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#Na-Magnetresonanzspektroskopie-Untersuchungen
zum Verlauf der Narbenentwicklung nach Myokard-
infarkt

H. Scheffer’, M. de Groot", H. Remkes', C. Weidensteiner?, M. Meininger', S. Neubauer', M. Horn'

Magnetresonanzspektroskopie (MRS) erlaubt die nichtinvasive Untersuchung der Konzentrationen von Stoffwechselprodukten und lonen im
Herzen. Der Gesamtnatrium (Na)-Gehalt kénnte fiir die Untersuchung der Vitalitdt von Myokardgewebe verwendet werden, jedoch gibt es keine
Berichte tiber die Entwicklung des Na-Gehalts in der chronischen Infarktnarbe im Vergleich zum normalen Myokard. Die vorliegende Studie untersucht
die Anderungen des myokardialen Na-Gehalts wihrend der Narbenentwicklung nach einem Myokardinfarkt (MI) am Modell der Koronarligatur in
der Ratte. Ratten wurden einer Ligatur des Ramus intraventricularis anterior unterzogen. Myokardgewebe von Kontrolltieren sowie infarziertes Gewebe
wurden 1, 3, 7, 28 und 56 Tage postoperativ entnommen und der Na-Gehalt mittels 2*Na-MRS und lonenchromatographie bestimmt. Der Na-Gehalt
nach Ml war zu allen Zeitpunkten bei beiden Bestimmungsmethoden auf Werte zwischen 306 und 160 % des Kontrollwertes erhéht (n = 6-8 je
Gruppe, p < 0,01 vs. Kontrolle). Der Na-Gehalt ist im chronisch infarzierten Myokardgewebe zu allen Zeitpunkten erhéht. Damit kann tberlebendes
Myokard von einer Infarktnarbe anhand des Na-Gehalts unterschieden werden. Diese Information konnte in der 2> Na-Magnetresonanzbildgebung
(MRI) zur Bestimmung der Infarktnarbe eine klinische Anwendung finden.

Magnetic resonance spectroscopy (MRS) allows the non invasive examination of metabolite and ion concentrations in the heart. Total sodium
(Na) content potentially allows analysis of myocardial viability, but information on Na content in chronic scar vs. normal myocardial tissue is absent.
Thus, the purpose of this work was to study the changes of total myocardial Na content during scar formation after myocardial infarction in a rat model
of coronary artery ligation. Rats were subjected to ligation of the left anterior descending coronary artery. At control and 1, 3, 7, 28, and 56 days post-
operatively, infarcted tissue was excised, and total Na content was determined with 2 Na-MRS and ion chromatography. Na content by 2 Na-MRS and
ion chromatography was increased to levels between 306 and 160 % of control at all time points after Ml (n = 6-8 each group, p < 0.01 vs. control).
Na content is increased in scar tissue after chronic Ml at all time points. Thus, surviving myocardium and scar can be distinguished by total Na
content. This information might be used in ?*Na-magnetic resonance imaging for the detection of myocardial scar as a clinical tool. J Kardiol 2001; 8:

345-348.

Die Vitalitat des Herzmuskels nach Myokardinfarkt ist
von entscheidender Bedeutung fiir den weiteren Be-
handlungsweg. Gewebe, das von einem stenosierten Ko-
ronargefald versorgt wird, kann bei vorliegender Akinesie
entweder irreversibel geschadigt (avital) oder aber vital
sein. Hierbei kann es am vitalen Myokard zu den Phéno-
menen ,stunning” und ,hibernation” [1] kommen, d. h.,
bei reduziertem metabolischem Umsatz unterstiitzt das
betroffene Myokard die Pumpfunktion nicht. Diese Phano-
mene sind nach Revaskularisierung (PTCA oder Bypass)
reversibel und fiihren zur erneuten Teilnahme des Myo-
kards an der Pumpfunktion. Wie von Iskandrian et al. [2]
gezeigt wurde, ist die prdoperative Vitalititsdiagnostik ent-
scheidend fiir die postoperative Prognose. Die heute ver-
fgbaren Methoden zur Bestimmung der myokardialen Vi-
talitat besitzen intrinsische Probleme, z. B. StreR des Pa-
tienten bei inotroper Stimulation im Rahmen von Echo-
kardiographie [3] oder MRI [4], Einschrankungen durch
schlechte Schallbedingungen bei Echokardiographie, ge-
ringe Spezifitat (2'T|-Szintigraphie) oder limitierte Verflig-
barkeit (PET) [5].

2Na ist der Kern, der aufgrund seiner natirlichen Ei-
genschaften eine hohe raumliche Auflosung bei der An-
wendung der 2’Na-MRI erwarten [aBt. Experimentelle
2Na-MRI wurde bereits friih von DeLayre [6] und Ra et al.
[7] am Herzen angewendet. Im Gegensatz zu 'H bestehen
hier sehr kurze Relaxationszeiten, die eine schnelle Puls-
abfolge erlauben. Durch das Versagen der lonenhomeo-
stase kommt es nach Myokardinfarkt zu einer schnellen
Zunahme des Na-Gehalts im Verlauf von Stunden [8-10].
Die vorliegende Arbeit untersucht den Verlauf des Na-Ge-
halts nach Myokardinfarkt Gber einen Zeitraum von 2 Mo-
naten am Modell des Myokardinfarkts [11] in der Ratte.

Methoden

Experimenteller Myokardinfarkt

Der Ramus intraventricularis anterior (RIVA) mannli-
cher Wistar-Ratten wurde nach dem Modell von Pfeffer
[11, 12] unterbunden. Es kommt zur Ausbildung eines In-
farktes mit Remodelling des linken Ventrikels [13] inner-
halb von 2 Monaten. Kontrolltiere wurden nicht operiert.
Alle Tiere wurden bei freier Verfligharkeit von Wasser und
Futter in einem 12-Stunden-Hell-Dunkel-Zyklus gehalten.
Die Versuche waren von der Regierung von Unterfranken
auf die Einhaltung der tierschutzrechtlichen Bestimmun-
gen geprift und genehmigt worden.

Protokoll und Probennahme

Es wurde Gewebe aus 6 Gruppen untersucht: Kontroll-
myokard sowie Myokard 1, 3, 7, 28 oder 56 Tage nach Ml (n
=6, 8,8, 6,7, 8 je Gruppe). Die Ratten wurden durch i.p.
Gabe von Natriumpentobarbital betdubt, die Herzen ent-
nommen und in kalter (4 °C) iso-osmolarer LiCl/CaCl,-Lo-
sung geschwenkt. Das infarzierte Gewebe wurde anhand
von Farbveranderungen bestimmt. Nichtinfarziertes Gewebe
ist rotlich, wohingegen infarziertes Gewebe innerhalb der er-
sten 3 Tage rotbraun ist. Ab einer Woche nach Ml erscheint
das Gewebe gelb, spater weils. Das Infarktgewebe wurde
ausgeschnitten und zur Entfernung von eventuell anhaften-
dem Blut nochmals in LiCl/CaCl,-Losung gesptilt. Aus dem so
entnommenen Gewebe wurden 3 Teilstlicke gewonnen: fur
(1) Bestimmung des Na-Gehalts mit 22Na-MRS, (2) Trocken-/
NaRgewichtanalyse (Odembildung) und anschlieRender
lonenchromatographie (Na-Gehalt) und (3) Bestimmung der
Creatinkinase (CK)- und LDH-Enzymaktivititen und Iso-
enzymverteilungen. Die Biopsien hatten ein durchschnittli-
ches Gewicht von 27,8 + 1,4 mg (Bereich 6,8-61,8 mg).
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Standardlosungen und Chemikalien

Fur die 2?Na-MRS wurde eine Losung von 119,7 mg
NaCl in 60 % D,0/40 % H,O mit 10 mM Dysprosium-
Shiftreagenz (Tris,[Dy(TTHA)]) [14] als Standard verwen-
det. Das Gewebe wurde in eine iso-osmolare Lésung von
149,6 mM LiCl und der physiologischen [Ca?*] von 1,25 mM
eingebracht. Alle verwendeten Chemikalien wurden von
Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen, Deutschland) erwor-
ben und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

23Na-NMR-Spektroskopie

Die 2?Na-NMR-Spektren wurden an einem Bruker AM
300 SWB (Bruker, Rheinstitten, Deutschland) mit einem
10 mm-Multinuklear-NMR-Probenkopf (Bruker, Fallanden,
Schweiz) erhalten. Vor der Spektrenaufnahme wurde das
B,-Feld durch Shim des 2D-lock levels optimiert. Die
Biopsie aus der Infarktnarbe wurde im Inneren von zwei
konzentrischen NMR-Rohrchen (Wilmad, Buena Vista, NJ,
USA) in einer LiCl/CaCl,-Losung plaziert. Im duBeren NMR-
Rohrchen (10 mm) wurde die oben beschriebene Standard-
[6sung verwendet. Mit einem Aspect 3000 Computer
(Bruker, Rheinstétten, FRG) wurden bei einer Frequenz von
79,50 MHz 100 freie Induktionszerfille (FIDs) innerhalb
von 8 min 37 sec aufgezeichnet. Es wurden ein Hochfre-
quenzpuls von 20 psec, das entspricht einem Pulswinkel
von ca. 80°, und ein Puls-Puls-Abstand von 0,52 sec ver-
wendet. Die erhaltenen FIDs wurden mit einer symmetri-
schen Gaussfunktion (Maximum der Gausskurve bei 25 %
der FID-Lange, t,, = 143 msec) multipliziert, fouriertrans-
formiert und spektrenspezifisch phasenkorrigiert. Die
Signalflachen der erhaltenen 2*Na-Spektren wurden mit der
Bruker DISNMR89 Integrationsroutine bestimmt und tber
die Konzentration des Standards in Absolutkonzentrationen
umgerechnet. Aufgrund kurzer longitudinaler Relaxations-
zeiten (T1) von 23Na (28,8 msec bei 8,5 T [15]; T1 =
34,2 msec [8] im Myokard und T1 = 26,2 msec [8] im In-
farkt bei 4,7 T) waren alle erhaltenen Spektren voll relaxiert.

Trocken-/Nafsgewicht

Die erhaltenen Biopsien wurden gewogen, bei 55 °C fur
3 Tage getrocknet, auf Raumtemperatur abgekiihlt und er-
neut gewogen. Aus den erhaltenen Gewichten wurde das
jeweilige Trocken-/NaBgewicht-Verhaltnis berechnet.

lonenchromatographie

Getrocknete Gewebeproben wurden in einem Platin-
um-Iridium-Tiegel (OGUSSA, Wien, Osterreich) dreimal
mit 1-2 ml Salpetersdaure (TraceSelect grade, Fluka,
Deisenhofen, Deutschland) versetzt und bei 300 °C ab-

Standard Myokard

10 0 ppm

Abbildung 1: 2*Na-NMR-Spektrum einer Infarktbiopsie (21,7 mg) mit den
Resonanzen von Myokardgewebe (0 ppm) und Standard (12 ppm). Das
mittlere Signal/Rausch-Verhéltnis der Geweberesonanz war 14,5 + 1,3.

geraucht. Beim letzten Durchgang wurde die Probe je-
doch nur bis zu hoher Viskositét eingedampft. Der Riick-
stand wurde in 2 ml Wasser aufgenommen und filtriert
(35 pm). 1,5 ml der Losung wurden verdiinnt und der
Natriumgehalt mit lonenchromatographie bestimmt. Hier-
zu wurde die vollstindige Probe auf eine lonPac C12-
Chromatographiesaule (Stationdre Phase) aufgebracht und
mit 1%iger Salzsdaure (Mobile Phase) in einem Dionex-
Chromatographiesystem (Dionex Corp., Sunnyvale, CA,
USA) eluiert und mit Leitfadhigkeitsmessung detektiert.

Enzymaktivititen und Isoenzymverteilungen

Aus den erhaltenen Biopsien wurden 5-10 mg Gewe-
be in 0,1 M K,HPO,-Puffer mit T mM EGTA und T mM
B-Mercaptoethanol bei pH 7,4 und 4 °C homogenisiert.
Die Gesamtaktivitat von CK [16] wurde mit einem Ultra-
spec IlI-Spektrophotometer (Pharmacia Biosystems, Frei-
burg, Deutschland) gemessen.

Fir die Isoenzymverteilung von CK wurden das ,Rapid
Electrophoresis System” (REP, Helena Diagnostika GmbH,
Hartheim, Deutschland) und die Agarose-Gelelektrolyse
(REP CK lIsoforms Kit, Helena Diagnostika GmbH, Hart-
heim, Deutschland) verwendet. Das ,Electrophoresis Data
Center” (EDC, Helena Diagnostika GmbH, Hartheim,
Deutschland) wurde fiir die automatische Quantifizierung
der einzelnen Isoenzymbanden eingesetzt.

Datenanalyse

Die Daten der verschiedenen Zeitpunkte aus den MRS-
Experimenten wurden mit den Werten der Kontrolle mit-
tels eines ungepaarten, zweiseitigen t-Tests verglichen.
Eine Bonferroni-Korrektur fir 5 Vergleiche wurde ange-
wendet. p-Werte kleiner 0,01 wurden als signifikant einge-
stuft. Fir den Vergleich der Daten aus 2*Na-MRS und
lonenchromatographie wurde ein zweiseitiger, gepaarter
t-Test mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05 verwen-
det. Die Berechnungen wurden mit dem Programm
StatView 4.51 (Abacus Concepts Inc., Berkeley, CA, USA)
durchgefiihrt. Die angegebenen Werte sind Mittelwert +
SEM.

Ergebnisse

Trocken-/Naligewicht-Verhiltnis

Die Trocken-/Naligewicht-Verhaltnisse waren 0,25 +
0,0 in Kontrollen, 0,23 + 0,01 und 0,18 + 0,03 am Tag 1
und 3 nach Infarkt; dies zeigt Odembildung an. Zu spite-
ren Zeitpunkten waren die Trocken-/Nalkgewicht-Verhalt-
nisse mit 0,27 + 0,03, 0,22 = 0,07 und 0,24 = 0,02 (Tag 7,
28 und 56) nicht von normalem Myokard verschieden.

23Na-NMR-Spektroskopie

Abbildung 1 zeigt ein typisches 2?Na-NMR-Spektrum
einer Biopsie mit einer Resonanz bei 0 ppm des Myo-
kardgewebes und einer Resonanz des Standards bei 12
ppm. Das mittlere Signal-zu-Rausch-Verhiltnis des Gewe-
besignals war 14,5 + 1,3. Die berechneten Absolutwerte
von 2Na im Gewebe (Angaben in pg Na/mg NafRgewicht)
zeigen eine 3,1fache Zunahme des Na-Gehalts in der Nar-
be am Tag 1 nach MI. Nach dieser initialen Zunahme sin-
ken die Na-Spiegel auf 230 % (Tag 3) und 170 % (Tag 7)
des Kontrollwertes. Wéhrend des gesamten Untersu-
chungszeitraums bleiben die Werte jedoch um mindestens
70 % hoher als die Kontrollwerte (Abb. 2). Der Na-Gehalt
im infarzierten Gewebe war zu allen Zeiten hoher als in
der Kontrollgruppe.



lonenchromatographie

Die Na-Konzentrationen aus der lonenchromatogra-
phie (Abb. 2) zeigen Werte in enger Ubereinstimmung mit
den Werten der 22Na-MRS. Zu allen Zeitpunkten waren die
Kurven dhnlich, die erhaltenen Werte sind zu allen Zeit-
punkten signifikant erhéht im Vergleich zu den Kontroll-
werten. Ein Monat nach Ml erreicht die Na-Konzentration
ein Plateau, dal® zu keinen weiteren Anderungen mehr
fuhrt.

Enzymaktivititen und Isoenzymverteilung

Zu allen Zeitpunkten nach Infarkt war die CK-Ge-
samtaktivitdt im infarzierten Gewebe signifikant auf etwa
25 % der Kontrollwerte (1150 = 103, 272 + 86, 344 + 68,
365 + 149, 186 = 77 und 164 + 27 mlU/mg ww fir Kon-
trolle, an Tag 1, 3, 7, 28 resp. 56 nach Infarkt, p < 0,01 vs.
Kontrolle) erniedrigt. Wéahrend der Narbenbildung traten
signifikante Anderungen in der Isoenzymverteilung des
Creatinkinasesystems auf (Abb. 3). Wahrend die absoluten
Aktivititen der MM-CK- und mito-CK-Isoenzyme ab dem
ersten Tag nach Infarkt erniedrigt sind (MM-CK auf 28 %,
mito-CK auf 24 % der Kontrolle), bleibt der Anteil des MB-
CK-lsoenzyms wahrend des gesamten Untersuchungs-
zeitraums nahezu konstant. Die Aktivitdt des BB-CK-Iso-
enzyms ist nur am ersten Tag nach Infarkt reduziert, nimmt
jedoch am Tag 3 auf ~290 % der Kontrolle zu und bleibt
etwa auf das 2,5fache wahrend der Narbenentwicklung er-
hoht.

Diskussion

Na-Gehalt des Gewebes wihrend der Narbenbildung

Wenn sich die Na-Konzentrationen im Gewebe von vi-
talem und avitalem Myokard unterscheiden, sollte es mog-
lich sein, mit Hilfe der 22Na-MR-Bildgebung eine Unter-
scheidung der Gewebe zu erreichen. Aufgrund der intrinsi-
schen NMR-Parameter von )Na ist eine hohe raumliche
Auflosung [17] erreichbar. Bisherige Untersuchungen [8,
9] zeigen eine Zunahme des Na-Gehalts im akuten Infarkt,
es liegen jedoch keine Untersuchungen Uber die Entwick-
lung des Na-Gehalts im chronisch infarzierten Gewebe
VOr.

Zu frihen Zeitpunkten der Ischamie wird die Na/K-
Pumpe inhibiert, und zusétzliche Na-lonen gelangen tiber
den Na-H-Austauscher in die Zelle [18]; damit kommt es
zum Verlust der lonenhomeostase. Zusatzlich zur intrazel-
lularen Na-Akkumulation fuhrt die
Ischamie zur extrazelluliren Na-

myozyten abgebaut. Gleichzeitig wandern Fibroblasten in
das nekrotische Gebiet ein, ersetzen die Kardiomyozyten
und fihren zur Ausbildung einer Kollagenmatrix. Etwa 6
Wochen nach dem Infarktereignis kommt es zur Verstei-
fung des Kollagennetzwerkes und der Reduktion der Fibro-
blastenanzahl [20]. Unsere Daten zeigen einen etwa 3fa-
chen initialen Anstieg der Gesamtnatriumkonzentration
am ersten Tag nach Infarkt und eine nachfolgende Abnah-
me auf Werte von ~70 % oberhalb des Kontrollwertes. Die
zelluldre Basis der Veranderungen ldlt sich aus unseren
Untersuchungen nicht direkt ableiten, jedoch lassen die
Anderungen der CK-lsoenzymverteilung den Ersatz der
Kardiomyozyten durch Fibroblasten nachvollziehen.
Kardiomyozyten besitzen nur einen geringen Anteil (etwa
2 %) des BB-CK-Isoenzyms; hauptsdachlich sind MM-CK-
Isoenzym (ca. 50 %) und mito-CK-Isoenzym (ca. 15 %)
exprimiert. Das MB-CK-Isoenzym (ca. 35 % im Herzen) ist
eine Mischform und tritt nur auf, wenn die beiden anderen
Isoenzyme MM und BB vorhanden sind. Da in Fibro-
blasten nur das BB-CK-Isoenzym auftritt, [dt sich deren
Wachstum ab Tag 3 an der Zunahme des BB-CK-Isoenzym-
anteils nachvollziehen. So sind 23, 26 und 41 % (p < 0,01
vs. Kontrolle) der CK-Aktivitat an den Tagen 3, 7 und 28
nach Infarkt durch BB-CK verursacht.
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Abbildung 2: Natriumgesamtkonzentration in Kontroll- und Infarkt-
biopsien, bestimmt mittels 2?*Na-NMR (offene Quadrate) und lonen-
chromatographie (geschlossene Kreise). Die Ergebnisse von 2*Na-MRS
und lonenchromatographie sind an den Tagen 3 und 56 nach Infarkt si-
gnifikant verschieden. Der Gesamtnatriumgehalt ist jedoch zu allen Zeit-
punkten nach Infarkt im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant.
*p < 0,01 vs. Kontrolle, + p < 0,05 NMR vs. lonenchromatographie
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Abbildung 3: Absolute Creatinkinaseaktivitat (links) im infarzierten Myokardgewebe (Angaben in mIU/
mg Gewebe) fir Kontrolle und bis zu 2 Monate nach Infarkt. Die Balken der absoluten CK-Aktivitat
sind jeweils fir die 4 Isoenzyme unterteilt. Die relative Verteilung der Isoenzymverteilung (rechts,
Angaben in % der CK-Gesamtaktivitat) fiir Kontrolle und bis zu 2 Monate nach Infarkt.



Durch diesen Umbauprozels des Gewebes kann die
Verschiebung des Volumenanteils zwischen Intra- und
Extrazellularraum als die wahrscheinlichste Ursache der
Verdnderungen gelten. Die intrazelluldre Na-Konzentra-
tion ist im Bereich von etwa 10 mM [21], wohingegen die
extrazelluldare Na-Konzentration mit ~140 mM um mehr
als eine Zehnerpotenz dartberliegt. Im intakten Myokard
sind Intra- und Extrazelluldrraum mit jeweils ~50 % des
Myokardvolumens [22] gleich verteilt. Wenn Kardiomyo-
zyten durch Fibroblasten und Kollagen — beide haben ein
geringeres Volumen als Kardiomyozyten — ersetzt werden,
kommt es zur Zunahme des extrazelluldren Volumenan-
teils und zur Abnahme des intrazellularen Volumenanteils
[18]. Dies fuhrt zu einer Zunahme des Gesamtnatrium-
gehalts, wie 2?Na-MRS und lonenchromatographie zeigen.
Die Unterschiede zwischen 2*°Na-MRS und lonenchro-
matographie sind an Tag 3 und 2 Monate nach Ml signifi-
kant. Die hoheren Werte der 22Na-MRS im Vergleich zur
lonenchromatographie diirften sich durch einen gestiege-
nen Extrazellularraum mit einem hoheren Anteil an spek-
troskopisch erfalten langsamen Ubergdngen erkldren.
Auch wenn Differenzen in den Absolutwerten auftreten,
ist die 22Na-Konzentration im chronisch infarzierten Myo-
kard signifikant erhoht. Damit 1aB8t sich anhand von Na-
triumspiegeln eine Unterscheidung von infarziertem und
nichtinfarziertem Gewebe treffen. Das Potential fur die kli-
nische Bestimmung der Infarktgrolle [23] wird zur Zeit
evaluiert.

Methodische Uberlegungen

Bedingt durch die quadrupolaren Effekte des *Na-
Kerns ergibt sich ein biexponentieller Abfall der Magneti-
sierung im FID. Neben den schmalen Linien von langsa-
men Ubergingen, die bei Kernen wie 'H, 3'P oder '3C auf-
treten, sind weitere extrem breite Resonanzen von schnel-
len Ubergidngen vorhanden; diese breiten Resonanzlinien
lassen sich nur schlecht voneinander abtrennen und erhe-
ben sich nur wenig aus dem Rauschen. Zusatzlich relaxiert
ein erheblicher Anteil des Signals bereits vor Beginn der
Datenakquisition und kann nicht erfalt werden. Fiir eine
ausfiihrliche Darstellung verweisen wir auf die Literatur
[24, 25]. In Losung sind 100 %, in groflen Kompartementen
(z. B. Extrazelluldarraum) ein hoher Anteil des Signals [26]
von langsamen Ubergingen herriihrend, wohingegen in
kleinen Kompartementen mit reduzierter Mobilitat Triplet-
Strukturen auftreten, die eine bis zu 60 % eingeschrankte
,Visibilitit” der schnellen Ubergédnge haben, die zu einer
reduzierten Detektierbarkeit des *Na-Gehalts fuhren kon-
nen [26-39]. In der vorliegenden Studie ist nahezu jedes
Signal extrazellularen Ursprungs und damit detektierbar,
wahrend die intrazellularen Kompartemente mit reduzier-
ter Detektierbarkeit nur zu etwa 4 % zum Gesamtsignal
beitragen.
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