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1. Einleitung

Die Vitalitit des Herzmuskels nach Myokardinfarkt ist von entscheidender Bedeutung fiir
den weiteren Behandlungsweg. Wie von Iskandrian et al.' gezeigt wurde, ist die
préoperative Vitalititsdiagnostik entscheidend fiir die postoperative Prognose. Die heute
verfiigbaren Methoden zur Bestimmung der myokardialen Vitalitit besitzen intrinsische
Probleme, z.B. StreB des Patienten bei inotroper Stimulation im Rahmen von
Echokardiographie * oder MRI °, eingeschrinkte Beurteilbarkeit durch schlechte
Schallbedingungen bei Echokardiographie, geringe Spezifitdt (**'Tl-Szintigraphie) oder
limitierte Verfiigbarkeit (PET) *. Die kontrastmittelverstirkte MRI °° beruht auf dem
sogenannten ,late enhancement* (erhohte Signalintensitit bei Spdtaufnahmen nach
Kontrastmittelgabe) und lisst die Unterscheidung von vitalem und avitalem Gewebe zu '°.
Gewebe, das von einem stenosierten Koronargefd3 versorgt wird, kann bei vorliegender
Akinesie irreversibel geschidigt (avital) sein. Eine dauerhafte Ischdmie fiihrt innerhalb
kurzer Zeit zu einer Nekrose des betroffenen Myokardareals, in dem Ab- und
Umbauprozesse stattfinden. Nach einigen Wochen ist der Infarktbezirk durch gefaBBarmes
Narbengewebe aus Myofibroblasten und Kollagenfasergewebe ersetzt. Ein vaskulér
unterversorgtes Gewebe kann aber auch vital sein und bei reduziertem metabolischem
Umsatz keine Pumpfunktion aufweisen. Hierbei kann es am vitalen Myokard zu den
Phanomenen ,,stunning” und ,hibernation® ' kommen. Diese Phinomene sind nach
Revaskularisierung (PTCA oder Bypass) reversibel und fiihren zur erneuten Teilnahme des
Myokards an der Pumpfunktion.

Magnetresonanzspektroskopie (MRS) erlaubt die nicht-invasive Untersuchung der
Konzentrationen von Stoffwechselprodukten und Ionen im Herzen. Der Gesamtnatrium
(Na)-Gehalt konnte fiir die Untersuchung der Vitalitdit von Myokardgewebe verwendet
werden, jedoch gibt es keine Berichte iiber die Entwicklung des Na-Gehaltes in der
chronischen Infarktnarbe im Vergleich zum normalen Myokard. Die vorliegende Arbeit
untersucht die Anderungen des myokardialen Na-Gehaltes wihrend der Narbenentwicklung

nach einem Myokardinfarkt (MI) {iber einen Zeitraum von 2 Monaten am Modell des MI



bei der Ratte. Unterschiede im Na-Gehalt zwischen iiberlebendem Myokard und
Infarktnarbe konnten in der **Na-Magnetresonanzbildgebung (MRI) zur Bestimmung der
Infarktnarbe eine klinische Anwendung finden, da *Na ein Kern ist, der aufgrund seiner
natiirlichen Eigenschaften eine hohe rdumliche Auflosung bei der Anwendung der *Na

MRI erwarten lasst.

1.1 Grundlagen der NMR-Spektroskopie

Das Phianomen der ,,nuclear magnetic resonance® (NMR) wurde unabhingig voneinander
von den Forschungsgruppen um Edward Purcell '2, Harvard Universitit, und Felix Bloch
13, Stanford Universitéit, im Jahr 1946 beschrieben. Das Phianomen beruht auf der Tatsache,
dass eine grosse Anzahl von Atomkernen einen sogenannten Kernspin besitzen. Dies sind
die Atomkerne mit einer ungeraden Protonen- oder ungeraden Neutronenzahl oder beidem,
zB. 'H, "C, 3'p. Atomkerne mit gerader Anzahl von Protonen und Neutronen, z.B. 2c
oder '°O besitzen keinen Kernspin. Ihre Spinwirkungen heben sich gegenseitig auf. Der
Kernspin kann als Rotation des magnetischen Momentes des Kerns um dessen eigene
Achse verstanden werden. Beim Einbringen von magnetisch aktiven Kernen in ein dusseres
Magnetfeld By rotieren die magnetischen Momente der Atomkerne um eine Achse parallel

oder antiparallel zu By. Thr Kern- oder Eigendrehimpuls P ist dabei abhingig von der

Kernspinquantenzahl [ und kann folglich nur diskrete Werte annehmen.

P=+I{I+1)h (Gleichung 1)
h ist das Plancksche Wirkungsquantum ( = 6.6256 -10™* Js)

Mit dem Drehimpuls P eng verbunden ist das magnetische Moment p, die einander

proportional sind nach der Gleichung:

u=y-P (Gleichung 2)



y ist die Proportionalititskonstante und heisst gyromagnetisches Verhéltnis. Es ist fiir jedes

Isotop eine charakteristische Konstante. Neben der Haufigkeit des Vorkommens des
magnetisch aktiven Isotopes hidngt die Nachweisempfindlichkeit eines Kerns im NMR
Experiment von y ab. Kerne mit grossen y Werten werden als empfindlich, solche mit
kleinen y Werten als unempfindlich bezeichnet '*. In biologischen Systemen hat **Na nach

'H die zweithdchste Empfindlichkeit.

Tab. 1.1: Natiirliches Vorkommen, relative Sensitivitit, gyromagnetische Konstante und

Spinquantenzahl einiger ausgewihlter Kerne (adaptiert nach ')

Natiirliches ~ Relative Y Beispiele nachweisbarer
Vorkommen Sensitivitit  10° I Metabolite
Kem o %)  HoT
'H 99,98 1 4,25 ', Creatinin, Myoglobin
Bc 1,11 1,76%¥10™ 1,07 ', Citratzyklus
»Na 100 9,25*%1 0° 1,13 3y Kation extra-/intrazellular
3lp 100 6,63%107 1,72 ', ATP, ADP, Phosphocreatin
¥K 93,26 4,73*1 0* 0,19 3, Kation extra-/intrazellular

Eigendrehimpuls und magnetisches Moment sind vektorielle Grossen, d.h. ausser von ihrer
Grosse werden sie auch von der Richtung bestimmt. Erfdhrt ein Atomkern mit dem
Eigendrehimpuls P und dem magnetischen Moment p ein statisches Magnetfeld By, dann

nimmt der Kernspinvektor eine diskrete Spinrichtung entlang der Magnetfeldrichtung z ein.

P,=m-h (Gleichung 3)



P, ist der Eigendrehimpuls P eines Atomkerns entlang der Magnetfeldrichtung z, m ist die
magnetische Quantenzahl oder Orientierungsquantenzahl und kann jeden Wert im Bereich
von 2l + 1, d.h. I, I - 1, ....-I, annehmen. Somit sind fiir Kerne mit I = ', wie 'H oder *'P
zwei Orientierungen des Spinvektors +'/; und —'/, méglich, fiir Kerne mit I = */, wie *’K
oder dem in dieser Arbeit verwendeten >’Na vier Orientierungen des Spinvektors + 3 /2, +1/2,
-/, /. Dieses Verhalten der Kerne im Magnetfeld wird auch als Richtungsquantelung
bezeichnet.

Kerne in einem Magnetfeld By besitzen auch eine diskrete Energie, deren Wert sowohl von

By als auch von der Grosse ithres magnetischen Momentes p abhangt:

E= -Hz - BO
=-y-m- # By (Gleichung 4)
h
i=——
270

Ergeben sich fiir einen Kern nach dem  Spinvektormodell 21 + 1
Orientierungsmdglichkeiten, so entspricht dies im Energiemodell einer Anzahl von 21 + 1

moglichen Energiezustinden, den sogenannten Kern-Zeeman-Niveaus.



A I=172

m=-1.l'2ff__.-—-_

Energe (E)

m =+1r2

| l

Bn > E »-
Abb. 1.1: Mogliche Energiezustinde und Ubergénge beispielhaft fiir einen NMR-
sensitiven Kern mit I='/, (z.B. *'P, links) sowie fiir einen Kern mit I="/, (z.B.

»*Na, rechts).

Durch die Energiedifferenz zwischen den Energiezustinden kommt es zu einer ungleichen
Besetzung der Niveaus, wobei im thermischen Gleichgewicht Zustinde mit geringerem
Potential hdufiger besetzt werden. Bei Kernen mit [ = 1/2 wie z.B. *'P wire m = +1/2 der

energetisch glinstigere, da energiedrmere Zustand.

Bei einer héheren Anzahl von Energiezustinden wie dem *Na finden nicht nur die
quantenmechanisch erlaubten Ubergéinge zwischen —1/2 und +1/2, 3/2 und 1/2 sowie —1/2 und
-/, statt, sondern zusitzlich auch Uberginge zwischen */> und —'/5, -*/, und '/, sowie */> und
-*/,. Diese Uberginge sind schnelle Uberginge, die extrem breite Resonanzlinien ergeben
und unter normalen Bedingungen nicht detektiert werden. Die nachfolgende Beschreibung
beschrénkt sich aus Griinden der Ubersichtlichkeit auf Ubergéinge zwischen m = +'/, und
m = -'/,, wie sie bei den I = '/, Kernen vorliegt.

Die Menge der Kerne, die sich in unterschiedlichen Energieniveaus befinden, wird

bestimmt durch die sogenannte Boltzmann Verteilung. Thr zufolge ist die relative Anzahl n"



und n” der Kerne mit einem Spin +1/2 und —1/2 im thermischen Gleichgewicht bei einer

bestimmten Temperatur T geméss folgender Formel gegeben:

n’/n" = exp (-AE/ kT)
=exp (YR By KT (Fleichung )

k ist die Boltzmann-Konstante. Um im NMR Signale erhalten zu koénnen, miissen
benachbarte Energieniveaus ungleich besetzt sein. Eine Verstirkung des magnetischen

Feldes B erhoht gemdl3 o.g. Formel die Energiedifferenz zwischen benachbarten Niveaus.

Entstehung eines NMR-Signals; Fourier-Technik

Im Gleichgewichtszustand orientieren sich Atomkerne mit einem Kernspin in der Summe
parallel der Magnetfeldrichtung By. Da sie einen Winkelmoment besitzen, rotieren sie
gleichzeitig um die z-Achse, der Richtung des Magnetfeldes By, mit einer kerntypischen

Frequenz, die als Pridzessions- oder Larmor-Frequenz v; bezeichnet wird. Diese ist vom

gyromagnetischen Verhéltnis und der Stirke des Bo-Feldes abhéngig.

vp=v:-Bo (Gleichung 6)

Zur Vereinfachung wird nur der Summenvektor als die Summer aller Einzelvektoren in

einem rotierenden Koordinatensystem betrachtet.



Abb. 1.2: Die Ausrichtung des Summenvektors im
aulleren Magnetfeld By ist im
Gleichgewichtszustand gleich der Richtung von
Bo. M ist der Summenvektor der

Nettomagnetisierung der Kernspins '’

Summenvektor M

Priizessions-
richtung

Um NMR-Signale zu erhalten, wird ein zusétzliches elektromagnetisches Feld B; benotigt,

das in Form eines Hochfrequenzimpulses in xy-Ebene, d.h. orthogonal zu B, appliziert

wird. Hierbei erfolgt eine Anregung der Kernspins, deren Lamorfrequenzen mit der des

Hochfrequenzimpulses iibereinstimmen. Der Magnetisierungsvektor M wird aus der

Feldrichtung By in xy-Ebene ausgelenkt. Gleichzeitig finden Ubergéinge zwischen den

diskreten Energieniveaus statt.



Y

Abb. 1.3: Auslenkung der Nettomagnetisierung der Kernspins aus der Bp-Richtung durch
einen HF-Impuls in der xy-Ebene. Die Zeitdauer ist hier so gewéhlt, dass eine
Auslenkung um 90° stattfindet. Durch den HF-Impuls wird die

Nettomagnetisierung in die xy-Ebene gedreht und dort detektierbar.

Aus der Zeitdauer des Hochfrequenzimpulses t, sowie seiner Stérke ergibt sich der Winkel

der Auslenkung 0 aus der By Richtung nach folgender Gleichung:
0=y -Bi-t, (Gleichung 7)
Bei hinreichend langer Einstrahlung des HF-Impulses kommt es zur Auslenkung der

Nettomagnetisierung M und bei noch ldngerer HF-Einstrahlung findet eine

Gleichbesetzung der Energieniveaus statt und das Signal ist nicht mehr detektierbar.



Nach Ende des Hochfrequenzimpulses erfolgt eine Relaxation, die zur Riickkehr der
Nettomagnetisierung M der Kernspins in die By-Richtung fiihrt. Diese Relaxation wird
durch die Zeitkonstante T; charakterisiert, Spin-Gitter- oder longitudinale Relaxationszeit
genannt. Sie ist die Zeit bis zur Riickkehr der Quermagnetisierung M, auf (1-1/e), d.h. etwa

63% der Ausgangsamplitude und kann mit folgender Gleichung beschrieben werden:

dM, _  M-M, (Gleichung )
de 7

Abb. 1.4: Nach Ende des HF-Impulses erfolgt eine Relaxation, die zur Riickkehr der
Nettomagnetsierung M der Kernspins in die By-Richtung fiihrt.

Durch einen Hochfrequenzimpuls B; wird in xy-Ebene eine Nettomagnetisierung My,
hervorgerufen. Der anschlieBende, meist exponentielle Verlust von M,, aufgrund von

Dephasierung der einzelnen Kernspins in der xy-Ebene wird als Spin-Spin- oder



transversale Relaxation bezeichnet. Die Zeit bis zum Abbau der Nettomagnetisierung in der

xy-Ebene auf (1-1/e) nennt man T,-Zeit.

dM, My (Gleichung 9)
& T
My
¥
X
(a) (h) (c)

Abb. 1.5: Verlust der Nettomagnetisierung M,, in Xy-Ebene unmittelbar nach Applikation
eines HF-Impulses B; aufgrund von Dephasierung der einzelnen Kernspins. (a)
stellt die Situation unmittelbar nach einem 90°-HF-Puls dar. Der dicke Pfeil
bezeichnet die Nettomagnetisierung M,, der ausgelenkten Kernspins. Mit der
Zeit dispergieren die einzelnen Kernspins (diinne Pfeile), was zu einem Verlust

von M, fiihrt ((b) , (c)) .

Durch den Hochfrequenzimpuls B; wird in xy-Ebene eine Nettomagnetisierung My,
erzeugt, welche Summe aller magnetischen Momente der Kernspins in xy-Ebene ist.
Unmittelbar nach Abschalten des Hochfrequenzimpulses prézidieren die so gerichteten
Kernspins zunichst in Phase wieder um das By Feld. Da die Kernspins mit ihrer jeweils
spezifischen Lamorfrequenz prizidieren, dispergieren sie mit der Zeit, d.h. sie geraten

auBler Phase. Zunehmende Dephasierung geht mit einem Verlust der Nettomagnetisierung
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M,y einher. Je grofler die Frequenzunterschiede desto schneller vermindert sich M,, und
desto kiirzer ist T,.

Das in der xy-Ebene detektierte Signal stellt den FID (free induction decay = freier
Induktionszerfall; Abb. 1.6) dar. Die Signalamplitude wird iiber die Zeit aufgenommen. Sie
nimmt mit der Zeitkonstanten T, gegen 0 ab.

Bei der NMR Spektroskopie in Fouriertransformationstechnik wird so zunéchst das Signal
als FID in der Zeitdoméne detektiert und nach Messung durch eine mathematische

Operation, die Fouriertransformation (FT), in die Frequenzdoméne umgeformt (Abb. 1.6).

|

t s J J\WJWV.

>
1%

Abb. 1.6: Detektiertes NMR-Signal als FID (links) in der Zeitdoméne und als Spektrum in
der Frequenzdomane (rechts). Der Informationsgehalt der beiden Darstellungen ist gleich;

der FID stellt die Summe aller abklingenden Frequenzen dar.

Da meist die Intensitét der einzelnen FIDs so schwach ist, daf} sich die Signale nach der FT
nicht vom Rauschen abheben, werden die FIDs vieler Impulse gesammelt, aufsummiert und
anschlieBend Fourier transformiert. Dabei steigt bei n Wiederholungen das Signal um den

Faktor n an, das Rauschen aber nur um den Faktor n.
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Das Spektrum, das sich nach der FT ergibt, hat in Abhingigkeit vom Abklingverhalten des
FID eine charakteristische Linienform, die Lorentz- oder Gauss-Linienform. Das Integral

der Fliche unter dem Signal spiegelt die Menge der gemessenen Atome wider.

Befinden sich die Kerne in verschiedener chemischer Umgebung, kommt es durch
unterschiedliche Elektronendichteverteilungen und Ladungen innerhalb des Molekiils zur
Modulation des Bo-Feldes und damit zu verschiedenen effektiven Feldern Bes fur die
einzelnen Kerne. Daraus ergibt sich eine geringe Abweichung der Resonanzfrequenzen ®

von der Anregungsfrequenz.

® =7 - (Bo — Biokar)
=7 Begr (Gleichung 10)

Dieser Effekt ldsst die Unterscheidung von verschieden gebundenen Kernen zu. Bei dem in
dieser Arbeit untersuchten *’Na liegt jedoch keine Bindung vor. Damit ist keine
Unterscheidung der *’Na-Kerne aufgrund der chemischen Verschiebung moglich. Wie bei
allen Alkali-Ionen ist eine marginale Variation der Resonanzfrequenzen in Abhingigkeit
von der Konzentration beschrieben'®. Das Ausmal des Effektes bei *’Na ist jedoch zu

gering, um die Effekte in biologischen Systemen zu beobachten.

1.2. Anwendung der NMR Techniken am Herzen

Die Informationen aus der klinischen Anwendung der NMR-Verfahren am Herzen haben

begonnen, in der Kardiologie'® Anwendung zu finden. Hier sind vor allem die bildgebenden

4,19-39

Verfahren zur Bestimmung von Anatomie, Morphologie und Funktion etabliert.

Untersuchungen zur Messung der Perfusion des Herzens'™*

wurden erfolgreich
durchgefiihrt und werden in Kiirze zur klinischen Routineanwendung kommen. Im Bereich
der MRS des Herzens wurden in einigen hochspezialisierten Forschungseinrichtungen trotz

der bestehenden Limitationen wie Untersuchungsdauer, Voxelgrofen und Selektivitdt der

12



Volumenselektion, gute Erfolge erzielt, die einen Einsatz in der klinischen Routine moglich

erscheinen lassen.

1.3.  Stand der experimentellen NMR Verfahren des Herzens

MRS-Untersuchungen der Kerne 23Na, 39K, Rb erlauben Einblicke in die
Tonenhomdostase des Herzens. *’Na und K ergeben jedoch ein einziges Signal fiir intra-
und extrazelluldre Anteile. Zur Auftrennung der Signale aus den verschiedenen
Kompartimenten miissen sogenannte Shift-Reagentien, meist die Lanthaniden-Komplexe
Na3;[DyTTHA] und Nas[TmDOTP], verwendet werden. Aufgrund von Wechselwirkungen
zwischen Lanthaniden-lonen und Alkali-lonen kommt es zu einer Verschiebung der
Ladungsdichte, ohne jedoch eine klassische Bindung aufzubauen. Die Mechanismen sind

bis heute nicht vollstindig verstanden®>*.

Diese Reagentien durchdringen die
Zellmembran nicht und flihren nur zur Verschiebung des Resonanzsignals der
extrazelluldiren Ionen. Dies fithrt zu einer Trennung des Resonanzsignals in ein
intrazelluldres Signal und mehrere Signale von verschiedenen extrazelluldren

Kompartimenten®’

. Damit konnen Verdnderungen der intrazelluldren Natrium-, bzw.
Kaliumkonzentration unter Kontrollbedingungen, Hypoxie oder Ischimie **° beobachtet

werden.

1.4. Einfiihrung in die bearbeiteten Themenkomplexe

Myokardinfarkt

Unter einem Myokardinfarkt versteht man eine Koagulationsnekrose der Herzmuskulatur,
die durch eine anhaltende Ischdmie bei absoluter Koronarinsuffizienz eintritt.

Da unter ischdmischen Bedingungen die oxidative Energiegewinnung gestort ist, wird der
Energiestoffwechsel auf anaerobe Glykolyse umgestellt und der ATP-Spiegel sinkt. Durch

die erniedrigte ATP-Konzentration funktionieren die energieverbrauchenden Ilonenpumpen

13



an den Zellmembranen nicht mehr ausreichend. Dies fithrt v.a. zu einem vermehrten
Natrium- und Wassereinstrom in die Herzmuskelzellen. Infolge des gegenldufigen
Kaliumausstroms wird die Polarisation der Zellmembranen gestort.

In den ersten 24 Stunden nach Myokardinfarkt kommt es zum Einwandern von
Entziindungszellen, v.a. neutrophiler Granulozyten, in die nekrotische Infarktzone.
Makroskopisch imponiert sie als gelblich, lehmfarbenes Areal mit hyperdmischem
Randsaum. Ab dem 4. Tag nach Myokardinfarkt beginnt die Bildung von
Granulationsgewebe. Makrophagen resorbieren Exsudat und bauen nekrotisches Gewebe
ab, Kapillaren sprossen ein und Fibroblasten proliferieren. Granulationsgewebe ist
makroskopisch als rotliches Areal sichtbar. Am Ende der 2. Woche synthetisieren
Fibroblasten zunehmend Kollagenfasern bis nach etwa 6 Wochen die Nekrose durch
kollagenes Bindegewebe ersetzt ist. GefiBarm imponiert sie als grauweiBe Narbe™.

Am iiberlebenden Restmyokard findet nach Myokardinfarkt das sogenannte

Remodeling™®

, eine Umgestaltung der Geometrie des Herzens mit Bildung eines
asymmetrischen linken Ventrikels, Zunahme der linksventrikuldiren Wanddicke des
intakten Restmyokards (Hypertrophie), Anstieg der Wandspannung und Reduktion des

Schlagvolumens, statt.

Physiologische Kationengradienten der Zelle

Intrazellulire Kationen spielen eine wichtige Rolle bei der Zellteilung und der
Aufrechterhaltung normaler Zellfunktion. Plasmamembranen bauen einen grof3en
Konzentrationsgradienten fiir lonen zwischen dem Intra- und Extrazellularraum auf, wie
z.B. Natrium (Na"), Kalium (K", Protonen (H"), Kalzium (Ca*") und Magnesium (Mg>"),
wobei sie deren intrazellulire Konzentration regulieren. Kationenverschiebungen durch die
Zellmembran (Sarkolemm bei Muskelzellen) finden stindig statt.

Bekanntes Beispiel sind die kontrollierten Kationenverschiebungen bei der
elektromechanischen Kopplung quergestreifter Muskulatur und des Herzmuskels. Hierbei

kommt es zum Na*- und Ca**-Influx aus dem Interstitium in die Zelle sowie zu einem K -

14



und H'-Efflux ins Interstitium. Relaxation tritt ein bei Riickkehr der genannten Kationen,
vor allem Ca®", zu ihren Ausgangskonzentrationen (s.Tabelle 1.2).

Die Kationenkonzentration des Zytosols wird bestimmt durch die Aktivitit von
Ionenpumpen, lonenaustauschern und Kanélen zellulirer Membranen wie Sarkolemm, dem
sarkoplasmatischen Retikulum und der inneren mitochondrialen Membran. Energiequelle
ist die Hydrolyse von ATP. Im Cytoplasma quergestreifter Muskelzellen ist die Na'-, Ca*'-
und H'- Konzentration unterhalb des elektrochemischen Gleichgewichtes, die K'-

Konzentration liegt dariiber (s. Tabelle 1.2).

| [X]ex | [X]: | [X]e/[X]i | [X]i Gleichgewicht
Na® 145 5 29 4100
K* 5 145 0.03 141
Ca?" 1 10 104 0.8
H' 4x107 7x107° 0.56 107

Tabelle 1.2: Extra- und Intrazelluldre Kationenkonzentrationen [X]e, [X]i in mMol/l, ihr

Verhiltnis und Gleichgewichtskonzentration fiir quergestreifte Muskulatur °'.

Der Efflux von Natrium aus dem Myozyten hiingt von der Aktivitit der Na'/K'-ATPase ab,
die mittels Hydrolyse eines ATP Molekiils im Austausch gegen zwei K'-Ionen drei Na'-
Ionen nach extrazelluldr transportiert.

Na'-Influx aus dem Interstitium in die Zelle geschieht via spannungsgesteuerter Na'-
Kanile oder in geringerem Umfang via Na”/H'- und Na'/Ca*"-Austauscher. Die Richtung
des Austausches hingt dabei ab von den Gradienten fiir jedes Ion, der Stochiometrie des
Austausches und dem Membranpotential. Ist z.B. die intrazellulire Ca®’-Konzentration
hoch, wie beispielsweise beim Kardiomyozyten in der Systole oder frithen Diastole des
Herzens, wird mit hoher Kapazitit via Na/Ca”*"-Austauscher ein Ion Ca*" gegen drei Na'-
Ionen aus der Zelle transportiert. Ist der intrazelluldre pH-Wert zu niedrig, wird zu dessen
Regulation via Na'/H'-Austauscher ein H'-Ion gegen ein Na'-lon aus der Zelle

transportiert ®'.
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Abb. 1.7: Die Schemazeichnung zeigt die priméiren
Austauschmechanismen, mit denen Na®, Ca**, K" und H'
das Sarkolemm passieren: die spannungsabhiingigen Na'-
und Ca’-Kanile, die ATP-abhingigen Na™- und Ca*'-
Pumpen, den elektroneutralen Na'/ H'-Austausch und den
elektrogenen Na'/Ca*"-Austauscher. Die relative GroBe der
Ionensymbole veranschaulicht die relative

Konzentrationsdifferenz intra- bzw. extrazellulir ®'.

Entwicklung der Natriumkonzentration nach Infarkt

Extrazellular Intrazellular

TN

Na"‘ —_— Na

L

Na* : Na®
ATE
K K*
ca+ +* caﬁﬁ
ATP
.
H » H*
Na" < > Na*
H* < > HY
N
Na" «- — na *
Ca* +* ca“‘f

Auf zellulirer Ebene kommt es durch das Versagen der Ionenhomoostase nach

Myokardinfarkt zu einer schnellen Zunahme des Na'-Gehalts im Verlauf von Stunden

62-64

Die weitere Entwicklung des Natriumgehalts im infarzierten Gebiet ist jedoch nicht

untersucht. Erste MRI Untersuchungen %

zeigen eine erhohte Signalintensitit im

infarzierten Areal, die mit der InfarktgroBe korreliert. Untersuchungen iiber die

Mbglichkeiten zur Verwendung von Na MRI zur Beurteilung des subakuten und des

chronischen Infarktes liegen nicht vor.
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Creatinkinase (CK) und physiologische CK-Isoenzymverteilung

Phosphocreatin kann fiir eine rasche Resynthese des ATP und somit als Energiequelle der

Zelle herangezogen werden. Mit Hilfe der Creatinkinase (CK, ATP-Creatin-

Transphosphorylase) wird ADP durch Phosphocreatin zu ATP phosphoryliert.
Phosphocreatin + ADP % Creatin + ATP

Die Creatinkinase ist ein dimeres Molekiil, an dessen Aufbau die Untereinheiten M und B
beteiligt sein konnen. Die moglichen drei Isoenzyme CK-MM (Skelettmuskeltyp), CK-BB
(Gehirntyp) und der hybride Typ CK-MB (Herzmuskeltyp) unterscheiden sich durch ihre
katalytischen Konstanten, Halbwertszeiten und ihre Organverteilungsmuster °®. Neben
diesen cytoplasmatischen CK-Isoenzymen gibt es im Zwischenmembranraum der

Mitochondrien die CK-mito.

Tab. 1.3: Verteilung der CK-Isoenzyme in menschlichen Organen .

Gewebe U/g (37°C) CK-MM CK-MB CK-BB CKmito
Skelett- 800-4000 -+ +) (+) +
muskel
Herzmuskel 240-800 +++ ++ (+) ++
Gehirn bis 550 - - o ++
Blase bis 135 - - ++++ +
Blut bis 0,2 R (+) - -
Kolon bis 200 () (+) ++++ +
Nabelschnur- bis 1,0 -+ +) + ?
blut
Prostata bis 135 - - ++++ ?
Uterus bis 400 - - ++++ +
Venenwand bis 60 - ++++ ?

++++: >75%, +++: 50-75

%, ++: 25-50%, +: 5-25%, (+): <5%
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Lactatdehydrogenase (LDH) und physiologische LDH-Isoenzymverteilung

Die Lactatdehydrogenase (LDH) ist ein Enzym der Glycolyse, das die Reduktion von
Pyruvat zu Lactat katalysiert. Die Bildung des Lactats findet v.a. dann statt, wenn unter
anaeroben Verhiltnissen die Sauerstoffversorgung der Zelle nicht zur Oxidation des

Pyruvates ausreicht. Coenzym ist NADH in saurem Milieu.
+ LDH\ +
Pyruvat + NADH + H" —— L-Lactat + NAD

Die Lactatdehydrogenase besteht aus vier Untereinheiten. Da es zwei genetisch
verschiedene Typen von Untereinheiten gibt, den Herzmuskeltyp H und den
Skelettmuskeltyp M, ist die Bildung von 5 verschiedenen Isoenzymen der
Lactatdehydrogenase, LDH 1-5, moglich. Wie die CK-Isoenzyme unterscheiden sich auch

die LDH-Isoenzyme in ihrem Organverteilungsmuster.

Tab. 1.4: Verteilung der LDH-Isoenzyme in menschlichen Organen .

Organ LDH-Isoenzyme (%)
LDH-1 LDH-2 LDH-3 LDH-4 LDH-5

Herzmuskel 50 45 3 1 1
Erythrozyten 49 33 11 6 1
Nieren 40 45 10 4 1
Gehirn 33 37 27 3 0
Lymphknoten 10 24 60 1 5
Milz 10 25 40 20 5
Pankreas 30 13 48 4 5
Lunge 5 21 34 23 17
Leber 2 3 12 1 82
Skelett- 13 15 15 7 50
muskel
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Stunning und Hibernation

Nach Myokardinfarkt kann es neben der Ausbildung der Narbe im ischdmischen Bereich
und einem nur wenig verdnderten Restmyokard auch zur Ausbildung der Phénomene
»dtunning® und ,,Hibernation® kommen. Beide Phdnomene treten nach reduziertem
Blutfluss auf. Wéhrend Hibernation parallel zu reduziertem Blutfluss auftritt, zeigt sich
Stunning nach Normalisierung des Blutflusses, z.B. durch Revaskularisierung.

»Stunning® (engl.: betdubt, geldhmt) ist eine Form verlidngerter kontraktiler Dysfunktion
des Myokards nach einer oder mehreren Episoden der Ischdmie, wobei die Dysfunktion
trotz Riickkehr zu normaler oder fast normaler Perfusion und Fehlen eines irreversiblen
Schadens bestehen bleibt.

“Hibernation” (engl.: Winterschlaf) ist eine Form verldngerter kontraktiler Dysfunktion,
welche mit einem fortbestehenden niedrigen Blutfluss assoziiert ist. Kontroversen bestehen
beziiglich der Fragen, ob der absolute Blutfluss oder die Koronarreserve reduziert ist, und
ob Hibernation etwa wiederholte Anfille von Stunning darstellt .

Auf experimenteller Ebene kennt man mehrere Kategorien des Stunning, z.B. Stunning
nach globaler Ischédmie in vitro (Modell des isolierten Herzens) oder Stunning nach einer
einmaligen, komplett reversiblen Episode der regionalen Ischdmie in vitro (Hundemodell
des Stunning und Hibernation s. 2.1).

Verschiedene Theorien bestehen beziiglich der Pathogenese des myokardialen Stunning.
Die plausibelsten sind die Sauerstoffradikal-Hypothese und die Calciumhypothese. Die
Sauerstoffradikal-Hypothese nimmt an, dass reaktive Sauerstoffverbindungen (reactive
oxygen species, ROS) wihrend Ischamie bzw. nach Reperfusion entstehen, das Myokard
schddigen und so zu dessen kontraktiler Dysfunktion fithren. Die genaue Quelle der ROS
Produktion im ,,stunned” Myokard ist aber noch unklar. Da verschiedene Studien darauf
hindeuten, dass der fiir das Stunning verantwortlichen Schddigung des Myokards zu einem
GroBteil pathologische Vorginge in der Reperfusion zugrunde liegen ’', spricht man auch

von ,,reperfusion injury*.
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Die Calciumhypothese geht davon aus, dass eine voriibergehende intrazellulire Ca®'-
Uberlastung wihrend der friihen Phase der Reperfusion zur Pathogenese des myokardialen
Stunning beitrdgt. Der genaue Mechanismus ist aber noch nicht bekannt. Studien
verzeichneten u.a. eine Abnahme sowohl in der Ca®" bedingten Kraft als auch der Ca*"-

Sensitivitdt von Myofilamenten in stunned Myokard.

1.5.  Fragestellung

Mit der vorliegenden Arbeit soll die Entwicklung der Natriumkonzentration in infarziertem
Gewebe verfolgt, sowie die Natriumkonzentration in Gewebe mit Stunning und
Hibernation bestimmt werden, um Grundlagen fiir die Nutzung der *Na-NMR Bildgebung

als Methode zur Vitalititsdiagnostik am chronischen und subakuten Infarkt zu legen.
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2. Methodik

2.1 Tiermodell

Tiere und Tierhaltung

Fiir die Untersuchungen wurden ménnliche Wistar-Ratten verwendet. Die Tiere wurden in
einem 12-Stunden Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. Gemidl den Bestimmungen des
Tierschutzgesetzes wurden die Tiere in Abhdngigkeit von IThrem Gewicht in Kéfigen zu je
6 bis 4 Tieren bei freiem Zugang zu kommerziellem Haltungsfutter (Altromin, Lage) und
Wasser gehalten. Die Tierversuche an der Ratte wurden von der Regierung von
Unterfranken als zustindige Behorde genehmigt . Die Versuche am Hund wurden in

Narkose durchgefiihrt (Dr. K. Przyklenk) und von den dortigen Behdrden genehmigt.

Chronischer Myokardinfarkt

Die Infarktoperation wurde an 12 Wochen alten Wistar Ratten bei einem Korpergewicht
von etwa 250 g nach der von Pfeffer et al. beschriebenen Methode ™ durchgefiihrt. Nach
Einleitung einer Ethernarkose wurde unter Druckbeatmung eine linksseitige Thorakotomie
durchgefiihrt. Durch sanften, beidseitigen Druck auf den Thorax wird das Herz dargestellt.
Der RIVA wurde auf der Hohe des linken Vorhofs unterbunden. Das Herz wurde dann in
den Thorax zuriickverlagert, die Lungen durch positiven endexpiratorischen Druck gefiillt
und die Wunde geschlossen. Die Mortalitdt der operierten Tiere lag bei 40 bis 50 %
innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Operation. Bei den RIVA-ligierten Tieren kommt
es zur Ausbildung eines Infarktes mit Remodeling des linken Ventrikels ** innerhalb von 2
Monaten. Dieser Prozess ist nach etwa 2 Monaten abgeschlossen und entspricht der

Situation am Menschen nach etwa 3 bis 4 Jahren.

21



Protokoll und Probenahme

Es wurde Gewebe aus 7 Gruppen untersucht: Kontrollmyokard sowie Myokard 1, 3, 7, 28,
56 und 128 Tage nach MI (n=6, 8, 8, 6, 7, 8 je Gruppe). Die Ratten wurden durch
intraperitoneale Gabe von Natriumpentobrabital betdubt, die Herzen entnommen und in
kalter (4°C) iso-osmolarer LiCl/CaCl,-Losung geschwenkt. Das infarzierte Gewebe wurde
anhand Farbverdnderungen bestimmt. Nicht-infarziertes Gewebe ist rotlich, wohingegen
infarziertes Gewebe innerhalb der ersten 3 Tage lehmfarben ist. Ab einer Woche nach MI
erscheint das Gewebe rétlich gelb, spéter weill. Das Infarktgewebe wurde ausgeschnitten
und zur Entfernung von eventuell anhaftendem Blut nochmals in LiCl/CaCl,-Losung
gespiilt. Aus dem so entnommenen Gewebe wurden 3 Teilstiicke gewonnen: fiir (1)
Bestimmung des Na Gehalts mittels »Na MRS, (2) Trocken-/NaB-

gewichtanalyse (Odembildung) und anschlieBender Ionenchromatographie (Na'-Gehalt)
und (3) Bestimmung der CK- und LDH- Enzymaktivitdt und Isoenzymverteilungen. Die
Biopsien hatten ein durchschnittliches Gewicht von 27.8+1.4 mg (Bereich 6.8 — 61.8 mg).
Die Messung der CK- und der LDH-Werte wurden nur bis Tag 56 durchgefiihrt. Da keine
wesentliche Anderung zwischen Tag 28 und 56 auftraten, wurde die Analyse auf 6

Zeitpunkte beschrinkt.

Stunning oder Hibernation am Hundemodell

Gewebe mit Stunning oder Hibernation wurde aus den Herzen von 3 verschiedenen Misch-
lingshunden erhalten (Versuchsdurchfiihrung durch Dr. Karin Przyklenk, Good Samaritan
Hospital, Los Angeles, CA, USA). Die Hunde wurden mit Pentobarbital anesthesiert, der
Thorax erdffnet und ein hydraulischer Okkluder am RIVA angebracht ’*. Der Coronarfluf
wurde durch eine Stenose auf 571 % des Kontrollwertes gesenkt. Transmurale
Nadelbiopsien wurden aus dem Zentrum des Versorgungsareals des RIVA wihrend
Kontrollperfusion (n=5), 3 Stunden nach Applikation der Stenose (Hibernation; n=3) und
30 min nach Beginn der Reperfusion (CoronarfluB auf 136+16 % der Kontrollperfusion:
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Stunning; n=4). Die Proben wurden sofort in fliissigem Stickstoff gefroren und bei —80 °C
gelagert. Zum Zeitpunkt der Untersuchungen wurden die Biopsien aufgetaut, gewogen
(Mittelwert 30,8+2,2 mg) und wie nachfolgend beschrieben (Kap 2.2) fiir die *Na NMR

Messungen verwendet.

2.2 Magnetresonanz-Verfahren

“Na-NMR Spektroskopie

Die hier beschriebenen Untersuchungen zur *Na-NMR Spektroskopie wurden an Biopsien
mit einem Gewicht von 6.8 bis 61.8 mg durchgefiihrt. Die Biopsie aus der Infarktnarbe
wurde in dem Inneren von zwei konzentrischen NMR-R6hrchen (Wilmad, Buena Vista,
NJ, USA) in einer LiCl/CaCl,-Ldsung plaziert. Im duleren NMR-Rdhrchen (10 mm) wurde
eine NaCl-Losung mit bekannter Konzentration und dem Shift-Reagenz Tris;[Dy(TTHA)]
in D,O als Standard verwendet. Das NMR-R6hrchen wurde in einen 10 mm Multinuklear -
NMR Probenkopf (Bruker, Féllanden, Schweiz) in der Bohrung des 7.05 T Super-Wide-
Bore Magneten mit Aspect 3000 Konsole (Bruker, Rheinstetten, D) eingefiihrt. Vor Beginn
der Messung wurde das Magnetfeld durch Shim auf die maximale Amplitude des
Deuteriumsignals optimiert. Die Anregungsfrequenz fiir die Na-NMR Messung betrug
78,4 MHz bei einer Pulslinge von 20 ps und einem Anregungswinkel von 81 °. %*Na-NMR
Daten wurden innerhalb von 8 min 37 s Minuten durch Mittelung von 1000 FIDs bei einer
Pulsrepetitionszeit von 0,52 s akquiriert. Die erhaltenen Daten wurden mit einer
symmetrischen Gaussfunktion (Maximum der Gausskurve bei 25 % der FID Lénge,
t1.=143 ms) multipliziert, Fourier transformiert und spektrenspezifisch phasenkorrigiert.
Abb. 2.1 zeigt ein typisches Beispiel eines solchen Spektrums. Die Resonanzsignale des
Natriums aus dem Myokard (rechts) sowie des verschobenen Standards sind sichtbar.
Aufgrund der kurzen Relaxationszeit von »Na (T1=28,8 ms "°; T1=34.2ms ** im Myokard
und T1=26.2ms * im Infarkt) tritt bei den Spektren keine Sittigung auf. In jedem **Na-
NMR Spektrum wurde die Integralfliche des Standards auf 100 gesetzt und das Signal des

Gewebes als Prozentteil des Standards ausgedriickt. Absolutwerte der Konzentration
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wurden durch den Vergleich des Standards mit 3 Phantomen bekannter

Natriumkonzentration erreicht.

Standard mit Shift-Reagenz Myokard

i

10 0 ppm

Abb. 2.1: Spektrum einer 21,7 mg Biopsie aus der Narbe eines infarzierten
Rattenherzens. Die Signale des gesamten Natriums aus dem Myokard (rechts)

und des mittels Shiftreagenz verschobenen Standards (links) sind sichtbar.

Die Herkunft des Na-NMR Signals ist durch die Quadrupoleigenschaften (I='/,) des
Kerns, die zu kurzen T1 Zeiten, mit biexponentiellem Abfall des FID fiihrt, bestimmt. Dies
erlaubt einerseits die schnelle Datenakquisition, andererseits werden durch die
verschiedenen Uberginge von I=/, Spinsystemen Probleme der Detektierbarkeit
hervorgerufen. Es konnen verschiedene Resonanzsignale in Abhéngigkeit von der
Beweglichkeit der Kernumgebung auftreten. Die langsamen Spiniiberginge ( A = 1)
zwischen '/, und -1/2, 3/, und 1/2, sowie zwischen -'/, und -*/, ergeben schmale Resonanzen;
die schnellen Ubergiinge (A # 1) zwischen */, und -'/5, -'/» und /5, sowie */ und -’/

iiberlagern diese schmale Resonanz mit zwei extrem breiten Signalen (eine ausfiihrliche
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Diskussion erfolgt bei ’®”’). Bedingt durch ihre Linienbreiten werden diese
Nebenresonanzen vollstindig oder zum Teil nicht detektiert. Daher ist die mittels *Na-
NMR bestimmte Natriumkonzentration niedriger als mit anderen Methoden, wie z.B.
Flammenabsorption oder Ionenchromatographie. Dieser Effekt wurde als 'NMR
Unsichtbarkeit (NMR invisibility) von I="/, Kernen beschrieben. Bedingt durch die
Kompartimentierung von Gewebeproben und bei in-vivo Messungen, haben die ?Na NMR
Signale ihren Ursprung in verschiedenen Ubergingen. Kleine Kompartimente mit
reduzierter Mobilitdt der Natriumionen konnen zu Triplet-Strukturen mit bis zu 60 %
‘unsichtbaren’ Resonanzen aufgrund des 3:4:3 Aufspaltungsmusters fithren. Die absolute
Konzentration sowie die Sichtbarkeit von intrazellulirem Natrium im Herzen war der

49.51-33.78-85  1yag Verhiltnis von

Gegenstand einer groBen Zahl von fritheren Studien
schnellen und langsamen Ubergangsanteilen am Signal ist bei intra- und extrazellulidrem
»Na Signal verschieden. Wihrend extrazellulire Signalquellen in erster Linie - oder gar
vollstindig - von langsamen Ubergingen herrithren, ist der schnelle Anteil bei
intrazellulirem Ursprung hoher. Bei den durchgefiihrten Untersuchungen wurden
Parameter gewihlt, die eine starke Gewichtung zugunsten der langsamen Ubergiinge
herbeifithren; daher riihren die erhaltenen Signale sowohl von intra- als auch
extrazellulirem *Na als schmale Peaks von langsamen Ubergingen her, wihrend die
Resonanzen von schnellen Ubergingen von intrazellulirem *Na, die breite Resonanzen
ergeben, nicht beriicksichtigt werden.

Dies bedeutet, dass die Daten alles Signal von extrazellulirem *Na und den langsamen
Ubergiingen des intrazelluliren Natriums mit etwa 40 % Sichtbarkeit widerspiegeln. Die

restlichen 60 % des intrazelluldren Natriumsignals, das von schnellen Ubergingen stammt,

wurde fiir die Bestimmung der absoluten Natriumkonzentration nicht erfasst.
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2.3 Biochemische Messungen

Trocken-/Nassgewicht

Die erhaltenen Biopsien wurden gewogen, bei 55 °C fiir 3 Tage getrocknet, auf
Raumtemperatur abgekiihlt und erneut gewogen. Aus den erhaltenen Gewichten wurde das

jeweilige Trocken-/NaBBgewicht-Verhéltnis berechnet.

lonenchromatographie

Getrocknete Gewebeproben wurden in einem Platinum-Iridium Tiegel (OGUSSA, Wien,
Osterreich) dreimal mit 1 - 2 ml Salpetersiure (TraceSelect grade, Fluka, Deisenhofen)
versetzt und bei 300 °C abgeraucht. Beim letzten Durchgang wurde die Probe jedoch nur
bis zu hoher Viskositdt eingedampft. Der Riickstand wurde in 2 ml Wasser aufgenommen
und filtriert (35 pm). 1,5 ml der Losung wurden verdiinnt und der Natriumgehalt mit
Ionenchromatographie bestimmt. Hierzu wurde die vollstdndige Probe auf eine lonPac C12
Chromatographiesdule (Stationdre Phase) aufgebracht und mit 1%-iger Salzsdure (Mobile
Phase) in einem Dionex Chromatographiesystem (Dionex Corp., Sunnyvale, CA, USA)

eluiert und mit Leitfahigkeitsmessung detektiert.

Creatinkinase- und LDH- Aktivitdit und Isoenzymverteilungen

Von jedem Herzen wurden 5 - 10 mg Gewebe in 0.1 M K,HPO4-Puffer mit | mM EGTA
und 1 mM B-Mercaptoethanol bei pH 7.4 und 4 °C homogenisiert. Die Gesamtaktivitéten
von CK ® und LDH ¥ wurden mit einem Ultraspec III Spektrophotometer (Pharmacia
Biosystems, Freiburg) gemessen.

Die Isoenzymverteilung von LDH wurde mit Agarose Gelelektrophorese (TITAN GEL LD
Isoenzym System, Helena Diagnostika GmbH, Hartheim, Germany) bestimmt.

Die Messung der CK Isoenzymverteilung wurde mit dem 'Rapid Electrophoresis System'
(REP, Helena Diagnostika GmbH, Hartheim) und der Agarose Gelelektrolyse (REP CK
Isoforms Kit, Helena Diagnostika GmbH, Hartheim) durchgefiihrt. Das 'Electrophoresis
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Data Center' (EDC, Helena Diagnostika GmbH, Hartheim) wurde filir die automatische

Quantifizierung der einzelnen Isoenzymbanden eingesetzt.

2.4  Datenanalyse

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

statistischen Tests wurden entsprechend der jeweiligen Untersuchungen gewahlt.

Natriumgehalt wihrend der Narbenentwicklung nach Myokardinfarkt

Vergleich des Natriumgehaltes zu den verschiedenen Zeitpunkten erfolgte mit dem
ungepaarten, zweiseitigen t-Test mit Bonferroni-Korrektur fiir 6 Vergleiche. p-Werte
kleiner 0.0083 wurden als signifikant erachtet. Der Vergleich der Ergebnisse von **Na-
NMR und Ionenchromatographie erfolgte mit dem gepaarten t-Test. p-Werte kleiner 0,05

wurden als signifikant betrachtet.

Natriumgehalt von Myokard im Zustand des ,, Stunning *“ und ,, Hibernation *

Der Vergleich des Natriumgehaltes von Myokard nicht-infarzierter Kontrolltiere gegen
Myokard in Hibernation, von nicht-infarzierten Kontrolltieren gegen Myokard in Stunning
und von Myokard in Hibernation gegen Myokard in Stunning erfolgte mit dem
ungepaarten, zweiseitigen t-Test mit Bonferroni-Korrektur fiir 2 Vergleiche. p-Werte

kleiner 0.025 wurden als signifikant erachtet.

CK- und LDH- Gehalt und —Isoenzymverteilung wdhrend der Narbenentwicklung nach
Myokardinfarkt

Vergleich des CK- und LDH- Gehaltes und der -Isoenzymverteilung zu den verschiedenen

Zeitpunkten erfolgte mit dem ungepaarten zweiseitigen t-Test mit Bonferroni-Korrektur fiir

5 Vergleiche. p-Werte kleiner 0.01 wurden als signifikant erachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Natriumgehalt wihrend der Narbenentwicklung

Nach Myokardinfarkt kam es zu einer Alteration der Natriumkonzentration. In Biopsien
aus der Infarktnarbe infarzierter Rattenherzen wurde die Entwicklung der
Natriumkonzentration verfolgt, um Grundlagen fiir die potentielle Nutzung der **Na-NMR

Bildgebung fiir die Vitalititsdiagnostik zu legen.

Trocken-/Nafsgewicht-Verhdltnis

Die Trocken-/NaBgewichtverhdltnisse waren 0,25+0,0 in Kontrollen, 0,23+0,01* und
0,18+0,03* (*p<0.0083 vs. Kontrolle) am Tag 1 und 3 nach Infarkt; dies zeigt
Odembildung an. Zu spiteren Zeitpunkten (Tag 7, 28, 56 bzw. 128) waren die Trocken-
/Nassgewicht-Verhéltnisse mit 0,27+0,03, 0,224+0,07, 0,24+0,02 und 0,18+0,01 nicht vom

normalen Myokard verschieden.

P Na-Gehalt

Abb. 2.1 (Kap. 2.2) zeigt ein typisches ’Na NMR Spektrum einer Biopsie mit einer
Resonanz bei 0 ppm des Myokardgewebes und einer Resonanz des Standards bei 12 ppm.
Das mittlere Signal-Rausch-Verhiltnis des Gewebesignals war 14,5+1,3. Die berechneten
Absolutwerte von **Na im Gewebe (Angaben in ng Na/mg NaBgewicht) zeigen eine 3,1-

fache Zunahme des Natriumgehaltes in der Narbe am Tag 1 nach MI.
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Abb. 3.1: Natrium-Gesamtkonzentration in Kontroll- und Infarktbiopsien bestimmt
mittels *Na-NMR (A) und Ionenchromatographie (B). Die Ergebnisse von
»Na MRS und Ionenchromatographie sind an Tag 3, 56 und 128 nach Infarkt
signifikant verschieden. Der Gesamtnatriumgehalt ist jedoch zu allen
Zeitpunkten nach Infarkt im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhoht.
*p<0.0083 vs. Kontrolle, #p<0.05 NMR vs. lonenchromatographie

Nach dieser initialen Zunahme sanken die Natriumspiegel auf 230 % (Tag 3) und 170 %

(Tag 7) des Kontrollwertes. Wéhrend des gesamten Untersuchungszeitraums blieben die

Werte jedoch um mindestens 70 % hoher als die Kontrollwerte (Abb. 3.1 A).
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Der Natriumgehalt im infarzierten Gewebe war zu allen Zeiten hoher als in der
Kontrollgruppe. Die Natriumkonzentrationen aus der lonenchromatographie (Abb. 3.1 B)
zeigten Werte in enger Ubereinstimmung mit den Werten der Na NMR Spektroskopie. Zu
allen Zeitpunkten waren die Kurven é&hnlich, die erhaltenen Werte sind zu allen
Zeitpunkten signifikant erhoht im Vergleich zu den Kontrollwerten. Einen Monat nach MI

erreichte die Natriumkonzentration ein Plateau, das zu keinen weiteren Anderungen fiihrt.

3.2 Creatinkinase-, Lactatdehydrogenase-Aktivitiit und Isoenzymverteilung

Nach Myokardinfarkt kam es desweiteren zu einer Alteration der Creatinkinase- bzw.

Lactatdehydrogenase-Aktivitdt und Isoenzymverteilung in der Infarktnarbe.

CK- Aktivitdt und Isoenzymverteilung

Zu allen Zeitpunkten nach Infarkt war die CK-Gesamtaktivitdt im infarzierten Gewebe
signifikant auf etwa 25 % der Kontrollwerte (1150+103, 272+86%*, 344+68*, 365+£149%*,
186+77* und 164+27* mIU/mg ww) fiir Kontrolle an Tag 1, 3, 7, 28 resp. 56 nach Infarkt
(*p<0,01 vs. Kontrolle) erniedrigt (Abb. 3.17 A). Wéhrend der Narbenbildung traten
signifikante Anderungen in der Isoenzymverteilung des Creatinkinasesystems auf (Abb.
3.2).

Wihrend die absoluten Aktivititen der CKynv und CKpio Isoenzyme ab dem ersten Tag
nach Infarkt erniedrigt waren (CKym auf 28 %, CKyio auf 24 % der Kontrolle), blieb der
Anteil des CKyp Isoenzyms wihrend des gesamten Untersuchungszeitraums nahezu
konstant. Die Aktivitdt des CKpp Isoenzyms war nur am ersten Tag nach Infarkt reduziert,
nahm jedoch am Tag 3 auf ~290 % der Kontrolle zu und blieb etwa auf das 2,5-fache
wihrend der Narbenentwicklung erh6ht (Abb. 3.17 B).
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Abb. 3.2: CK-Gesamtaktivitdt und absolute (A) und relative (B) Konzentrationen der CK
Isoenzyme in Biopsien von Infarktnarben. Die Zunahme des CKpg-Isoenzyms

weist auf das Wachstum von Fibroblasten hin.

LDH- Aktivitit und Isoenzymverteilung

Zu allen Zeitpunkten nach Infarkt war die Gesamtaktivitit der Lactatdehydrogenase
erniedrigt. An Tag 1, 28 und 56 ergaben sich signifikante Unterschiede. So lag die
Gesamtaktivitit der LDH an Tag 1 bei 22*%, an Tag 28 bei 36*% und an Tag 56 bei 35*%
der Kontrollwerte (*p<0.01 vs. Kontrolle).

Wihrend der Narbenbildung traten erhebliche Verschiebungen in der Isoenzymverteilung
des LDH-Systems auf (Abb.3.3). Die Werte verdnderten sich in Richtung eines anaeroben
Verteilungsmusters mit Zunahme von LDH-4 und -5 und Abnahme von LDH-1. Signifikant
erniedrigt waren die Werte von LDH-1 an Tag 3, 7, 28 und 56 (55*%, 38*%, 36*% und
60*% der Kontrollwerte). Signifikant erhoht waren sie bei LDH-4 an Tag 28 und 56
(154*%, 148*%) und bei LDH-5 zu allen Zeitpunkten (779*%, 1033*%, 858*%, 739*%
und 542*%).
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Abb. 3.3: LDH-Gesamtaktivitdt und absolute (A) und relative (B) Konzentration der
LDH Isoenzyme in Biopsien von Infarktnarben. Die Zunahme von LDH-4 und
LDH-5 sowie die Reduktion des LDH-1 Anteils deuten auf eine

Zellverschiebung in Richtung eines anaeroben Stoffwechsels hin.

3.3 »*Na Gehalt von Myokard im Zustand des ,,Stunning* und ,,Hibernation*

Die Proben von Kontrollgewebe (n = 5), stunned (n = 4) und hibernating (n = 3) Myokard

zeigten keine Unterschiede in der Gesamtnatriumkonzentration (Abb. 3.4).
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Abb. 3.4:

Damit lésst sich bei den drei hier untersuchten Zustdnden von vitalem Gewebe (Kontrolle,
Stunning, Hibernation) kein Unterschied in der *’Na-Konzentration bestimmen.

Aufgrund der limitierten Probenzahl und der Schwierigkeiten der Versuchsdurchfithrung
konnte keine parallele Bestimmung des Na-Gehaltes mittels lonenchromatographie

durchgefiihrt werden.
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4. Diskussion

4.1 Natriumgehalt als Marker fiir infarziertes Myokard

Die chronischen Verdanderungen auf zelluldrer und funktionaler Ebene nach Infarkt sind gut
dokumentiert ®. 3 Tage nach dem Infarktereignis wird das nekrotische Gewebe von
Leukozyten infiltriert und die abgestorbenen Kardiomyozyten abgebaut. Gleichzeitig
wandern Fibroblasten in das nekrotische Gebiet ein, ersetzen die Kardiomyozyten und
fiihren zur Ausbildung einer Kollagenmatrix (Kollagen Typ III) nach etwa 3 Wochen *°.
Etwa 6 Wochen nach dem Infarktereignis kommt es zur Versteifung des

Kollagennetzwerkes (Kollagen Typ I) und der Reduktion der Fibroblastenanzahl *.

Zelluldre Grundlage

Die zelluldre Basis fiir den Anstieg der Gesamtnatriumkonzentration lasst sich aus den
vorliegenden Daten nicht direkt ableiten, jedoch lassen die Anderungen der CK- und LDH-
Isoenzymverteilung den Ersatz der Kardiomyozyten durch Fibroblasten nachvollziehen.
Kardiomyozyten besitzen nur einen geringen Anteil (etwa 2 %) des BB-CK Isoenzyms;
hauptsédchlich werden MM-CK Isoenzym (ca. 50 %) und mito-CK Isoenzym (ca. 15 %)
exprimiert. Das MB-CK Isoenzym (ca. 35 % im Herzen) ist eine Mischform und tritt nur
auf, wenn die beiden anderen Isoenzyme MM und BB vorhanden sind. Es waren 23*, 26*
und 41* % (*p<0.01 vs. Kontrolle) der CK-Aktivitdt an Tag 3, 7 und 28 nach Infarkt durch
BB-CK verursacht. Dieser Anstieg des BB-Isoenzyms zeigt ein fetales Muster der CK-
Isoenzymverteilung. Im Unterschied zu Kardiomyozyten ist in Fibroblasten nur das BB-
Isoenzym exprimiert. Damit ist der Schluss zulédssig, dass die Zunahme des BB-Anteils
durch das Wachstum der Fibroblasten verursacht ist und deren Ausbreitung ab Tag 3 nach
dem Infarktereignis widerspiegelt.

AuBerdem sind in Kardiomyozyten vor allem die Isoenzyme LDH-1 (zu 50 %) bzw. LDH-
2 (zu 45 %) exprimiert. Der hohe Anteil des LDH-1 und LDH-2 -Isoenzyms deutet darauf
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hin, dass der Stoffwechsel der Kardiomyozyten iiberwiegend aerob, d.h. letztlich mit
Glucose als bevorzugtem Substrat, stattfindet. LDH 3-5 stellen nur einen Prozentsatz von
insgesamt ca. 5 %. In Organen mit hohem LDH-5 Anteil kann eine anaerobe Situation
vermutet werden. Da in Fibroblasten nur das Isoenzym LDH-5 auftritt, ldsst sich deren
Wachstum auch anhand der Zunahme des LDH-5 Isoenzymanteils ab Tag 3 folgern.

Dieses anaerobe LDH-Verteilungsmuster zeigt die Situation des Myokardes nach
Myokardinfarkt. Nachdem die Sauerstoffversorgung zusammengebrochen ist, findet die
Umverteilung der Zelltypen von 30 % Kardiomyozyten (bei 70 % des Volumens im

Herzen) zu ,,anaeroben‘ Zelltypen, den Fibroblasten statt.

Verdnderungen des *Na Gehaltes

Zu frijhen Zeitpunkten der Ischimie wird die Na'/K'- Pumpe inhibiert und zusitzliche Na-
Tonen gelangen {iber den Na'/H'-Austauscher in die Zelle ®" *°; damit kommt es zum
Verlust der lonenhomeostase. Zusitzlich zur intrazelluldren Na-Akkumulation fiihrt die
Ischdmie zu einer Zunahme des Extrazellularvolumens mit dazu parallel verlaufender
Zunahme des Na-Gehaltes bei gleichbleibender Na-Konzentration.

Kim et al. ®*® konnten die Zunahme der Gesamtkonzentration von *Na wihrend der
akuten Infarktphase durch MR nachweisen. Alle vorliegenden Studien beobachten jedoch
nicht die weitere Entwicklung des Na-Gehaltes tiber die akute Infarktphase hinaus,
wohingegen die chronischen Verdnderungen auf zellulirer und funktionaler Ebene
wiederum gut dokumentiert sind.

Bei der Beobachtung des Verlaufs der “*Na Konzentration des Gewebes in dieser Arbeit
zeigte sich ein ~3-facher initialer Anstieg der Gesamtnatriumkonzentration am ersten Tag
nach Infarkt und wéhrend der nachfolgenden Entwicklung des chronischen Infarkts eine
Abnahme auf Werte ~ 70 % oberhalb des Kontrollwertes iiber einen Zeitraum von 4
Monaten.

Die Unterschiede zwischen den beiden Methoden 2*Na-MRS und Ionenchromatographie
waren an Tag 3 sowie 2 und 4 Monate nach MI signifikant (p< 0.05), wiahrend sonst eine
sehr gute Ubereinstimmung festgestellt werden konnte. Auch wenn Differenzen in den
Absolutwerten zwischen den beiden Messverfahren auftraten, war die »Na Konzentration

in der Narbe zu allen Zeitpunkten signifikant {iber den Kontrollwerten. Die héheren Werte
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der ®Na MRS im Vergleich zur Ionenchromatographie diirften sich durch einen
vergroflerten Extrazelluldrraum mit einem hoheren Anteil an spektroskopisch erfassbaren
langsamen Ubergingen erkldren '*"".

Als die wahrscheinlichst Ursache der Verdnderungen kann die Verschiebung des
Volumenanteils zwischen Intra- und Extrazellularraum beim Umbauprozess des Gewebes
gelten. Die intrazellulire Na-Konzentration ist im Bereich von etwa 10 mM °', wohingegen
die extrazellulire Na-Konzentration mit ~140 mM um mehr als eine GroBenordnung
dartiber liegt. Im intakten Myokard sind Intra- und Extrazelluldirraum mit jeweils ~50 %
des Myokardvolumens °* gleich verteilt. Wenn Kardiomyozyten durch Fibroblasten und
Kollagen — beide haben ein geringeres Volumen als Kardiomyozyten - ersetzt werden,
kommt es zur Zunahme des extrazelluldren Volumenanteils mit hoher Na-Konzentration
und zur Abnahme des intrazelluldren Volumenanteils mit niedrigerer Na-Konzentration *°.
Dies fiihrte zu einer Zunahme des Gesamtnatriumgehaltes, wie *Na-MRS und
Ionenchromatographie zeigten.

Bei den beiden Phidnomenen Stunning und Hibernation finden sich keine erhohten Na-
Konzentrationen im Gewebe. Wie Kim et al. fiir das infarzierte Gewebe zeigte >, kommt
es im Infarkt bereits in der akuten Phase zur Zunahme des Na-Gehaltes. In dieser Arbeit ist
dieser Effekt wiederum fiir das Infarktgewebe, in der chronischen Phase, beschrieben. Bei
beiden Untersuchungen zeigte sich also eine Zunahme des Natrium in avitalem Gewebe.
Bei Gewebe mit Stunning oder Hibernation handelt es sich jedoch um vitales Gewebe *°.
Da hier keine Zunahme der Na-Konzentration beobachtet werden kann, lasst sich also
avitales von vitalem Gewebe mit Hilfe der Bestimmung des Na'-Gehaltes unterscheiden.

Na-MRS und -MRI bieten die Moglichkeit zur nicht-invasiven, wiederholten und
94

belastungsarmen Untersuchung der InfarktgroBe. Momentan laufende Studien

verifizieren das Potential der Methode zum klinischen Einsatz.

4.2  Methodische Uberlegungen

Bedingt durch die quadrupolaren Effekte des “*Na-Kerns ergibt sich ein biexponentieller
Abfall der Magnetisierung im FID. Neben den schmalen Linien von langsamen

Ubergiingen, die bei Kernen wie 'H, *'P oder C auftreten, sind weitere extrem breite
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Resonanzen von schnellen Ubergingen vorhanden. Diese breiten Resonanzlinien lassen
sich nur schlecht voneinander abtrennen und erheben sich nur wenig aus dem Rauschen.
Zusiatzlich relaxiert ein erheblicher Anteil des Signals bereits vor Beginn der
Datenaquisition und kann nicht erfasst werden. In Ldsung sind 100%, in groflen
Kompartimenten (z.B. Extrazelluldrraum) ein hoher Anteil des Signals ** von langsamen
Ubergiingen herriihrend, wohingegen in kleinen Kompartimenten mit reduzierter Mobilitt
Triplet-Strukturen auftreten, die zu einer reduzierten Detektierbarkeit des **Na Gehaltes

fiihren konnen 7!

. In der vorliegenden Studie ist nahezu alles Signal extrazelluldren
Ursprungs und damit detektierbar, wéhrend die intrazelluliren Kompartimente mit

reduzierter Detektierbarkeit nur zu etwa 4 % des Gesamtsignals beitragen.
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5. Zusammenfassung

Nach Myokardinfarkt kommt es zur Umgestaltung des Myokards. Im Infarktbereich kommt
es zur Ausbildung einer Narbe und vitales Gewebe wird aufgrund der fehlenden
Pumpfunktion dieses Areals verstirkt belastet. Vitales Gewebe ohne Pumpfunktion, d.h.

revaskularisiertes Gewebe, ldsst auf erneute Teilnahme an jener hoffen.

Die vorliegende Arbeit untersucht, ob die Bestimmung der Na-Gesamtkonzentration
Auskunft tiber die Vitalitdt von Gewebe nach Myokardinfarkt geben kann. Damit lie3e sich

nicht-invasiv die Vitalitit des Myokards bestimmen.

Biopsien von Kontrollherzen der Ratte und Infarktgewebe wurden mittels **Na-NMR-
Spektroskopie  quantifiziert. Die  erhaltenen = Konzentrationen  wurden  mit
Ionenchromatographie als Referenzmethode validiert. Der Na-Gehalt im Infarktareal war in
beiden Methoden iibereinstimmend erhoht im Vergleich zu Kontrollherzen. Dabei wurde
ein hoher initialer Wert bestimmt, der mit den Ergebnissen von Kim et al. fiir die akute
Phase tiibereinstimmt. Der chronische Verlauf, der in dieser Arbeit erstmals untersucht
wurde, zeigt eine signifikante Erh6hung der Na-Konzentration im Zeitverlauf bis 4 Monate

post Myokardinfarkt.

In einer zweiten Biopsie wurden die Isoenzymverteilungen von CK und LDH bestimmt.
Hier kann die Verschiebung der CK-Isoenzyme zum fetalen Muster und die LDH-
Isoenzyme zu anaerobem Verteilungsmuster beobachtet werden. Dies deutet auf den Abbau
der Kardiomyozyten und Ersatz durch Fibroblasten — und zum spiteren Zeitpunkt —
Kollagenfasern hin. Letztere besitzen ein reduziertes Volumen im Vergleich zu
Kardiomyozyten. Damit kann die Zunahme der Na-Konzentration auf den Anstieg des

Extrazellularraumes zuriickgefiihrt werden.

Im Herzgewebe (Hund) mit Stunning und Hibernation wurde keine Zunahme der Na-
Konzentration beobachtet. Damit ldsst die Na-Konzentration eine Unterscheidung von

vitalem und avitalem Gewebe zu.
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Zusammenfassend eignet sich die **Na-NMR-Spektroskopie zur Quantifizierung der
Natriumkonzentration im Herzgewebe sowie zur Unterscheidung von vitalem und avitalem
Gewebe.

Untersuchungen zur klinischen Anwendung werden aktuell durchgefiihrt und werden den

Wert der nicht-invasiven “’Na-MR Verfahren fiir die Vitalititsdiagnostik evaluieren.
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