Dekade des vergangenen Jahrtausends begonnen,

in der Kardiologie Anwendung zu finden. Hier sind vor allem die bildgebenden
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Verfahren, MRI (,magnetic resonance imaging“), zur Bestimmung von
Anatomie, Morphologie und Funktion etabliert (Nagel E et al.,, 1998).
Untersuchungen, bei denen die Perfusion des Herzens gemessen wurden, sind
erfolgreich durchgefihrt worden und zur Klinischen Routineanwendung
gekommen (Engels G et al., 1993). Im Bereich des MRS (,magnetic resonance
spectroscopy”) des Herzens wurden in einigen hochspezialisierten
Forschungseinrichtungen trotz bestehender Limitationen, wie
Untersuchungsdauer, VoxelgroRen und Selektivitdt der Volumenauswahl, gute
Erfolge erzielt, die einen Einsatz in der klinischen Routine mdglich erscheinen
lassen. Fur Untersuchungen zum Verstandnis bei Herzerkrankungen wurde
meist das Modell des isolierten Rattenherzens verwendet, welches der
klinischen, pharmakologischen und pathophysiologischen Situation des

Menschenherzens am nachsten kommt (Laser A et al., 1996).

3.3 Der Glucosestoffwechsel

3.3.1 Aerobe und anaerobe Oxidation der Glucose

In Gegenwart von Sauerstoff (aerobe Bedingungen) sind die meisten tierischen
Zellen in der Lage, verschiedene Arten von Substraten (Lipide, Aminosauren
und Kohlenhydrate) zu ,veratmen®, d.h. durch oxidative Prozesse abzubauen.
Fehlt Sauerstoff (anaerobe Bedingungen), kann nur noch Glucose zur ATP-
Bildung herangezogen werden. Obwohl der Glucoseabbau unter diesen
Bedingungen bereits beim Laktat endet und nur geringe Mengen an ATP liefert,
ist er fur das Uberleben der Zellen unter Sauerstoffmangel von entscheidender
Bedeutung.

Unter aeroben Bedingungen wird ATP fast ausschlief3lich durch oxidative
Phosphorylierung gewonnen. Fettsauren gelangen mit Hilfe von Carnitin in die
Mitochondrien und werden dort durch die B-Oxidation in CoA-gebundene
Acetyl-Reste zerlegt. Glucose wird im Zytoplasma durch die Glycolyse in
Pyruvat umgewandelt (Camici P et al., 1989). Auch dieses wird in die

Mitochondrien-Matrix transportiert und dort durch den Pyruvat-Dehydrogenase-
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Komplex oxidativ zu Acetyl-CoA decarboxyliert. Die in der Glycolyse
anfallenden Reaktionsaquivalente (2 NADH + H® pro Molekil Glucose)
erreichen Uber den Malat-Shuttle die Mitochondrien-Matrix. Die gebildeten
Acetyl-Einheiten werden im Citrat-Zyklus zu CO, oxidiert. Auch der Abbau von
Aminosauren erzeugt Acetyl-Einheiten oder Produkte, die direkt in den Citrat-
Zyklus einflieBen kénnen. Die gewonnenen Reduktionsaquivalente werden bei
Bedarf durch die Atmungskette auf Sauerstoff Ubertragen. Dabei wird
chemische Energie frei, die Uber einen Protonengradienten zur ATP-Bildung
genutzt wird.

In Abwesenheit von Sauerstoff, d.h. im anaeroben Zustand, &ndert sich das Bild
vollig: Weil der Elektronenakzeptor fir die Atmungskette fehlt, kbnnen NADH +
H* und QH (reduziertes Coenzym Q) nicht mehr reoxidiert werden. Dadurch
kommt nicht nur die mitochondriale ATP-Synthese zum Erliegen, sondern fast
der gesamte Stoffwechsel der Mitochondrien-Matrix. Eine wesentliche Ursache
dafur ist die hohe NADH- Konzentration, die u.a. den Citrat-Zyklus und die
Pyruvat-Dehydrogenase hemmt. Die 3-Oxidation und der Malat-Shuttle, die auf
freies NAD® angewiesen sind, liegen ebenfalls still. Da auch der
Aminosaureabbau nicht mehr zur Energiegewinnung beitragen kann, ist die
Zelle vollig auf die ATP-Bildung durch den Abbau von Glucose Uber die
Glycolyse angewiesen. Soll dieser Prozess kontinuierlich ablaufen, muss das
gebildete NADH + H" standig wieder reoxidiert werden. Weil dies nicht mehr in
den Mitochondrien geschehen kann, reduzieren die Zellen unter anaeroben
Bedingungen Pyruvat zu Laktat und geben dieses ans Blut ab. Die ATP-
Ausbeute dieser Prozesse ist gering; so entstehen bei der Laktat-Bildung nur

zwei ATP pro Molekil Glucose (Koolman J et al., 1998).
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Abb. 3.5 Stoffwechselwege der Synthese und Utilisation von ATP (Ingwall JS)
3.3.2 ATP-Bildung

Da die ATP-Synthese stark endergon ist, muss sie mit exergonen Prozessen
gekoppelt werden, um stattfinden zu kénnen. Im Laufe der Evolution haben sich
zwei wichtige Formen der ATP-Synthese herausgebildet, die in &hnlicher Weise
in allen Zellen ablaufen.

Die effizientere Form der ATP-Bildung nutzt die in elektrochemischen
Gradienten gespeicherte Energie zur Bildung von ATP aus ADP und P;. Die
Energie zum Aufbau solcher Gradienten wird durch Redoxprozesse
aufgebracht. Man nennt diesen Mechanismus deshalb oxidative
Phosphorylierung. H'-transportierende ATP-Synthasen machen schlieRlich die
im Gradienten gespeicherte Energie fur die ATP-Synthese nutzbar. In
Eukaryonten ist die oxidative Phosphorylierung nur in Gegenwart von

Sauerstoff (aerob) moglich.
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Die zweite, entwicklungsgeschichtlich altere Form der ATP-Bildung findet auch
unter anaeroben Bedingungen statt. Sie beruht auf der Ubertragung von
Phosphat-Resten auf ADP durch Metabolite mit hohem Phosphat-
Ubertragungspotential. Als Beispiel sei die ATP-Bildung aus Phosphocreatin
genannt, einer Verbindung, die der Muskulatur als Energiereserve dient. Formal
ist die Phosphat-Ubertragung von Phosphocreatin auf ADP die Summe von
Phosphocreatin-Hydrolyse und ATP-Synthese (Koolman J et al., 1998),
(Taegtmeyer H et al., 1998).

3.3.3 Glycolyse

Glucose, welche die Gewebe dem Blut entnehmen kdnnen, wird in der Zelle
zunachst phosphoryliert. Mit Hilfe der Hexokinase entsteht unter ATP-
Verbrauch Glucose-6-phosphat. Nach Isomerisierung zu Fructose-6-phosphat
wird erneut phosphoryliert, und man erhéalt Fructose-1,6-bisphosphat. Die
Phosphofructokinase, die diesen Schritt katalysiert, ist ein wichtiges
Schlusselenzym der Glycolyse. Bis zu diesem Punkt werden pro Molekil
Glucose zwei ATP verbraucht. Fructose-1,6-biphosphat wird nun durch die
Aldolase in zwei phosphorylierte Cs-Fragmente gespalten. Die Bruchstiicke
Glyceral-3-phosphat und  Glyceron-3-phosphat  werden  durch die
Triosephosphat-lsomerase ineinander tberfiihrt. Glyceral-3-Phosphat wird nun
durch die Glyceral-3-phosphat-Dehydrogenase unter Bildung von NADH + H*
oxidiert. Dabei wird anorganisches Phosphat in das Molekil aufgenommen
(,Substratkettenphosphorylierung”) und es entsteht 1,3-Biphosphoglycerat.
Dieses Intermediat enthalt eine gemischte Saureanhydrid-Bindung, deren
Spaltung stark exergon ist. Im nachsten Schritt, katalysiert durch die
Phosphoglycerat-Kinase, wird die Hydrolyse dieser Bindung mit der Bildung von

ATP gekoppelt.
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Abb. 3.6 Glycolyse

Ein weiteres Zwischenprodukt, dessen Hydrolyse sich mit der Synthese von
ATP koppeln lasst, entsteht durch Isomerisierung des in der letzten Reaktion
gebildeten 3-Phosphoglycerats (Enzym: Phosphoglycerat-Mutase) und
Abspaltung von Wasser (Enzym: Enolase). Das Produkt ist der Phosphorsaure-
Ester der Enol-Form des Pyruvats und heil3t deshalb Phosphoenolpyruvat
(PEP). Im letzten Schritt der Kette, der durch die Pyruvat-Kinase katalysiert
wird, entstehen Pyruvat und ATP. Dies ist neben dem Schritt, in dem Glyceral-
3-Phosphat oxidiert wird, und der Thiokinase-Reaktion im Citrat-Zyklus die dritte
Reaktion, die ATP, unabhangig von der Atmungskette, erzeugen kann. Trotz
der Bildung von ATP ist sie stark exergon und deshalb kaum umkehrbar. In der
Glycolyse werden pro Glucose zwei Molekile ATP zur Aktivierung verbraucht.

Andererseits werden pro Cs-Fragment zwei Molekile ATP gebildet. Insgesamt
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bleibt also ein kleiner Nettogewinn von 2 mol ATP / mol Glucose (Koolman J et
al., 1998), (Depre C et al., 1999).

3.3.4 Glucose-Transporter

Die Aufnahme von Glucose in die Zellen ist mit wenigen Ausnahmen ein
passiver Transportprozess. Die Glucose wird von einem Glucose-Transporter
(GLUT) gebunden, der in der Zellmembran lokalisiert ist. Eine
Konformationsdnderung innerhalb des Transporters erlaubt dann die Passage
der Glucose durch die Membran.

Die Glucosetransporter bilden eine Familie von strukturverwandten
Membranproteinen mit unterschiedlicher Funktion. GLUT1 und GLUT3 zeigen
fur Glucose eine vergleichsweise hohe Affinitat (kq etwa 1mM). Sie kommen in
fast allen Zellen vor und sorgen fir eine kontinuierliche Glucose-Aufnahme.
GLUT2 tritt in Leber- und Pankreaszellen auf. GLUT4 findet sich auf der
Plasmamembran von Muskel und Fettzellen. Er hat eine kq von etwa 5mM und
steht unter der Kontrolle des Insulins. Dieses Hormon erhdht die Zahl von
GLUT4-Molekilen auf der Oberflache der Zellen und férdert dadurch die
Glucoseaufnahme. GLUTS kommt auf den Zellen des Intestinaltraktes vor
(Koolman J et al., 1998), (Ohira Y et al., 1994), (Paternostro G et al., 1995).
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4. Methodik

4.1 Tiermodell

4.1.1 Tiere und Tierhaltung

Mannliche Wistar-Ratten wurden in einem 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus
gehalten. Gemal den Bestimmungen des Tierschutzgesetzes wurden die Tiere
in Abhéangigkeit von lhrem Gewicht in Kéfigen zu je vier bis sechs Tieren bei
freiem Zugang zu kommerziellen Haltungsfutter (Altromin, Lage) und Wasser
gehalten. Die Untersuchungen waren von der Regierung von Unterfranken
genehmigt (Aktenzeichen: 621-2531.01-25/98).

4.1.2 Chronischer Myokardinfarkt

Die Infarktoperation wurde an 12 Wochen alten, méannlichen Wistar-Ratten mit
einem Korpergewicht von ca. 250 g nach der von Pfeffer et al. beschriebenen
Methode durchgefiihrt (Pfeffer MA et al., 1979). Nachdem die Narkose der
Ratte mit Ether eingeleitet worden ist, wurde das Tier intubiert und die Narkose
mit Ether unter Druckbeatmung aufrechterhalten. Anschliel3end wurde mit
einem 2-3 cm langen Schnitt die linksseitige Thorakotomie durchgefiihrt. Nach
Er6ffnung des Perikards wurde das Herz durch sanften, beidseitigen Druck aus
dem Thorax luxiert. Der RIVA (Ramus interventricularis anterior) wurde
proximal mit einem nicht resorbierbaren Faden ligiert, das Herz in den Thorax
und das Perikard reponiert, die Lungen durch positiven endexspiratorischen
Druck entfaltet und die Operationswunde mit Klammern verschlossen. Die
Letalitat der operierten Tiere lag bei 40 — 50% innerhalb der ersten 24 Stunden.
Die Kontrollgruppe (sham: scheinoperiert) wurde gleichermalRen behandelt,

jedoch der unterhalb des Koronargefal3es verlaufende Faden nicht verknotet.
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4.1.3 Das isolierte, perfundierte Herz

Die Tiere wurden, acht Wochen nach Durchfihrung der experimentellen
Infarktoperation, durch intraperitoneale Injektion von 60 mg/kg KG
Natriumpentobarbital anasthesiert. Als bei den Ratten keinerlei Reflexe mehr
auslésbar waren, wurde Uber eine transversale Laparotomie, sowie einer
beidseitigen lateralen Thorakotomie und Durchtrennung des Diaphragmas das
Herz mit Mediastinum, Thymus und Lungenanteilen entnommen und sofort in
eisgekuhlten Puffer gegeben. Die Herzen wurden nach Langendorff prapariert:
Die Aorta wurde stumpf prapariert und proximal des Truncus brachiocephalicus
durchtrennt. Die Aorta wurde nun Uber eine Kantle an die Perfusionsanlage
gehangt und mit auf 37°C erwarmten, modifizierten (phosphatfreien) und
oxygenierten Krebs-Henseleit-Puffer bei einem koronaren Perfusionsdruck von
100 mmHg retrograd perfundiert. Der Vorgang von der Thoraxer6ffnung bis zur
Perfusion dauerte weniger als drei Minuten.

Die Restanteile der Lunge wurden entfernt, der Truncus pulmonalis aufgesucht
und inzidiert. Sodann wurde das linke Herzohr freiprapariert, inzidiert und
hieriber eine diinne Drainage aus Polyethylen durch die Mitralklappe so in den
linken Ventrikel platziert, dass das Perfusat aus den Thebesischen Venen
transmural durch die Herzspitze abgeleitet wurde. Der Koronarfluss wurde
durch eine Ultraschallsonde (Transonic Systems Inc., Ithaca, NY, USA), die den

Fluss kontinuierlich aufzeichnete, vor dem Eintritt in das Herz gemessen.

4.1.4 Messung der mechanischen Herzfunktion

Ein wassergefullter, entlifteter Latex-Ballon wurde durch eine Inzision im linken
Vorhof Uber die Mitralklappe in den linken Ventrikel eingebracht und mit einer
Ligatur gesichert. Der Ballon war mit einem Statham P23Db Druckaufnehmer
(Gould Instruments, Glen Burnie, MD, USA) uber einen duannlumigen
Polyethylenschlauch verbunden, so dass Herzfrequenz Hf und linksventrikulére
Driucke kontinuierlich mit einem MacLab System (Version 3.5, AD Instruments,

Castle Hill, Australien) aufgezeichnet werden konnten. Der Ballon wurde so weit
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gefullt, dass der enddiastolische Druck bei 10 mmHg lag (Déring HJ et al.,
1987). Die mechanische Funktion RPP wurde als Produkt (Hf * LVDA) in
mmHg/min bestimmt. Die linksventrikulare Druckamplitude (LVDA) ergibt sich
aus der Differenz von systolischen und diastolischen Wert.

Mit dieser Art der Praparation erhalt man ein Herz, das fur mindestens 90
Minuten mechanisch und metabolisch stabil bleibt (Veranderungen tber diesen

Zeitraum sind kleiner als 10% des Ausgangswertes).

4.1.5 Einschlusskriterien fir isolierte Herzen

Folgende Kriterien missen erflllt sein, damit ein Herz in die Auswertung

einbezogen wird:

Enddiastolischer Druck EDP 10 mmHg
(experimentell gesetzt)

Linksventrikulare LVDA 70-160 mmHg
Druckamplitude

Herzfrequenz Hf 200-330 1/min
Doppelprodukt RPP 15000-50000 mmHg/min
(Hf * LVDA)

Koronarfluss CF 13-30 ml/min

PCr/ATP >1,1

Tab. 4.1 Einschlusskriterien fur isolierte Herzen

Diese Einschlusskriterien gelten nur fur intakte, nichtinfarzierte Rattenherzen.

4.1.6 Perfusionslésungen

Zur Perfusion der Herzen wurde Krebs-Henseleit-Puffer mit folgender

Zusammensetzung verwendet.
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NaCl 118 KCI 4,7

CacCl, 1,75 MgSO,4 1,2
Na,EDTA 0,5 NaHCOs3 25
Glucose 11

Tab. 4.2 Zusammensetzung des Krebs-Henseleit-Puffers in mM

Aquibrillierung des Puffers mit 95% O, und 5% CO; ergab einen pH-Wert von
7,4. Das in der Originalzusammensetzung des Krebs-Henseleit-Puffers
enthaltene KH,PO, stért aufgrund seines Phosphatgehaltes bei der **P-NMR

Spektroskopie und wurde in allen Untersuchungen nicht zugemischt.
4.1.7 InfarktgroBRenbestimmung mit histologischen Methoden

Nach Ende der jeweiligen Versuchsreihe wurden die Herzen in Formalin fixiert,
entwassert, in Paraffin gebettet und in 10 um dicke Schichten mit einem
Schichtabstand von 1 mm geschnitten. Die Paraffinschnitte wurden auf
Objekttrager aufgebracht und mit Picrosirius Rot gefarbt. Die Infarktnarbe stellte
sich rot dar, wahrend das Restmyokard gelb erschien. Die erhaltenen
histologischen Praparate wurden im Durchlichtverfahren mit einer Auflésung
von 600 dpi gescannt (Nikon EF Scanner, Tokio, Japan). Die endo- und
epikardiale Lange der Infarktnarbe, sowie des Gesamtumfangs wurde mit dem
Programm ,NIH Image” (Version 1.59, National Institute of Health, Behesda,
USA) auf einem Computer (Apple Macintosh) ausgemessen. Der endo- und
epikardiale Mittelwert des Verhaltnisses der Narben- zu Gesamtlange wurde
berechnet und in Prozent angegeben. Herzen mit einer InfarktgroRe unter 30%

wurden ausgeschlossen.
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4.2 Magnetresonanz-Verfahren
3P_NMR Spektroskopie

Die perfundierten Herzen wurden in ein NMR-Rohrchen (Wilmad, Buena Vista,
NJ, USA) mit einem AufRendurchmesser von 20 mm eingebracht und in einen
selektiven *'P/**Na-NMR Probenkopf (Paul Morris, Gloucester, OT, Kanada) in
der Bohrung eines supraleitenden Magneten (Bruker, Rheinstetten) bei einer
Feldstarke von 7,05 T eingefiuihrt. Die Herzen wurden von ihrem Perfusat
umspult, welches kontinuierlich oberhalb des Herzens aus dem NMR-R6hrchen
abgesaugt wurde. Die Hochfrequenzimpulse wurden von einem Aspect 3000
Computer in einer Bruker AM 300 Konsole (Bruker, Rheinstetten) bei einer
Frequenz von 121,5 MHz erzeugt. Mittels einer 14 Kanal Shim-Einheit wurde
das Magnetfeld homogenisiert und die Halbhdhenbreite des Natriumsignals aus
dem Puffer auf Werte kleiner 10 Hz optimiert. Die *P-NMR-Daten wurden
innerhalb von 5 Minuten durch Mittelung von 152 FID bei einem Pulswinkel von
45° und einer Pulsdauer von 37,6 us sowie einer Pulsrepetitionszeit von 1,93 s
erhalten. Die erhaltenen Daten wurden mit einer abklingenden
Exponentialfunktion (tie = 50 ms) multipliziert, Fourier transformiert und
spektrenspezifisch phasenkorrigiert. Abb. 4.1 zeigt ein typisches Beispiel eines
solchen Spektrums. Aufgrund der kurzen Pulsrepetitionszeit waren die Spektren
geringgradig gesattigt und die erhaltenen Integralwerte fir die Flache der
einzelnen Resonanzsignale wurden mit Multiplikationsfaktoren (PCr 1,12; P;
1,08) korrigiert. Diese Werte wurden durch Vergleich gesattigter und
ungesattigter Spektren erhalten.

Fur ein Set von Spektren wird die PCr-Frequenz des ersten Spektrums auf Null
und das Integral des y-ATP des ersten Spektrums auf 100 gesetzt, und als

Referenzwert fir die anderen Signale verwendet.
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Abb. 4.1 Typische *P-NMR Spektren eines isolierten Rattenherzens, das mit

Glucose (linke Abbildung) und Deoxyglucose (rechtes Bild) perfundiert wurde.

Es lassen sich fiinf Resonanzfrequenzen abgrenzen: anorganisches Phosphat
(Pi; bei ca. 4,8 ppm), Phosphocreatin (PCr; auf 0 ppm gesetzt), y-ATP (bei ca. —
2,5 ppm), a-ATP (bei ca. —7,5 ppm) und B-ATP (bei ca. —16 ppm). Im rechten
Bild ist die Perfusion mit Deoxyglucose dargestellt. Deoxyglucose wird
phosphoryliert, aber nicht weiter verstoffwechselt, so dass die Aufnahme in die
Zelle selektiv dargestellt werden kann, da die phosphorylierte Deoxyglucose als
zusatzliche Resonanz bei 8 ppm erscheint (Doenst T et al., 1998).

Aus dem Spektrum ergibt sich der zytoplasmatische pH-Wert des Herzens
(Moon RB et al., 1973). Die Verschiebungsfrequenz zwischen anorganischen
Phosphat P; und Phosphocreatin PCr andert sich pH-abhangig und hat einen
sigmoiden Kurvenverlauf. Mit Hilfe einer Eichkurve kann somit der intrazellulare

pH bestimmt werden.

4.3 Experimentelles Protokoll

4.3.1 Versuch zur Bestimmung der Glucoseaufnahme ohne

Insulinstimulation

Nach Bestimmung des Korpergewichts wurden die Herzen von sechs
infarzierten und acht scheinoperierten (sham) Ratten acht Wochen nach der
Operation firr die **P-MRS Untersuchungen entnommen und perfundiert. Durch

schrittweise Erhéhung des Ballonvolumens im linken Ventrikel wurde der
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enddiastolische Druck auf 10 mmHg eingestellt. Nach Homogenisierung des
Magnetfeldes und Optimierung der Halbhdhenbreite des Natriumsignals aus
dem Puffer auf Werte kleiner 10 Hz, wurden die *'P-NMR Daten fiir die *'P-
Metaboliten in 5 Minuten Intervallen aufgezeichnet. Die Herzen wurden fur 10
Minuten mit Krebs-Henseleit-Puffer, der in seiner Zusammensetzung 11 mM
Glucose aufwies, perfundiert. Die Relativkonzentrationen der energiereichen
Phosphate und P; wurden mittels *P-NMR bestimmt. Nachdem die ersten
beiden Datensatze akquiriert waren, wurde das Substrat gewechselt. Dem
Puffer wurden anstatt 11 mM Glucose nun 5 mM Pyruvat und 5 mM
Deoxyglucose zugesetzt. Nun wurde zusatzlich zu den Relativkonzentrationen
der energiereichen Phosphate und P; auch die Deoxyglucosekonzentration
mittels *'P-NMR gemessen. Deoxyglucose wird phosphoryliert, aber nicht
weiter verstoffwechselt, so dass die Aufnahme in die Zelle selektiv dargestellt
werden kann, da die phosphorylierte Deoxyglucose als zuséatzliche Resonanz
bei 8 ppm erscheint (siehe Abb. 4.1). Die Messung erfolgte Uber 30 Minuten,
was weiteren sechs Datensatzen entspricht. Uber die gesamte Versuchsdauer
wurden der Koronarfluss, die Herzfrequenz, sowie die linksventrikuléare
Druckamplitude aufgezeichnet. Der pH-Wert wurde aus der Verschiebedifferenz
aus Phosphocreatin und P; errechnet. Nach Versuchsende wurden die Herzen

fur die InfarktgréfRenbestimmung in Formalin fixiert.

4.3.2 Versuch zur Bestimmung der Glucoseaufnahme mit

Insulinstimulation

Die Untersuchungen verliefen analog den oben beschriebenen, jedoch wurde
dem Puffer, nach dem Wechsel von Glucose zu Pyruvat und Deoxyglucose als
Substrate, 2 mU/ml Insulin Uber einen Perfusor zugesetzt. Hier untersuchten wir

sechs infarzierte und vier scheinoperierte Tiere.
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4.4 Datenanalyse

Die Daten der einzelnen Gruppen wurden gemittelt und mit Hilfe des
Programms StatView (Version 4.51, Abacus Concepts Inc., Berkeley, CA, USA)
statistisch  untersucht. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte =+
Mittelwertsfehler (SEM).

Der Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einem ungepaarten,

zweiseitigen t-Test mit Bonferroni-Korrektur fir zwei Vergleiche durchgefihrt. p-

Werte kleiner 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.
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5. Ergebnisse

5.1 Mechanische Funktion

Tab. 5.1: InfarktgroRe, Herz (HW)- und Kérpergewicht (BW), sowie deren
Verhéltnis (HW/BW), Koronarfluss, Herzfrequenz und linksventrikulare
Druckamplitude (LVDA), RPP als Produkt von Herzfrequenz und
linksventrikul&rer Druckamplitude, sowie der enddiastolische Druck (EDP), der
experimentell auf 10 mmHg gesetzt wurde, von scheinoperierten und

infarzierten Herzen

Scheinoperiert Myokardinfarkt

Anzahl n 12 12
Infarktgrof3e % 0 45,7 + 1,4*
Herzgewicht g 1,25 £ 0,09 1,30 £ 0,09
Kdrpergewicht g 392 + 22 460 + 12*
HW/BW a/kg 3,04+ 0,07 2,63+0,21
Koronarfluss ml/min 26,3+1,9 224+19
Herzfrequenz 1/min 278 £ 6 260 =10
LVDA mmHg 134 £ 17 64 + 8*

RPP mmHg/min 36745 + 4258 15272 + 1616*
EDP mmHg 10+0 10+0

* p < 0,05 Scheinoperiert versus Myokardinfarkt

Die Werte wurden jeweils am Anfang der Messreihen bestimmt, da zu diesem
Zeitpunkt der Puffer sowohl fir die Insulinstimulierten, wie auch fir die Herzen
ohne Insulinstimulation identisch war, und somit keinen Einfluss auf die

mechanische Funktion der Herzen nehmen konnte.

Das Herzgewicht war bei den scheinoperierten Tieren im Vergleich zu dem der
Ratten mit Myokardinfarkt nicht verandert. Das Korpergewicht der infarzierten

Tiere war signifikant hoher, als das der scheinoperierten. Das Verhaltnis von
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Herz- zu Korpergewicht war jedoch in beiden Gruppen &hnlich. Die
Herzfrequenzen, ebenso der Koronarfluss, der beiden Gruppen waren in der
Kontrollphase nicht signifikant unterschiedlich. Bei der linksventrikularen
Druckamplitude (LVDA) lagen die infarzierten Tiere signifikant unter den Werten
der scheinoperierten. Ebenso war das Doppelprodukt (RPP) aus Herzfrequenz
und linksventrikularer Druckamplitude in der Infarktgruppe signifikant erniedrigt.
Der enddiastolische Druck (EDP) wurde zu Versuchsbeginn durch Variation des

Ballonvolumens auf 10 mmHg gesetzt.

Sham 1 L @

MI 1 L @

1,1 1,15 1,2 1,25 1,3 1,35 1,4

Abb. 5.1 Herzgewicht in Gramm (g) von scheinoperierten und infarzierten

Herzen, dargestellt als Mittelwerte + Mittelwertsfehler (SEM).
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* p < 0,05 Scheinoperiert versus Myokardinfarkt
Abb. 5.2 Korpergewicht in Gramm (g) von scheinoperierten und infarzierten

Tieren, dargestellt als Mittelwerte £ Mittelwertsfehler (SEM).

Sham 1 —@—

MIq ¢ @

T T T T
2,4 2,5 2,6 2,7 2,8 2,9 3 3,1 3,2

Abb. 5.3 Verhaltnis von Herzgewichten und Koérpergewichten in Gramm pro
Kilogramm (g/kg) von scheinoperierten und infarzierten Tieren, dargestellt als
Mittelwerte + Mittelwertsfehler (SEM).
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Abb. 5.4 Koronarfluss in Milliliter pro Minute (ml/min) von scheinoperierten und

infarzierten Herzen, dargestellt als Mittelwert + Mittelwertsfehler (SEM).

sham 1 —

MI L @

245 250 255 260 265 270 275 280 285 290

Abb. 5.5 Herzfrequenz in Schldagen pro Minute (1/min) von scheinoperierten und

infarzierten Herzen, dargestellt als Mittelwert + Mittelwertsfehler (SEM).
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* p < 0,05 Scheinoperiert versus Myokardinfarkt

Abb. 5.6 Linksventrikulare Druckamplitude (LVDA) in mmHg von
scheinoperierten und infarzierten Herzen, dargestellt als Mittelwert =+
Mittelwertsfehler (SEM).

sham 1 ——
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* p < 0,05 Scheinoperiert versus Myokardinfarkt

Abb. 5.7 RPP als Produkt von Herzfrequenz und linksventrikulérer
Druckamplitude in mmHg/min von scheinoperierten und infarzierten Herzen,
dargestellt als Mittelwert + Mittelwertsfehler (SEM).
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5.2 Energiemetabolismus

Tab. 5.2 Absolute (P) und relative (PCr/ATP) Konzentrationen der

energiereichen Phosphate und pH von scheinoperierten und infarzierten Herzen

Scheinoperiert Myokardinfarkt

PCr/ATP 1,51 +0,08 1,17 £ 0,09*
Pi mM 3,4 0,7 3,4+0,8
pH 7,14 £ 0,03 7,06 £ 0,04

* p < 0,05 Scheinoperiert versus Myokardinfarkt

Die Werte wurden jeweils zu Beginn der Messreihen bestimmt, da zu diesem
Zeitpunkt der Puffer mit als auch ohne Insulinstimulierung identisch war, und
somit keinen Einfluss auf den Energiemetabolismus der Herzen nehmen

konnte.

sham 1 I—.—i -

MIA I—.—l

* p < 0,05 Scheinoperiert versus Myokardinfarkt
Abb. 5.8 Das Verhaltnis von Phosphocreatin (PCr) zu Adenosintriphosphat
(ATP), dargestellt als Mittelwert + Mittelwertsfehler (SEM).

Das Verhaltnis von Phosphocreatin (PCr) zu Adenosintriphosphat (ATP) war bei
den Tieren mit Myokardinfarkt, im Vergleich zu den scheinoperierten, signifikant
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erniedrigt. Die Menge des anorganischen Phosphats (Pi) war in beiden
Gruppen gleich. Der intrazellulare pH Wert zeigte keinen Unterschied zwischen

den beiden Gruppen.

5.3 Aufnahme von Deoxyglucose

Zur Bestimmung der Menge an aufgenommener Deoxyglucose, wurde die
Menge an phosphorylierter Deoxyglucose gemessen, die als zusatzliche

Spektrallinie bei 8 ppm erscheint.

Tab. 5.3 Aufnahme der phosphorylierten Deoxyglucose (P-DG) in mM/min/g
Herzgewicht ohne und mit Insulinstimulation von scheinoperierten und

infarzierten Herzen

Ohne Insulin Mit 2 mU/ml Insulin
Scheinoperiert 0,36 + 0,04 0,61 +0,08%
Myokardinfarkt 0,40 £ 0,04 0,69 + 0,10°

% p < 0,05 scheinoperiert ohne Insulin versus scheinoperiert mit Insulin

® b < 0,05 MI ohne Insulin versus Ml mit Insulin

Es zeigen sich keine Unterschiede zwischen scheinoperierten und infarzierten
Herzen, jedoch kommt es durch Insulin zu einem signifikanten Anstieg der

Glucoseaufnahme in beiden Gruppen.

5 mM Deoxyglucose 5 mM Deoxyglucose

% 7 +2 U Insulin T

20 -

mM DG/g

£ —o— schein-OP

— Ml

0 T ) T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30
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6. Diskussion

6.1 Definition des Modells

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Glucoseaufnahme in die
Zelle nach einem Myokardinfarkt limitiert ist. Falls dies der Fall sein sollte, sollte
weiter festgestellt werden, ob dies zu Veranderungen in der mechanischen
Funktion und im Energiestoffwechsel fuhrt. AuRerdem wurde der Einfluss der
Insulinstimulation auf die Glucoseaufnahme, die mechanische Funktion und den
Gehalt an Phosphocreatin untersucht.

Hierzu wurde an 12 Wochen alten, mannlichen Wistar-Ratten mit einem
Kdrpergewicht von ca. 250 g nach der von Pfeffer et al. beschriebenen Methode
eine Ligatur des RIVA (Ramus interventricularis anterior) durchgefihrt (Pfeffer
MA et al., 1979). Acht Wochen nach der Infarktoperation wurden die Herzen der
Tiere entnommen, nach Langendorff prapariert und retrograd perfundiert.

Die Herzen wurden fir 10 Minuten mit Krebs-Henseleit-Puffer mit 11 mM
Glucose als Substrat perfundiert. Die Relativkonzentrationen der energiereichen
Phosphate, P; und Deoxyglucose wurden mittels **P-NMR bestimmt. Nach der
Akquisition der ersten beiden Datensatze wurde das Substrat gewechselt. Der
Puffer enthielt als Substrat anstatt 11 mM Glucose nun 5 mM Pyruvat und 5 mM
Deoxyglucose. Die Messung erfolgte Uber 30 Minuten, was weiteren sechs
Datenséatzen entspricht. Die Untersuchungen zur Bestimmung der
Glucoseaufnahme mit Insulinstimulation verliefen analog, jedoch wurden dem
Puffer ab der Substratumstellung 2 mU/ml Insulin Uber einen Perfusor
zugesetzt.

Die *'P-NMR-Spektroskopie erlaubt es, energiereiche Phosphate nichtinvasiv
zu bestimmen. Dabei werden die Mittelwerte der Metaboliten der gesamten
Probe gemessen. Es handelt sich fast ausschlief3lich um die Metabolite intakter
Muskelzellen, da die Narbe nur ca. 14% des Herzgewichts ausmacht und der
Gehalt der Narbe an energiereichen Phosphaten sehr gering ist (weniger als
1% der Konzentration energiereicher Metabolite des nichtinfarzierten

Muskelgewebes) (Neubauer S et al., 1995).
36



6.2 InfarktgroRe, Herzgewicht, Kérpergewicht

Das Modell des chronischen Myokardinfarkts bei Ratten ist bereits von
verschiedenen Autoren angewandt und charakterisiert worden (Neubauer S et
al., 1995), (Cleutjens JPM et al., 1999), (Solomon SD et al., 1999). Bei h6heren
InfarktgrofRen (wie z.B. ca. 45% in dieser Studie) kommt es zu einer Zunahme
des Herzgewichts (Ertl G, Gaudron P, Neubauer S et al., 1993), (Pfeffer JM et
al.,, 1985). In der vorliegenden Arbeit zeigte sich eine geringfiigige, nicht
signifikante Erhohung des Herzgewichts nach Myokardinfarkt (1,25 + 0,09
Gramm fur scheinoperierte versus 1,30 £ 0,09 Gramm fir infarzierte Herzen).
Autoren wie Anversa, Zimmer und andere berichteten Uber die genaue
Bestimmung der myokardialen Hypertrophie im chronisch infarzierten Herz, die
sowohl makroskopisch (erhéhtes Gewicht), als auch mikroskopisch (vermehrtes
Zellvolumen und Zunahme der Myozytenldnge) erscheint (Zimmer H-G et al.,
1990), (Anversa P et al., 1986), (Remondino A et al., 2000). Das Kérpergewicht
erwies sich bei den Infarkttieren als signifikant erhéht (392 + 22 Gramm fir
scheinoperierte versus 460 £ 12 Gramm fur Tiere mit Myokardinfarkt; p < 0,05).
Dies fihrte zu einem hoéheren Verhaltnis von Herzgewicht zu Kérpergewicht bei
den scheinoperierten Ratten als bei den Infarkttieren (HW/BW in Gramm pro
Kilogramm: 3,04 + 0,07 fur scheinoperierte versus 2,63 + 0,21 fur infarzierte
Tiere). Die Erh6hung des Korpergewichts steht in Einklang mit Ergebnissen von
Horn et al. (Horn M et al.,, 1999). Neubauer et al. zeigten eine signifikante
Erhéhung des Herzgewichts, als auch eine signifikante Abnahme des
Korpergewichts bei den Infarkttieren. Somit resultierte auch ein signifikant
erhohtes Verhéltnis von Herzgewicht zu Korpergewicht bei den Ratten mit
Myokardinfarkt (Neubauer S et al., 1995). Laser et al. beobachteten einen
Anstieg des rechts- und des linksventrikularen Gewichts, allerdings veranderte
sich das Verhaltnis aus dem Gewicht des linken Ventrikels des uberlebenden
Myokards und dem Koérpergewicht bei den Infarkttieren nicht. Dies wurde darauf
zuruckgefihrt, dass das Gewebe, welches durch die Narbenformation verloren
ging, durch neues Gewebe des intakten linken Ventrikels ersetzt wurde (Laser

A et al., 1996).
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6.3 Koronarfluss

Der Koronarfluss war wahrend des gesamten Versuchs bei den Infarkttieren
(22,4 = 1,9 ml/min) geringer als bei den scheinoperierten (26,3 + 1,9 ml/min).
Die Unterbindung des RIVA (Ramus interventricularis anterior) fuhrt zum Ausfall
eines der drei grolRen Gefal3e des Herzens und damit zu einer Reduktion des
Koronarflusses, der durch das Wachstum von Kollateralen nicht vollstandig
ausgeglichen werden kann. Allerdings ist die Neovaskularisation bei Ratten
sehr effizient. Cleutjens und andere Autoren berichten, dass bei Ratten der
Koronarfluss bereits innerhalb einer Woche nach Myokardinfarkt normalisiert ist
(Cleutjens JPM et al., 1999), (Ertl G, Gaudron P und Hu K, 1993).
Bassingthwaighte und Li berichten, dass der regionale Blutfluss im linken
Ventrikel bemerkenswert unterschiedlich ist. So wird der Koronarfluss den
regionalen Substratanforderungen angepasst (Bassingthwaighte JB et al.,
1999). Diese Ergebnisse sind von Caldwell et al. in deren Studien bestatigt
worden (Caldwell JH et al., 1994).

In unserer Arbeit wurde der Koronarfluss durch eine Ultraschallsonde
(Transonic Systems Inc., Ithaca, NY, USA), die den gesamten Fluss
kontinuierlich aufzeichnete, gemessen. Daher bleibt unklar, ob der nur gering
verminderte Koronarfluss bei den Infarkttieren auf einer bereits stattgefundenen
Kollateralisierung oder auf einer Dilatation der nicht verschlossenen

Koronargefal3e beruht.

6.4 Veranderungen der mechanischen Funktion nach chronischem
Myokardinfarkt

Die Mechanik des chronisch infarzierten Herzens wurde unter
isovolumetrischen Bedingungen untersucht, d.h. der enddiastolische Druck
wurde auf 10 mmHg gesetzt. Hierbei sind die linksventrikulare Druckamplitude
und das Doppelprodukt bei infarzierten Tieren signifikant vermindert (LVDA in
mmHg: 64 + 8 fur infarzierte Tiere versus 134 + 17 fur scheinoperierte; RPP in

mmHg/min: 15272 + 1616 fur infarzierte Tiere versus 36745 * 4258 fir
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scheinoperierte; p < 0,05), wie bereits friiher beschrieben (Vleeming W et al.,
1991). Neubauer et al. (Neubauer S et al., 1995) konnten zeigen, dass der
enddiastolische Druck bei infarzierten Tieren in vivo im Mittel bei 23 + 4 mmHg
liegt. Setzte man in vitro die Vorlast bei infarzierten Tieren auf den jeweiligen in
vivo gemessenen Wert, ergaben sich keine Unterschiede in Bezug auf die
linksventrikulare  Druckamplitude und das Doppelprodukt zwischen
scheinoperierten und infarzierten Tieren. Eine experimentelle Vorlastreduktion
im Vergleich zur in vivo Situation in diesem Versuchsaufbau kann also als
Ursache der kleineren linksventrikularen Druckamplitude bei Myokardinfarkt in
vitro angesehen werden.

Obwohl die linksventrikulare Druckamplitude nur bei einem enddiastolischen
Druck von 10 mmHg gemessen wurde, kann man davon ausgehen, dass die
linksventrikulére Druckamplitude im Bereich der gesamten Frank-Starling-Kurve
bei infarzierten Tieren gegenuber scheinoperierten Tieren vermindert ist. Belegt
wird dies durch eine Studie von Tian und Mitarbeitern (Tian R et al., 1996),
(Gaudron P et al., 1993). Sie fanden aufR3erdem eine Reduktion der maximalen
linksventrikularen Druckamplitude bei infarzierten Tieren. Wenn man diese
Veradnderungen als Druck-Volumen-Kurve darstellt, zeigt sich fur infarzierte
Herzen eine Verschiebung in Richtung des héheren Volumens (Dilatation) und
zu niedrigeren Dricken (Dysfunktion; dargestellt als linksventrikulare
Druckamplitude: LVDA) (Horn M et al., 1999).

Die Herzfrequenz ist in diesem Modell nicht verdndert, wie bereits friher
gezeigt (Horn M et al., 1999), (Neubauer S et al., 1995).

6.5 Veranderungen des Energiemetabolismus nach chronischem
Myokardinfarkt

Mit Hilfe der *P-NMR-Spektroskopie konnten Neubauer und Mitarbeiter zeigen,
dass nach Myokardinfarkt innerhalb von zwei Monaten im verbleibenden
Restmyokard der Phosphocreatingehalt um ca. 40% abnimmt, der ATP-Gehalt
im intakten Restmyokard jedoch unverandert bleibt. Daraus ergibt sich, dass

das Verhéltnis Phosphocreatin zu Adenosintriphosphat ebenfalls abnimmt
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(Neubauer S et al., 1995). Ahnliche Werte werden von Sanbe und Mitarbeitern
bei Ratten berichtet (Sanbe A et al., 1993).

In der vorliegenden Studie verkleinerte sich das Verhéaltnis von Phosphocreatin
zu Adenosintriphosphat nach Myokardinfarkt um 22% (PCr/ATP: 1,51 + 0,08 fir
scheinoperierte versus 1,17 + 0,09 fir infarzierte Herzen, p < 0,05).
Phosphocreatin verandert sich in Abhangigkeit vom Energiestatus des Herzens,
wohingegen die ATP-Konzentration weitgehend stabil bleibt. Bedingt ist dies
dadurch, dass das Gleichgewicht der Creatinkinasereaktion ganz auf der Seite
der ATP-Bildung liegt (Ingwall JS ):

(MgATP? * Creatin) / (MgADP" * Phosphocreatin® * H*) = 140 = Keq
(Saks VA et al., 1975)

Ein Grund fur die verminderte Menge an Phosphocreatin fand sich in einer
reduzierten Aktivitat der Creatinkinase, wobei sich deren Isoenzyme (CK BB,
CK MB, CK MM und CK i) in unterschiedlichen Ausmald verdnderten, und
einem um 35% reduzierten Gehalt an Creatin. Allerdings schien dies im
Ruhestoffwechsel nicht der limitierende Faktor zu sein, da der Austausch des
Phosphatrestes immer noch funf-mal hoher war, als die durch den
Sauerstoffverbrauch errechnete ATP-Synthese-Rate, obwohl die
Reaktionsgeschwindigkeit der Creatinkinase nach Myokardinfarkt um 50% im
Restmyokard erniedrigt war. Dies bedeutet eine reduzierte Kapazitat des CK-
Energie-Shuttles; d.h. die Ubertragung von ATP von den Mitochondrien, dem
Ort der Bildung, zu den Myofibrillen, dem Ort des Verbrauchs, ist verringert
(Ingwall JS), (Neubauer S et al., 1995).

Die CK-lIsoenzym-Verteilung andert sich, wie erwahnt, nach Myokardinfarkt
dramatisch.

Die Menge des intrazellularen, anorganischen Phosphats war in dieser Arbeit
zwischen scheinoperierten und infarzierten Tieren gleich (P;: 3,4 £ 0,7 in mM fur
scheinoperierte versus 3,4 + 0,8 fur infarzierte Herzen). Auch beim pH-Wert,
der mit Hilfe einer Eichkurve aus dem chemischen Shift zwischen

anorganischem Phosphat und Phosphocreatin bestimmt wurde, fand sich keine
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signifikante Veranderung zwischen scheinoperierten und infarzierten Tieren
(pH: 7,14 = 0,03 fur scheinoperierte versus 7,06 £ 0,04 fur infarzierte Herzen).
Neubauer et al. fanden in ihrer Studie ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede des intrazellularen Gehalts an anorganischen Phosphat und des
intrazellularen pH-Werts zwischen Herzen nach Myokardinfarkt und Kontrollen
(Neubauer S et al., 1995).

6.6 Veradnderungen der Glucoseaufnahme nach chronischem
Myokardinfarkt

In der vorliegenden Arbeit wurde die Glucoseaufnahme am chronisch
infarzierten Rattenherz untersucht. Die Glucoseaufnahme wird durch
Benutzung von 2-Deoxy-D-Glucose nachgewiesen, welche wie Glucose in die
Zellen aufgenommen, zu 2-Deoxyglucose-6-Phosphat phosphoryliert, aber nicht
weiter metabolisiert wird (Doenst T et al., 1998), (Sokoloff L et al., 1977).

Es wurden im Modell des chronisch infarzierten Herzens acht Wochen nach
Myokardinfarkt keine Unterschiede in der Glucoseaufnahme zwischen den
scheinoperierten und den infarzierten Tieren gefunden (Aufnahme der
phosphorylierten Deoxyglucose P-DG in mM/min/g: 0,36 = 0,04 fur
scheinoperierte versus 0,40 + 0,04 fUr infarzierte Herzen), das heif3t, dass sich
die Glucoseaufnahme im vitalen Herzmuskel zwei Monate nach Infarkt nicht
veréndert.

Bei Herzen in der akuten Ischamie wurde ein Shift vom Fettstoffwechsel zum
Glucosestoffwechsel und eine Stimulation des Glycogenabbaus und der
Glycolyse beschrieben (McNulty PH et al., 1996), (Rosenblatt-Velin N et al.,
2001).

Sun berichtet eine substantielle Ischamie-bedingte Translokation von GLUT4-
Molekilen zur Plasmamembran. Dabei kommt es bei Hypoxie und Ischamie zur
2,4-fachen bzw. 3,1-fachen Erhéhung der GLUT4-Molekile in der
Plamamembran und einem 47%-igen bzw. 40%-igen Abfall des GLUT4-Gehalts

in der Mitochondrienmembran (Sun D et al., 1994). Dies wurde auch von

41



anderen Autoren beschrieben (Lopaschuk GD et al., 1997), (Young LH et al.,
1997).

Da GLUT4 insulinabhangig ist, wurde der Einfluss von Insulin auf die
Glucoseaufnahme untersucht. Auch hier fanden wir keine signifikanten
Unterschiede in der Glucoseaufnahme zwischen scheinoperierten und
infarzierten Tieren (Aufnahme von Deoxyglucose bei einem Zusatz von 2muU/ml
Insulin in mM/min/g: 0,61 + 0,08 fir scheinoperierte versus 0,69 + 0,10 fur
infarzierte Herzen). Verglichen mit den Versuchsergebnissen ohne
Insulinstimulation zeigte sich erwartungsgemal eine signifikante Erhohung der
Glucoseaufnahme, um 170% bei den scheinoperierten (Aufnahme der
phosphorylierten Deoxyglucose in mM/min/g: 0,36 + 0,04 fur scheinoperierte
ohne Insulinstimulation versus 0,61 + 0,08 flr scheinoperierte mit
Insulinstimulation; p< 0,05). Eine signifikant gesteigerte Aufnahmerate um
173% war auch bei den Herzen mit Myokardinfarkt nachzuweisen (Aufnahme
der phosphorylierten Deoxyglucose in mM/min/g: 0,40 + 0,04 fur Infarktherzen
ohne Insulinstimulation versus 0,69 + 0,10 fur Infarktherzen mit
Insulinstimulation; p < 0,05).

Ein Defekt oder eine Downregulation der Glucosetransporter, insbesondere
GLUT4, erscheinen unwahrscheinlich, da auch bei den Versuchen mit
Insulinstimulation  keine  signifikanten  Unterschiede  zwischen den
scheinoperierten und infarzierten Tieren festzustellen waren. Die Gruppe um
Remondino hat durch ihre Untersuchungen festgestellt, dass die Expression
von GLUT1 und GLUT4 acht Wochen nach dem akuten Myokardinfarkt
zwischen Infarkttieren und Shams keine Unterschiede mehr aufwies, obwohl bei
Untersuchungen, 24 Stunden nach der Infarktoperation, ein Anstieg von GLUT1
und ein Abfall von GLUT4 verzeichnet wurde (Remondino A et al., 2000). Zu
diesem Ergebnis kamen auch Rosenblatt-Velin et al., wobei bei deren
Versuchen ein erneuter Anstieg von GLUT1 und ein Abfall von GLUT4 20
Wochen nach der Infarktoperation bei den Herzen, die eine Herzinsuffizienz
entwickelten, zu finden war. Bei den Herzen, die keine Herzinsuffizienz
entwickelten, waren auch nach 20 Wochen keine Unterschiede zwischen den

Infarkttieren und den scheinoperierten Herzen erkennbar (Rosenblatt-Velin N et
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al., 2001). Insgesamt scheint die zellulare Glucoseaufnahme nach
Myokardinfarkt nur dann verandert zu sein, wenn eine Herzinsuffizienz nach
dem Infarkt eintritt. In der Zeitspanne zwischen Infarktereignis und
Herzinsuffizienz scheiden die Unterschiede der Glucoseaufnahme als Ursache
fur die Veranderungen von Funktion und Energiestoffwechsel am chronisch
infarzierten Herzen aus. Auch die von Young et al. postulierte Hypothese, dass
eine schwerere Ischamie die myokardiale Glucoseaufnahme trotz der
Transportertranslokation in vivo durch einen Abfall der Glucosebereitstellung
limitieren und die Glycolyse durch einen Abfall des intrazellularen pH-Werts
inhibieren kann, scheint in unserer Arbeit durch das in acht Wochen nach
Infarkt zu erwartende Kollateralenwachstum und durch den unverénderten pH-
Wert zwischen scheinoperierten und infarzierten Herzen keinen Einfluss zu
haben (Young LH et al., 1997).

Insgesamt scheinen die Veranderungen des Glucosestoffwechsels nur in der
Phase des akuten Myokardinfarkts, sowie bei einsetzender Herzinsuffizienz von
Bedeutung zu sein, so dass zu diesem Zeitpunkt eventuell therapeutisch
interveniert werden kann. Wahrend der Ausbildung der myokardialen
Hypertrophie ware eine mdgliche therapeutische Intervention Uber diesen

Mechanismus fraglich.
6.7 Limitationen des Modells

In dieser Arbeit wurde die mechanische Funktion und der Energiestoffwechsel
des chronisch infarzierten Rattenherzens untersucht. Eine weiterfihrende
biochemische Analyse, z.B. auf den Glucosegehalt der Infarktnarbe, des
umgebenden Gewebes und des vitalen Myokards, wurde nicht durchgefiihrt. Da
das Herz bei unseren Untersuchungen zur Bestimmung der Infarktgrof3e nach
Versuchsende vollstandig in Formalin fixiert und entwéassert wurde, war die fur

die biochemischen Analysen notwendige Gewebeentnahme nicht moglich.

Die Ergebnisse der **P-NMR-Spektroskopie im vorliegenden Versuchsaufbau

stellen einen Mittelwert der Metabolite des Gesamtherzens dar. Lokale
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Unterschiede im Energie- und Glucosestoffwechsel kénnen mit der

angewandten Technik nicht bestimmt werden.

Ebenso wurde das Ausmald der Hypertrophie nicht direkt bestimmt. Die
Verédnderungen des Herzgewichts und des Korpergewichts stimmen aber mit
Daten anderer Studien Uberein (Horn M et al., 1999), (Neubauer S et al., 1995).
Damit kann man davon ausgehen, dass die von anderen Autoren bestimmten
makroskopischen (erhdhtes Gewicht) und mikroskopischen Veranderungen
(vermehrtes Zellvolumen und Zunahme der Myozytenlange) eingetreten sind
(Zimmer H-G et al., 1990), (Remondino A et al., 2000), (Anversa P et al., 1986).

Eine weitere Einschrankung besteht darin, dass der enddiastolische Druck zu
Versuchsbeginn auf 10 mmHg gesetzt wurde. Obwohl dies einen Vergleich der
einzelnen Herzen bei gleichem Preload gestattet, konnen dadurch die Daten
der linksventrikularen Druckamplitude nicht unreflektiert bleiben. Die Gruppe um
Neubauer konnte zeigen, dass der enddiastolische Druck bei infarzierten Tieren
in vivo im Mittel bei 23 £+ 4 mmHg liegt. Setzte man in vitro die Vorlast bei
infarzierten Herzen auf den jeweiligen in vivo gemessenen Wert, ergaben sich
keine Unterschiede in Bezug auf die linksventrikulare Druckamplitude und damit
auf das Doppelprodukt (linksventrikulare Druckamplitude * Herzfrequenz als
Parameter fur die mechanische Funktion) zwischen scheinoperierten und
infarzierten Tieren (Neubauer S et al., 1995). Andererseits kommt es durch den
erhohten enddiastolischen Druck zu einer Erhdhung des Wandstresses bei den

Herzen nach Myokardinfarkt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Glucoseaufnahme acht Wochen
nach Myokardinfarkt keine Verdnderungen im vitalen Myokard zeigt, sowohl
ohne Insulinstimulation, als auch mit 2 mU/ml Insulinstimulierung. Die
protektiven Eigenschaften von Glucose und Insulin in Bezug auf Funktion und
Energiestoffwechsel sind scheinbar nur in der Akutphase und bei einsetzender

Herzinsuffizienz wirksam.
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7. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird die Hypothese untersucht, ob die
Glucoseaufnahme in die Zelle nach chronischem Myokardinfarkt limitiert ist.
Falls dies der Fall sein sollte, ergibt sich die Frage, ob die eingeschréankte
Glucoseaufnahme zu den oben beschriebenen Veranderungen in der
mechanischen Funktion fihrt und/oder auch den Gehalt an Phosphocreatin
limitiert. AufRerdem soll untersucht werden, ob durch Insulinstimulation die
Glucoseaufnahme und die mechanische Funktion verbessert und der Gehalt an

Phosphocreatin erhéht werden kann.

Zu diesem Zweck wurden Wistar-Ratten nach der von Pfeffer et al.
beschriebenen Methode infarziert (Pfeffer MA et al., 1979). Nach acht Wochen
wurde das Herz nach der Methode von Langendorff isoliert und isovolumetrisch
bei einem enddiastolischen Druck von 10 mmHg perfundiert. Mittels *P-NMR-
Spektroskopie werden kontinuierlich energiereiche Phosphate (Phosphocreatin,

ATP, Monophosphorsaureester) und der intrazellulare pH gemessen.

Nach Stabilisierung und Aufnahme der Basiswerte wurden 5 mM Pyruvat und 5
mM Deoxyglucose als Substrat zur Verfligung gestellt. Deoxyglucose wird
intrazellular aufgenommen, phosphoryliert, und als phosphorylierte
Deoxyglucose mit einer Resonanzlinie bei 8 ppm im *P-NMR-Spektrum
detektiert. Parallele Untersuchungen zur Bestimmung der Glucoseaufnahme mit

Insulinstimulation (2 mU/ml Insulin) wurden durchgefthrt.

Die durchschnittliche Infarktgro3e lag bei 45,7%. Das Herzgewicht war bei den
Infarktherzen um 4% erhoht. Das Koérpergewicht zeigte eine signifikante
Zunahme um 17% bei den Infarkttieren. Daraus ergab sich ein um 15%
erhohtes Verhaltnis von Herz- zu Korpergewicht bei den Kontrolltieren. Der
Koronarfluss und die Herzfrequenz sind in beiden Gruppen unverandert. Die

linksventrikuldre Druckamplitude hingegen zeigt eine signifikante Reduktion um
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52% bei den Herzen nach Myokardinfarkt. Daraus ergibt sich ein signifikant
erniedrigtes Doppelprodukt um 58% bei den Infarkttieren.

Das Verhaltnis der energiereichen Phosphate (Phosphocreatin zu ATP) ist in
der Infarktgruppe signifikant vermindert (23%). Pi und der pH-Wert zeigten
keine signifikanten Unterschiede.

Bei den Untersuchungen zur Glucoseaufnahme zeigten sich keine
Unterschiede zwischen Kontrolltieren und Ratten mit Myokardinfarkt (Aufnahme
der phosphorylierten Deoxyglucose in mM/min/g: 0,36 + 0,04 fur
scheinoperierte versus 0,40 * 0,04 fur infarzierte Herzen). Auch unter 2muU/ml
Insulinstimulation kam es zu keiner Verdnderung (0,61 £ 0,08 fir
scheinoperierte versus 0,69 + 0,10 fir infarzierte Herzen), jedoch zu einer
Steigerung der Glucoseaufnahme um das 1,7-fache im Vergleich zu den nicht
Insulin stimulierten.

Da sich sowohl wunter Kontrollbedingungen, wie auch unter der
Insulinstimulation keine Unterschiede in der Glucoseaufnahme von
Infarktherzen im Vergleich zu scheinoperierten Herzen zeigten, kann daraus
geschlossen werden, dass die zellulare Glucoseaufnahme acht Wochen nach
einem Myokardinfarkt nicht limitierend ist und scheidet somit als Ursache fir die
Verédnderungen von Funktion und Energiestoffwechsel aus. Dies deckt sich mit
der literaturbekannten Veranderung von GLUT4 in der Akutphase und zum

spateren Zeitpunkt bei Entwicklung einer Herzinsuffizienz
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