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1. Einleitung

1.1. Physiologie des sympatho-adrenergen Systems

1.1.1.Prasynaptische Komponenten des kardialen sympatho-
adrenergen Systems

Fir eine physiologische Funktion sowie flir das pathophysiologische Verstandnis
des Herzens kommt dem sympathischen adrenergen System eine Schliisselrolle
zu. Uber die Nervendigungen des Sympathikus am Herzen erfolgt die
entscheidende Regulation der kardialen Funktionen, die auch im Krankheitsfall
fur die Reaktion des Myokards im Sinne einer Arrhythmogenese, Kompensation
oder Dekompensation verantwortlich ist. Die wichtigsten Komponenten unter
physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen sollen im Folgenden
naher erldutert werden.

Der bedeutendste Neurotransmitter an der sympathischen Nervendigung ist
Noradrenalin [63 S.162]. Dieses wird im Axonende gespeichert und bei Eintreffen
eines Aktionspotentials unter bestimmten Voraussetzungen exozytotisch
freigesetzt. Eine regulare Neurotransmitterfreisetzung ist ein Kalzium-abhangiger
Prozess [63, S.18] und kann in vitro durch Kalziumentzug wirkungsvoll gehemmt
werden.

Nach Ausschittung des Neurotransmitters erfolgt die rasche Elimination Uber
zwei spezifische Carrier, wobei dem extraneuronalen Uptake-2-Carrier im Herzen
kaum eine funktionelle Rolle zukommt [11 S. 211f.]. Im Gegensatz hat der
Uptake-1-Carrier eine umso groBere Relevanz.

Verschiedene Faktoren, die dieses wichtige Molekil beeinflussen, konnten
identifiziert werden. Der Carrier zeigt eine Abhdngigkeit vom transmembrandren
Natriumgradienten, sodass alle molekularen Interventionen, die zu einer

Veranderung dieses Gradienten flihren, eine Umkehr der Transportrichtung des



Uptake-1 bewirken, sofern es zu einer Erhdéhung des intrazelluldren
Natriumgehaltes kommt.

Eine Blockade des nach auswarts gerichteten Natriumkanals durch Veratridin
oder Tetrodotoxin fiihrt ebenso zu einer Umkehr der Transportrichtung [65 S.
221, 66 S. 17] wie eine Blockade der Na*/K*-ATPase durch Digitalisglykoside [35
S. 1634], da beide Wirkstoffe zu einer Erhéhung des intrazelluldren neuronalen
Natriumgehaltes fiihren. In Kombination mit erhéhten Natriumspiegeln flhren
gesteigerte Noradrenalinspiegel nach Entspeicherung der intraaxonalen Vesikel,
z.B. nach Verabreichung von Reserpin oder Monensin, ebenso zu einer deutlich
erhohten Noradrenalinfreisetzung [66 S. 224].

Als Marker flir eine intraaxonale Freisetzung von Noradrenalin dient der Metabolit
3,4-Dihydroxyphenylglycol (DOPEG), der durch den Abbau (ber das Enzym
Monoaminooxidase gebildet wird [42 S. 805].

Eine direkte Beeinflussung des Uptake-1-Carriers ist Uber das trizyklische
Antidepressivum Desipramin moglich, welches als potenter Antagonist zum
Carrier wirksam ist [65 S. 693]. Ein weiterer Ligand ist Mazindol, der sowohl den
Noradrenalin- als auch den Dopaminuptake Mechanismus antagonisiert [33 S.
42, 54 S. 352]

1.1.2 Postsynaptische Komponenten des kardialen sympatho-

adrenergen Systems

Die Wirkung der freigesetzten Transmittersubstanzen erfolgt Uber spezifische
Rezeptoren an der postsynaptischen Membran. Diese werden in stimulierende
oder inhibierende eingeteilt. Der dominierende stimulierende Rezeptortyp an der
kardiomyozytaren Membran ist der B;-Rezeptor. Daneben finden sich weitere
stimulierende Rezeptoren, vornehmlich vom B,-Typ, die ansonsten hauptsachlich

in Bronchial- und GefaBmuskulatur anzutreffen sind [16 S. 204f.]. Beide bewirken



ihren stimulierenden Effekt Gber das Gs-Protein, welches die Adenylatzyklase
aktiviert und zur Bildung von zyklischem Adenosinmonophosphat (CAMP) flihrt.
Inhibierende Wirkung besitzen der Adenosin A;j-Rezeptor sowie die
muskarinischen Cholinozeptoren, die beide an inhibierende G-Proteine (G))
gekoppelt sind und zu einer Hemmung des Second-messenger-Systems der
Adenylatzyklase flihren [24 S.11915, 9 S.1253].

Eine besondere Bedeutung kommt dartberhinaus der Phosphorylierung von B-
Rezeptoren Uber Rezeptorkinasen zu, was zu deren funktioneller Entkoppelung
zum nachfolgenden Gs-Protein flhrt. Die Phosphorylierung durch einen
bestimmten Typ der Rezeptorkinase, die sogenannte B-Adrenorezeptorkinase 1
(BARK1), triggert die Anlagerung des Proteins B-Arrestin an den B-adrenergen
Rezeptor und verhindert eine nachfolgende Aktivierung des stimulierenden, G-
Protein gekoppelten Second-messenger-Systems [26 S. 1453, 71 S. 6365, 78
S.456]. Somit kann eine Abnahme der maximalen B-Rezeptor induzierten
Stimulation um 75% bewirkt werden [26 S.1453].

1.2. Myokardischamie

1.2.1.Das prasynaptische sympathische System bei Ischamie

Die akute Myokardischamie in Form eines Myokardinfarktes sowie die chronische
Ischamie im Rahmen einer KHK mit subtotalen Stenosen der herzerndhrenden
funktionellen Endarterien stellen bedeutende pathophysiologische Entitaten dar.
Die hier vorliegende Arbeit soll unter anderem auch zum molekularen
Verstandnis dieser beiden Erkrankungen beitragen.

Eine besondere Rolle kommt dem sympathischen adrenergen System bei der
Regulation dieser Pathomechanismen zu. Dabei scheinen diese Prozesse

zeitabhangig reguliert zu werden.



Wahrend in der Frihphase einer akuten Ischamie (bis zu 10min nach Eintreten
des Ereignisses) noch eine regelrechte Elimination des exozytotisch freigesetzten
Noradrenalins Uber den kardialen Uptakel-Carrier erfolgt, andert sich danach die
Situation mit weitreichenden Folgen. Die Transportrichtung des Uptakel-Carriers
kehrt sich um aufgrund einer vermuteten Anderung des transmembranéren
Natriumgradienten mit unphysiologischer Akkumulation von intrazelluldrem
Natrium bei Unterbrechung der Glykolyse und Hypoxie. Nunmehr wird
intraaxonales Noradrenalin in den synaptischen Spalt hineintransportiert und
darlberhinaus tber den natlrlichen Eliminationsweg nicht mehr beseitigt. Dies
bewirkt eine exzessive Anreicherung von Katecholaminen, die per se einen
zytotoxischen Effekt ausiiben und zu einer Myokardnekrose beitragen [65 S. 691,
66 S. 219, 67 S. 18]. Im Anschluss kommt es aufgrund von Zellnekrosen zu
einem weder exozytotischen noch carriervermittelten Ubertreten von
Noradrenalin in das myokardiale Interstitium, was anhand von
Perfusionsversuchen mit praparierten Rattenherzen ermittelt werden konnte [65
S. 699].

Zeitgleich findet auch eine Erhdhung der kardialen Uptakel-Carrierdichte statt,
was sowohl bei erhOhten Noradrenalinkonzentrationen als auch unter
ischamischen Bedingungen vorkommt. Dieser Prozess ist nach Normalisierung
der metabolischen Verhaltnisse voll reversibel- unabhangig von der Genese

(ischamisch oder durch erhéhte Noradrenalinspiegel bedingt) [76 S. 1041].

1.2.2. Das postsynaptische sympathische System bei Ischamie

Grundsatzlich besteht auch hier eine Zeitabhangigkeit der zu beobachtenden
molekularen Veranderungen. Wahrend die Friihphase eines akuten ischamischen

Ereignisses charakterisiert ist durch eine Zunahme der Anzahl funktioneller B-



Rezeptoren mit begleitendem Anstieg der Aktivitat des Adenylatzyklasesystems
[72 S. 1419] sowie der Dichte von a-Rezeptoren [36 S. 95], so zeigt sich nach
langerem Verlauf bei Chronifizierung eines ischdmischen Zustandes eine
signifikante Abnahme der B-Rezeptoren-Dichte (vor allem der B;-Rezeptoren).
Ebenso sinkt die maximale, durch Isoprenalin stimulierbare
Adenylatzyklaseaktivitat. Parallel komt es zu einer Verschiebung des
Verhaltnisses Gs/ G; zugunsten des inhibitorischen G-Proteins [13 S. 1035, 16 S.
220].

Diese Effekte zeigen eine direkte Korrelation zur Dauer und Dosis der
Agonistenexposition am B-Rezeptor. Die funktionelle Entkoppelung scheint durch
eine Phosphorylierung des Rezeptors seitens der BARK1 zu entstehen, wodurch
der Rezeptor nach Anlagerung von B-Arrestin nicht mehr in der Lage ist, die
Adenylatzyklase zu aktivieren [78 S. 457].

1.3. Herzinsuffizienz

1.3.1. Das prasynaptische sympathische System bei Herzinsuffizienz

Einer der pradominanten pathophysiologischen Faktoren bei Herzinsuffizienz ist
die Abnahme der Noradrenalin-Uptakel-Carrierdichte an der neuronalen
prasynaptischen Membran. Damit ergibt sich eine verstarkte Netto-Freisetzung
von Noradrenalin, zum einen wegen Entleerung der Speichervesikel mit
vermehrter Ausschittung von Noradrenalin und zum anderen wegen
verminderter Aufnahme. Daraus resultiert eine erhdhte adrenerge Aktivierung.

Die Entleerung der intrazelluldren Noradrenalinspeicher limitiert nattrlich auch
die maximal erreichbare Steigerung des Noradrenalinumsatzes  aufgrund

gesteigerter Freisetzung. Eine chronisch erhohte Freisetzung verbunden mit



verminderter Effizienz in der Noradrenalinaufnahme und —speicherung flihrt zu
einer Entleerung der Noradrenalinreserven [41 S. 1273, 5 S. 582, 10 S. 151].

Die daraus resultierende erhdhte sympathische Aktivitat scheint langfristig zu
einer reduzierten Kontraktionskraft sowie einer erhohten Anfalligkeit fir

Rhythmusstérungen zu fiihren [10 S.152].

1.3.2. Das postsynaptische sympathische System bei

Herzinsuffizienz

Die in 1.3.1. beschriebenen Verdnderungen im Hinblick auf eine reduzierte
Noradrenalinelimination haben insbesondere auf der postsynaptische Seite ihre
Auswirkungen. Eine konstante Aktivierung der B1-Rezeptoren, an die das
Noradrenalin andockt, flihrt zu einer Herunterregulation der entsprechenden
Rezeptoren [16 S. 217].

Bemerkenswerter weise kommt es zusatzlich zu einer funktionellen Entkoppelung
mit verminderter GTPase-Aktivitat stimulierender G-Proteine und einer
verstarkten Aktivierung und Sensitivitat des inhibitorischen, Gi-gekoppelten
Signaltransduktionsweges. Die Rezeptoren, die diesen Weg aktivieren, namlich
die Adenosin-A;- bzw. muskarinischen Cholinozeptoren, nehmen in ihrer Dichte
jedoch nicht zu [79 S. 105].

Funktionell ist desweiteren auch eine Zunahme der Aktivitdt sowie der mRNA-
Spiegel der BARK1 bedeutsam, die zu einer weiteren Desensibilisierung des B-
Rezeptor gekoppelten Aktivierungsweges der Adenylatzyklase beitragt [75 S.
460].

Insgesamt kann eine Desensibilisierung der B-Rezeptoren als ein generell zu
beobachtendes Phdanomen angesehen werden, welches bei langandauernder
sympatho-adrenerger Uberstimulation im Rahmen einer Herzinsuffizienz

unterschiedlicher Genese eintritt.
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1.4. Nuklearmedizinische Methoden/ Zielsetzung der Studie

Eine herabgesetzte und regional unterschiedliche Verteilung des kardialen
Uptakel-Carriers konnte in vivo bereits mittels nuklearmedizinischer Methoden
nachgewiesen werden. Hierbei wurde als Tracer I-123-MIBG verwendet [28 S.
1195, 47 S. 14], was jedoch nicht zu einer ausreichenden Auflésung in der
Darstellung flihrte. Hohere Detailgenauigkeit versprach der Einsatz der PET, da
der Ligand ''C-Hydroxyephedrin (HED) [68 S. 459] bereits seine grundsatzliche
Tauglichkeit hierfir unter Beweis gestellt hatte. Die unterschiedliche myokardiale
Aufnahmekapazitat fir HED in einem Patientengut, welches an dilatativer
Kardiomyopathie litt, war zuvor klar nachgewiesen worden [27 S. 266f.] ebenso
wie ihr eindeutiger Zusammenhang mit klinischen Parametern (NYHA-Stadium,
Ejektionsfraktion). Myokardareale mit herabgesetzter HED-Aufnahme reagierten
auf sympathoadrenerge Aktivierung nicht in dem AusmaB mit einer Erhéhung der
Perfusion wie dies Areale ohne erniedrigte HED-Aufnahme taten [21 S. 1211].
Ziel der hier vorliegenden Arbeit war nun, Ergebnisse Uber eine verminderte
HED-Aufnahmeaktivitat, die mittels einer PET-Untersuchung gewonnen wurden,
mit einer bewadhrten biochemischen Methode zur Charakterisierung des
fraglichen Carriers zu korrelieren und diese PET-Untersuchungsmethode somit zu
validieren.

Die regionale Dichte und Affinitdt des Uptakel-Carriers wurde mittels
Radioligandenbindungsassay an explantierten Herzen von Patienten, die wegen
einer terminalen Herzinsuffizienz herztransplantiert worden waren und zuvor eine
HED-PET erhalten hatten, untersucht. Ebenso wurde der regionale
Noradrenalingehalt ermittelt, um Noradrenalinspeicher als Anzeichen flr
sympathische neuronale Fasern im entsprechenden Gebiet zu identifizieren. Die
postsynaptische Funktion des sympathoadrenergen Systems wurde mittels

Bestimmung von Dichte und Affinitat der B-Rezeptoren untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1. Patienten und Studienprotokoll

Zur Korrelation der in vivo PET-Untersuchungen mit den molekularbiologischen
Experimenten nach Transplantation des Herzens wurden gemaB einem von der
Ethikkommission der TU Minchen genehmigten Studienprotokoll insgesamt acht
Patienten rekrutiert, die in Tabelle 1 aufgefihrt sind.

Alle Patienten gaben nach ausfihrlicher Aufklarung ihre schriftliche Zustimmung
zum bevorstehenden Studienablauf ab. EinschluBkriterium flir die Studie war,
dass keiner der Patienten eine aktuelle B-Blockermedikation erhalten hatte.

Alle Patienten wiesen eine Herzinsuffizienz im NYHA Stadium IV auf und
befanden sich auf der Warteliste zur Herztransplantation aufgrund einer
dilatativen Kardiomyopathie.

Die Medikation, welche die Studienpatienten bis dato erhalten hatten, bestand
aus Digitalispraparaten, Diuretika und ACE-Hemmern.

Die folgende Abbildung gibt eine Ubersicht tiber die untersuchten Patienten:
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Tabelle 1: Ubersicht Uber die Patienten der Studie

Patient |Geschlecht |Alter |LVEDP [EF Cl R-BLOCKER
M.B. m 50 19 15 2.4 -
R.B. f 58 18 21 2 -
R.B. m 42 22 21 1.4 bis 9/97
S.B. f 52 27 10 1.8 -
H.P. m 53 20 20 2.1 -
M.S. m 60 16 16 2 -
U.T. m 38 23 10 1.2 -
M.U. m 40 25 10 1.4 -
J.W. m 43 22 17 1.7 bis 10/97

Tab. 1: Ubersicht {iber die an der Studie teilnehmenden Patienten
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2.2. Positronen-Emissions-Tomographie

Die Positronen-Emissions-Tomographie bietet in vivo die Mdglichkeit,
Stoffwechselprozesse durch Verwendung von Liganden darzustellen, welche mit
kurzlebigen Isotopen markiert sind. Der Patient erhdlt eine stoffwechselaktive,
radioaktiv markierten Verbindung, deren Akkumulation mithilfe von Detektoren
im Organismus bzw. einem Organ topographisch dargestellt wird. Fir die in
Frage kommenden Verbindungen missen sogenannte instabile Isotope
verwendet werden, welche Positronen emittieren. Nach Entsendung eines
Positrons kommt es nach einer bestimmten Wegstrecke zum Zusammensto3 mit
einem Elektron, was es zu einer Verbindung dieser Elementarteilchen unter
Bildung von Gammaquanten fihrt. Die Gammaquanten werden von zwei
Detektoren (Positronenkamera), die ringformig um den Patienten angeordnet
sind, detektiert und gemessen. Diese gemessenen Signale werden auf
elektronischem Wege aufbereitet und der vermeintliche Kollisionspunkt zwischen
Elektron und Positron errechnet. Somit 1aBt sich eine raumliche Information in
Form einer Tomographie, einer Schnittbilddarstellung erzeugen. Zusatzlich zur
raumlichen Information mithilfe des PET ist auch eine Quantifizierung von
Stoffwechselprozessen mdglich, was in der vorliegenden Arbeit ebenfalls genutzt
wurde [42 S. 364].

Bei unseren Untersuchungen wurde zundchst eine Darstellung der myokardialen
Ruheperfusion vorgenommen, indem vor dem dynamischen HED-Scan ein
Perfusions-Scan mit *NH4* gefahren wurde. Hierzu wurden dem Patienten 740
MBq *N-Ammoniak injiziert. Drei Minuten nach Injektion erfolgte dann eine
statische Bildakquisition von zehn Minuten Dauer. AnschlieBend wurde eine
Transmissionsstudie im Sinne einer Schwachungskorrektur der Emissionsdaten
mittels einer mobilen Germanium-68-Ringquelle vorgenommen.

Um die vollstandige Degradation des radioaktiv markierten Ammoniaks

abzuwarten, wurde anschlieBend eine einstiindige Pause eingelegt, bevor die
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spezifische Darstellung der Uptakel-Funktion eingeleitet wurde. Hierzu bekam
der Patient eine Dosis von 740 MBq HED (*'C-Hydroxyephedrin) verabreicht,
wonach eine einstlindige, dynamische Bildakquisition mittels PET erfolgte. Dabei
wurde der sogenannte frame mode gewahlt (14 frames), womit eine
Bestimmung der Markeraktivitdt sowohl im Blut als auch im Myokard mdglich
war. AnschlieBend erfolgte eine Schwachungskorrektur sowie Rekonstruktion
mittels eines ruckfiltrierenden Projektionsalgorithmus (Hannig-Filter mit einer
Schwelle von 0,3 Zyklen/Pixel). Diese transformierten Daten wurden
herangezogen, um eine Polarkarte zu generieren [68 S.461] und neun
myokardiale Zielregionen zu identifizieren. Fir jede dieser Zielregionen wurde die
HED-Retentionsfraktion berechnet mittels Division des Gehaltes an 'C nach 60
Minuten durch das Flachenintegral der Zeitfunktion der **C-HED-Konzentration im
arteriellen Blut vom Zeitpunkt der Injektion bis zum Ende des letzten Scans. Zur
Korrektur von FluBunterschieden wurden die Retentionsfraktionen dann durch die

13 N-Ammoniak-Retention geteilt.

2.2. Praparation menschlichen Herzgewebes

Insgesamt lag ein durchschnittliches Zeitintervall von 3 £ 0,3 Monaten zwischen
der Aufnahme der Positronen-Emissions-Tomographie und der
Herztransplantation selbst. Bei der Herztransplantation wurde die Narkose unter
Verwendung des Hypnotikums Flunitrazepam, des Opioidanalgetikums Fentanyl
und des nicht-depolarisierenden  Muskelrelaxans  Pancuroniumbromid
durchgefiihrt. Wahrend des Eingriffs waren die Patienten an einer Herz-Lungen-
Maschine angeschlossen.

Die humanen Myokardproben wurden direkt bei Herztransplantation im OP-Saal

nach Explantation des erkrankten Herzens entnommen. Unmittelbar nach
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Entnahme des Herzens wurde dieses auf Eis gebettet. Zum gesamten Vorgehen
hatten die Patientin ihre vorherige schriftliche Einverstéandnis erteilt.

Nach Bettung auf Eis begann unmittelbar die Identifikation der fraglichen
Herzareale zur Entnahme der Gewebeproben. Hierzu wurde der Ansatz der
Aorta ascendens mit einer Pinzette sondiert und somit der linke Ventrikel
eindeutig identifiziert. Dieser wurde im AnschluB erdffnet, und aus den zuvor
festgelegten neun Herzregionen des linken Ventrikels wurden jeweils mehrere
Proben entnommen und in vorher vorbereitete und beschriftete ProbengefaBe
gegeben. Die so praparierten ProbengefaBe wurden anschlieBend unmittelbar in
einem mit flissigen Stickstoff gefillten Behdlter (minus 80° C)
schocktiefgefroren.

Folgende myokardialen Areale wurden untersucht:

o Apex

e Vorderwand — anterior distal

e Vorderwand — anterior proximal
e Hinterwand — inferior proximal
e Hinterwand — inferior distal

e Septum — septal proximal

e Septum - septal distal

e Seitenwand — lateral proximal

e Seitenwand — lateral distal

Es wurde peinlich darauf geachtet, dass zwischen Explantation und
Tiefgefrierung nicht mehr als 10 Minuten lagen. Auch der Transport vom
Operationssaal in das Labor, wo eine definitive Lagerung in einer Tiefkihltruhe

bei konstant — 80° C durchgefiihrt wurde, erfolgte ohne Zeitverzdgerung.
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2.4. Myokardiale Membranpréparation

Nach Entnahme der Myokardproben aus der — 80° C Gefriertruhe erfolgte eine
unmittelbare Lagerung auf Crush Eis zur Praparation. Im Durchschnitt war bei
der Entnahme der Gewebeproben auf eine durchschnittliche GréBe von 1 — 1,5
cm geachtet worden. Diese Stlicke wurden dann in eine mit eiskaltem TRIS-
EDTA Puffer (Bestandteile: HCI 5mmol/l, EDTA 2mmol/l, pH 7,4) beflllte
Petrischale gegeben und mit einem 20-er Einmalskalpell in homogene, 1-2 mm
messende Gewebefetzen zerkleinert.

Dieses grobe Homogenisat wurde anschlieBend in 5 ml Tris-EDTA Puffer
(Zusammensetzung wie zuvor beschrieben) suspendiert und in einem Ultra-
Turrax-Gewebehomogenisator (Ultra-Turrax, Firma Janke und Kunkel, Nr.
725677) bei einer Geschwindigkeit von 24000 U/min homogenisiert, wobei auch
hier die Kiihlkette mit Nichtlberschreitung der Hochsttemperaturgrenze von 8° C
aufrechterhalten wurde.

Der folgende Schritt hatte zum Ziel, unterschiedliche Zellfraktionen (Kerne und
Zelltrimmer)  vom primar interessierenden Gewebe (Zellmembranen) zu
trennen. Hierzu wurde eine Zentrifugation durchgefiihrt, wobei das zahfllissige
Homogenisat, welches in dem vorhergehenden Arbeitsschritt gewonnen worden
war, durch Hinzugabe von 5 ml Tris-EDTA-Puffer auf ein Volumen von nun
insgesamt 10 ml erweitert wurde. Eine Zentrifuge des Typs Rotana TRC (Firma
Hettich) wurde mit dem ProbengefaB bei 4°C Temperatur und 1000 x g
Zentrifugationsgeschwindigkeit fur 10 Minuten beschickt.

Dabei entstand aus der homogenen Suspension nun ein Sediment am Boden des
ZentrifugationsgefiaBes mit einem klaren, fliissigen Uberstand. Dieser Uberstand
wurde abpipettiert, in eisgekiihlte Ultrazentrifugenréhrchen gefiillt und weiter fiir
genau 30 Minuten bei 4° C und nun 100.000 x g in einer L8-70 Ultrazentrifuge
(Firma Beckmann, Nr. 77517) unter Verwendung des Rotors 70 I.TI (Nr. 5E1346)

zentrifugiert.
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Nach diesem Arbeitsschritt wurde der fliissige Uberstand aus den Réhrchen
entnommen, verworfen, und das verbliebene bodenstandige Pellet in 8 ml
Gesamtvolumen erneut suspendiert. Die daran anschlieBende erneute
Ultrazentrifugation mit 30 Minuten Dauer erfolgte wiederum bei 4° C und bei
100.000 x g Zentrifugationsgeschwindigkeit.

Das dabei entstandene definitive Pellet wurde zur Verwendung fiir die [*H]-
Mazindol-Radioligandenbindungsstudie in 2,8ml eines NaCl-reichen Puffers (50
mmol/l Tris-HCI, pH 7.5, 100mmol/I NaCl und 5mmol/I KCI) suspendiert, da die
Funktion des kardialen Uptakel-Carriers NaCl-abhangig ist (siehe Abschnitt
1.1.1.).

Fiir die Verwendung bei ®*H — CGP - Bindungsstudien (Firma Amersham) zur
Charakterisierung B-adrenerger Rezeptoren erfolgte eine Suspension in 2,8 ml
Tragerpuffer Tris-HCl 50mmol/I, pH 7.5 mit 10mmol/l MgCl,.

2.5. Bestimmung des Noradrenalingehaltes im Gewebe

Die tiefgefrorenen Gewebestiicke wurden in einer Gewebemiihle unter
konstanter Perfsuion mit flissigem Stickstoff zerkleinert. Vor Auftrennung der
unterschiedlichen Katecholamine mittels einer Reversed Phase High-Performance
Ligquid Chromatography erfolgte eine Losungsextraktion und Konzentration der
Proben in zwei Schritten.

Die genaue Quantifizierung wurde durch eine elektrochemische Detektion

durchgefiihrt, wobei alle Messungen in Triplets vorgenommen wurden.
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2.6. Bestimmung des Gesamtproteingehaltes im Gewebe

Hierzu wurde die Methode nach Bradford [12 S. 250ff.] angewandt.

In die Vertiefungen einer ELISA-Platte wurde je 125ul Aqua dest gegeben und
daraufhin in aufsteigender Reihenfolge je 2 (Vertiefung 1-3), 4 (Vertiefung 4-6),
6 (Vertiefung 7-9), 8 (Vertiefung 10-12) bzw. 10pl (Vertiefung 13-15)
Rinderalbumin hinzugegeben sowie in die Vertiefungen 16 —18 Aliquots der zu
untersuchenden Probe. Ziel war es, eine Standardreihe zu erhalten, deren
Minimal- und Maximalwert jeweils unter- bzw. Uberhalb des Wertes der zu
untersuchenden Probe lagen.

Im AnschluB wurde Bradfordreagens hinzugegeben, worauf sich durch Bildung
von Cu*™ - Komplexen eine Blaufarbung unterschiedlicher Intensitdt einstellte.
Die Lichtabsorption wurde dann bei einer Wellenlange von 578 nm mit einem
Photometer bestimmt (MR 5000, Firma Dynatech, Nr. 2675). Der Proteingehalt

wurde dann nach folgender Formel berechnet:

Proteinkonzentration x pro Offnung verwendete Menge an Probe

Mg Protein/ pl Probe = x50
Verdiinnung der Probe

In den weiteren Auswertungen diente der dabei ermittelte Wert als Referenz fiir

die maximale Rezeptordichte (sog. Bmax) in den Radioligandenbindungsstudien.
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2.7. Radioligandenbindungsstudien

2.7.1. Uptake-1

Die Charakterisierung und Quantifizierung des kardialen Uptake-1-Carrier
Proteins erfolgte liber den spezifischen Radioliganden [*H]-Mazindol, welcher in
hoher Affinitdt an den Uptakel-Carrier bindet, aber auch in ungeféhr zehnfach
niedrigerer Affinitat an den Dopamin-Carrier [33 S. 38, 54 S. 352].

Die Bestimmung der unspezifischen Bindung wurde durch Zugabe von nicht
radioaktiv markiertem Desipramin durchgefiihrt, welches zu iber 40% eine nicht
spezifische Bindung ausserhalb des Uptakel-Carriers aufweist. Aus diesem Grund
war dieser nicht fir die Verwendung als radioaktiver Ligand in den
Bindungsstudien geeignet.

Bei Geweben, die fast ausschlieBlich eine Noradrenalinaufnahme aufweisen,
korreliert die Gesamtbindung des [°H]-Mazindol ausreichend mit der
Noradrenalinaufnahme [33 S. 39].

Das [°H]-Mazindol (NEN-DuPont), welches verwendet wurde, wies eine
spezifische Aktivitat von 19 Ci/mmol auf. Das oben beschriebene Desipramin war
nicht radioaktiv markiert. In die Offnungen der PS-Gewebekulturplatten (F-Form:
Firma Greiner Labortechnik, Nr. 655180), welche als Trager dienten, wurde
jeweils 200ul Probe hineinpipettiert. Zuvor waren die Membransuspension, der
Tris-EDTA-Puffer, der Radioligand und der unmarkierte Anatgonist in einer 120
mmol/l NaCl, 5 mmol/l KClI enthaltenden Ldsung angesetzt worden. Hierdurch
wurde ein vollstdndiges Reaktionsgleichgewicht bei maximaler Sattigung des
Rezeptors erreicht (vgl. 2.8.).

Die 200ul Probenvolumen je Vertiefung der PS-Gewebekulturplatte setzten sich
zusammen aus 100pl Tris-EDTA-Puffer, 50ul Membransuspension (dies entsprach
im Schnitt ca. 207ug Protein/ Tube) und 50ul der jeweiligen

Radioligandenverdiinnung. Dabei wurden Konzentrationen von 1,2 bis 25 nmol/I
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verwendet. Zur Bestimmung der unspezifischen Bindung wurden 50 pul des Tris-
EDTA-Puffers durch 50upl in  Tris-EDTA-Puffer geléstem unmarkierten
Antagonisten (20umol/I Desipramin) ersetzt.

Die Inkubationszeit betrug exakt 20 Minuten bei einer Temperatur von 22°C.

Zur Beendigung der Inkubation wurde eine schnelle Vakuumfiltration durch
Whatman GF/C Filter (Firma Whatman International Ltd., No. 1822915) mittels
eines Zellsammelgerdtes (Semiautomatic Cell Harvester, Firma Skatron
Instruments, Nr. 11019 und Vacuum Receiver, Firma Gilford Instruments, Nr.
3021) vorgenommen. AnschlieBend folgte eine Spllung mit 20ul eiskaltem Tris-
Puffer (Tris-HCI 50 mmol/I).

Die Filterplattchen wurden ausgestanzt, in Szintillationsrohrchen gegeben und
mit 2,8ml Szintillationsfllssigkeit (Quickszint 501, Firma Zinsser Analytics) beflillt.
Im AnschluB wurden sie in einen Szintillationszdhler gegeben (Liquid Scintillation
Counter, Frima Wallac, 1219 Rackbeta) und die Radioaktivitat bestimmt.

Aus diesen Ergebnissen lieB sich die spezifische Bindung durch Subtrakation der
Bindung in Anwesenheit des Antagonisten (Desipramin flir den Uptakel-Carrier
bzw. Propranolol fir die B-Rezeptoren) von der Bindung in Abwesenheit des
Antagonisten (sog. Gesamtbindung) berechnen. Bei niedriger unspezifischer
Bindung ergab sich am linken Ventrikel eine typische Bindungskurve flr die
beiden Agonisten ([*H]Mazindol fiir den Uptakel-Carrier bzw. [*H]JCGP 12177 fiir
die B-Rezeptoren).

Uber eine linearisierte Scatchard-Transformation der Bindungskurven konnten
Werte wie die Dichte der Uptakel-Carrier, die Dichte der B-Rezeptoren sowie

deren Affinitat direkt abgelesen werden (vgl. Abschnitt 2.8.).
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2.7.2. [3-Rezeptoren

Der Ligand, der zur Charakterisierung der B-Rezeptoren verwendet wurde, war
[H]JCGP 12177 (Amersham) in Konzentrationen zwischen 0,05 bis 5Snmol/l.
Analog zu den Bindungsexperimenten mit [*H]Mazindol zur Charakterisierung des
Uptakel-Carriers, wurde zur Definition der unspezifischen Bindung Propanolol im
B-Rezeptor Bindungsassay hinzugegeben. Da die Funktion des B-Rezeptors nicht
natriumabhangig ist, wurde anstelle von NaCl MgCl, sowie KClI im
Inkubationspuffer angesetzt. Die Inkubationszeit wurde auf 60 Minuten
verlangert. Der restliche Versuchsaufbau und- ablauf fand in Analogie zu dem in

2.7.1. beschriebenen Experiment statt.
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Materialbezeichnung Firma Bestellnummer
Bradfordreagenz Bio-Rad 12940
Bromophenolblau (Na-Salz) Sigma B-6131
Desipramin Sigma 10 OH 0147
HCI Merck 1.09057.1000
3H-Mazindol, 19 Ci/mmol DuPont 2890-278
Magnesiumdichloridhexahydrat Merck 1.05833.0250
Natriumchlorid Merck 1.06404.1000
Ovarialalbumin Sigma A-5253
Phosphate buffered saline Sigma D-5780
Sodium duodecyl sulfate - Laurylsulfate Sigma L 4509
Szintillationsflissigkeit Quickszint 501 [Zinsser Analytics
TEMED Sigma T-9281
Trisbase Sigma T-1503
Trisbuffer-hydrochloride Sigma T-3253
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2.9. Reaktionskinetik

In oben beschriebenem Versuchsablauf wurden die myokardialen Membranen je
nach zu untersuchendem Rezeptor bzw. Carrier mit aufsteigenden
Konzentrationen des spezifischen, radioaktiv markierten Liganden inkubiert.
Nach einer definierten Zeit (20 Minuten fur den Uptakel-Carrier bzw. 60 Minuten
fur die B-Rezeptoren) erfolgte die Entfernung nicht gebundener Liganden durch
Auswaschung und die Bestimmung der Menge an Ligand-Rezeptor-Komplex, in
Abhangigkeit von der eingesetzten Konzentration an Ligand, durch Messung der
Radioaktivitat. Dies ergab die Gesamtbindung, welche nach Subtraktion der
unspezifischen Bindung (Versuche in Anwesenheit eines unmarkierten,
rezeptorspezifischen und chemisch unterschiedlichen Liganden im UberschuB) die
spezifische Bindung ergab.

Dabei konnten Graphen erstellt werden, welche die Abhdngigkeit des erzielten
Ligand-Rezeptor-Komplexes in Abhdngigkeit von der Konzentration des
eingesetzten Liganden aufzeigten. Aus den Funktionsdiagrammen war es
insbesondere aufschlussreich, den Kp-Wert und die maximale Dichte der
Bindungsstellen (Bmax) des Liganden abzulesen.

Fir die Rezeptor-Agonist- Interaktion gilt folgende Beziehung:

K-M
IR| *|A| —— RA

K- Gleichung 1

Gleichung 1 beschreibt zunachst den Prozess der Bindung des Agonisten an den
Rezeptor und dessen Dissoziation auf derselben Membranseite. Die
Geschwindigkeit dieses Prozesses wird (ber die Konstanten Ki; und K.

beschrieben.
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K v K,

IR|*|A] = [R A/ = |R|*|Al,
K- ;

2 Gleichung 2

Gleichung 2 stellt die Kinetik der Dissoziation des Agonist-Rezeptor-Komplexes
auf der gegenilberliegenden Membranseite dar (tiefgestelltes a). Dieser

Reaktionsablauf wird charakterisiert durch die Konstanten K., sowie K_,.

V = Ky [RA]
Gleichung 3

Wenn die Dissoziation des Rezeptor-Agonist-Komplexes den
geschwindigkeitbestimmenden Schritt darstellt, so ist die Geschwindigkeit der
Gesamtreakton direkt proportional zur Konzentration des Rezeptor-Agonist-

Komplexes.

Vimax = K2 [Ri]
Gleichung 4

Die Maximalgeschwindigkeit der Reaktion wird in obiger Gleichung beschrieben,

wobei R die Gesamtmenge an Rezeptor darstellt.

% = Kua([R] - [RA]) [A]

Gleichung 5

Die Bildungsgeschwindigkeit wird durch Gleichung 5 beschrieben, die
Zerfallsgeschwindigkeit von RA durch Gleichung 6:
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-% = K4[RA] + K.,[RA]

Gleichung 6

Im Zustand eines dynamischen Gleichgewichtes sind Bildungs- und

Zerfallsgeschwindigkeit gleich grofB3:

Ki1([Rd - [RA]) [A] = Ka[RA] + Ki2[RA]
Gleichung 7

bzw.

(IR1-[RADIA] _ K -1+ K.z _
[RA] K .1

Km

Gleichung 8

Im speziellen Fall der Carrier-Ligand- Interaktion wird das Verhaltnis K_; zu K1
im Gleichgewicht bei 50%-iger Besetzung der Bindungsstelle als Konstante Kp
bezeichnet, da davon ausgegangen werden kann, dass K... deutlich kleiner ist als
K 1.

Gleichung 9

Somit stellt die Konstante Kp ein reziprokes MaB fur die Affinitat des Liganden an
die Rezeptorbindungsstelle dar und hat die Dimension einer Konzentration.
Um eine direkte Ablesung relevanter Werte, wie der Dichte der Bindungsstellen

oder der Dissoziationskonstanten in der grafischen Darstellung zu ermdglichen,
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bietet sich die lineare Transformation einer Michaelis-Menten-Gleichung in
Abhangigkeit der Konzentration des freien Radioliganden (F), des gebundenen
Liganden (B) und der maximalen Bindung (Bmax) nach Scatchard [62 S. 664ff.]
an.

E _ B max N —_1 «B
F Ko Kb
Gleichung 10
umgeformt ergibt sich:
B = B max— KD *E
F
Gleichung 11

was einer linearen Funktion der Form y = mx + t entspricht. Hierbei wird die
Konzentration des gebundenen Liganden (B) an der Ordinate gegen das
Verhdltnis der Konzentrationen von gebundenem Liganden (B) zu freiem
Liganden (F) an der Abszisse aufgetragen.

In dieser Darstellung 1aBt sich die Dichte der Bindungsstellen (Bmax) am
Schnittpunkt der Geraden mit der Abszisse direkt ablesen. Die Steigung der
Geraden hangt von der Dissoziationskonstante Kp ab. Je hdher K ist, umso
steiler fallt die Gerade ab und umgekehrt.

Die Voraussetzung fiir eine direkte Ablesung dieser wichtigen Parameter ist die
Linearitat, welche dann vorliegt, wenn nur eine Bindungsstelle vom Liganden
besetzt wird. Darlberhinaus darf es zu keiner Veranderung der
Rezeptoreigenschaften beispielsweise im Sinne einer Konformationsanderung
kommen, welche die weiteren Bindungseigenschaften verandert (fehlende

Kooperativitat).
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2.9. Statistik

Die in Abschnitt 3 angegebenen Diagramme stellen die Ergebnisse als
Mittelwerte (aus Triplets) mit Standardfehlern (mittlerer Fehler des Mittelwertes)

nach

S_\/zxz—zizln—l
Jn

dar.

Auf einem Niveau von 5% flir den Fehler 1. Art (p< 0,05) wurde die Signifikanz
mittels des Student t-test's flir unverbundene Stichproben ermittelt.

Aus den Einzelexperimenten konnten die Kp-Werte graphisch ermittelt und in
pD,-Werte (pD,=-log Kp) umgerechnet werden. Hieraus wurden geometrisch

Mittelwerte und Konfidenzintervalle nach

/3 pD:* - pD>
Jn-1

Kl = pD2£tc(n-1)

ermittelt. Die Konstante ¢ wird als Tabellenwert bei p<0,05 sowie dem
Freiheitsgrad n-1 abgelesen und in die obige Formel eingesetzt.
Das dabei sich ergebende Intervall wird dann in Konzentrationen umgerechnet

und graphisch dargestellt.
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3. Ergebnisse

Die Ergebnisse der PET- Untersuchung mit dem Liganden 'C-Hydroxyephedrin,
welcher /n vivo die sympathoadrenerge Innervation des Herzens aufgrund seiner
molekularen Ahnlichkeit darstellt, wurden verglichen mit den Resultaten, die die
bewahrte Methode der Radioligandenbindungsstudie liefert. Neben einer bloBen
Wiedergabe der Daten, wurde ein besonderer Augenmerk auf die Korrelation der
ermittelten Ergebnisse zueinander gelegt. Dadurch sollten mdgliche kausale

Zusammenhange aufgedeckt bzw. auf ihre Plausibilitat hin Gberpriift werden.

3.1. HED-PET

Eine Ubereinstimmung unserer Untersuchungen zu den Ergebnissen von
Hartmann et al [27 S. 265] konnte nachgewiesen werden, wo eine signifikant
reduzierte regionale Aufnahmeaktivitdt im Bereich des apikalen und
inferoapikalen linken Ventrikels belegt wurde bei insgesamt herabgesetzter
Aufnahme von HED durch den linken Ventrikel von Patienten mit dilatativer
Kardiomyopathie im Vergleich zu einem gesunden Patientenkollektiv.

Die in Abschnitt 2. aufgefiihrten Studienpatienten zeigten alle eine sehr dhnliche
HED-PET-Darstellung ihrer linken Ventrikel, sodass in Abb. 1 ein exemplarisches
PET eines solchen Patienten dargestellt ist. Deutlich wird die Reduktion der HED-
Retention in den lateralen und inferoapikalen Abschnitten der linken
Herzkammer, wohingegen die Bildgebung mittels 13N-Ammoniak (s. Abschnitt
2.2.) eine nahezu regelrechte Perfusion in allen Gebieten aufwies.

In Zahlen ausgedriickt konnte die Ratio der HED- zu Ammoniakretention in den
apikalen (0,84+0,04) und inferoapikalen Arealen (0,88+0,04) als statistsch
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signifikant unterschiedlich beispielsweise zu den basalen septalen Arealen
(1,03+0,04; p < 0,05) identifiziert werden.

SA VLA

anterior anterior
—
h‘

&

lateral base apex

11c_HED

| .
inferior : inferior

Abb. 1: Typisches Perfusions- und HED-Retentions PET- Scan eines Patienten mit
terminaler dilatativer Kardiomyopathie. Oben: Retention von *N-Ammoniak.
Unten: Retention von HED. Von links nach rechts: kurze Achse (SA) horizontale
lange Achse (HLA) und die vertikale lange Achse (VLA). In den lateralen und
inferoapikalen Wandabschnitten des linken Ventrikels war die HED-Retention
stark abgeschwacht. Das Ammoniak-PET ergab hingegen nahezu normale

Perfusionsverhaltnisse in allen Bereichen.
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3.2. Uptakel-Carrier Dichte

In der Radioligandenbindungsstudie mit [*H]-Mazindol zeigten sich in
Ubereinstimmung zu den zuvor mittels PET ermittelten Werten unterschiedliche
Bmax-Werte flr die neun untersuchten Regionen des linken Ventrikels (Apex,
Vorderwand — anterior distal, Vorderwand — anterior proximal, Hinterwand -
inferior proximal, Hinterwand — inferior distal, Septum — septal proximal, Septum
— septal distal, Seitenwand — lateral proximal, Seitenwand — lateral distal).

Die Spannweite lag dabei zwischen 80 und 280 fmol Uptakel-Carrier/mg Protein.
Ein reprasentatives Diagramm eines Patienten aus dem inferioren
Ventrikelbereich zeigt dabei Abb. 2. Auch in der Radioligandenbindungsstudie
wurden die niedrigsten Carrierdichten erneut in den apikalen und infero-apikalen
Gebieten festgestellt.

Aus der linearisierten Scatchardtransformation ist die Kp direkt ablesbar. Die Kp-
Werte zeigten Affinitaten zwischen 3 nmol/l und 9 nmol/l, wobei jedoch keine
gemeinsame Kohadrenz in der regionalen Variabilitat zwischen den untersuchten
Patienten festgestellt werden konnte. Ebensowenig lieB sich eine gemeinsame

Tendenz zum regionalen Gewebegehalt an Noradrenalin ermitteln.
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Abb. 2: [®H]-Mazindol-Binding an den Uptakel-Carrier einer Membranpréparation
des inferolateralen Wandabschnittes des linken Ventrikels eines Patienten mit
dilatativer ~ Kardiomyopathie. A: Beispieldiagramm eines als Triplet
durchgefiihrten Experiments. Die spezifische Bindung (=) ergab sich als Differenz
aus Gesamtbindung und unspezifischer Bindung (¢) gemessen in Gegenwart oder
Abwesenheit von 10 pmol/l Desipramin. B: Scatchardtransformation der Werte
fur die spezifische Bindung. Der gebundenen Radioligand (fmol/mg Protein) ist

aufgetragen in Abhangigkeit von dem Verhaltnis gebundener/ freier Radioligand
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3.3. Gewebegehalt an Noradrenalin

Abb. 3 verdeutlicht die unterschiedliche Verteilung des
Gesamtnoradrenalingehaltes je linksventrikuldrer Region. Es wurden erneut die
Mittelwerte aus allen Patienten gebildet, wobei jeder Patient flr sich ebenfalls
unterschiedliche regionale Verteilungen mit ahnlichem Muster aufwies (geringe
Streuungen/ Standardabweichungen).

Abb. 5 hebt hervor, dass eine klare Korrelation zwischen
Gewebenoradrenalingehalt und Uptake-1-Carrier Dichte festzustellen war. Diese

Korrelation wies darliberhinaus statistische Signifikanz auf.



33

Uptake-1-Dichte
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Abb. 3: Darstellung der mittleren Noradrenalin-Uptake-1-Carrier-Dichte mit

Standardabweichung in fmol/ mg Protein je nach untersuchter Herzregion
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Abb. 4: mittlerer Gewebgehalt an Noradrenalin mit Standardabweichungen der 9

verschiedenen linksventrikularen Gebiete in ng/g Herzgewicht
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Abb. 5: Korrelation der regionalen Verteilung der Mittelwerte =+
Standardabweichung der Uptakel-Dichte (Bmax) mit den Mittelwerten =+
Standardabweichungen des Gewebenoradrenalingehaltes flir die neun

Herzregionen
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3.2. R-Rezeptoren Dichte

Auffallig ist, dass die regionale Variabilitat der B-Rezeptorendichte weit weniger
ausgepragt war als die der Uptake-1-Carrier Dichte. Dennoch lies sich auch hier
ein Unterschied feststellen, wenn auch nicht derart deutlich. Ohne statistisch
signifikant zu werden, lies sich tendenziell eine héhere Rezeptordichte im Bereich
der septalen Wand messen.

Ahnlich dem Verhalten des Noradrenalincarriers wies auch der B-Rezeptor keine
regionalen Variabilititen in der Affinitit auf, sodass die Kp fiir *H-CGP12177
durchwegs homogen bei Werten zwischen 0,4 und 0,7 nmol/l anzutreffen war.
Tests auf Korrelation mit den anderen untersuchten Parametern (Uptake 1/
Noradrenalingehalt/ HED-PET) fielen jeweils negativ aus, wobei noch die hdchste

Korrelation flir den Noradrenalincarrier nachgewiesen werden konnte (0,38).
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Abb. 6: B-adrenerge Rezeptordichte in fmol/mg Protein in Abhangigkeit der

untersuchten linksventrikuldren Region
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3.5. weitere Korrelationen
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Abb. 7: Korrelation der regionalen Verteilung der Mittelwerte =+
Standardabweichung der Uptakel-Dichte (Bmax - Ordinate) zu den Mittelwerten +
Standardabweichungen der B-Rezeptor-Dichte (Bmax — Abszisse) flir die neun

Herzregionen
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Abb. 8: Korrelation der regionalen Verteilung der Mittelwerte =+
Standardabweichung der Uptakel-Dichte (Bmax - Ordinate) zu den Mittelwerten +
Standardabweichung der fluBkorrigierten HED-PET Werte fir die neun
Herzregionen. Das Verhaltnis HED-Retention zu Ammoniakretention ist auf der

Abszisse aufgetragen.
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Abb. 9: Korrelation der regionalen Verteilung der Mittelwerte =+
Standardabweichung des Gewebenoradrenalingehaltes (Ordinate) zu den
Mittelwerten + Standardabweichung der fluBkorrigierten HED-PET Werte fur die
neun Herzregionen. Das Verhadltnis HED-Retention zu Ammoniakretention ist auf

der Abszisse aufgetragen.
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HED-PET Uptakel Noradrenalin 3-Rezeptoren

HED-PET r=0.63(0.4-0.78)  r=0.6(0.16-1) r=0.31(0.1-0.7)

Uptake 1 p=0.04 r=0.65(0.3-1) r=0.38(0.03-1)

Noradrenalin p p=0.08 p=0.05 r=0.1(0-0.03)
3-Rezeptoren =0.4 p=0.7 p=0.5

Tab. 2: Mittlere Korrelationskoeffizienten (r) mit 95%-Konfidenzintervallen und
Irrtumswahrscheinleichkeit (p) flir die Korrelation der HED-Retention im
Verhaltnis zur NHs-Retention (HED-PET), zur Uptakel-Dichte, zum Gewebsgehalt
an Noradrenalin und der B-adrenergen Rezeptordichte in 72 linksventrikuldren

Regionen von acht Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie.

4. Diskussion

4.1. Vorbemerkungen

Die Bedeutung einer veranderten sympathoadrenergen Innervation sowie
Signaltransduktion ist in Kapitel 1 der vorliegenden Arbeit beschrieben worden.
Der Mikromechanismus der Herzinsuffizienzentstehung wird in verschiedenen
Phasen seiner Genese jeweils von post- sowie prasynaptischer Seite beschrieben.
Es wird dabei deutlich, dass dem makroskopischen Pumpversagen ein
molekularbiologischer ProzeB zugrundeliegt, der zu funktionellen Veranderungen

fuhrt, ohne dass schwerwiegende morphologische Verdnderungen des
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Herzgewebes vorliegen, zumindest in der Frihphase der Pathogenese
verschiedener Hererkrankungen (cf. Kapitel 1 S. 1 - 6).

In der Anfangsphase der Erforschung der pathologischen Verdanderungen, die mit
einer chronischen Herzinsuffizienz einhergehen, konnte nur bedingt auf
verlassliche molekularbiologische Methoden zuriickgegriffen werden. Hier
bestand die einzige Mdglichkeit darin, post mortem oder post transplatationem
erhaltenes Gewebe pathohistologisch aufzuarbeiten. Bereits damals konnte
eindeutig festgestellt werden, dass eine Verminderung in der Anzahl neuronaler
Ganglionzellen in Gewebeabschnitten des rechten Vorhofes im Rahmen
dilatativer  Kardiomyopathien  stattgefunden hatte. Ein  &tiologischer
Zusammenhang wurde bereits zu diesem Zeitpunkt fir wahrscheinlich gehalten
[3S. 16].

In der Folgezeit ist es zu einer Weiterentwicklung nuklearmedizinischer Methoden
gekommen, die weiter zur /n vivo Charakterisierung myokardialer Funktionen
beigetragen haben. Der Tracer 123-Metaiodobenzylguanidin (im Folgenden:123-
MIBG) war als erstes verflighar, um sympathoadrenerge Funktionen des
Myokards zu beschreiben.

Wichtige grundlegende Erkenntnisse konnten mithilfe dieses Tracers bei
szintigraphischen Untersuchungen gewonnen werden. Wie in dem hier
untersuchten Patientenkollektiv, so wurden auch mit 123-MIBG die ersten
Erkenntnisse bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie gewonnen. Es konnte
festgestellt werden, dass im Vergleich zu einem gesunden Vergleichskollektiv
eine signifikant geringere linksventrikuldare MIBG- Retention vorhanden war.
Begleitet war dieser Effekt von einer ausgepragten regionalen Variabilitét in der
Retention, der so bei den gesunden Probanden nicht ermittelt werden konnte.
Die Folgerungen aus den beobachteten Daten waren, dass 123-MIBG ein
geeignetes Paramzeutikum zur Untersuchung der veranderten adrenergen
Innervation bei verschiedenen Herzerkrankungen darstellt [28 S. 1195].
Dariliberhinaus erfolgte ebenfalls eine Korrelation mit klinischen Parametern
(Ejektionsfraktion, NYHA-Stadium) sowie mit der 123-MIBG-AKtivitdt, die aus
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endomyokardialen Proben der rechten Seite des Septum interventriculare
gewonnen werden konnten. Eindrucksvoll zeigte sich, dass ein klarer
Zusammenhang gegeben war zwischen der 123-MIBG-Retention sowie der
Ejektionsfraktion (je geringer die Retention, umso geringer die Ejektionsfraktion)
ebenso wie der biochemisch ermittelten und szintigraphisch gemessenen 123-
MIBG-Aktivitaten. Somit war diese Methode als /in vivo Testmethode zur
Untersuchung der myokardialen sympathoadrenergen Aktivitat validiert [64 S.
1255]. Daruberhinaus war diese Methode besser geeignet, die Lebenserwartung
eines Patienten, der wegen einer terminalen Herzinsuffizienz zur Transplantation
anstand, vorherzusagen als Kklinische Parameter wie radiologische oder
echokardiographische  Messungen. Auch die szintigraphisch ermittelte
Ejektionsfraktion besaB nicht dieselbe Aussagekraft wie das MIBG-Szinti [48 S.
475].

Besonders deutlich wurde dieser Sachverhalt im Tiermodell, wo ein MIBG-Szinti
nach experimentell induzierter Herzinsuffizienz &dhnliche linksventrikulare
Variabilitidten sowie Aktivitdtsabnahmen im Vergleich zu einem gesunden
Vergleichskollektiv aufwies. Die ermittelten Daten konnten dariberhinaus auch
mit biochemischen Methoden (Bestimmung des Gewebenoradrenalingehaltes)
verifiziert und somit validiert werden [70 S. 2848]. Es konnte zwischenzeitlich
sogar nachgewiesen werden, dass eine Einschatzung der Noradrenalinfreisetzung
im insuffizienten Herzen mithilfe der MIBG-Szintigraphie relativ exakt mdéglich ist
[61 S.1621].

Ein generelles Problem beim Einsatz von 123-MIBG stellt die eingeschrankte
Detailauflésbarkeit dar. Hier ist zwar eine Verbesserung der Aufldsung mit neuen
Gerategenerationen zu erzielen, da diese es auch erlauben, unterschiedliche
Segmente des Herzens zu identifizieren und zu definieren, womit ein Schritt hin
zu einer differenzierteren Diagnostik und Therapie der Herzinsuffizienz méglich
wird [69 S. 17].

Aus diesem Grunde bietet die Methode der Positronen-Emissions-Tomographie

vielversprechende Ansdtze zur genaueren und spezifischeren Evaluation des
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sympathoadrenergen Systems des Herzens. Wie in Kapitel 1 beschrieben [S. 1],
so stellt Noradrenalin den wichtigsten Transmitter des symapthoadrenergen
Signallibertragungssystems des Herzens dar. Durch Einflihrung eines radioaktiv
markierten Analogons flir dieses Katecholamin ware eine exaktere Darstellung
der dynamischen Abldufe in diesem System mdglich.

Dieses wurde mithilfe des ''C markierten Hydroxyephedrin erstmals méglich, da
es nahezu dieselben Eigenschaften in myokardialem Gewebe aufwies wie
Noradrenalin.  Eindrucksvoll konnte dies belegt werden in einer
Vergleichsdarstellung des Myokards gesunder Patienten im Vergleich zu
denervierten, herztransplantierten Patienten. Die herztransplantierten Patienten
wiesen eine signifikant geringere Anreicherung des *'C-Hydroxyephedrin in einer
dynamischen PET-Bildakquisition als ein gesundes Patientenkollektiv auf. Somit
war die Grundlage fir ein Verstandnis der Auswirkungen unterschiedlicher
Herzerkrankungen auf die neuronale Integritdt des Herzens geschaffen [68 S.
460]. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete *N-Ammoniak zur Darstellung
des myokardialen Blutflusses ergibt, unter Beachtung der Uberlagerung durch
aktive Metabolite, verlaBliche Werte zur FluBkorrektur im HED-PET [58 S.165].
Somit war der Weg bereitet flr Untersuchungen unterschiedlicher
Herzerkrankungen in Zusammenhang mit der neuronalen sympathischen
Aktivitst. Mit der Methode der '!C-HED-PET Untersuchung konnte ein
Zusammenhang zwischen Abweichungen der sympathischen neuronalen Aktivitat
und der ventrikularen Refraktivitat des Herzens hergestellt werden und somit ein
erster Hinweise auf die grundsatzliche Tauglichkeit flir differenzierte funktionelle
Untersuchungen am Myokard gesammelt werden [17 S. 175]. Ebenfalls flir den
koronaren Blutfluss konnte nachgewiesen werden, dass er eine Abhangigkeit
vom regionalen Noradrenalingehalt- und der regional unterschiedlichen
Noradrenalinfreisetzung aufwies. Nach Herztransplantation sowie nachfolgend
inhomogener Reinnervation zeigten sich im !C-HED-PET unterschiedliche

Retentionen im Myokard, die mit der anatomisch unterschiedlichen
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sympathoadrenergen Innervation korrelierten und in dieser Form nicht im

gesunden Vergleichskollektiv zu beobachten waren [21 S. 1212].

4.2. Vergleich des Uptakel-Carriers in vivo und in vitro

Das HED-PET ergab auch in Ubereinstimmung zu anderen szintigraphischen
Untersuchungen (siehe Kapitel 4.1.) eine klare regionale Varibilitat hinsichtlich
der Retention des Noradrenalinanalogons 'C-Hydroxyephedrin im insuffizienten,
kardiomyopathischen Herzen. Dabei ertffnete die bewadhrte Methode der
Radioligandenbindungsstudie mit [*H]-Mazindol die Méglichkeit zur Ermittlung
der genauen zugrundeliegenden molekularbiologischen Ursache, namlich der
Verminderung des kardialen Noradrenalin-Uptakel-Carriers. Die statistisch
signifikante, positive Korrelation konnte dabei deutlich aufgezeigt werden (siehe
Kapitel 3). Weitere Messungen des Gewebegehaltes an Noradrenalin ergaben des
Weiteren eine deutliche Reduktion in den Arealen, welche eine verminderte
Uptakel-Carrier-Dichte sowie HED-Retention aufwiesen.

Wahrend mithilfe der [*H]-Mazindol Bindungsstudien ein statisches Bild des
explantierten Herzens gewonnen werden konnte, so ergab das HED-PET die
Mdglichkeit zu einer dynamischen Einsichtnahme in die kardialen Funktionen.
Dabei ist zu erwdhnen, dass [°H]-Mazindol sowie !C-Hydroxyephedrin
unterschiedliche Charakterisitika am untersuchten Carrier aufweisen. Wahrend
Mazindol kompetitiv und verdrangend an den Carrier andockt, so imitiert
Hydroxyephedrin als Katecholaminanalogon das Verhalten von Noradrenalin und
wird als Substrat des Carriers intraaxonal aufgenommen.

Dennoch sind die Ubereinstimmungen zwischen den Abnahmen der Bmax-Werte
fur Mazindol (abhangig von der untersuchten Herzregion) mit den Abnahmen der
HED-Retentionswerte in derselben Region eindeutig. Die generell geringeren
Werte im insuffizienten, kardiomyopathischen Herzen flir den Uptakel-Carrier

bestatigen friihere Berichte, die beispielsweise mithilfe der I-123-MIBG
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Szintigraphie gewonnen werden konnten (s.o0. Abschnitt 4.1.). Leider war aus
verstandlichen Griinden keine gesunde Vergleichsgruppe zum Patientenkollektiv
vorhanden, was die Aussagekraft der vorliegenden Studie jedoch nicht
einschrankt. Als genaue Ursache flr die absolute Abnahme der
Noradrenalinbindungsstellen im dilatativ kardiomyopathischen Herzen konnte
letzlich nicht zwischen einer Verminderung der Carrierdichte pro Neuron und
einer Abnahme der Neurone bei unverdanderter Dichte am einzelnen Neuron
unterschieden werden. Hinweise gibt eine histologische Studie, die eine
Reduktion der Neurone bei Chagas- Krankheit und dilatativer Kardiomyopathie
nachweist [3 S. 16]. Letzlich ist auch eine Kombination beider Faktor denkbar.
Unterstiitzt wird diese SchluBfolgerung durch tierexperimentelle Untersuchungen,
wo eine experimentell induzierte Herzinsuffizienz mit einer reduzierten Anzahl an
noradrenergen Nervendigungen einherging [29 S. 1304]. Die funktionellen
Auswirkungen einer Denervation scheinen dariberhinaus klinisch enorm
bedeutend zu sein. So wiesen Hunde, welche zuvor operativ denerviert worden
waren, nach experimenteller Infarktsetzung eine klar hdéhere Arrhythmierate bei
reduzierter Refraktdrzeit nach ventrikularer Stimulation auf. Eine B-Blockade
hatte dabei einen protektiven Effekt und senkte die Anzahl an Arrhythmien [32 S.
884]. Eine definitive Klarung der Frage, ob vor allem eine Reduktion der Neurone
oder eine Reduktion der Carrierdichte pro Neuron ursachliche flir die unstrittige
Abnahme der Gesamtcarrierdichte ist, misste einer neurohistologischen
Untersuchung eines kompletten menschlichen Herzens (iberlassen werden.

In einer weiteren Untersuchung mit einem groBeren Patientenkollektiv (n = 29)
einer assozierten Arbeitsgruppe konnten die Erkenntnisse der regionalen
Variabilitdt der HED-Retention im PET mit klinischen Parametern in Verbindung
gebracht werden. Es zeigte sich, dass die reduzierte HED-Retention (die gemaR
der vorliegenden Arbeit nachgewiesenermaBen mit einer reduzierten Uptakel-
Carrierdichte korreliert) ebenfalls mit der Krankheitsschwere (ausgedriickt durch
das NYHA-Stadium) korreliert [27 S. 267].
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4.3. Gewebegehalt an Noradrenalin

Der Gehalt an Noradrenalin je untersuchter Herzregion korrelierte gut mit den
entsprechenden Werten fir den (biochemisch ermittelten) Uptakel-Carrier
Dichtewert sowie der zugehdrigen HED-Retention. Dabei lagen die Absolutwerte
fur die gemessenen Noradrenalinwerte im Rahmen dessen, was BRISTOW et al
1991 in einer groB angelegten Studie ermittelt hatten [13 S. 1029].

Dies entsprach auch der Hypothese einer Entleerung der Noradrenalinspeicher in
Arealen, die besonders von der Herzinsuffizienz betroffen waren. Ebenso konnte
hier eine Ubereinstimmung mit der einschldgigen Literatur hergestellt werden,
wo beipielsweise der Gewebegehalt an Noradrenalin aus endomyokardialen
Proben herzinsuffizenter Proben gut mit der I-123-MIBG Gesamtretention
korrelierte [64 S. 1256]. Tierexperimentell war bei Tachykardie-induzierter

Herzinsuffizienz derselbe Effekt zu beobachten gewesen [70 S. 2849].

4.4. Dichte der 3-adrenergen Rezeptoren

Im Gegensatz zu der guten regionalen Korrelation zwischen Uptakel-Dichte/
HED-Retention sowie Gewebgehalt an Noradrenalin konnte keine signifikante
Beziehung zur B-Rezeptorendichte hergestellt werden. Zwar waren auch
Anzeichen filr eine regionale Variabilitat vorhanden, diese erreichten jedoch
keine statistisch signifikanten AusmaBe. Mdglicherweise waren etwas andere
Aussagen bei einem groBeren Patientenkollektiv beobachtbar, dies miBte durch
weitere Untersuchungen geklart werden. Wie jedoch in Kapitel 1 beschrieben
scheint es einen Hinweis auf eine separate Regulation der pra- und
postsynaptischen Komponenten des sympathoadrenergen Systems zu geben.
Dies impliziert auch unterschiedliche therapeutische Relevanzen in der

Umsetzung der dabei gewonnen Erkenntnisse. So scheint eine insuffizientes Herz
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insbesondere von einer Blockade des postsynaptischen B-adrenergen Rezeptors
wegen reduzierter Arrhythmieneigung zu profitieren. Dies ist gut erklarbar durch
eine im Vergleich zur prasynaptischen Dichteminderung des Uptakel-Carriers mit
Entleerung der Noradrenalinspeicher eher geringer betroffenen B-Rezeptorenzahl
mit  entsprechend hoher relativer Empfindlichkeit im Sinne einer

Hypersensibilisierung [32 S. 882].

4.5. Ausblicke und klinische Bedeutung der Ergebnisse

Aufgrund der vorliegenden Daten und Ergebnisse kann von einer Validierung der
HED-PET fir Untersuchungen der sympathoadrenergen Innervation und
Funktionsstatus des Herzens gesprochen werden. Hierauf aufbauend wurde ein
weiteres Patientenkollektiv mit dilatativer Kardiomyopathie vor Transplantation
untersucht. Entsprechend der neun in der hier vorliegenden Arbeit definierten
myokardialen linksventrikuldren Regionen wurde auch in dieser Studie eine Art
"Polarkarte" erstellt, die zum einen die HED-Retention beschrieb, zum anderen
aber auch Parameter wie die Perfusion, myokardiale Verkiirzung sowie den
oxidativen Metabolismus erfasste. Somit bestand auf elegante, nicht-invasive Art
und Weise die Mdglichkeit, verschiedene dynamische, in vivo
Stoffwechselparameter miteinander zu korrelieren. Interessanterweise konnte
nur eine eindeutige Beziehung zwischen Katecholaminuptake und
Kontraktionskraft (ausgedriickt in Form der linksventrikuldren Ejektionsfraktion)
festgestellt werde, nicht jedoch mit Parametern des oxidativen Metabolismus
oder Herzfrequenz oder mittlerem arteriellem Blutdruck [6 S. 1597, 7 S. 200, 8 S.
324]. Klinische verwertbare Indizes (WMI = work-metabolic index) konnten aus
diesen Untersuchungen abgeleitet werden.

Der Zustand der sympathischen adrenergen Innervation, gemessen mithilfe des
11C-HED-PETs, konnte neben weiteren Parametern als ein hoch aussagekréftiger

Faktor flir die Beurteilung des klinischen Verlaufs einer Herzinsuffizienz und des
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Effektes beispielsweise milden kdrperlichen Trainings auf diese Krankheit
etabliert werden [56 S. 777]. Erneut konnten Bezlige zu relativ simpel messbaren
klinischen Parametern hergestellt werden. Somit kénnte es in Zukunft mdglich
sein, mehrere klinische Parameter zu identifizieren, die stellvertretend fiir eine
11C-HED-PET-Untersuchung  AufschluB geben {iber den Zustand der
sympathischen adrenergen Innervation des betroffenen Herzens. Eine
Entscheidungsfindung zur Dringlichkeit einer Herztransplantation konnte
moglicherweise zutreffender getroffen werden, als bislang.

Denkbar ware im Zeitalter der gezielten Intervention auf Ebene der Erbsubstanz
auch eine Veranderung der pra- bzw. postsynaptischen Rezeptor- oder
Carrierstruktur mithilfe einer Transfektion therapeutisch wirksamer Gene.

Erst kirzlich konnte eindrucksvoll unter Beweis gestellt werden, welche Rolle
dem Uptakel-Carrierprotein in der Pathogenese der Herzinsuffizienz zukommt:
Bei einer tierexperimentell (Kaninchen) erzeugten Herzinsuffizienz mittels
Tachykardieinduktion zeigten sich interessante Ergebnisse nach Uberexpression
des Uptakel-Carrierproteins im Myokard. So profitierten Kaninchen mit
manifester Herzinsuffizienz Kklinisch eindeutig von der adenoviral bedingten
Uberexpression dieses kardialen Katecholamincarriers. Sie zeigten allesamt eine
bessere Funktion mit statistisch signifikant besserer systolischen Kontraktilitat,
geringerem linksventrikuldrem end-diastolischen Durchmesser, geringeren
enddiastolischen Fillungsdriicken oder hoheren kontraktilen Reserven nach
Isoproterenoladministration. Die Downregulation des postsynaptischen B-
adrenergen Rezeptors war signifikant geringer als ohne Uptakel-Uberexpression
[51S. 928].

Entsprechend der erstellten Polarkarten ware auch eine gezielte regional
unterschiedliche Transfektion des Uptakel-Carriers in der Zukunft denkbar.

Im Zusammenhang mit den in Kapitel 1 beschriebenen Regulationsmechanismen
auf pra- und postsynaptischer Ebene erdffnen sich somit mannigfaltige
Interventionsméglichkeiten auf molekularer Ebene. Dazu gehért auch der Einsatz

von B-adrenozeptor blockierenden Medikamenten, die wie oben bereits erwahnt
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einen positiven Effekt auf die Arrhythmieneigung eines insuffizienten Herzens zu
haben scheinen [32 S. 885]. Gleichzeitig scheinen die B-Blocker eine Abnahme
der kardialen BARK1-Aktivitdt hervorzurufen, wodurch der zu beobachtende
positive klinische Effekt dieser Medikamente maBgeblich auf der Tatsache der
Inhibition der kardialen BARK 1 beruhen wiirde [30 S. 495, 55 S. 1278]. Die
funktionelle Desensibilisierung des B-Rezeptorsystems ware folglich eher durch
eine regionale Veranderung der BARK-1 Expression bedingt, denn durch eine
Abnahme der B-Rezeptordichte an der postsynaptischen kardialen Membran,
selbst wenn auch letzterer Mechanismus mit eine Rolle zu spielen scheint [22 S.
22,41S. 1272, 46 S. 1464].

Gegenstand intensiver Untersuchungen ist zur Zeit die Rolle des Renin-
Angitensin-Aldosteron Systems im Rahmen der Herzinsuffizienzentstehung, da
eine unmittelbarer Einfluss der Verabreichung von ACE-Inhibitoren oder/ und
Angiotensin-II-Rezeptor Blockern auf die Veranderung der sympathoadrenergen
kardialen Innervation nachgewiesen werden konnte. Ebenso konnte der klinische
Benefit fiir den Patienten belegt werden [34 S. 3017]. Auf der postsynaptischen
Seite gibt es Hinweise flir eine geringere Abnahme der B-Rezeptorendichte im
Rahmen einer Herzinsuffizienzentstehung, was positive funktionelle Reserven
insbesondere unter Belastung ergibt.

Somit besteht ein breites Ansatzgebiet, um auf molekularer Ebene positiv auf die
Effekte einer Herzinsuffizienzpathogenese einzuwirken. Die hier vorliegende
Arbeit hat zum einen die herausragende Rolle des Uptakel-Carriers unterstrichen
und zum anderen durch die Validierung des 'C-HED-PETs Méglichkeiten zum

Verstandnis der individuellen Situation des einzelnen Patienten ermdglicht.
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5. Zusammenfassung

Mithilfe anerkannter biochemischer Verfahren (Radioligandenbindungsstudien)
wurde die Rolle unterschiedlicher pra- und postsynaptischer Strukturen der
myokardialen Synapse an explantierten menschlichen Herzen untersucht. Von
dem prasynaptische Noradrenalin Uptakel-Carrier sowie den postsynaptischen B-
adrenergen Rezeptoren nahm man aufgrund vielfacher Literaturquellen an, dass
sie eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der Herzinsuffizienz spielten und
dass das Verstandnis dieser Strukturen die Grundlage flr therapeutische Ansatze
in der Herzinsuffizienzbehandlung bereiten wiirde.

Ebenso wurde eine PET-Untersuchungsmethode mithilfe des Liganden ''C-
Hydroxyephedrin auf seine Eignung zur Ermittlung von Veranderungen des
sympathoadrenergen Systems getestet.

Es zeigte sich, dass die Ergebnisse, die mithilfe der
Radioligandenbindungsstudien gewonnen werden konnten, sehr gut mit den
dynamisch /n vivo akquirierten Daten des HED-PETs Ubereinstimmten und somit
diese nuklearmedizinische Untersuchungsmethode aufschlussreiche Erkenntnisse
uber das Ausmal einer Herzinsuffizienz beim einzelnen Patienten liefern kann.
Insgesamt ergaben sich gute Korrelationen zwischen [*H]-
Mazindolbindungswerten, HED-Retention und Gewebenoradrenalingehalt,

wohingegen keine Korrelation zur B-Rezeptorendichte festgestellt werden konnte.
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6. Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Typisches Perfusions- und HED-Retentions PET- Scan eines Patienten
mit terminaler dilatativer Kardiomyopathie. Oben: Retention von *N-Ammoniak.
Unten: Retention von HED. Von links nach rechts: kurze Achse (SA) horizontale
lange Achse (HLA) und die vertikale lange Achse (VLA). In den lateralen und
inferoapikalen Wandabschnitten des linken Ventrikels war die HED-Retention
stark abgeschwacht. Das Ammoniak-PET ergab hingegen nahezu normale

Perfusionsverhaltnisse in allen Bereichen.

Abb. 2: [*H]-Mazindol-Binding an den Uptakel-Carrier  einer
Membranpraparation des inferolateralen Wandabschnittes des linken Ventrikels
eines Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie. A: Beispieldiagramm eines als
Triplet durchgeflihrten Experiments. Die spezifische Bindung (=) ergab sich als
Differenz aus Gesamtbindung und unspezifischer Bindung () gemessen in
Gegenwart oder  Abwesenheit von 10 pmol/l  Desipramin.  B:
Scatchardtransformation der Werte fir die spezifische Bindung. Der gebundenen
Radioligand (fmol/mg Protein) ist aufgetragen in Abhdngigkeit von dem

Verhdltnis gebundener/ freier Radioligand

Abb. 3: Darstellung der mittleren Noradrenalin-Uptake-1-Carrier-Dichte mit

Standardabweichung in fmol/ mg Protein je nach untersuchter Herzregion

Abb. 4: mittlerer Gewebgehalt an Noradrenalin mit Standardabweichungen der 9

verschiedenen linksventrikularen Gebiete in ng/g Herzgewicht
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Abb. 5: Korrelation der regionalen Verteilung der Mittelwerte +
Standardabweichung der Uptakel-Dichte (Bmax) mit den Mittelwerten =+
Standardabweichungen des Gewebenoradrenalingehaltes flir die neun

Herzregionen

Abb. 6: B-adrenerge Rezeptordichte in fmol/mg Protein in Abhangigkeit der

untersuchten linksventrikuldren Region

Abb. 7: Korrelation der regionalen Verteilung der Mittelwerte =+
Standardabweichung der Uptakel-Dichte (Bmax - Ordinate) zu den Mittelwerten %
Standardabweichungen der B-Rezeptor-Dichte (Bmax — Abszisse) fur die neun

Herzregionen

Abb. 8: Korrelation der regionalen Verteilung der Mittelwerte =+
Standardabweichung der Uptakel-Dichte (Bmax - Ordinate) zu den Mittelwerten +
Standardabweichung der fluBkorrigierten HED-PET Werte fir die neun
Herzregionen. Das Verhaltnis HED-Retention zu Ammoniakretention ist auf der

Abszisse aufgetragen.

Abb. 9: Korrelation der regionalen Verteilung der Mittelwerte =+
Standardabweichung des Gewebenoradrenalingehaltes (Ordinate) zu den
Mittelwerten + Standardabweichung der fluBkorrigierten HED-PET Werte fir die
neun Herzregionen. Das Verhaltnis HED-Retention zu Ammoniakretention ist auf

der Abszisse aufgetragen.
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