DISSERTATION

Natriumgehalt des Muskelgewebes von Patientinnen mit
Myalgischer Enzephalomyelitis/Chronischem Fatigue Syndrom
vor und nach Belastung der Unterschenkelmuskulatur

Sodium Content in Muscle Tissue of Patients with
Myalgic Encephalomyelitis/Chronic Fatigue Syndrome
before and after Exercise of Lower Leg Muscles

zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat

Charité — Universitatsmedizin Berlin

von
Elisabeth Petter

Erstbetreuerin: Prof. Carmen Scheibenbogen
Datum der Promotion: 29.11.2024






Inhaltsverzeichnis
LI Lo Y= LT YT 2T T 1 PP v
AbDIldUNGSVEIZEICHNIS. ......eueeeeeeiieiiiiiiiiiiiiccceeneeenreeeestttessssssss s sssssssssseeessessssssssssssssssnnnnsnsnseeesssssssssssssssssnnnnnns vi
ADKUIZUNGSVEIZEICANIS ... .uveeeeeeeeeeeetiiiiiiiiiiiiciiesssesnneneeeeeerereesssssssssssssssssnsssssssensesesssssssssssssssssnnnnnnsssesessessessssssssnns vii
ZUSAMMENTASSUNE ..eiiciiieennenneeteiitiieiiiiisesssssssssnssnmeeeessessesssssssssssssssssnnnsessssssssessssssssssssssssnsnssesessssssssssssssssssssnnnnns 1
1 T4 L= T - 5
1.1 Myalgische Enzephalomyelitis/Chronisches Fatigue SYNAdrom ...............ccccoueceeveeveeveeveesieeeiesieeseeseesnens 5
1.2 Muskelschmerzen und MuskelerschGpfung Bei ME/CFS...........ccueeeeeeeeeecieieecieecieecesceesseeseeeeesseesesssens 7
1.3 INGEFIUM -IVIRT ...ttt ettt e ettt et e e e ettt et e e e e e ettt e e e e e e s sssaneeeaeeeeasnssnneeaaeas 8
1.3 Fragestellungen Und Zi€ISEEZUNGEN ...........cccuveeueesiiesiiieecieeesee ettt e steestttesteestaessstesstaasssesesssaessseesssaasseens 9
2 IMEENOMIK ...ttt ceenereeee et s s e s s s s s ssssnsnssseeseeeesssssssssssssssssnnnnsseseseseesssssssssssssssssnnnnnns 10
2.1 R A0 Lo [ 11 Lo (=2 Lo T USSR 10
2.2 [0 o[ =10 114 1 1=] 21V L SR 10
2.2.1  Skala des Grads der Behinderung nach David Bell.........ccccuviviiiiiiiiiiieniee e 10
2.2.2  Chalder FatiBUE SKal@........cicuiiiiiieiiieeie ettt sttt e site e s te e st e s teesbe e ebaeebaeessaeesebaesnseesares 12
2.2.3  Likert Skala flr MUSKEISCMEIZEN ...ccviiiiiiiiie ettt s tee st e saae et a e s ae e sa e e saaeesares 12
2.2.4  Fragebogen zur SalzaufNahme ......c..ioii i e e 13
2.3 BelOSTUNGSPIOTOKOI ...ttt ettt e e ettt e e et a e e et a e e s tts e e eeasssaaessssaaeassssaaenes 13
2.4 BNG-MRT BIlGEDUNG ...ttt ettt et et ets e st e s ete et etsete et e s etses et e s ese s easesesessens 14
2.5 AUSWErtUNG der MRT-DOLENSGLZE .......cccveeeeeeeeitieeiiieesiieeeitesiee sttt e steestaesstaesstaessssasstasesssssssssessssessseasseens 16
2.6 Kraftmessung der HONAMUSKUIGLUL ............cc.oieeueeiiiesiiesiieesieessiteesiteestteesite s iaesta e s e e s ssasstaassseassssaensees 17
2.7 DOLENEITASSUNG.....oeeeeeeeeeeee et ettt e ettt e e ettt e e et a e e st a e e e atsaaeeasssaaeastssaeeastssaeeasssaaeaasssaaeassssaannes 18
2.8 SEATISTISCRE ANQIYSE ...ttt ettt e ettt e e ettt e e e et e e e ettt s e e etasaeeaassaaeastsaseessssaseesssaaans 18
R =1 -1 131X RN 20
3.1 StUIENTEIINERMEIINNEN ...ttt e et e ettt e ettt e et e et e e st e e sstaessteesaseasasesssaasataasnsnanans 20
3.2 Bewertung der Bildqualitit, des 22Na-MRT-Messprotokolls und des Belastungsprotokolls .................... 21
3.3 Dynamischer Verlauf des Natrium- und Wassergehalts im Muskelgewebe ...............ccccouvvvvveeevreviunannnn. 21
3.4 Vergleich des Natrium- und Wassergehalts zwischen Patientinnen und Gesunden................................ 24
3.5 Korrelation zwischen Handmuskelkraft und Natriumgehalt im Muskelgewebe...............c.cocevevvevvueanen. 26
A, DiSKUSSION .eiiiiiiiiiiiiiiiirnnnnneeetttttteetisisessessssssssnnnssssseseesesssssssssssssssssssssssssessesssssssssssssssssssnnnnnnssseseasesssssssssssns 29
4.1 Wesentliche ErgebnisSSe Aer SLUGIE ..........ccueecuuieeieesiieeieesiteeseesstteesitesstta e st esteesstaesssesssaessseessessssneens 29
4.2 INterpretation der ErgEDINISSE ...........ccueeiueecisesieesiiescteeste et e st e e sttesstteesata e st e ssaestaassesstaasssesesstaensees 29

4.3 Einbettung der Ergebnisse in den bisherigen FOrschungsstand..............ccccccuevvvevcvessiveeiesssivessesesiseennnns 34



4.4 Limit@tioNe@n der SEUIC. .........c..coueeeeeeee ettt ettt ettt et e e eas 35

4.5 Weiterfiihrende wissenschaftliche FrageStellunGen ..............cccueecueeeeeeesiieesiiiesiieesiiesiieesieesseessiesssneens 36
5. SChIUSSTOIZEIUNGEN....ceeeeeeeeiiiiiiiiiiiicciccsrennenreeeeereeeeesssssesssssssssnnnnsssssseesessssssssssssssssnsnnnssssssaessssssssssssssssssnnnnnnns 38
(=T L V=T o =TT 1T o T 39
Eidesstattliche VErsSiCREIrUNE ........ . ettt ccccceesnenneeee s ssssss s s ssssnnnnsesssssssessssssssssssssnnnnnnnnessannnnnns 45
Anteilserklarung an den erfolgten PUBIIKQtioN@N.......cceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiincerrerrenensee s ssssssssssssssseesessessssssssnns 46
Druckexemplar der PUDIIKAtION ...........eeeiiiiiiiiiiieeeciccccceeeseeeeseeeeeeenennsssssseeeeesesseeeesssnnnnssssssssssssssssssaneesssnnnnnns 48
[0 & T=T 0 ] T 61
Komplette PUBIKAtIONSIISTE ......ccceeeeeeeiiiiiciiiiiiiiieieiiieesceeeeeeeeeeeeeeeeeennnnnssssssseeesssseeeessssnnnsssssssssssssassssaseessnnnnnnns 62

DANKSABUNE ....uvrreennnnneeteeiiiiiiiiiiiesssssssssssnnnseseessesessssssssssssssssssnnsssessssssssssssssssssssssssnnnnsesessssssssssssssssssssssnnnnnassesssssses 63



Tabellenverzeichnis
Tabelle 1. Kanadische Kriterien fur die Diagnose ME/CFS. ... 5
Tabelle 2. Fragebogen zum SalzKonSum. ..........oooiiiiiiiiiiiie e 20

Tabelle 3. Natriumgehalt des Gewebes und Wassergehalt des Gewebes.................... 25



Vi

Abbildungsverzeichnis

PN o) oY1 Lo [0 oo T ] N F= 0 | = R 15
Abbildung 2: Methodik der Auswertung der MRT-Datensatze. ..........ccccccccciiiiniininnin. 17
Abbildung 3: 2Na-MRT-Bilder des Unterschenkels einer ME/CFS-Patientin und einer

gesunden KONTrOIPEIrSON ..... ..o e e e e e e e e e e e e eeeeeeennnees 22
Abbildung 4: Natriumgehalt der Unterschenkelmuskulatur.................ccciiiiennn. 23
Abbildung 5: Messung der HandmuskelKraft ... 26
Abbildung 6: Streudiagramme mit linearen Regressionslinien. ............cccccciciieennn. 28

Abbildung 7: Schematische Darstellung eines Myozyten. ..., 30



Vil

Abkurzungsverzeichnis

ANCOVA: Analysis of covariance

A.U.: Arbitrary Unit

BMI: Body mass index

Bzw.: Beziehungsweise

R2R: R2-adrenerger Rezeptor

CFS: Chronisches Fatigue Syndrom

DICOM: Digital imaging and communications in medicine
EBV: Epstein-Barr virus

FA: Flip angle

Kg: Kilogramm

ME: Myalgische Enzephalomyelitis

mM: Millimolar

MRT: Magnetresonanztomographie

Na: Natrium

NaCl: Natriumchlorid

Na-MRT, 22Na-MRT: 2Natrium-Magnetresonanztomographie
NCX: Natrium-Calcium-Austauscher

NHE: Natrium-Protonen-Austauscher

PEM: Postexertionelle Malaise

POTS: Posturales Tachykardiesyndrom

ROI: Region of Interest

ROS: Reaktive Sauerstoffspezies
SARS-Cov2: Severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2
SD: Standard deviation, Standardabweichung
SE: Spin echo

Sog.: Sogenannt

TA: Scan duration

TE: Echo times

TI: Inversion time

TR: Repetition time

T2: Transversal relaxation time

Vs.: Versus

WHO: Weltgesundheitsorganisation



Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Hintergrund

Myalgische Enzephalomyelitis/Chronisches Erschopfungssyndrom (ME/CFS) ist eine
komplexe, schwere Erkrankung, die mit Muskelschmerzen und -ermidung einhergeht.
Die Pathophysiologie von ME/CFS ist bisher ungeklart, es gibt jedoch zahlreiche Hin-
weise auf endotheliale Dysfunktion und Hypoperfusion des Gewebes. Studien weisen
darauf hin, dass ein Ungleichgewicht der lonen in der Skelettmuskulatur, insbesondere
eine Natrium- und nachfolgende Calciumuberladung, eine Folge der Hypoxamie bei
ME/CFS sein konnte. Ziel dieser Studie war es daher, den Natriumgehalt des Muskel-
gewebes von ME/CFS-Patientinnen zu untersuchen und mit dem gesunder Kontrollper-

sonen zu vergleichen.

Methoden

Sechs Patientinnen mit ME/CFS und sechs passende, gesunde Kontrollpersonen unter-
zogen sich einer Natrium-Magnetresonanztomographie (¥®Na-MRT) des linken Unter-
schenkels mit einem klinischen 3T-MRT-Scanner. Die Bildgebung wurde vor und nach
einem dreiminutigen, anaeroben, dynamischen Training durchgefuhrt, wobei die Unter-
schenkelmuskeln durch Plantarflexion belastet wurden. Der dynamische Verlauf des
Natriumgehalts der Unterschenkelmuskulatur wurde Uber einen Zeitraum von 40 Minu-
ten mit Hilfe von Natrium-Referenzphantomen mit NaCl-Losungen und einem speziellen
Plug-in im Open-Source-DICOM-Viewer Horos gemessen. Aulderdem wurde die Hand-
muskelkraft gemessen und mit dem Natriumgehalt der Muskulatur korreliert.

Ergebnisse

In allen Muskelkompartimenten des Unterschenkels waren die Ausgangswerte des Nat-
riumgehalts bei ME/CFS hoher als bei der Kontrollgruppe. In den Extensoren zeigte
sich der grofdte Unterschied im Ausgangswert des Natriumgehalts (Mittelwert+SD;
12,20+1,66mM bei ME/CFS vs. 9,3810,71mM bei Kontrollpersonen, p=0,0034). Direkt
nach dem Training stieg der Natriumgehalt des Gewebes des M. Triceps surae mit
+30% bei ME/CFS (p=0,0005) und +24% bei den Kontrollen (p=0,0007) im M. Gast-
rocnemius medialis an. Der Anstieg des Natriumgehalts im M. Gastrocnemius medialis
nach dem Training war bei ME/CFS starker als bei den Kontrollpersonen mit +30% vs.
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+17% vom Ausgangswert nach 12 Minuten (p=0,0326) und +29% vs. +16% vom Aus-
gangswert nach 15 Minuten (p=0,0265). Im Vergleich zu den Kontrollen wiesen die Pati-
entinnen eine geringere durchschnittliche Handmuskelkraft auf, die mit einem erhohten
durchschnittlichen Natriumgehalt im Muskelgewebe assoziiert war (p=0,0319;
R2=0,3832).

Zusammenfassung

Die 2Na-MRT bietet die Mdglichkeit, die Natriumhomdoostase bei ME/CFS zu untersu-
chen. Der Natriumgehalt der Unterschenkelmuskeln war bei ME/CFS-Patientinnen vor
und nach der Muskelbelastung hoher als bei gesunden Kontrollpersonen. Aul3erdem
wurde eine inverse Korrelation zwischen dem Natriumgehalt und der Handmuskelkraft
festgestellt. Die Ergebnisse unserer Studie deuten darauf hin, dass Natriumuberladung
und konsekutive Calciumuberladung eine Rolle in der Pathophysiologie von ME/CFS
spielen konnte. Mithilfe weiterer Forschung konnte ein therapeutischer Ansatz ermog-
licht werden.
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Abstract

Background

Myalgic Encephalomyelitis/Chronic Fatigue Syndrome (ME/CFS) is a complex and de-
bilitating disease with key symptoms of muscle fatigue and pain. While the distinct path-
ophysiology of ME/CFS remains unclear, there is substantial evidence indicating endo-
thelial dysfunction and tissue hypoperfusion. Research hypothesized that ion imbal-
ances in skeletal muscles, specifically sodium and subsequent calcium overload, may
result from hypoxemia of ME/CFS patients. Thus, this study aimed to evaluate the so-
dium levels in skeletal muscle tissue of ME/CFS patients and compare them to those of
healthy individuals.

Methods

Six female patients with ME/CFS and six corresponding healthy controls underwent So-
dium magnetic resonance imaging (>*Na-MRI) of the left lower leg using a clinical 3T
MR scanner. Imaging was performed before and after three minutes of anaerobic dy-
namic training of plantar flexion to exercise the lower leg muscles. The dynamic pro-
gression of lower leg muscles sodium content over 40 min was measured using sodium
reference phantoms with NaCl solutions and a dedicated plugin in the open-source DI-
COM viewer Horos. Furthermore, handgrip strength was assessed and correlated with

muscle sodium content.

Results

In all lower leg muscle compartments, baseline tissue sodium levels were higher in
ME/CFS than in control subjects. The highest difference in baseline muscle sodium con-
tent between ME/CFS and controls was observed in the anterior extensor muscle com-
partment (meantSD; 12.20+1.66 mM in ME/CFS vs. 9.38+0.71 mM in controls,
p=0.0034). Immediately after exercise, tissue sodium content increased in the triceps
surae muscles with +30% in ME/CFS (p=0.0005) and +24% in controls (p=0.0007) in
the medial gastrocnemius muscle. The increase of sodium content in the medial gas-
trocnemius muscle after exercise was stronger in ME/CFS than in healthy controls with
+30% vs. +17% to baseline at 12 minutes (p=0.0326) and +29% vs. +16% to baseline
at 15 minutes (p=0.0265). Compared to healthy subjects, patients had lower average
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handgrip strength, which was associated with increased average sodium levels of mus-
cle tissue (p=0.0319, R2=0.3832).

Conclusion

23Na-MRI provides the opportunity to study the sodium homeostasis in patients with
ME/CFS. Sodium content of lower leg muscles was higher in ME/CFS patients than in
healthy controls, both before and after exercise. Moreover, an inverse correlation was
found between muscle sodium content and handgrip strength. Our findings suggest that
sodium overload and consecutive calcium overload may play a pivotal role in the patho-
physiology of ME/CFS, indicating that further research could allow for potential thera-
peutic targeting.
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1 Einleitung

1.1 Myalgische Enzephalomyelitis/Chronisches Fatigue Syndrom

Myalgische Enzephalomyelitis/Chronisches Fatigue Syndrom (ME/CFS) ist eine kom-
plexe, chronische Erkrankung unbekannter Ursache, die mit einer erheblichen Ein-
schrankung der Lebensqualitat einhergeht (1-3). Neben persistierender Fatigue leiden
Patient:innen an Kopf-, Hals-, Gelenk- und Muskelschmerzen, Schlafstérungen, neuro-
kognitiven Storungen, grippeahnlichem Krankheitsgefuhl und subfebrilen Temperaturen
(4, 5). Als Kardinalsymptom zahlt die Postexertionelle Malaise (PEM), welche eine un-
proportionale Zunahme der Beschwerden und verlangerte Erholungsphasen nach einer
vorausgegangenen geistigen oder korperlichen Belastung beschreibt (6, 7). Von der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) in der ICD-11 als Krankheit des Nervensystems
klassifiziert, handelt es sich bei ME/CFS um eine der letzten haufigen Krankheiten, die
wenig erforscht ist (8). Somit sind weder kausale Therapiemoglichkeiten noch kurative
Behandlungsmethoden vorhanden. Die weltweite Pravalenz lag prapandemisch ge-
schatzt bei 0,3-0,9%, wobei Frauen ungefahr doppelt so haufig wie Manner betroffen
sind (9, 10). Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 29-35 Jahren (11). In den meisten
Fallen wird die Erkrankung durch eine Infektion ausgelost, bekannte Erreger sind zum
Beispiel Epstein-Barr-Viren (infektiose Mononukleose), Influenzaviren, Enteroviren oder
SARS-CoV-2-Viren (12-14). Als prazipitierende Faktoren gelten auRerdem psychosozi-
aler Stress, Uberlastung und HWS-Traumata (11). Es existieren keine diagnostischen
Biomarker, nach Ausschluss anderer Ursachen fur die Symptomatik - als Differentialdi-
agnosen kommen beispielsweise Autoimmunerkrankungen, Neoplasien oder Herzinsuf-
fizienz infrage - wird ME/CFS anhand von Anamnese, korperlicher Untersuchung und
verschiedener Fragebdgen diagnostiziert (15). Am haufigsten verwendet werden hierbei
die sogenannten (sog.) ,Kanadischen Kriterien fur die Diagnose ME/CFS* (1), die ,|OM
2015 Diagnostischen Kriterien“ (16) und die ,Diagnostischen Kriterien fur das Chroni-

sche Fatigue Syndrom nach Fukuda® (17).

Tabelle 1. Kanadische Kriterien flir die Diagnose ME/CFS.

1. Erschopfung/ Fatigue und Zustandsverschlechterung nach Belastung
[l deutliches Ausmal einer neu aufgetretenen, anderweitig nicht erklarbaren, andauernden
korperlichen oder mentalen Erschépfung, die zu einer erheblichen Reduktion des Aktivtatsni-
veaus flhrt
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0

0

Erschopfung, Verstarkung des schweren Krankheitsgefiihls und/oder Schmerzen nach Belas-
tung mit einer verzdgerten Erholungsphase (meist mehr als 24 Stunden, kann Tage dauern)
Die Symptome kdnnen durch jede Art von kdrperlicher oder mentaler Anstrengung oder Stress
verschlechtert werden

2. Schlafstérungen

U
U
U
U

Einschlafstérung
Durchschlafstérung

Veranderter Tag-Nacht-Rhythmus
Schlaf flihrt zu keiner Erholung

3. Schmerzen

U
U
U

Gelenkschmerzen
Muskelschmerzen
Kopfschmerzen

4. Neurologische/ Kognitive Manifestation

0

I I A

Beeintrachtigung der Konzentrationsfahigkeit und des Kurzzeitgedachtnisses

Schwierigkeiten mit der Informationsverarbeitung

Wortfindungsstérungen

Lesestorungen

Wahrnehmungs- und Sinnesstérungen

Desorientierung oder Verwirrtheit

Bewegungskoordinationsstérungen

Es kommt zu Uberlastungserscheinungen (Riickfalle und/oder Angste) durch: zu viele Informa-
tionen, zu viele Sinneseindriicke (zum Beispiel Licht, Larm), zu viel Stress

5. Autonome Manifestation

O

Schnelle Lagewechsel (v.a. Liegen zum Stehen) flihren zu Schwindel und/oder ,Schwarzwer-
den vor Augen®

Bei Lagewechsel tritt Herzrasen auf (POTS)

Schwindel und Benommenheit

Extreme Blasse

Darmstorungen (diffuse Schmerzen, Brennen, Blahungen)

Blasenstérungen

Palpitation (Herzklopfen)

Atemnot bei leichter Belastung

6.N

I

uroendokrine Manifestation

Anpassung Kdrpertemperatur gestort

Schwitzen, fiebriges Geflhl

Hitze oder Kalte nicht gut vertragen

Kalte Extremitaten (kalte Hande oder FiiRe)

Gewichtszunahme oder abnormaler Appetit

Gewichtsabnahme

Stress ist schlechter zu verarbeiten, Stress flihrt zu einer Verstarkung der Erschépfung und
emotionaler Unsicherheit

7. Immunologische Manifestation

U
U
U
U
U

Schmerzhafte Lymphknoten

Wiederkehrende Halsschmerzen

Neue Allergien/ Bereits bestehende Allergien haben sich verandert

Grippeahnliche Symptome oder allgemeines Krankheitsgefiihl

Uberempfindlichkeit, Unvertréglichkeit von Nahrungsmitteln, Medikamenten, Chemikalien

Erlauterung zur Auswertung

Die Erkrankung muss fiir mindestens 6 Monate bestehen, um CFS von einer postinfektiésen
Fatigue abzugrenzen.

Fur die Diagnose CFS/ME miissen die Kriterien (1) Fatigue, Zustandsverschlechterung nach
Belastung (post exertionelle Malaise = PEM*) alle erflillt sein, mindestens eines bei (2) Schlaf-
stérungen** und (3) Schmerzen**; zwei oder mehr bei (4) neurologische / kognitive Manifestati-
onen und eins oder mehrere Symptome von mindestens zwei der Kategorien (5) autonome, (6)
neuroendokrine und (7) Immunmanifestationen.

*Die Zustandsverschlechterung tritt nach leichter korperlicher oder mentaler Belastung auf und
ist ausgepragt und langer anhaltend, meist fiir mehr als 24 Stunden. Inzwischen besteht Kon-
sens, dass auch 14 Stunden als Diagnosekriterium ausreichen (Cotler J, Diagnostics, 2018).
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Wahrend Sport Erschépfung bei vielen Erkrankungen bessert, fiihrt es bei CFS zu Zustands-
verschlechterung.

- **Es gibt eine kleine Gruppe von Patienten, die keine Schlafstérungen oder Schmerzen haben.
Wenn die Erkrankung mit einer Infektion begonnen hat, sollte die Diagnose CFS/ME auch in
Eragung gezogen werden.

- CFS st eine Ausschlussdiagnose. CFS-Symptome kdnnen auch bei anderen Erkrankungen
auftreten. Haufige komorbide Erkrankungen bei CFS sind: Fibromyalgie, Reizdarm, Hashimoto
Thyreoiditis.

Die genaue Pathophysiologie von ME/CFS ist bis dato noch nicht geklart. Immer mehr
Studien weisen jedoch darauf hin, dass eine Dysregulation des Immunsystems und des
autonomen Nervensystems sowie eine gestorte Gefaliregulation eine Rolle in der Ent-
stehung beziehungsweise (bzw.) Aufrechterhaltung der Erkrankung ME/CFS spielen
(18-21). Viele Patient:innen mit ME/CFS leiden unter Symptomen, die auf eine Fehlre-
gulation des autonomen Nervensystems hindeuten: Schwindel, Tachykardie und Blut-
druckschwankungen. Insbesondere das posturale Tachykardiesyndrom (POTS) mit or-
thostatischer Intoleranz und lageabhangiger Tachykardie findet sich bei vielen Pati-
ent:innen als Komorbiditat (22, 23). Es wird angenommen, dass endotheliale Dysfunk-
tion, Hypoperfusion der Muskeln und ein gestorter zerebraler Blutfluss mitverantwortlich
sind fur Symptome wie Mudigkeit, Erschopfung, kognitive Stérungen, PEM und Muskel-
schmerzen (24-26).

1.2 Muskelschmerzen und Muskelerschopfung bei ME/CFS

Muskelschmerzen, -ermidung und -kraftlosigkeit werden zwar zu den Hauptsymptomen
von ME/CFS gezahlt, jedoch leiden nicht alle Patient:innen mit ME/CFS darunter. Es
wird davon ausgegangen, dass es eine Subgruppe an Patient:innen gibt, bei denen
Symptome wie Muskelschmerzen und Muskelerschépfung im Vordergrund stehen (27,
28). Zur Beurteilung von Muskelermudung und -ermudbarkeit dient die Handmuskel-
kraftmessung mittels eines Dynamometers, wobei die Handgreifkraft in Kilogramm (kg)
gemessen wird (29). Bereits in mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass Pati-
ent:innen mit ME/CFS im Vergleich zu gesunden Personen eine reduzierte Muskelkraft
und erhohte Muskelermudbarkeit aufweisen (30-32). In einer Studie korrelierte die maxi-
male Handmuskelkraft bei Patient:innen mit ME/CFS mit der maximalen Sauerstoffauf-
nahme und der maximalen korperlichen Leistungsfahigkeit (33). Bislang gibt es im klini-
schen Alltag — abgesehen von Fragebdgen und der Muskelkraftmessung — jedoch keine
diagnostischen Methoden, welche die teils schwerwiegenden muskularen Beschwerden
der Patient:innen mit ME/CFS objektivieren konnen.
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Basierend auf den Studienergebnissen erhohter dysfunktionaler 32-Adrenorezeptor
(R2R)- und M3-Muscarin-Acetylcholinrezeptor (M3R)-Antikdrpern bei Patient:innen mit
ME/CFS wird angenommen, dass einige Symptome der Erkrankung durch eine Vermin-
derung des Blutflusses beeinflusst werden. Da 32R und M3R wichtige gefallerwei-
ternde Wirkungen haben, kann davon ausgegangen werden, dass ihre Fehlfunktion zu
einer Gefallverengung und Hypoxamie fuhrt (20). Mehrere Studien zeigten eine vermin-
derte maximale Sauerstoffaufnahme und eine verminderte Sauerstoffversorgung der
Muskeln bei ME/CFS (34-36). Patient:innen mit ME/CFS schnitten in einer kontrollierten
Studie mit wiederholter kardiopulmonaler Belastung schlechter ab als gesunde Kontroll-
personen, sie erreichten die anaerobe Schwelle und die maximale Belastungsgrenze
bereits bei einem viel niedrigeren Sauerstoffverbrauch als die gesunden Kontrollperso-
nen (37). In einer anderen Studie zeigten Patient:innen mit ME/CFS eine erhohte in-
tramuskulare Azidose und Anomalien bei der Erholung des muskularen pH-Wertes
nach standardisierter Ubung der Wadenmuskulatur (38). Im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen wurde bei ME/CFS-Patient:innen ein abnorm verlangerter Protonen-
ausfluss unmittelbar nach Belastung der Muskulatur und auch bei maximaler Belastung
festgestellt (39).

Die Ermudbarkeit der Muskulatur wird durch einen adaquaten Blutfluss und die Funktion
der Na+-K+-ATPase beeinflusst. Da 32R die Na+-K+-ATPase im Skelettmuskel stimu-
liert, konnte ein dysfunktionaler 2R zu einer unzureichenden Stimulation der Na+-K+-
ATPase fuhren (40-42). Storungen des lonenhaushalts in der Skelettmuskulatur, unter
anderem eine Natriumuberladung und eine sekundare Calciumuberladung, werden als
Folgen der Hypoxamie bei ME/CFS und als Ursache der muskularen Beschwerden ver-
mutet (43). Ausgehend von dieser Hypothese konzentrierte sich unser Studienprojekt
auf den Natriummetabolismus in Skelettmuskelzellen von ME/CFS-Patientinnen vor und

nach Belastung der Muskulatur.

1.3 Natrium-MRT

Mit der 22Natrium-Magnetresonanztomographie (*Na-MRT, Na-MRT) wurde in den letz-
ten Jahrzehnten bzw. Jahren eine zuverlassige, nichtinvasive Methode zur Quantifizie-
rung des Natriumspiegels im Gewebe etabliert. Die 22Na-MRT liefert neue biochemi-
sche Informationen als Erganzung zur Protonen-MRT und kann in vielen Teilen des
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Korpers zur Beurteilung von Gewebeveranderungen infolge von Krankheiten eingesetzt
werden (44-46). Die 2Na-MRT diente bereits bei verschiedenen klinisch relevanten Fra-
gestellungen als Untersuchungsmethode, unter anderem wurden Patient:innen mit arte-
rieller Hypertonie (47), Herzinsuffizienz (48), Hyperaldosteronismus (49), akuter Nie-
reninsuffizienz (50), Hirntumoren (51), Krebserkrankungen (52), Multipler Sklerose (53,
54) und Diabetes Mellitus (55) untersucht. Aul3erdem wurden verschiedene Muskeler-
krankungen in 2Na-MRT-Studien untersucht (56, 57). Bei Patient:innen mit der Muskel-
kanalopathie Hyperkaliamische periodische Paralyse beispielsweise wurde in einer
2Na-MRT-Studie eine intrazellulare Natriumakkumulation wahrend episodischer
Schwache nach muskularer Belastung festgestellt (58). Auch die Duchenne-Muskeldys-
trophie wird mit erhdhtem Gewebenatrium in Verbindung gebracht (59, 60). Einige For-
scher:innen flihrten bereits 22Na-MRT Studien mit Bildgebung nach einer Muskelbelas-
tung oder Sportubung durch. In mehreren Studien wurden bei gesunden Proband:innen
nach Muskelbelastung erhohte Natriumwerte im zuvor beanspruchten Muskelgewebe
nachgewiesen. Nach einer Ruhephase kehrten die Natriumwerte wieder auf die ur-

sprunglichen Ausgangswerte zuruck (61-63).

1.3 Fragestellungen und Zielsetzungen

Das Ziel dieser Forschungsarbeit war es, mittels 22Na-MRT den Natriumgehalt des
Muskelgewebes der Unterschenkelmuskulatur zu erfassen und aulRerdem den Natrium-
gehalt der Patientinnen mit ME/CFS mit dem Natriumgehalt der gesunden Kontrollper-
sonen zu vergleichen. Im Fokus stand dabei die kontinuierliche Messung des Natrium-
gehalts Uber die Zeit nach einem dynamischen Krafttraining der Unterschenkelmuskula-
tur. Hierbei wurde nach der Muskelbelastung uber 40 Minuten lang der Verlauf des Nat-
riumgehalts von Patientinnen mit ME/CFS im Vergleich zu dem der Probandinnen aus

der gesunden Kontrollgruppe gemessen.
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2 Methodik

2.1 Studiendesign

Die Durchfihrung der Studie erfolgte nach Genehmigung der Ethikkommission der Cha-
rité (EA4/108/19) und gemal den Prinzipien der Deklaration von Helsinki. Alle Testper-
sonen wurden sowohl mundlich als auch schriftlich aufgeklart, und eine schriftliche Ein-
willigung wurde vor der Teilnahme eingeholt. Fur die Pilotstudie wurden insgesamt
sechs Patientinnen mit ME/CFS rekrutiert, und aul3erdem sechs gesunde Probandin-
nen, welche die Kontrollgruppe bildeten. Die Rekrutierung der Patientinnen erfolgte zwi-
schen August 2020 und November 2020 am Institut fur Medizinische Immunologie der
Charité, wo die Patientinnen zuvor in der ME/CFS Sprechstunde des Fatigue Centrums
mit der Erkrankung ME/CFS diagnostiziert wurden. Die Einschlusskriterien waren fol-
gende: Erfullung der ,Kanadischen Konsensus Kriterien®, Vorliegen einer signifikanten
Fatigue nach der ,Chalder Fatigue Skala“, ME/CFS ausgelOst durch eine Infektion,
Muskelschmerzen >5 (Schmerzen bewertet auf einer Likert-Skala von O=keine bis
10=am starksten), ,Bell-Score“ von 20-40, weibliches Geschlecht und Alter zwischen 20
und 45 Jahren. Die Kontrollpersonen hatten keine Vorerkrankungen und waren passen-
den Alters, Geschlechts und Body Mass Indexs (BMIs). Aulerdem nahmen sie keine
Medikamente ein, insbesondere keine, die die Muskelfunktion beeinflussen oder beein-
trachtigen konnen, hatten sitzende Tatigkeiten und machten weniger als drei Stunden
Sport pro Woche (64). Nicht in die Studie eingeschlossen wurden Personen mit Klaust-
rophobie oder MRT-inkompatiblen implantierten Geraten wie zum Beispiel einem Herz-
schrittmacher (65, 66).

2.2 Datenerhebung

Es wurden Gewicht, GroRe und BMI der Studienteilnehmerinnen dokumentiert. Des

Weiteren wurden den Studienteilnehmerinnen die folgenden Fragebdgen ausgehandigt.

2.2.1 Skala des Grads der Behinderung nach David Bell

Zur Einschatzung des Schweregrades der Erkrankung wurden die Patientinnen mit
ME/CFS gebeten, die ,Skala des Grads der Behinderung nach David Bell“ auszufullen,
welcher einen Malstab fur Behinderung und Einschrankung bei CFS/ME darstellt (67).
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- 100 Punkte: Keine Symptome in Ruhe; keine Symptome in Ruhe und bei kérperlicher
Belastung; insgesamt ein normales Aktivitatsniveau; ohne Schwierigkeiten in der Lage,
Vollzeit zu arbeiten

- 90 Punkte: Keine Symptome in Ruhe; leichte Symptome bei korperlicher und geistiger
Belastung; insgesamt ein normales Aktivitatsniveau; ohne Schwierigkeiten in der Lage,
Vollzeit zu arbeiten

- 80 Punkte: Leichte Symptome in Ruhe; die Symptome verstarken sich durch Belastung;
nur bei Tatigkeiten, die anstrengend sind, ist eine geringfugige Leistungseinschrankung
spurbar; mit Schwierigkeiten in der Lage, an Arbeitsplatzen, die Kraftanstrengungen er-
fordern, Vollzeit zu arbeiten

- 70 Punkte: Leichte Symptome in Ruhe; deutliche Begrenzungen in den taglichen Aktivi-
taten spurbar; der funktionelle Zustand betragt insgesamt etwa 90% der Norm — mit Aus-
nahme von Tatigkeiten, die einer Kraftanstrengung bedurfen; mit Schwierigkeiten in der
Lage, Vollzeit zu arbeiten

- 60 Punkte: Leichte Symptome in Ruhe; deutliche Begrenzungen in den taglichen Aktivi-
taten splrbar; Der funktionelle Zustand betragt insgesamt etwa 70%—90% der Norm;
Unfahig, einer Vollzeitbeschaftigung nachzugehen, wenn dort kérperliche Arbeit gefor-
dert wird; aber in der Lage, Vollzeit zu arbeiten, wenn es um leichte Arbeiten geht und
die Arbeitszeit flexibel gehandhabt werden kann

- 50 Punkte: Mittelschwere Symptome in Ruhe; mittelschwere bis schwere Symptome bei
korperlicher Belastung oder Aktivitat; der funktionelle Zustand ist auf 70% der Norm re-
duziert; unfahig, anstrengende Arbeiten durchzufiihren, aber in der Lage, leichte Arbei-
ten oder Schreibtischarbeit fur 4-5 Stunden taglich durchzufihren, wobei Ruhepausen
bendtigt werden

- 40 Punkte: Mittelschwere Symptome in Ruhe; mittelschwere bis schwere Symptome bei
Belastung oder Aktivitat; der funktionelle Zustand ist auf 50%-70% der Norm reduziert;
unfahig, anstrengende Arbeiten durchzuflhren, aber in der Lage, leichte Arbeiten oder
Schreibtischarbeit fir 3-4 Stunden taglich durchzufihren, wobei Ruhepausen bendtigt
werden

- 30 Punkte: Mittelschwere bis schwere Symptome in Ruhe; schwere Symptome bei jegli-
cher Belastung oder Aktivitat; der funktionelle Zustand ist auf 50% der Norm reduziert; in
der Regel ans Haus gefesselt; unfahig, anstrengende Arbeiten durchzufiihren, aber in
der Lage, leichte Arbeiten oder Schreibtischarbeit fur 2-3 Stunden taglich durchzufihren,

wobei Ruhepausen bendtigt werden
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- 20 Punkte: Mittelschwere bis schwere Symptome in Ruhe; schwere Symptome bei jegli-
cher Belastung oder Aktivitat; der funktionelle Zustand ist auf 30%-50% der Norm redu-
zZiert; bis auf seltene Ausnahmen unfahig, das Haus zu verlassen; den gréfiten Teil des
Tages ans Bett gefesselt; unfahig, sich mehr als eine Stunde am Tag zu konzentrieren

- 10 Punkte: Schwere Symptome in Ruhe; die meiste Zeit bettlagerig; ein Verlassen des
Hauses ist nicht méglich; deutliche kognitive Symptome, die eine Konzentration verhin-
dern

- 0 Punkte: Standig schwere Symptome; immer ans Bett gefesselt; unfahig zu einfachsten

PflegemalRnahmen

2.2.2 Chalder Fatigue Skala

AuRerdem erhielten die Patientinnen mit ME/CFS die ,Chalder Fatigue Skala“, mithilfe
derer eingeschatzt werden kann, ob eine signifikante Fatigue vorliegend ist (68). Die
Antworten wurden dabei angegeben von 0 (weniger als Ublich) bis 3 (sehr viel mehr als
ublich):

- Ist Mudigkeit ein Problem fir Sie?

- Mdssen Sie 6fter ausruhen?

- Fuhlen Sie sich mude oder schlafrig?

- Haben Sie Schwierigkeiten, Dinge in Angriff zu nehmen?

- Mangelt es Ihnen an Energie?

- Haben Sie weniger Kraft in lhren Muskeln?

- Fuhlen Sie sich schwach?

- Fallt es Ihnen schwer, sich zu konzentrieren?

- Passieren lhnen Versprecher beim Reden?

- Fallt es Ihnen schwer, klar zu denken?
Bzw. von 0 (besser als Ublich) bis 3 (sehr viel schlechter als Ublich):

- Wie ist Ihr Gedachtnis?
Auswertung: 0—-1 =0, 2-3 = 1, 2 4 Punkte = ,;signifikante Fatigue*

2.2.3 Likert Skala fur Muskelschmerzen

Um die subjektiven Beschwerden der Patientinnen quantitativ zu erfassen, wurde die
Likert-Skala fur die Muskelschmerzen angewendet (69). Die Patientinnen wurden gebe-
ten, ihre taglichen Muskelschmerzen auf einer Skala von 0 (keine Schmerzen) bis 10
(starkste Schmerzen) anzugeben.
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2.2.4 Fragebogen zur Salzaufnahme

Das Verhalten der Studienteilnehmerinnen bezuglich der Salzaufnahme im taglichen
Leben wurde semiquantitativ durch einen Fragebogen bestimmt (70, 71).

Die Skala der Antwortmaoglichkeiten reichte von 1 (stimme Uberhaupt nicht zu) bis 10
(stimme vollstandig zu). Die Fragen sowie die Auswertung des Salzfragebogens sind

der Tabelle 2 im Kapitel 3.1 zu entnehmen.

2.3 Belastungsprotokoll

Nach umfassender Literaturrecherche etablierten wir ein eigens fur die Studie konzipier-
tes Belastungsprotokoll (56, 61-63). Alle Studienteilnehmerinnen wurden instruiert, sich
vor der MRT-Untersuchung eine Woche lang weder sportlich zu betatigen noch inten-
sive Beinbewegungen auszufuhren. Am Tag der Untersuchung wurden die Patientinnen
mit dem Taxi von zu Hause abgeholt und zum Deutschen Herzzentrum Berlin - wo die
MRT-Untersuchung stattfand - gebracht, wahrend die gesunden Kontrollpersonen 6f-
fentliche Verkehrsmittel oder das Auto benutzten, um ihre Muskeln nicht anzustrengen.
Die Bildgebung der linken Waden der Studienteilnehmerinnen erfolgte nach einer Ruhe-
zeit von 30 Minuten in liegender Position. Somit wurde eine konstante Verteilung des
interstitiellen Volumens erreicht und vergleichbare Ruhezustande der Muskeln gewahr-
leistet (72). Nach der anfanglichen Baseline-Bildgebung wurden die Probandinnen ge-
beten, von der MRT-Liege aufzustehen und die Muskelbelastung (Plantarflexion, sog.
.Heel raises” aus dem Stand) durchzufihren, um den Musculus triceps surae zu trainie-
ren. Das Belastungsprotokoll umfasste drei Minuten anaerobes dynamisches Training.
Die Plantarflexion wurde durchgefuhrt, indem sich die Probandinnen nach Anheben der
Fersen gegen das eigene Korpergewicht auf die Zehenspitzen stellten. Folgend wurden
die Fersen wieder auf den Boden gesetzt. Die Ubung erfolgte mit einer Frequenz von
30, insgesamt fuhrten die Probandinnen die Plantarflexion also 90-mal hintereinander
durch. Unmittelbar nach der Muskellibung legten sich die Probandinnen fur den zweiten
Durchgang des Messprotokolls wieder in den MRT-Scanner. Herzfrequenz und Blut-
druck wurden parallel zur Bildaufnahme vor und nach der Muskelbelastung gemessen.
Hierzu wurde ein oszillometrisches Dinamap pro-100-Gerat (Critikon, Milwaukee, WI,
USA) verwendet (73).
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2.4  2Na-MRT Bildgebung

Im klinischen Alltag wird fast ausschlieBlich die auf Wasserstoffkern ('H) bzw. Protonen
basierte Magnetresonanztomographie ('H-MRT) eingesetzt, welche einen hohen
Weichgewebekontrast aufweist und im Gegensatz zur Computertomographie ohne ioni-
sierende Strahlung auskommt. Die MRT basiert auf dem physikalischen Prinzip, dass
Atomkerne mit einer ungeraden Anzahl an Protonen oder Neutronen (wie zum Beispiel
'H) im Grundzustand einen Kernspin besitzen und dadurch ein Magnetfeld induzieren.
Diese ungeordneten Magnetfelder kompensieren sich im menschlichen Kérper gegen-
seitig. Durch das Magnetfeld der MRT kommt es jedoch zu einer parallelen oder antipa-
rallelen Ausrichtung der Atomkerne. Die Anregung der Kernspins zur sog. transversalen
Magnetisierung wird durch Einwirkung von Hochfrequenzwellen induziert. Bei Wegfall
des Impulses nehmen die transversale Magnetisierung und damit das MRT-Signal ab
und es kommt zur Abgabe von Energie an die Umgebung (Spin-Gitter-Wechselwirkung,
T1, longitudinale Relaxation) und zum Energieaustausch der Spins untereinander (Spin-
Spin-Wechselwirkung, T2, transversale Relaxation). Diese freiwerdenden Impulse wer-
den gemessen und der Bildkontrast kann durch die T1- und T2-Gewichtung bestimmt
werden (74). Natrium, bzw. dessen stabiles Isotop 2°Na, ist aufgrund seiner Konzentra-
tion und Eigenschaften ebenfalls ein gut detektierbarer Kern im menschlichen Korper.
Allerdings ist 22Na im Vergleich zu 'H nicht nur in einer viel kleineren Konzentration vor-
handen, sondern weist auch ein kleineres gyromagnetisches Verhaltnis auf, welches zu
einer geringeren Kernspinresonanz-Empfindlichkeit fuhrt. Durch die dadurch erforderli-
che Aufnahmetechniken mit einem niedrigen Signal-zu-Rauschen-Verhaltnis (engl. Sig-
nal-to-noise ratio, SNR) sind sehr sensitive, speziell eingestellte Sender/Empfanger-
Spulen und Sequenzen fur die Natrium-Bildgebung nétig (75, 76).

Zur Bildgebung in unserer Studie diente ein in der klinischen Routine genutzter 3 Tesla
MRT-Scanner (Philips Ingenia, Software-Release 5.6.1, Philips Healthcare, Best, Nie-
derlande) mit einer 22Na Sende-/Empfangs-Spule des Knies (Rapid Biomedical, Rimpar,
Deutschland). Hierbei wurde eine 2D-spoiled Gradienten-Multiechosequenz mit Fly-
back-Gradienten verwendet (12 Echos; Echozeit, echo times TE = 2.44ms + n x
3.05ms; Wiederholungszeit, repetition time TR = 100 ms; Anregungswinkel, flip angle
FA = 90°; Auflésung, measured resolution = 3 x 3 x 30mm?, 132 Mittelwerte, Gesamt-
aufnahmezeit, scan duration TA = 14min).
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Gemeinsam mit dem linken Unterschenkel der Probandinnen wurden als Referenzstan-
dard vier Kalibrierungsphantome mit wassrigen Kochsalzldsungen gescannt (47). Die
vier Phantome beinhalteten Konzentrationen von 10, 20, 30 und 40 mmol/L (mM) Natri-
umchlorid (NaCl). Mittels '"H-MRI wurde der Wassergehalt des Gewebes gemessen.
Verwendet wurde hierbei eine fettgesattigte Inversions-SE-Sequenz (Inversionszeit, in-
version time Tl = 210 ms; Gesamtaufnahmezeit, scan duration TA = 6,27 min; Echozeit,
echo times TE = 12 ms; Wiederholungszeit, repetition time TR = 3000 ms; Anregungs-
winkel, flip angle FA = 90-; 1 Durchschnitt, Auflésung = 1,5 x 1,5 x 5 mm3), die bereits
in vorherigen Studien etabliert und validiert wurde (48, 70).

Abbildung 1: #*Na-MRT. (A) Klinischer 3 Tesla MR-Scanner mit einer ’Na Sende-/Empfangs-
Spule des Knies (B) Nahaufnahme der (geéffneten) 2*Na Sende-/Empfangs-Spule des Knies, in
die der Unterschenkel platziert wird. Der breiteste Umfang des Unterschenkels liegt dabei an
der mit dem Pfeil markierten Stelle (Fotos: Elisabeth Petter).

Zur Verarbeitung der 2Na-MRT-Datensatze wurde vom Physiker des Studienteams ein
spezielles Postprocessing-Plugin programmiert. Die Bildrekonstruktion erfolgte dann
mithilfe dieses Plugins in Horos (,open source software®, https://horosproject.org, ge-
sponsert von Nimble Co LLC, Purview, Annapolis, Maryland, Vereinigte Staaten von
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Amerika). Das Plugin mit Moglichkeit der Anwendung eines sog. ,Moving Average Fil-
ters” diente hauptsachlich zur Bewertung der dynamischen Veranderung des intramus-
kularen Natriumspiegels wahrend der 40-minutigen Messdauer. Es wurde nicht wie
sonst ublich ein gemitteltes Bild Uber die gesamte Messdauer erstellt, sondern es er-
folgte die Ausgabe von 160 Einzelbildern, um nachtraglich entscheiden zu kdnnen, aus
welchem Zeitbereich der Messung die Mittelung des Natriumsignals bzw. die Rekon-
struktion der Bilder stattfinden soll. Die Mittelung des 23Na-Signals erfolgte tber die ers-
ten drei Echos der Multi-Echo-Akquisition, die bei Echozeiten, echo times TEn =
2,44ms, 5,49ms und 8,54ms erfasst wurden, wodurch die Visualisierung auf lange T2*-
Natriumkomponenten beschrankt wurde. Mithilfe des ,Moving Average Filters® erfolgte
die dynamische Rekonstruktion der Daten Uber die gewahlte Messdauer. Somit wurde
eine komplexe, retrospektive Mittelwertbildung aus einer eigens definierten Teilmenge
aus 80 Mittelwerten und Echos mit kleineren zeitlichen Abschnitten ermdglicht. Die
MRT-Bilder wurden schlielich fur die folgenden Zeitpunkte rekonstruiert: vor Belastung
und eine, drei, sechs, neun, 12, 15, 25 und 40 Minuten nach der Belastung (73).

2.5 Auswertung der MRT-Datensatze

Nachdem die MRT-Bilder in das Programm Horos (,0pen source software®, https://horo-
sproject.org, gesponsert von Nimble Co LLC, Purview, Annapolis, Maryland, Vereinigte
Staaten von Amerika) zur medizinischen Bildbetrachtung und -bearbeitung geladen
wurden, wurden die Regions of Interest (ROIs) so zentral wie moglich mithilfe des ana-
tomischen Bildes (T1-gewichtete Spoiled-Gradienten-Echo-Sequenz) als Leitlinie ge-
zeichnet. Die ROIs wurden Uber dem Hintergrund (0 mM NaCl) und Uber den vier Refe-
renzphantomen gezeichnet und in willkarlicher Einheit/ ,arbitrary unit* (a.u.) gemessen.
Wichtige ROIls umfassten den groten Unterschenkelmuskel (Musculus triceps surae,
bestehend aus dem medialen und lateralen Musculus gastrocnemius und dem Muscu-
lus soleus) und die Streckmuskeln/ Extensoren des vorderen Beinkompartiments (Mus-
culus tibialis anterior, Musculus extensor hallucis, Musculus extensor digitorum und
Musculus fibularis), die bei der durchgefuhrten Muskelbelastung nicht trainiert wurden
und daher als interne Kontrollen dienten. Natriumreiche Bereiche wie beispielsweise
prominente Gefaldstrukturen wurden bei der Messung ausgeschlossen, um verfalschte

intramuskulare Natriumwerte zu vermeiden. Die jeweiligen Signalintensitaten der Refe-
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renzphantome dienten als Kalibrierstandards. Fur jeden einzelnen Zeitpunkt der Mes-
sung (sowohl vor Belastung als auch im Verlauf nach Belastung) wurde mithilfe einer
linearen Trendanalyse in Microsoft Excel (Version 16.54, Microsoft, Redmond,
Washington, Vereinigte Staaten von Amerika) der Natriumgehalt des Gewebes gemes-
sen, indem die Intensitat in die entsprechende Natriumkonzentration umgerechnet
wurde (77). Als primarer Endpunkt der Studie wurde der absolute Natriumgehalt des
Muskelgewebes des Unterschenkels definiert. Eine grafische Zusammenfassung zur
Methodik der Auswertung der MRT-Datensatze ist in Abbildung 2 dargestellt (73).

SignalA
Regions of Interest (ROIs) {Ztsrisny
o Measured ROIs:
Linear Trend
Analysis for Each
Point in Time

10 20 30 40 Nat
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Tissue Sodium Content Over Time

—_ N W A
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Abbildung 2: Methodik der Auswertung der MRT-Datensétze. Nachdem in den MRT-Bildern die
Regions of Interest (ROIs) in Horos tber dem Hintergrund, den vier Referenzphantomen und
den Muskeln und Muskelkompartimenten des Unterschenkels eingezeichnet wurden, wurden
die Signalintensitdten der ROls (in willkiirlicher Einheit, arbitrary unit, a.u.) mithilfe einer linearen
Trendanalyse in den Natriumgehalt (in mM) umgerechnet. Anschliel3end wurde fiir jeden Zeit-
punkt der Messung der Natriumgehalt (in mM) des Gewebes des jeweiligen Muskels bzw. der
Jeweiligen Muskelgruppe berechnet (modifiziert nach Petter et al., 2022).

2.6 Kraftmessung der Handmuskulatur

Bei allen Studienteilnehmerinnen wurde in zwei getrennten Sitzungen die Handmuskel-
kraft mit einem elektrischen Dynamometer (CAMRY, Modell: SCACAM-EH101) gemes-
sen, um die muskulare Kraft und Ermidung zu beurteilen. Die Patientinnen und die
Kontrollpersonen sal3en hierfur in einer aufrechten Position und legten den Unterarm
der dominanten Hand in Supination auf einen Tisch. Der Griff des elektrischen Dynamo-

meters wurde zehn Mal hintereinander mit maximaler Kraft fur drei Sekunden gezogen.
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Nach jedem Zug erfolgte eine funf-sekiundige Entspannungsphase. Ein zweiter Durch-
gang der Messung wurde nach einer Erholungspause von 60 Minuten durchgefihrt (31,
78). Alle Werte (in kg) wurden manuell notiert und im Anschluss in Microsoft Excel (Ver-
sion 16.54, Microsoft, Redmond, Washington, Vereinigte Staaten von Amerika) doku-

mentiert.

2.7 Datenerfassung

Klinische Charakteristika der Studienteilnehmerinnen wurden sowohl aus den internen
elektronischen Patientenakten (SAP, SAP SE, Walldorf, Deutschland) gesammelt als
auch eigens erhoben. Zur Datensammlung und -dokumentation wurde Microsoft Excel
(Version 16.54, Microsoft, Redmond, Washington, Vereinigte Staaten von Amerika) be-
nutzt. Alle Patientendaten wurden pseudonymisiert, die Namen wurden durch eine
zweistellige Identifikationsnummer ersetzt. Nur autorisierte Mitglieder des Studienteams
hatten Zugriff auf die verschlusselten Daten.

2.8 Statistische Analyse

Alle im Rahmen der Studie erhobenen Daten wurden mittels GraphPad Prism (Version
9.0.2, GraphPad Software, San Diego, Kalifornien, Vereinigte Staaten von Amerika) sta-
tistisch analysiert. Mit dem Shapiro-Wilk-Test und dem Kolmogorov-Smirnov-Test
wurde zunachst die Verteilung der Daten getestet. Kontinuierliche Daten wurden, sofern
nicht anders angegeben als Mittelwerte mit Standardabweichung (+SD) dargestellt. Die
95%-Konfidenzintervalle wurden berechnet, und ein p-Wert kleiner gleich 0,05 wurde fur
alle statistischen Testungen als signifikant angesehen. Die p-Werte sind unkorrigiert
und sollten aufgrund von Mehrfachtestungen als deskriptiv angesehen werden. Um den
zeitlichen Verlauf des Natrium- und Wassergehalts im Muskelgewebe zu testen, wurde
der gepaarte t-Test innerhalb der Gruppen verwendet. Der gepaarte t-Test diente auch
dafur, die beiden Sitzungen der Handkraftmessung innerhalb der Gruppen zu verglei-
chen. Der ungepaarte t-Test wurde verwendet, um die Unterschiede im Natrium- und
Wassergehalt des Gewebes, in den Charakteristika und in der Handgriffstarke zwischen
Patientinnen mit ME/CFS und Kontrollpersonen zu testen. Unterschiede in der Ab-
nahme des Natriumgehalts nach den Spitzenwerten wurden durch den Vergleich von
linearen Regressionslinien bewertet, wobei es sich um eine Anwendung der ANCOVA
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(Kovarianzanalyse) handelt. Lineare Regressionsmodelle und Pearson-Korrelationsko-

effizienten wurden zur Bewertung der Korrelationen verwendet (73).
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3. Ergebnisse

3.1 Studienteilnehmerinnen

2Na-MRT-Untersuchungen des linken Unterschenkels wurden bei insgesamt 12 Stu-
dienteilnehmerinnen durchgefuhrt. Der Natrium- und Wassergehalt des Muskelgewebes
vor und nach Belastung der Unterschenkelmuskulatur wurde nichtinvasiv gemessen
und analysiert. Sechs Patientinnen mit ME/CFS wurden mit sechs gesunden Kontroll-
personen verglichen. Geschlecht (weiblich), Alter (ME/CFS 30.3+7.6 Jahre, Kontrollen
27.3+4.8 Jahre; p=0.4308), BMI (ME/CFS 21.6+4.1 kg/m?, Kontrollen 23.4+5.1 kg/m?,
p=0.5253) unterschieden sich nicht signifikant zwischen den beiden Gruppen, ebenso
wenig das Verhalten in Bezug auf den Salzappetit, die Salzaufnahme und das Verlan-
gen nach salzigen Speisen und Getranken. Die Ergebnisse des Fragebogens zum Salz-
konsum (70) sind in Tabelle 2 dargestellt. Hinsichtlich der Herzfrequenz und des Blut-
drucks vor und nach der Belastung gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen Patientinnen und Kontrollpersonen. Patientinnen mit ME/CFS hatten einen
signifikanten Anstieg der Herzfrequenz direkt nach der Belastung (p=0,0054), die ge-
sunden Kontrollpersonen ebenso (p=0,0360). Der systolische Blutdruck stieg bei den
Patientinnen (p=0,0312) und bei den Kontrollen (p=0,0381) nach der Belastung an,
ebenso der diastolische Blutdruck bei den Patientinnen (p=0,0080) und bei den Kon-
trollpersonen (p<0,0001). AulRerdem stieg der mittlere arterielle Blutdruck nach dem
Training bei den Patientinnen (p=0,0003) und bei den gesunden Kontrollen (p=0,0003)

an.

Tabelle 2. Fragebogen zum Salzkonsum.

Patientinnen mit Kontrollen P-Wert ME/CFS
ME/CFS (n=6) versus
(n=6) Kontrollen
Fragebogen zum Salzkonsum
“Wie gern auf einer Skala von 1-10 6.0 (0.9) 5.7 (2.9) 0.7961
maogen Sie Salziges?”
“Wie oft salzen Sie lhr Essen nach?” 3.7 (2.0) 4.7 (3.8) 0.5819
“Wie gern mogen Sie Knabbereien wie 5.5 (1.4) 5.3 (3.4) 0.9146
Chips, Flips, Salzbrezeln?”
“Wie oft gehen Sie in Fastfood-Restau- 2.0 (1.5) 2.3(0.8) 0.6510

rants essen?”
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“Wieviel geben Sie durchschnittlich bei 3.8 (4.9) 7.0 (4.3) 0.2640
einem Besuch aus?” (€)

“Wie oft trinken Sie Mineralwasser 7.7 (2.7) 6.2 (3.7) 0.4438
ohne zusatzliche Geschmacksstoffe?”

“Wieviel trinken Sie am Tag?” (L) 2.1(0.4) 2.1(0.4) >0.9999

Tabelle 2. ME/CFS, Myalgische Enzephalomyelitis/Chronisches Fatigue Syndrom. Mittelwerte
mit Standardabweichung (SD) in Klammern. Fragebogen auf einer Skala von 1-10 (1 = stimme
uberhaupt nicht zu; 10 = stimme voll zu). P-Wert bezieht sich auf den Vergleich der beiden
Gruppen (modifiziert nach Petter et al., 2022).

3.2 Bewertung der Bildqualitit, des 2Na-MRT-Messprotokolls und des Belas-
tungsprotokolls

Die Bildqualitat der MRT-Datensatze war bei allen 12 Probandinnen zufriedenstellend.
Keines der Bilder wies nennenswerte Bewegungsartefakte auf. Bei einer gesunden Pro-
bandin zeigte sich ein leichtes Unterschenkelodem, welches jedoch keinen Einfluss auf
die Messung des Natriumgehalts der Muskulatur hatte. Mithilfe des eigens fur die Studie
programmierten Postprocessing-Plugins mit einem ,Moving Average Filter” gelang uns
die dynamische Rekonstruktion der 2Na-MRT-Datensatze. Die Mittelung des Natrium-
signals bzw. die Rekonstruktion der MRT-Bilder erfolgte fur den Zeitpunkt vor der Belas-
tung und die Zeitpunkte eine Minute, drei, sechs, neun, 12, 15, 25 und 40 Minuten nach
der Belastung. Somit war es moglich, die dynamische Veranderung des intramuskula-
ren Natriumspiegels wahrend der 40-minutigen Messdauer zu messen und bewerten.
Alle Teilnehmerinnen berichteten Uber leichte Schmerzen und Erschopfung direkt nach
der Muskelbelastung. Die gesunden Probandinnen hatten zwei Tage lang schmerzhaf-
ten Muskelkater und die Patientinnen mit ME/CFS litten an PEM, die bei allen sechs Pa-

tientinnen mehrere Tage lang andauerte.

3.3 Dynamischer Verlauf des Natrium- und Wassergehalts im Muskelgewebe

Abbildung 3 zeigt 2>Na-MRT-Bilder einer Patientin und einer Kontrollperson jeweils vor
der Belastung, direkt nach der Belastung und 25 Minuten nach der Belastung der Unter-
schenkelmuskulatur. Direkt nach der Belastung zeigten sich bei beiden Studienteilneh-
merinnen leicht erhohte Intensitaten im Muskelgewebe, welche mit dem in mM gemes-

senen Anstieg des Natriumgehalts korrelierten. Ebenfalls in den Bildern sichtbar ist eine
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Abschwachung der Signalintensitat 25 Minuten nach der Muskelbelastung. Die einzel-
nen Werte des Natrium- und Wassergehalts des Gewebes in den verschiedenen Mus-
kelkompartimenten der beiden Gruppen sind in Tabelle 3 aufgefuhrt.

Vor dem Sport Direkt nach dem Sport 25 Minuten nach dem Sport

Patientin
mit
ME/CFS

Gesunde
Kontroll-
person

Abbildung 3: #*Na-MRT-Bilder des Unterschenkels einer ME/CFS-Patientin und einer gesunden
Kontrollperson zeigen die dynamische Entwicklung des Natriumgehalts Uber die Zeit. Erh6hte
Natriumsignale sind im Muskelgewebe direkt nach der Belastung im Vergleich zum Ausgangs-
wert und nach einer Erholungszeit von 25 Minuten sichtbar. Die Referenzphantome unterhalb
des Unterschenkelquerschnitts erscheinen aufgrund ihrer Natriumkonzentration in unterschiedli-
cher Intensitét (von links nach rechts: 10, 20, 30 und 40 mmol/L NaCl, modifiziert nach Petter et
al., 2022).

Im M. Triceps surae sowie im medialen und lateralen M. Gastrocnemius zeigte sich
nach der Muskelbelastung in beiden Gruppen im Vergleich zu den Ausgangswerten ein
statistisch signifikant erhdhter Natriumgehalt. Im medialen M. Gastrocnemius wurde der
starkste Anstieg des Natriumgehalts beobachtet: Patientinnen mit ME/CFS von
10,50+0,78 mM vor Belastung auf 13,65+0,69 mM eine Minute nach Belastung (+30%;
p=0,0005), gesunde Kontrollen von 10,23+1,24 vor Belastung auf 12,67+1,28 eine Mi-
nute nach Belastung (+24 %; p=0,0007).
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Abbildung 4: Natriumgehalt der Unterschenkelmuskulatur. Mittelwerte in mM mit Standardab-
weichung. Sechs Kompartimente des Unterschenkels von Patientinnen und Kontrollen wurden
untersucht: Triceps surae, medialer Gastrocnemius, lateraler Gastrocnemius, Soleus, Streck-
muskeln/Extensoren und der gesamte Unterschenkelquerschnitt. Direkt nach dem Training
stieg der Natriumgehalt im Gewebe aller trainierten Muskelkompartimente in beiden Gruppen
an. Bei den Patientinnen war der Natriumgehalt der trainierten Muskeln héher als bei den Kon-
trollpersonen. Der Natriumgehalt des Gewebes nahm innerhalb der 40-miniitigen Erholungs-
phase in beiden Gruppen wieder ab. In den Extensoren, die nicht trainiert wurden, zeigten die
Patientinnen durchgehend héhere Werte als die Kontrollen (modifiziert nach Petter et al., 2022).
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Innerhalb der 40-minutigen Erholungsphase nahm der Natriumgehalt in den zuvor be-
lasteten Muskeln in beiden Gruppen wieder ab. Im M. Soleus, welcher nicht an der
Muskelubung beteiligt war, zeigte sich nach der Belastung in beiden Gruppen nur ein
geringer Anstieg des Natriumgehalts. Weder Patientinnen mit ME/CFS noch die gesun-
den Kontrollpersonen zeigten einen Anstieg des Natriumgehalts in den Extensoren, wel-
che zur internen Kontrolle dienten, da sie bei der Ubung nicht belastet wurden. Der
Wassergehalt des Gewebes der Unterschenkelmuskulatur zeigte sich in beiden Grup-
pen uber die Zeit unverandert. Abbildung 4 zeigt graphisch den dynamischen Verlauf
des Natriumgehalts der einzelnen Muskeln vor und nach Belastung der Wadenmuskula-

tur kontinuierlich Uber die Zeit.

3.4 Vergleich des Natrium- und Wassergehalts zwischen Patientinnen und Ge-
sunden

Der Ausgangswert des Natriumgehalts vor Belastung der Wadenmuskulatur war bei
den Patientinnen mit ME/CFS in allen funf Muskeln des Unterschenkels hoher als bei
den gesunden Kontrollen (Abb. 4). Ein statistisch signifikanter Unterschied des Natrium-
gehalts vor Belastung der Muskulatur zeigte sich jedoch lediglich in den Extensoren mit
12,2+1,66 mM bei den Patientinnen mit ME/CFS und 9,38+0,71 mM bei den gesunden
Kontrollpersonen (p=0,0034). Nach dem Muskeltraining stieg der Natriumgehalt im Ge-
webe aller beanspruchten Muskeln an und war bei den Patientinnen mit ME/CFS zu al-
len acht Messzeitpunkten wahrend der 40-minatigen Messperiode hoher als bei den
Personen der Kontrollgruppe (jeweils p<0,0001). Die Abnahme des Natriumgehalts
uber die Zeit zeigte sich bei den Patientinnen mit ME/CFS langsamer als bei den ge-
sunden Kontrollen. Im medialen M. Gastrocnemius beispielsweise war der Natriumgeh-
alt mit +30% bei ME/CFS vs. +17% bei den Kontrollen nach 12 Minuten im Vergleich
zum Ausgangswert (p=0,0326), und +29% bei ME/CFS vs. +16% bei den Kontrollen
nach 15 Minuten im Vergleich zum Ausgangswert (p=0,0265) signifikant hoher. Zu kei-
nem Zeitpunkt der gesamten Messung konnte in den verschiedenen Muskeln des Un-
terschenkels ein Unterschied im Wassergehalt des Gewebes zwischen den beiden

Gruppen festgestellt werden.
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Tabelle 3. Natriumgehalt des Gewebes und Wassergehalt des Gewebes.
ME/CFS Kontrollen
Ausgangs-  Direkt 40 Minu- Ausgangs-  Direkt 40 Minu-
werte nach ten nach werte nach ten nach
dem dem dem dem
Sport Sport Sport Sport
Na* [mM]
Triceps surae
Mittelwert (SD) 10.83 12.77 11.43 9.93 11.58 10.33
(1.15) (0.90) (1.51) (0.79) (1.13) (1.12)
A (%) +18 -10 +17 -11
P-Wert <0.0001 0.0090 0.0081 0.0002
Medialer Gastrocnemius
Mittelwert (SD) 10.50 13.65 11.67 10.23 12.67 10.75
(0.78) (0.69) (1.30) (1.24) (1.28) (1.11)
A (%) +30 -15 +24 -15
P-Wert 0.0005 0.0182 0.0007 0.0002
Lateraler Gastrocnemius
Mittelwert (SD) 11.60 13.85 11.83 9.33 11.67 9.65
(1.58) (2.01) (1.54) (0.82) (2.01) (1.44)
A (%) +19 -15 +25 -17
P-Wert 0.0060 0.0023 0.0373 0.0099
Soleus
Mittelwert (SD) 10.85 11.58 10.95 9.63 10.33 9.60
(1.58) (1.34) (1.59) (0.58) (1.56) (0.89)
A (%) +7 - +7 -
P-Wert 0.0197 0.1334 0.3220 0.0974
Extensoren
Mittelwert (SD) 12.20 11.87 11.77 9.38 10.10 9.97
(1.66) (1.37) (1.81) (0.71) (1.28) (1.45)
A (%) -3 -1 +8 -1
P-Wert 0.5354 0.9014 0.2492 0.7796
H20 [kg/L]
Triceps surae
Mittelwert (SD) 1.16 1.16 - 1.16 1.16 -
(0.09) (0.06) (0.07) (0.07)
A (%) 0 0
P-Wert 0.8590 0.7131
Medialer Gastrocnemius
Mittelwert (SD) 1.19 1.19 - 1.21 1.19 -
(0.08) (0.05) (0.07) (0.07)
A (%) -
P-Wert 0.8240 0.2078
Lateraler Gastrocnemius
Mittelwert (SD) 1.10 1.08 - 1.09 1.09 -
(0.10) (0.07) (0.08) (0.06)
A (%) -2 0
P-Wert 0.2676 0.7558
Soleus
Mittelwert (SD) 1.19 1.20 - 1.20 1.20 -
(0.09) (0.06) (0.08) (0.08)
A (%) +1
P-Wert 0.4045 0.8302
Extensoren
Mittelwert (SD) 1.22 1.24 - 1.21 1.23 -
(0.10) (0.10) (0.07) (0.08)
A (%) +2 +1
P-Wert 0.1345 0.5989

Tabelle 3. ME/CFS, Myalgische Enzephalomyelitis/Chronisches Fatigue Syndrom. Mittelwerte
des Natrium- und Wassergehalts mit Standardabweichung (SD) in Klammern. A (%) ist der Pro-
zentsatz der Zunahme/Abnahme nach der Belastung und nach einer Erholungszeit von 40 Mi-
nuten. P-Wert bezieht sich auf den Vergleich der Ausgangswerte mit den Werten direkt nach
dem Sport bzw. der Werte direkt nach dem Sport mit den Werten nach 40 Minuten Erholung
(modifiziert nach Petter et al., 2022).
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3.5 Korrelation zwischen Handmuskelkraft und Natriumgehalt im Muskelge-
webe

Alle 12 Studienteilnehmerinnen absolvierten zwei Durchgange zehn aufeinanderfolgen-
der Messungen der maximalen Handmuskelkraft, wobei der zweite 60 Minuten nach
dem ersten Messdurchgang stattfand. Im Vergleich zu den gesunden Probandinnen
zeigten die Patientinnen mit ME/CFS eine statistisch signifikante geringere maximale
und mittlere Handmuskelkraft (Abb. 5). In der ersten Messung wiesen die Patientinnen
eine mittlere Handmuskelkraft von 12,6+6,3 kg, wahrend sie bei den gesunden Kontrol-
len bei 27,2+4,8 kg lag (p=0,0011). Auch in der zweiten Messung lag die mittlere Hand-
muskelkraft der Patientinnen mit ME/CFS (10,1+5,6 kg) deutlich unter der der gesunden
Kontrollpersonen (26,9+4,2 kg; p=0,0002). AuRerdem wiesen die Patientinnen mit
ME/CFS eine geringere Erholungsrate (mittlere Handmuskelkraft der ersten Messung/
die der zweiten Messung) auf (p=0,0055), wahrend sich bei den gesunden Kontrollen in
beiden Sitzungen eine ahnliche mittlere Handgriffstarke zeigte (p=0,5342; Abb. 5).
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Abbildung 5: Messung der Handmuskelkraft mit 10 Wiederholungen in zwei Durchgdngen. Mit-
telwerte in kg mit Standardabweichung. Die Ergebnisse des ersten Messdurchgangs sind durch
die schwarze Linie dargestellt, die des zweiten durch die graue Linie. Die Patientinnen mit
ME/CFS schnitten im zweiten Durchgang nach 60 Minuten deutlich schlechter ab als im ersten,
wéhrend die mittlere Handmuskelkraft bei den Gesunden unveréndert blieb. Im Vergleich zu
den Kontrollen zeigten die Patientinnen in beiden Messdurchgédngen eine signifikant geringere
mittlere Handgriffkraft (modifiziert nach Petter et al., 2022).

Schliel3lich korrelierten wir sowohl die Werte der mittleren Handmuskelkraft des ersten
Messdurchgangs mit den Ausgangswerten des Natriumgehalts als auch die Werte der
mittleren Handmuskelkraft des zweiten Messdurchgangs mit dem durchschnittlichen
Natriumgehalt nach Belastung der Muskulatur. In Abbildung 6 sind die Korrelationen
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zwischen der Handgriffstarke und den einzelnen Muskeln des Unterschenkels darge-
stellt. Es wurde eine inverse Korrelation zwischen der Handmuskelkraft des ersten
Messdurchgangs und dem Ausgangswert des Natriumgehalts aller Unterschenkelmus-
keln (Durchschnitt aus M. Triceps surae, medialem und lateralem M. Gastrocnemius, M.
Soleus und Extensoren) beobachtet (p=0,0500; R2=0,3317; N=12). Des Weiteren
konnte zwischen der Handmuskelkraft des zweiten Messdurchgangs und dem Natrium-
gehalt aller Unterschenkelmuskeln im Durchschnitt nach der Belastung (p=0,0319;
R2=0,3832; N=12) eine inverse Korrelation festgestellt werden. Eine inverse Korrelation
zeigte sich zwischen der Handmuskelkraft des zweiten Durchgangs und dem Natrium-
gehalt des M. Triceps surae (p=0,0203; R2=0,4317; N=12) und des medialen M. Gast-
rocnemius (p=0,0095; R2=0,5055; N=12), jeweils nach der Belastung. Bei allen ande-
ren Muskeln konnte keine statistisch signifikante inverse Korrelation zwischen Natrium-
gehalt und der Handmuskelkraft festgestellt werden.

Abbildung 6: Fortsetzung auf der nédchsten Seite.
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Abbildung 6: Streudiagramme mit linearen Regressionslinien. Es wurde eine inverse Korrelation
zwischen der Handmuskelkraft des ersten Messdurchgangs und dem Ausgangswert des Natri-
umgehalts aller Unterschenkelmuskeln (Durchschnitt aus M. Triceps surae, medialem und late-
ralem M. Gastrocnemius, M. Soleus und Extensoren) beobachtet (p=0,0500; R2=0,3317;
N=12). Ebenso zeigte sich eine inverse Korrelation zwischen der Handmuskelkraft des zweiten
Messdurchgangs und dem Natriumgehalt aller Unterschenkelmuskeln im Durchschnitt
(p=0,0319; R2=0,3832; N=12), des M. Triceps surae (p=0,0203; R2=0,4317;, N=12) und des
medialen M. Gastrocnemius (p=0,0095; R2=0,5055; N=12), jeweils nach der Belastung. Zwi-
schen dem Natriumgehalt aller anderen Unterschenkelmuskeln und der Handmuskelkraft zeigte
sich keine signifikante inverse Korrelation (modifiziert nach Petter et al., 2022).
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4. Diskussion

4.1 Wesentliche Ergebnisse der Studie

Die 2°Na-MRT bietet eine Methode zur Untersuchung der Natriumhomdostase bei Pati-
ent:innen mit ME/CFS. Der intramuskulare Natriumgehalt kann hiermit nichtinvasiv
quantifiziert werden. Mithilfe des eigens fur die Studie programmierten Plugins lie3en
sich die Bilder des MR-Datensatzes so rekonstruieren, dass eine kontinuierliche Mes-
sung uber die Zeit moglich war. Somit konnten wir die Veranderung des Natriumgehalts
in der Muskulatur von ME/CFS-Patientinnen und gesunden Probandinnen nach einer
Belastung der Unterschenkelmuskeln ermitteln. Der Natriumgehalt der Unterschenkel-
muskulatur bei Patientinnen mit ME/CFS war sowohl in Ruhe als auch nach Belastung
hoher als bei den gesunden Kontrollpersonen. Patientinnen mit ME/CFS wiesen im Ver-
gleich zu den gesunden Kontrollpersonen eine geringere Handmuskelkraft auf. Dartber
hinaus konnte eine inverse Korrelation zwischen dem mittleren Natriumgehalt der Un-

terschenkelmuskeln und der Handgriffstarke gezeigt werden.

4.2 Interpretation der Ergebnisse

Die Ergebnisse unserer Studie bekraftigen die Theorien der kurzlich veroffentlichten Hy-
pothesenpapieren von Scheibenbogen und Wirth zur Pathophysiologie der Erkrankung
ME/CFS. In diesen wird eine Dysfunktion 32-adrenerger Rezeptoren (R2R) mit resultie-
render Dysfunktion des autonomen Nervensystems samt vaskularer Dysregulation als
entscheidende Rolle in der Pathophysiologie der Erkrankung diskutiert. Als Resultat die-
ser Dysfunktion wird eine Storung der intrazellularen lonenhomdoostase, eine Dysfunk-
tion der Mitochondrien und eine Hypoperfusion der Muskulatur angenommen (43). Eine
intrazellulare Natriumaberladung mit darauffolgender Calciumuberladung wird als Folge
der Hypoxamie und Ursache der muskularen Beschwerden bei ME/CFS vermutet. Die
Ermidung und Ermudbarkeit der Muskulatur werden durch eine adaquate Muskeldurch-
blutung sowie die Funktion der Na+/K+-ATPase beeinflusst. Endotheliale Dysfunktion,
die bei ME/CFS bereits nachgewiesen werden konnte, fuhrt zu einer Hypoperfusion der
Muskulatur und verminderter ATP-Produktion, was flur die Energiebereitstellung im Mus-
kel essenziell ist (26, 79). Da die Na+/K+-ATPase im Skelettmuskel von R2R stimuliert
wird, konnen dysfunktionale R2R zu einer inadaquaten Stimulation der Na+/K+-ATPase
fuhren (40-42). Im Skelettmuskel gilt der Natrium-Protonen-Austauscher 1 (NHE1) als
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wichtigster Exporteur von Protonen. Dieser exportiert als an der Zellmembran lokalisier-
ter Transporter Protonen uber den Import von Natriumionen. In Situationen mit geringer
Energie fuhrt eine erhohte Produktion von Protonen zu einem Anstieg des intrazellula-
ren Natriums Gber NHE1. Einen Uberblick iber die zahlreichen Transporter und Pum-
pen in der Zellmembran der Myozyten, welche am Transport von Natrium, Calcium, Ka-

lium und Protonen beteiligt sind, verschafft die Abbildung 7.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung eines Myozyten. Zahlreiche Kanéle, Pumpen und
Transporter der Zellmembran sind am Transport von Protonen, Natrium, Calcium und Kalium
beteiligt. Physiologisch arbeitet der Natrium-Calcium-Austauscher (NCX) im ,Vorwértsmodus®,
um Calcium zu exportieren. Eine hohe intrazelluldre Natriumkonzentration, die durch eine hohe
Aktivitat des Natrium-Wasserstoff-Austauschers (NHE1) und eine geringe Aktivitéat der Na+/ K+-
ATPase verursacht wird, kann die Transportrichtung des NCX umkehren, sodass Calcium im-
portiert anstatt exportiert wird, was zu einer intrazelluldren Calciumiiberladung fiihrt (modifiziert
nach Petter et al., 2022).

Unter ATP-Verbrauch wird Natrium durch die Na+/K+-ATPase aus dem Myozyten her-
austransportiert. Wir gehen davon aus, dass der Transport des Natriums aus der Zelle
heraus neben der verminderten Bildung von ATP durch die Dysfunktion des R32R (wel-
che in Folge zu einer inadaquaten Stimulation der Na+/K+-ATPase fuhrt) beeintrachtigt
wird (43). Durch den erhohten intrazellularen Natriumgehalt kann die Transportrichtung
des Natrium-Calcium-Austauschers (NCX) umgekehrt werden. In Folge dieses aul3er-
gewohnlichen Zustandes wird Calcium in die Zelle importiert anstatt exportiert, der NCX
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arbeitet also im Ruckwartsmodus. Dieser Mechanismus wird auch im Kontext des Is-
chamie-Reperfusionsparadox als Ursache fur Storungen des lonentransportes verant-
wortlich gemacht (80, 81). Durch die resultierende intrazellulare Calciumuberladung
wird der mitochondriale Stoffwechsel und das Endothelium beeintrachtigt, was die ener-
getische Situation weiter verschlechtern kann. Eine Erklarung fir Symptome wie
Schmerzen und Unwohlsein nach einer Belastung, PEM und Chronifizierung, die nur
durch eine intramuskulare Azidose nicht begrindet werden kdnnen, liegt somit vor. Mi-
tochondrialer Dysfunktion wird in der Literatur oft eine Rolle in der Pathophysiologie von
ME/CFS und in der Entstehung von Fatigue zugeschrieben (82, 83). Veranderungen
des Calciumgehalts in der Zelle und im Mitochondrium durch den NCX, induziert durch
einen Anstieg des intramuskularen Natriums, kdnnen als zentrale Mechanismen fur die
energetische und mitochondriale Storung bei ME/CFS angesehen werden. Mit derzeiti-
gen Forschungsmethoden gelang bis zum jetzigen Zeitpunkt jedoch kein direkter Nach-
weis dieser Hypothesen (25, 43). Der in dieser Studie nachgewiesene erhohte Natrium-
gehalt bei Patientinnen mit ME/CFS liefert den Beweis, dass die Bedingungen flr einen
gestorten Calciumhaushalt durch den NCX in der Skelettmuskulatur bei ME/CFS tat-
sachlich vorhanden sind. Wir nehmen an, dass letztlich die intrazellulare Calciumuberla-
dung der schadigende Mechanismus ist, der zu den Muskelbeschwerden bei ME/CFS
fuhrt. Unsere Ergebnisse tragen zu einem besseren Verstandnis der Pathophysiologie
von ME/CFS bei und kénnen langfristig als Grundlage fur die Entwicklung therapeuti-

scher Strategien dienen.

Die Na+/K+-ATPase transportiert als eine in der Zellmembran verankerte Pumpe drei
Natriumionen aus der Zelle heraus und zwei Kaliumionen in die Zelle hinein. Im Falle
einer unzureichenden Stimulation der Na+/K+-ATPase kommt es zu einem Anstieg des
intrazellularen Natriums und gleichzeitig zu einer Abnahme des intrazellularen Kaliums.
Die Ergebnisse unserer Pilotstudie zeigen ebendiesen Anstieg des intrazellularen Natri-
ums direkt nach der muskularen Belastung. Zuvor veroffentlichte Studien geben wiede-
rum Hinweise auf eine Abnahme des intrazellularen Kaliums. In einer Forschungsarbeit
wurde mithilfe eines Ganzkorper-Szintillationszahlers bei Patient:innen mit ME/CFS
eine signifikante Verminderung des Gesamtkorperkaliums um etwa 10% im Vergleich
zu gesunden Proband:innen festgestellt (84). Eine aktuellere Studie stellte bei Pati-
ent:innen mit ME/CFS niedrigere Plasmakaliumwerte im Vergleich zu den gesunden
Kontrollpersonen fest. Interessanterweise war eine langere Krankheitsdauer signifikant
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mit dem Kaliumspiegel verbunden, der mit zunehmender Dauer der Erkrankung ab-
nahm (85). In einer weiteren Studie wurde der Kaliumgehalt im Blut vor und nach einer
muskularen Belastung am Ergometer gemessen, um den Kaliumefflux im Verhaltnis zur
Belastung zu bewerten. Hierbei konnte bei Patient:innen mit ME/CFS nach muskularer
Belastung ein verminderte Kaliumefflux festgestellt werden, welcher durch die Entwick-
lung einer intrazellularen Hypokaliamie erklart werden kdnnte (86). Als Ursache wurde
der Einfluss von Reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) diskutiert, eine Erhhung der ROS
nach dem Training kdnnte die Na+/K+-ATPase zusatzlich hemmen (87). Wenn das
wahrend der Repolarisation aus den Zellen freigesetzte Kalium nicht schnell genug und
suffizient von der Na+/K+-ATPase in der arbeitenden Muskulatur aufgenommen wird,
gelangt es in den Blutkreislauf und wird renal ausgeschieden, sodass es wahrend des
Trainings zu einem Kaliumverlust kommen kann (43). Die in der Literatur aufgeflhrten
Nachweise eines verminderten intrazellularen Kaliums in Zusammenhang mit dem uns
gelungenen direkten Nachweis des intrazellularen Natriumanstiegs nach korperlicher
Belastung stutzen die Hypothese einer verminderten Na+/K+-ATPase-Aktivitat bei der
Erkrankung ME/CFS.

Da die 22Na-MRT-Bildgebung nur in Ruhe stattfinden kann, um die gewlnschte Bildqua-
litat zu gewahrleisten, ist es technisch nicht moglich, Natrium wahrend der Muskelbelas-
tung zu messen. Es besteht allerdings die Moglichkeit, dass das Natrium wahrend der
Belastung sehr viel starker ansteigt als man es vor und nach dem Training intrazellular
im Muskel messen kann. Im Falle einer Exzitation gelangt Natrium tber Natriumkanale
und lonentransporter, wie beispielsweise dem NHE1, in die Zellen. Demnach musste
wahrend des Trainings der Natriumgehalt hoher sein als im Ruhezustand. Wenn der
Prozess des Natriumanstiegs und -abfalls sehr dynamisch ist, ware es denkbar, dass es
wahrend der Belastung zu einem Anstieg des Natriums kommt und der tatsachliche
Natriumgehalt hoher ist als der messbare. Moglicherweise ist die Akkumulation des Nat-
riums jedoch nicht so stark, sodass der Grofteil des Natriumuberschusses nach einigen
Minuten schon wieder beseitigt werden kann. Der nach der Belastung festgestellte An-
stieg des Natriums konnte auf eine erhohte Aktivitat des NHE1 nach muskularer Belas-
tung zuruckzufuhren sein. Eine erhohte Aktivitat des NHE1 kann durch den Protonen-
ausfluss als Folge eines glykolytischen Stoffwechsels bei verminderter Aktivitat der
Na+/K+-ATPase entstehen. Jones et al. berichteten Uber einen abnorm verlangerten
Protonenausfluss unmittelbar nach Belastung der Muskulatur bei ME/CFS-Patient:innen
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(39). Womaglich ist die Aktivitat des NHE1 wahrend des Trainings vermindert, da hohe
intrazellulare Natriumspiegel eine geringere Antriebskraft bewirken konnen. Dies ware
eine plausible Erklarung fur den beobachteten verlangerten Protonenausfluss. Aul3er-
dem wurde es den erhohten Natriumanstieg und -gehalt wahrend der Belastung im Ver-
gleich zu dem nach der Belastung erklaren. Direkt nach der muskularen Belastung kann
das intrazellulare Natrium schnell wieder abfallen, da kein weiteres Natrium mehr Uber
die Natriumkanale eintritt. Protonen konnen sich tatsachlich wahrend des Trainings in
den Muskelzellen ansammeln, das Resultat ist eine intrazellulare Azidose. Eine Azidose
bzw. Dysregulation der Protonen wahrend oder nach korperlichem Training konnte be-
reits in mehreren Studien bei Patient:innen mit ME/CFS belegt werden (37, 38, 88).
Nach Wiederherstellung der Antriebskraft des NHE1 kdnnte der nach dem Training beo-
bachtete Anstieg des intrazellularen Natriums wiederum durch die Beseitigung des Pro-
tonenuberschusses Uber den NHE1 verursacht werden.

Die Messung des Natriumgehalts im Muskelgewebe wurde durch die Intensitatswerte
der vier Kalibrierungsphantome mit NaCl-Losungen in verschiedenen Konzentrationen
ermoglicht (77). Nachdem die Intensitaten der Referenzphantome und des Gewebes in
einer linearen Trendanalyse in die Konzentrationen umgerechnet wurden, verwendeten
wir mM als Einheit, um den Natriumgehalt im Gewebe auszudriucken. Es ist jedoch zu
beachten, dass bei den Methoden unseres Scanprotokolls das Signal sehr schnell ab-
klingt und Anteile des Natriums im Gewebe zum Zeitpunkt der Messung nicht mehr
sichtbar bzw. messbar sind. Aus diesem Grund sind unsere Werte in mM niedriger als
die Werte aus fruheren Veroffentlichungen und kdnnen nicht direkt mit diesen vergli-
chen werden (73).

Der Gesamtnatriumgehalt wurde im Muskelgewebe und in den kleinen Gefallen, die
das Muskelgewebe versorgen, gemessen und bestimmt. Mittels 22Na-MRT lassen sich
prinzipiell lang- und kurzlebige Natriumkomponenten messen. Es wird angenommen,
dass es sich bei den langlebigen Komponenten vorwiegend um das mobile, flissige
Natrium handelt, welches das extrazellulare Natrium darstellt. Kurzlebiges Natrium wie-
derum wird als intrazellulares Natrium angesehen.

Bei der Echozeit (TE 2,44), die wir in unserem Messprotokoll verwendeten sind nur
noch etwa 30% des kurzlebigen Natriums detektierbar, daher gehen wir davon aus,
dass wir somit hauptsachlich die langlebigen Natriumkomponenten gemessen haben,
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denn zum Messzeitpunkt war ein Groldteil des kurzlebigen Natriumsignals bereits wie-
der abgeklungen (72). Da Scan-Protokolle, die eine Abbildung von hauptsachlich intra-
zellularem Natrium ermoglichen langer als zehn Minuten andauern, konzentrierten wir
uns ahnlich wie Hammon et al. in ihrer Studie auf die Ergebnisse der Bildgebung direkt
nach der Belastung (62). Innerhalb des 10-minutigen Zeitraums beobachteten wir je-
doch bereits eine Abnahme des Natriumgehalts. Ein Ianger als zehn Minuten andauern-
des Messprotokoll hatte uns daher nicht ermoglicht, den dynamischen Verlauf den Nat-
riumgehalts direkt nach der Belastung kontinuierlich zu messen. Um eine prazise Unter-
scheidung zwischen intrazellularem und extrazellularem Natrium zu gewahrleisten,
empfehlen wir die Durchfuhrung weiterer Studien unter Verwendung von radialen Se-
quenzen und kurzeren Echozeiten. Eine Optimierung der von uns verwendeten MRT-
Methode und -Technik fur eine Anwendungen in groReren Studienkohorten und langfris-
tig potenziell auch im klinischen Alltag ware wunschenswert. Dies konnte unserer Mei-
nung nach mittels einer Reduktion von Bewegungsartefakten durch Malnahmen wie
Navigationsimpulse oder Kamerasteuerung ermoglicht werden (73).

Durch die Verwendung des semiquantitativen Salzfragebogens konnten wir ausschlie-
Ren, dass durch individuell unterschiedlichen Salzkonsum unsere Messergebnisse des
Natriumgehalts beeinflusst wurden. Zwischen den beiden Studienpopulationen zeigten
sich keine Unterschiede hinsichtlich der taglichen Salzaufnahme und des Salzappetits.

4.3 Einbettung der Ergebnisse in den bisherigen Forschungsstand

Unseres Wissens fiihrten wir weltweit die erste 22Na-MRT-Studie bei Patient:innen mit
ME/CFS durch (73). Aus diesem Grund liegen in der Literatur keine Daten vor, mit de-
nen wir unsere Studienergebnisse vergleichen konnen. Bezlglich zukunftiger For-
schung waren weitere klinische Studien mit ME/CFS-Patient:innen mit der Frage nach
Reliabilitat und Validitat der Ergebnisse unserer Pilotstudie winschenswert.

Bei gesunden Personen konnte schon in mehreren 23Na-MRT-Studien ein Anstieg des
Natriumgehalts im Muskelgewebe direkt nach anaerober Belastung beobachtet werden
(61, 62). Diese Ergebnisse konnten wir anhand unserer gesunden Studienpopulation
validieren. Unsere MRT-Bilder zeigten nach der Muskelbelastung einen Anstieg des
Natriumgehalts ohne gleichzeitigen Anstieg des Wassergehalts im Muskelgewebe. In

einer anderen Studie zeigten sich dieselben Ergebnisse, weswegen man davon ausge-
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hen kann, dass Natrium nicht-osmotisch im Gewebe gespeichert werden kann (48). Un-
sere Ergebnisse sind konsistent mit einer vorherigen Studie, die zeigte, dass bei gesun-
den Personen der Natriumgehalt etwa 35 Minuten nach einer Muskelbelastung wieder
auf die Ausgangswerte zuruckkehrt (63). In unserer Studie konnten wir feststellen, dass
sowohl bei den gesunden Probandinnen als auch bei den Patientinnen mit ME/CFS der
Natriumgehalt im Gewebe etwa 40 Minuten nach der Muskelbelastung auf das Aus-
gangsniveau zuriickging. Ahnlich wie die gesunden Probandinnen reagierten auch die
Patientinnen mit ME/CFS auf die Belastung mit einer initialen Erhdhung des Natriumge-
halts im Muskelgewebe, gefolgt von einer kontinuierlichen Abnahme uber die Zeit.

4.4 Limitationen der Studie

In unserer Pilotstudie wurde, soweit uns bekannt ist, erstmalig der Natriumgehalt der
Muskulatur von Patient:innen mit ME/CFS mittels 22Na-MRT gemessen und analysiert.
In der Literatur lagen keine krankheitsspezifischen Daten vor, daher wurde prospektiv
keine Power-Kalkulation durchgefuhrt. Trotz der kleinen Stichprobe (n=12) konnten sig-
nifikante Unterschiede im Natriumgehalt der Muskulatur zwischen den sechs Patientin-
nen mit ME/CFS und den sechs Probandinnen der gesunden Kontrollgruppe festgestellt
werden. Die Ergebnisse dieser Gruppenunterschiede kdnnen fur die Planung zukUnfti-
ger, prospektiver Studien mit groReren Kohorten genutzt werden.

Es ist unklar, inwieweit die Ergebnisse unserer Studie von der Immobilitat der Patientin-
nen mit ME/CFS beeinflusst wurden. Moglicherweise wurden die Ergebnisse durch indi-
viduellen Muskelzustand und unterschiedliche Trainingsintensitat und Muskelaktivierung
beeinflusst. Dieses potenzielle Bias konnte in zukunftigen Studien durch die Verwen-
dung eines speziell angefertigten, MRT-kompatiblen Trainingsgerats fur die Wadenmus-
kulatur verhindert werden. Die Erstellung unseres Belastungsprotokolls erfolgte nach
einer umfassenden Literaturrecherche und zahlreichen internen Testungen. Infolgedes-
sen gingen wir davon aus, dass eine ausreichende Belastung der Muskulatur wichtiger
ist als die Art der Ubung. Alle 12 Studienteilnehmerinnen fiihrten das gleiche Belas-
tungsprotokoll durch. Die Muskelbelastung erfolgte drei Minuten lang bis zur Erschop-
fung. Eine Person aus dem Studienteam war wahrenddessen anwesend und uberprufte
die Ubung auf korrekte Ausfiihrung und ausreichende Intensitat. Als Indikator fiir eine

adaquate Muskelbelastung zahlt die Tatsache, dass alle 12 Studienteilnehmerinnen
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nach der Ubung einen Muskelkater hatten bzw. tiber Muskelschmerzen und Muskeler-
schopfung berichteten.

Far die Berechnung der Korrelation zwischen Muskelkraft und Natriumgehalt der Mus-
kulatur wurde in unserer Studie nicht dieselbe Muskelgruppe verwendet. Die Kraftmes-
sung in kg erfolgte an der Hand- und Unterarmmuskulatur und die Messung des Natri-
umgehalts in mM an der Unterschenkelmuskulatur. In zukinftigen Studien ware es wun-
schenswert, die Muskelkraft der Wadenmuskulatur mit einem Trainingsgerat in kg zu
messen und mit dem Natriumgehalt in mM derselben Muskelgruppen zu korrelieren. Ein
solches Trainingsgerat fur die Unterschenkelmuskulatur stand uns nicht zur Verfugung.
Es kann jedoch davon ausgegangen werden, dass bei Patient:innen mit ME/CFS in den
Muskelgruppen der Arme und Beine des Korpers ahnliche Situationen vorzufinden sind
(31).

Die Verarbeitung und Analyse aller MR-Datensatze inklusive Einzeichnung aller ROls in
Horos erfolgten durch nur eine Person der Forschungsgruppe. In der Literatur zeigten
Analysen der Inter- und Intraoperator-Variabilitat bei ROI-basierten Messungen jedoch
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Messungen (46, 70, 89).

4.5 Weiterfuhrende wissenschaftliche Fragestellungen

Die Ergebnisse unserer Pilotstudie liefern die Grundlage zur Planung weiterfuhrender
Studien mit grof3eren Kohorten. Basierend auf unseren Ergebnissen fuhrten wir eine
statistische Power-Kalkulation durch, deren Resultate als Anhaltspunkte fur weitere Stu-
dien dienen konnen. Die Power-Kalkulation basierte auf dem primaren Endpunkt, wel-
cher als absoluter Natriumgehalt im Muskelgewebe vor dem Training definiert war. Der
Stichprobenumfang wurde anhand eines Zwei-Stichproben-Mittelwerttests geschatzt.
FUr den primaren Endpunkt der Studie ware eine StichprobengréfRe von 40 Personen
erforderlich (20 in der ME/CFS-Gruppe und 20 in der Kontrollgruppe), um eine Aussa-
gekraft von 80% und ein Signifikanzniveau von 5% (zweiseitig) zu erreichen, basierend
auf unseren vorlaufigen Tests. Um eine Aussagekraft von 90% und ein Signifikanzni-
veau von 5% (zweiseitig) zu erreichen, ware fur den primaren Endpunkt der Studie eine
Stichprobengrofde von 54 erforderlich (27 in der ME/CFS-Gruppe und 27 in der Kontroll-
gruppe). Um eine Aussagekraft von 95% und ein Signifikanzniveau von 5% (zweiseitig)
zu erreichen, ware fur den primaren Endpunkt der Studie eine Stichprobengréf3e von 66
erforderlich (33 in der ME/CFS-Gruppe und 33 in der Kontrollgruppe). Das Ziel sollte
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sein, unsere 2Na-MRT-Untersuchungen mit weiterentwickelter Methodik in groReren
Studienkohorten durchzufihren und die Ergebnisse unserer Pilotstudie zu reproduzie-

ren und validieren.

Sicherlich interessant ware auch die Durchflhrung einer 3*K-MRT-Studie mit einer wie
von uns verwendeten Wadenspule bei Patient:innen mit ME/CFS, um den Kaliumgehalt
der Unterschenkelmuskulatur zu bestimmen. Ein verminderter Kaliumgehalt in der Mus-
kulatur bei ME/CFS ware ein weiterer Beweis, der die Hypothesen zur Pathophysiologie
bekraftigen konnte. Hierbei muss jedoch erwahnt werden, dass die Bildgebung von Ka-
lium noch nicht so weit entwickelt und verbreitet ist wie die von Natrium und aufgrund

einer noch geringeren Signalintensitat eine gro3e Herausforderung darstellt (90, 91).

Fur die klinische Routine wirden wir, solange keine Auswirkungen auf Diagnostik oder
Therapie nachgewiesen werden kdnnen, unser Untersuchungsverfahren nicht empfeh-
len, da alle Patientinnen mit ME/CFS direkt nach der muskularen Belastung uber Un-
wohlsein und Schmerzen berichteten und im Anschluss unter PEM litten. Aul3erdem
sind die Messmethoden, mit denen wir im Rahmen unserer Studie arbeiteten fur die kili-
nische Praxis eher ungeeignet, da die Vorbereitung sehr aufwandig und die Messdauer
insgesamt sehr lange ist. Die weitere wissenschaftliche Nutzung von angepassten
Messprotokollen der 22Na-MRT in Kombination mit muskularer Belastung konnte jedoch
angesichts der hohen Krankheitslast bei ME/CFS gerechtfertigt werden.

Auf Grundlage der aufgestellten Hypothesen zur Pathophysiologie und der Ergebnisse
unserer Studie konnte eine therapeutische Behandlung moglich werden. Die medika-
mentose Stimulation der Na+/K+-ATPase und des Blutflusses in der Skelettmuskulatur
als neues Wirkstoffprinzip kdnnte Symptome wie Muskelschmerzen, -erschopfung und -
kraftlosigkeit bei Patient:innen mit ME/CFS wirksam behandeln.
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5. Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse unserer Pilotstudie deuten darauf hin, dass Natriumuberladung eine
Rolle in der Pathophysiologie von ME/CFS spielen konnte. Es ware wunschenswert, die
erhohten Natriumwerte im Muskelgewebe von Patient:innen mit ME/CFS auch in gro3e-
ren Studienpopulationen nachzuweisen. Mithilfe weiterer Forschung konnte langfristig

ein therapeutischer Ansatz fur die Erkrankung ME/CFS ermdoglicht werden.
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Abstract

Background Muscle fatigue and pain are key symptoms of Myalgic Encephalomyelitis/Chronic Fatigue Syndrome
(ME/CFS). Although the pathophysiology is not yet fully understood, there is ample evidence for hypoperfusion which
may result in electrolyte imbalance and sodium overload in muscles. Therefore, the aim of this study was to assess
levels of sodium content in muscles of patients with ME/CFS and to compare these to healthy controls.

Methods Six female patients with ME/CFS and six age, BMI and sex matched controls underwent 2*Na-MRI of the left
lower leg using a clinical 3T MR scanner before and after 3 min of plantar flexion exercise. Sodium reference phantoms
with solutions of 10, 20, 30 and 40 mmol/L NaCl were used for quantification. Muscle sodium content over 40 min
was measured using a dedicated plugin in the open-source DICOM viewer Horos. Handgrip strength was measured
and correlated with sodium content.

Results Baseline tissue sodium content was higher in all 5 lower leg muscle compartments in ME/CFS compared

to controls. Within the anterior extensor muscle compartment, the highest difference in baseline muscle sodium
content between ME/CFS and controls was found (mean £ SD; 12.20 & 1.66 mM in ME/CFS versus 9.38+0.71 mM

in controls, p=0.0034). Directly after exercise, tissue sodium content increased in gastrocnemius and triceps surae
muscles with +30% in ME/CFS (p=0.0005) and 4 24% in controls (p=0.0007) in the medial gastrocnemius muscle
but not in the extensor muscles which were not exercised. Compared to baseline, the increase of sodium content in
medial gastrocnemius muscle was stronger in ME/CFS than in controls with 4+30% versus + 17% to baseline at 12 min
(p=0.0326) and +29% versus + 16% to baseline at 15 min (p=0.0265). Patients had reduced average handgrip
strength which was associated with increased average muscle tissue sodium content (p=0.0319, R?=0.3832).

Conclusion Muscle sodium content before and after exercise was higher in ME/CFS than in healthy controls. Fur-
thermore, our findings indicate an inverse correlation between muscle sodium content and handgrip strength. These
findings provide evidence that sodium overload may play a role in the pathophysiology of ME/CFS and may allow for
potential therapeutic targeting.

Keywords Chronic Fatigue Syndrome, Sodium, Magnetic Resonance Imaging, Muscle, skeletal, Myalgia, Exercise,
Sodium-potassium-exchanging ATPase, Sodium-hydrogen exchangers
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Background

Myalgic Encephalomyelitis/Chronic Fatigue Syndrome
(ME/CEFS) is a complex and chronic disease with a world-
wide prevalence of up to 0.9% often triggered by viral
infections such as EBV or SARS-Cov2 [1, 2]. Patients
suffer from severe central and muscular fatigue, sleep
disturbance, cognitive impairment, and immune and
autonomic dysfunction. The cardinal symptom is exer-
tional intolerance with post-exertional malaise, which
describes a disproportionate aggravation of symptoms
and a prolonged recovery period after physical or mental
exertion [3]. Muscle fatigue and myalgia are key symp-
toms of ME/CFS. Muscle fatigue and fatigability can be
measured by the assessment of hand grip strength [4].
Although the etiology and pathophysiology of ME/CFES
is not fully understood yet, there is ample evidence for
an autoantibody mediated dysregulation of the auto-
nomic nervous system and disturbed vascular regula-
tion [5-8]. Endothelial dysfunction, hypoperfusion of
muscles and impaired cerebral blood flow are assumed
to be key mechanisms for symptoms like fatigue, myal-
gia, post-exertional malaise and impaired cognition [9,
10]. Patients with ME/CFS performed worse than healthy
controls in a controlled repeated exercise study and
showed increased intramuscular acidosis and abnormali-
ties in recovery of muscular pH after standardized exer-
cise of lower leg muscles [11, 12]. Compared to healthy
controls, diminished proton efflux was observed in ME/
CFS patients immediately after exercise and maximum
proton efflux was also reduced [13]. Disturbances of ions
in skeletal muscles such as sodium overload and sub-
sequent calcium overload was hypothesized as conse-
quences of hypoxemia in ME/CFS [14]. Based on these
assumptions, in this study we analyzed sodium content in
skeletal muscle tissue in patients with ME/CES.

Recent studies have established **Na-magnetic reso-
nance imaging (MRI) as a reliable, non-invasive method
to quantify sodium content in muscle tissue [15-17]. The
method has been used in a broad set of study cohorts,
such as arterial hypertension [18], acute heart failure
[19], kidney failure [20], diabetes mellitus [21], multiple
sclerosis [22] and muscle diseases [23, 24]. Duchenne
muscular dystrophy and muscle channelopathy were
associated with elevated tissue sodium [25, 26]. Some
researchers already conducted sodium MRI studies with
exercise or muscle strain [27, 28]. Increased levels of
sodium content in exercised muscles were found after
leg strain compared to baseline in healthy subjects [29,
30]. Therefore, the aim of this study was to comparatively
assess muscle sodium in ME/CFS and healthy controls at
baseline and after exercise.

Page 2 of 13

Materials and methods

Subjects and study design

In this pilot study, six patients with ME/CFS and six
healthy controls were studied. All patients were recruited
between August 2020 and November 2020 at the Insti-
tute of Medical Immunology at Charité where they were
previously diagnosed with ME/CFS based on Canadian
Consensus Criteria. Inclusion Criteria were: ME/CFS
triggered by an infection, muscle pain >5 assessed by a
likert scale from 0 (none) to 10 (severest), a Bell Score
from 20 to 40 [1, 31, 32], female sex (as women suffer
more often from ME/CFS) and age 20—45 years. Healthy
controls were age, BMI and sex matched with no history
of illnesses and no medication, that could affect the mus-
cle function. They were required to have sedentary jobs
and perform less than three hours of physical activity per
week [33].

Exercise protocol

Study participants were instructed not to exercise or per-
form intense leg movements for 1 week before the MR
examination. On examination day, patients were picked
up from home by taxi and healthy controls used public
transportation or car to not overstress their muscles.
Before the subjects” left calf was scanned at its widest
circumference, they rested in a lying position for at least
30 min to reach a constant distribution of the interstitial
volume and to ensure comparable resting states of the
muscles [34]. After the initial baseline imaging subjects
were asked to get off the MR to perform heel raises to
exercise the triceps surae muscle. The exercise protocol
contained 3 min of anaerobic dynamic training [27]. Plan-
tar flexion was done by raising both heels from stand-
ing position, stand on tiptoes and return to the floor,
against one’s own body weight with a frequency of 30/
min [13, 29, 30]. Subjects were repositioned to MR scan-
ner immediately after exercise for the second run of the
measurement protocol. To assess muscular fatigue, hand-
grip strength was measured in all study participants with
an electric dynamometer (CAMRY, model: SCACAM-
EH101) in two separate sessions. Patients and controls
had to sit in an upright position and place the forearm of
the dominant hand on a standard table in full supination.
The handle was pulled 10 times with maximum force for
3 s, each time followed by a 5 s relaxation phase [35, 36].
A second session was performed after a recovery break
of 60 min. Heart rate and blood pressure were measured
alongside to image acquisition before and after exertion.

MRI acquisition protocol and data processing

Imaging was performed on a clinical 3 Tesla MR
scanner (Philips Ingenia, Software Release 5.6.1,
Philips Healthcare, Best, The Netherlands) with
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a 2Na send/receive knee-coil (Rapid Biomedi-
cal, Rimpar, Germany) using a 2D spoiled gradi-
ent multi-echo sequence with flyback gradients (12
echoes, echo times TE=2.44 ms+nx3.05 ms), rep-
etition time TR=100 ms, flip angle FA =90°, measured
resolution =3 x 3 x 30 mm?, 132 averages, scan duration
TA =14 min. To assess dynamic alterations of sodium
levels during the prolonged imaging procedure, complex
images were stored for each individual average, in order
to allow for retrospective averaging with smaller tempo-
ral footprints. Averaging was performed via a dedicated
postprocessing plugin for Horos, to enable complex aver-
aging from a user-defined subset of averages and echoes.
The 2*Na signal was averaged over the first three echoes
of the multi-echo acquisition, acquired at TE, =2.44 ms,
5.49 ms and 8.54 ms, restricting the visualization to long
T2* sodium components. Furthermore, a moving average
filter over 80 respective average was employed, yielding
a time-resolved reconstruction with 53 timeframes over
the prolonged acquisition duration. Along with the sub-
jects” calf, four calibration phantoms containing aqueous
solutions of 10, 20, 30 and 40 mmol/L (mM) NaCl were
scanned as reference standards [18]. Tissue water content
was measured by 1H-MRI, using a fat-saturated inver-
sion-prepared SE sequence (inversion time, TI=210 ms;
TA=6.27 min; TE=12 ms; TR=3000 ms; FA=900; 1
average, resolution: 1.5x 1.5x 5 mm?®), as already con-
ducted by other scientists [19, 37].

Regions of interest (ROI) were drawn using the medi-
cal image viewer Horos (version 3.3.6) and the anatomi-
cal image (T1-weighted spoiled gradient echo sequence)
as guideline. ROIs were drawn over noise background
(0 mM NacCl) and over all reference phantoms and were
measured in arbitrary units (a.u.). The respective signal
intensities served as calibration standards by translat-
ing intensity to concentration in a linear trend analysis.
Important ROIs enclosed (a) the largest lower leg mus-
cle (triceps surae consisting of the medial and lateral
gastrocnemius and soleus muscle) and (b) the extensor
muscles of the anterior compartment of the leg (tibialis
anterior, extensor hallucis, extensor digitorum and fibu-
laris muscles), which were not exercised were used for
internal control. Since prominent vascular structures are
rich in sodium, they were excluded during measurement.
The primary outcome was defined as the absolute sodium
content in the muscle tissue. A graphical summary of the
study methods is outlined in Fig. 1.

Statistical analysis

Continuous data are presented as means with standard
deviation (£ SD), unless stated otherwise. Using the Sha-
piro—Wilk test and Kolmogorov—Smirnov test, data dis-
tribution was tested. The 95% confidence intervals were
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calculated and p<0.05 was considered significant for all
statistical tests. P-values are uncorrected and considered
descriptive due to multiple testing. Paired t-test was used
within the groups to test the progression of sodium and
water content in muscle tissue over time, and to com-
pare the two sessions of handgrip strength measurement.
Unpaired t-test was used to test the differences in tissue
sodium and water content, characteristics, and handgrip
strength between patients with ME/CFS and controls.
Differences in decrease of sodium content after its peak
values were assessed by comparison of linear regression
lines, which is one use of ANCOVA. Correlations were
assessed by linear regression model and Pearson correla-
tion coefficient. GraphPad Prism (version 9.0.2) was used
for statistical analysis.

Results

Study population

Muscle sodium and water content at baseline and
changes over time after lower leg muscle exercise were
measured noninvasively and analyzed in a total of 12
study subjects. Six patients with ME/CFS were compared
to six matched healthy controls, the characteristics of the
study population are shown in Table 1. Age, BMI, and sex
did not differ between the groups, neither did behaviors
regarding salt appetite, salty food craving and consump-
tion of beverages. All study subjects had an increase in
heart rate and blood pressure directly after exercise. All
subjects reported mild pain and exhaustion immediately
after exercise. Controls had painful sore muscles for two
days after exercise. All patients with ME/CFS reported
post-exertional malaise following exercise.

Dynamic of sodium and water content

Image quality was satisfactory for all 12 study subjects
and none of the images had remarkable motion arte-
facts. Dynamic progressions of tissue sodium content in
lower leg muscles over time in patients and in controls
are shown in Fig. 2. Directly after exercise, we found
elevated sodium content in triceps surae, medial and
lateral gastrocnemius. The strongest increase of tissue
sodium content was observed in medial gastrocnemius
muscle (patients from 10.50+£0.78 to 13.65+0.69 at
minute 1,430%, p=0.0005; controls from 10.2341.24
to 12.67 +1.28 at minute 1,+24%, p=0.0007) as shown
in Fig. 2. Within the 40-min recovery period, sodium
content decreased in these muscles. Neither ME/CFS
patients nor controls had an increase upon exertion
in sodium content in the extensor muscles and only a
minor increase in the soleus, which were not involved
in the exercise. There were no changes in tissue water
content in any muscles of the lower leg in both groups.
Values of tissue sodium and water content of different
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Fig. 1 Schematic overview of methods. a Clinical 3 Tesla MR scanner with 2*Na knee-coil for lower leg muscles placed in. b **Na knee-coil

with four calibration phantoms containing solutions of 10, 20, 30 and 40 mmol/L NaCl. ¢ After dynamic reconstruction of the data based on a
dedicated plugin, regions of interest (ROI) were drawn in Horos on MR images for all lower leg muscles and all calibration phantoms. d Signal
intensities of ROIs (measured in arbitrary units) were translated to sodium content in mM using a linear trend analysis. Finally, sodium content of

muscle tissue was assessed over time after exercise

muscle compartments are outlined in Table 2. Figure 3
shows representative *Na images from two subjects at
baseline, directly after exercise and 25 min after exercise.
The increased intensities which are faintly visible in the
images directly after exercise correlate with an increase
of tissue sodium content measured and expressed in mM.

Comparison of tissue sodium content in patients with ME/
CFS and controls

Baseline tissue sodium content was higher in all 5 muscle
compartments in ME/CFS compared to controls (Fig. 2).
The strongest difference was observed within the anterior

extensor muscle compartment, with 12.2+1.66 mM in
patients and 9.38+0.71 mM in controls (p=0.0034).
After exercise tissue sodium content increased in all exer-
cised muscles and was higher in ME/CFS than in con-
trols at all 8 time points during the 40-min measurement
period (p<0.0001, respectively). The decrease of sodium
content in medial gastrocnemius was slower in ME/CFS
than in controls with+30% versus+17% to baseline at
12 min (p=0.0326) and +29% versus + 16% to baseline at
15 min (p=0.0265). No difference in tissue water content
between the two groups was detected in any muscle com-
partment at any point in time.
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Table 1 Baseline characteristics
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Subjects Patients with ME/CFS Controls P-value ME/CFS
(n=6) (n=6) versus Controls
Sex Female Female -
Age (years) 303 (7.6) 273 (4.8) 0.4308
BMI (kg/m?) 216(4.1) 234(5.1) 0.5253
Bell Score [0-100] 30(6.3) - -
Chalder Fatigue Score [0-33] 295(14) - -
Systolic blood pressure baseline 1080 (11.1) 115.7 (8.0) 0.1997
Diastolic blood pressure baseline 63.2(7.5) 62.0(2.8) 0.7295
Mean arterial pressure baseline 773(88) 78.7(5.1) 0.7560
Heart rate baseline 63.8(7.9) 64.7 (6.0) 0.8411
Systolic blood pressure after exercise 1198 (12.0) 125.5(10.8) 04116
Diastolic blood pressure after exercise 72.2(11.9) 71.0(33) 0.8215
Mean arterial pressure after exercise 90.7 (84) 87 (4.9) 03777
Heart rate after exercise 76.5(6.7) 69.8 (4.2) 0.0672
Salt questionnaire [37]
"How much do you like salty food?” 6.0 (0.9) 5.7 (2.9) 0.7961
“How often do you add more salt to your food?” 3720 4.7 (3.8) 0.5819
“How much do you like salty snacks such as crisps?” 5.5(1.4) 53(34) 09146
“How often do you eat in fast food restaurants?” 2.0(1.5) 23(0.8) 0.6510
“"How much money do you usually spend there?” (€) 3.8(4.9) 7.0(43) 0.2640
"How often do you drink beverages without additional flavour?” 7.7(2.7) 6.2 (3.7) 0.4438
“How much do you drink daily?” (L) 2.1 (04) 2.1(0.4) >0.9999

ME/CFS, Myalgic Encephalomyelitis/Chronic Fatigue Syndrome. Mean values with standard deviation (SD) in brackets, unless stated otherwise. Questionnaire on a
scale from 1-10 (1 =1 strongly agree; 10 =1 strongly disagree). P value refers to comparison of both groups

Handgrip strength and correlation with tissue sodium
content

Patients with ME/CFS showed reduced maximal and
mean handgrip strength compared to controls (fmeanl
12.6+6.3 kg in patients versus 27.2+4.8 kg in con-
trols; p=0.0011) and after 60 min (fmean2 10.1+£5.6 in
patients versus 26.9+4.2 in controls; p=0.0002). Fur-
ther, the recovery rate fmean2/fmeanl in patients was
lower (p=0.0055), while controls showed similar mean
handgrip strength in both sessions (p=0.5342, Fig. 4a).
We observed an inverse correlation between fmeanl
handgrip strength and baseline tissue sodium content
of all lower leg muscles (average of triceps, extensors,
medial and lateral gastrocnemius and soleus; p=0.0500,
R?=0.3317, Fig. 4b), and between fmean2 handgrip
strength and average tissue sodium content of all lower
leg muscles after exercise (p=0.0319, R2=0.3832,
N=12, Fig. 4c). The correlations of handgrip strength
and the individual muscles are shown in Additional file 1:
Fig. S1.

Discussion

To the best of our knowledge, we conducted the first
2Na-MRI study in ME/CFS. This study provides evi-
dence that sodium content of lower leg muscles is higher

in ME/CFS than in healthy controls at rest and after
exercise. Furthermore, our findings indicate an inverse
correlation between mean muscle sodium content and
handgrip strength. Thus, sodium overload may play a
role in the pathophysiology of ME/CFS and may allow for
potential treatment targeting.

This study demonstrates the feasibility of monitor-
ing changes in muscle sodium content in ME/CFS and
healthy subjects after exercise using Na-MRIL As
already shown in previous studies in healthy persons,
our study populations also had an increase in muscle
tissue sodium content directly after anaerobic exercise
[27, 29]. Our MR images indicate an increase of sodium
without concomitant water increase, as it was shown
in another study, which postulates that sodium can be
stored non-osmotically [19]. Our findings that tissue
sodium content in healthy controls returned to baseline
levels approximately 40 min after muscle exercise corre-
spond to the results of a study showing a return to base-
line levels 35 min after exercise in healthy controls [30].
Like healthy subjects, patients with ME/CFS responded
to exercise with an initial increase in muscle sodium con-
tent followed by a decrease over time. Since all patients
with ME/CES suffered from post-exertional malaise after
exercise, we would not recommend this examination



53

Petter et al. Journal of Translational Medicine (2022) 20:580

Triceps Surae Muscle

16— -e- ME/CFS
Controls
14
s
E 124
+
©
4
10
8 T T T T T T T T T
Pre 1 3 6 9 12 15 25 40
Time after exercise [minutes]
Lateral Gastrocnemius Muscle
16 -e- ME/CFS
Controls
14
5
E 12+
+
©
z
104
8 T T T T T T T T T
Pre 1 3 6 9 12 15 25 40
Time after exercise [minutes]
Extensor Muscles
16 - -e- ME/CFS
Controls
14+
s
E 124
+
]
z
104

8 T T T T T T T T 1T
Pre 1 3 6 9 12 15 25 40

Time after exercise [minutes]

Page 6 of 13

Medial Gastrocnemius Muscle

16 -~ ME/CFS
Controls
14+
g
E 124
+
©
=z
104
8 T T T T T T T T T
Pre 1 3 6 9 12 15 25 40
Time after exercise [minutes]
Soleus Muscle
16 -~ ME/CFS
Controls
14
g
E 124
+
©
=z
10
8 T T T T T T T T T
Pre 1 3 6 9 12 15 25 40
Time after exercise [minutes]
Whole Lower Leg
16 -~ ME/CFS
Controls
14+
g
E 124
+
©
z
10
8 T T

T T T T T T T
Pre 1 3 6 9 12 15 25 40
Time after exercise [minutes]

Fig. 2 Mean tissue sodium content in lower leg muscles. Mean values in mM with standard deviation. Curves were plotted for six compartments of
the lower leg of patients with ME/CFS and controls: triceps surae, medial gastrocnemius, lateral gastrocnemius, soleus, extensor muscles and whole
lower leg. After exercise, tissue sodium content increased in all exercised muscle compartments in both groups. Patients showed higher tissue
sodium content in exercised muscles compared to controls. Tissue sodium content decreased within the 40-min recovery period in both groups. In
extensor muscles which were not exercised, patients showed continuously higher values than controls

method for clinical routine as long as no implications the
diagnostic or therapeutic management of the patients
can be made. Nevertheless, the burden of the disease is
high, and the identification of potential treatment targets
may merit further scientific use of exercise testing in con-
junction with the non-invasive MRI method.

The findings of our study are in line with our
recent hypothesis paper on the mechanisms of the
energetic situation in muscles in ME/CFS and the

underlying disturbance in ion homeostasis [14]. Appro-
priate muscular perfusion as well as function of the Na+/
K+-ATPase determine muscle fatigability. The sodium-
proton exchanger subtypel (NHE1) exports protons via
the import of sodium ions. In poor energetic situations
increased proton production raises intracellular sodium
via NHE1, the most important proton-extruder in skeletal
muscle. Endothelial dysfunction leads to muscle hypop-
erfusion and diminished ATP generation in ME/CFS [9].
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25 minutes after exercise

Fig. 3 »*Na MR images of the lower leg of a ME/CFS patient and a healthy control. Increased sodium signals are visible in the muscle tissue directly
after exercise in comparison to baseline and after recovery period of 25 min. The reference phantoms below the leg appear in variable intensity due
to their sodium concentrations (from left to right: 10, 20, 30 and 40 mmol/L NaCl)

Sodium is removed from the muscle by the Na+/K+-
ATPase at the expense of ATP consumption. We assume
that the removal of sodium is further impaired due to
dysfunction of the 32 adrenergic receptor which leads
to an insufficient stimulation of the Na+/K+-ATPase
[14]. High intracellular sodium can reverse the transport
direction of the sodium-—calcium exchanger (NCX) to
import calcium instead of exporting which is also known
from the ischemia—reperfusion paradigm [38]. Channels
and transporters that play a role in ion transport in myo-
cytes are depicted in Fig. 5. The ensuing calcium overload
affects the mitochondrial metabolism and the endothe-
lium, which further worsens the energetic situation in a
vicious circle which can explain post-exertional malaise,
exercise intolerance and chronification. Changes in intra-
cellular and mitochondrial calcium via NCX induced by
the rise in intramuscular sodium are considered the key
pathomechanism in the energetic and mitochondrial dis-
turbance in ME/CES as outlined in a recent hypothesis
paper [9, 14] but cannot be directly demonstrated with
current methods in vivo. The demonstration of elevated
intramuscular sodium in this study provides, however,
evidence that the conditions for a disturbed calcium han-
dling via the NCX are indeed present in skeletal muscles
in ME/CFS. The biological significance of these results
is a better understanding of the pathophysiology of ME/
CFS. This is a prerequisite for developing therapeutic
strategies for this frequent and debilitating disease for
which no effective treatment exists so far.

The Na+/K+-ATPase exchanges three sodium ions for
two potassium ions. Insufficient stimulation is expected
to lead to a rise in intracellular sodium and concomitantly
to a decrease in intracellular potassium. Here we show a
rise in intracellular sodium post-exercise. Concerning
potassium, there is evidence for a decrease in intracellu-
lar potassium from two publications. Reduced potassium
efflux was found in exercising muscle in ME/CEFS patients
which can only be explained by the development of intra-
cellular hypokalemia [39]. The authors incriminated ROS
to inhibit the Na+/K+-ATPase. In an earlier paper total
body potassium was found decreased by about 10% in
a group of ME/CEFS patients with severe fatigue [40]. In
this study, there was a strong inverse correlation of the
total body potassium and the total time spent resting as a
measure of fatigue and exhaustion. Lower plasma potas-
sium levels were also found in a recent study in patients
with ME/CFS compared with healthy controls [41]. If
potassium leaving the cell during the process of repolari-
zation via potassium channels is not taken up fast enough
by the Na*/K*-ATPase in the working muscles, it reaches
the blood stream to be renally excreted so that loss of
potassium occurs during exercise. Thus, the indirect evi-
dence for a lowered intracellular potassium together with
our direct demonstration of a rise in intracellular sodium
provides very strong arguments for a diminished Na+/
K+-ATPase activity in ME/CES.

Since it is technically not possible to measure intracel-
lular sodium during exercise the possibility exists that
sodium rises much higher than we measured pre- and
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Fig. 4 aHandgrip strength measurement with 10 repeats in two
sessions. Mean values in kg with standard deviation. Black line shows
results of initial session and grey line of second session after 60 min.
ME/CFS patients show lower mean handgrip strength compared to
controls and perform worse in their second session. Mean handgrip
strength of controls remains unchanged after 60 min. The scatter
plot with linear regression line shows (b) an inverse correlation of
baseline tissue sodium content in lower leg muscles (average of
triceps, extensors, medial and lateral gastrocnemius and soleus) and
initial mean handgrip strength (p=0.0500, R2=03317,N=12)and ¢
an inverse correlation of average tissue sodium content in lower leg
muscles after exercise (minutes 1-40) and mean handgrip strength of
the second session (p=0.0319, R?=0.3832, N=12)
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post-exercise. During exercise sodium loading must be
higher compared with rest because of sodium entry via
sodium channels in the process of excitation which adds
to sodium import via ion transporters of whom NHE1
may be the most important one. If this is a very dynamic
process there may be a rise of sodium during exercise
(reaching a steady state) over the level we see post-
exercise, but sodium does not necessarily accumulate to
a level that it would take minutes to remove the excess.
The rise in sodium we found post-exercise may be due
to increased NHE1-activity post-exercise due to proton
extrusion as a consequence of a glycolytic metabolism in
the presence of a diminished Na+/K+-ATPase activity.
Jones et al. reported a decreased proton extrusion imme-
diately post-exercise [13]. It is possible that NHE1 activ-
ity is diminished during exercise due to high intracellular
sodium reducing its driving force. This is even the only
plausible explanation for the observed reduced proton
extrusion. It is also an argument for a higher sodium rise
during exercise compared with post-exercise. Immedi-
ately after exercise intracellular sodium can quickly fall
as there is no more sodium entry via sodium channels
to restore the driving force of the NHE1. Protons can
indeed accumulate during exercise (intracellular acido-
sis). Removing the excess via the NHE1 (after restoring
its driving force) at rest could then cause the rise in intra-
cellular sodium we found post-exercise.

The intensity values of the 4 reference phantoms with
different NaCl solutions allowed us to measure sodium
content via the signal intensities. After translating inten-
sity to concentration in a linear trend analysis, we used
mM as the unit to express tissue sodium content. How-
ever, it should be noted that with the methods of our scan
protocol the signal decays very quickly and parts of tis-
sue sodium are no longer visible and measurable at the
time of measurement. Therefore, our values in mM are
lower than those from previous publications and cannot
be directly compared to them.

We measured total sodium content in muscle tissue
and small vessels which supply muscle tissue. Long-
and short-lived sodium components are measurable via
2Na-MRI. The long-lived components are assumed to
be the mobile, liquid sodium, which is mainly extracel-
lular sodium and short-lived sodium is assumed to be
intracellular sodium. Since only about 30% of the short-
lived sodium is still visible at TE 2.44, which we used in
our protocol, we assume that we measured mainly the
long-lived sodium, since a large number of short-lived
sodium signals have already decayed [34]. Like Hammon
et al. we focused on postexercise imaging results, which
would not have been possible with scan protocols depict-
ing more intracellular sodium, because they take longer
than 10 min [27]. Within this period, however, we already
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Fig. 5 lllustration of the lower leg cross-section with exemplary representation of intracellular and extracellular sodium in the muscle tissue. The
zoomed section on the right shows a myocyte with all its channels and transporters involved in the handling of protons, sodium, calcium, and
potassium. Physiologically, the NCX works in forward mode to export calcium. High sodium concentration caused by high NHE1- and low Na+/
K-+-ATPase activity can reverse the transport direction of the NCX to import calcium instead of exporting it, resulting in calcium overload

observed a decrease in sodium content. For exact differ-
entiation between intracellular and extracellular sodium,
we recommend the realization of further studies with
radial sequences and shorter TEs. Since the MRI method
used has a potential clinical benefit, optimization of the
technique for applications in larger clinical cohorts or
even clinical routine would be desirable. To make this
possible, we believe that one of the most important fea-
tures would be the reduction of motion artefacts through
e.g. navigator pulses or camera control.

Limitations

Since our study was a preliminary study, it was performed
with a very small sample. In our pilot study we found
despite the small size significant differences between ME/
CFS and healthy controls and showed in the results the
ranges and standard deviations as well as the individual
measurements in the scatter plot with the linear regres-
sion line (Fig. 4). This information will be valuable for
planning future studies on larger cohorts, possibly with
therapeutic interventions.

Moreover, it is unclear to what extent the immobility
of patients with ME/CFES has influenced the results. It
is possible that results were affected by variable exercise
intensity, muscle condition and activation. This poten-
tial bias could be prevented in further studies by using
a purpose-built, MRI-compatible exercise apparatus for
calf muscles. However, we established our exercise pro-
tocol after extensive literature review and internal tests,
and we assume that sufficient load matters more than the
type of exercise. The same exercise protocol was followed
in all patients. The exercise was performed for 3 min to
exhaustion and checked for correctness of performance
and intensity by a person of the researchers’ team. The

fact that all 12 study participants experienced muscle
soreness or muscle pain after the exercise is also an indi-
cator for a sufficient muscle load.

All data were processed and analyzed in Horos by
one person. Previous analyses of inter- and intra-oper-
ator variability in ROI-based measurements, however,
revealed no significant differences between measure-
ments [17, 37, 42].

Conclusion and outlook

2Na-MRI confirms our hypothesis of increased sodium
content in muscles of ME/CES patients. It provides the
opportunity to study the sodium homeostasis in patients
with ME/CEFS. Our findings lead to a better understand-
ing of the pathophysiology of ME/CFS and open up diag-
nostic possibilities and potential therapeutic targeting.
As our results are encouraging, further research with a
larger study population and an adapted methodology
should be conducted.
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