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1.Einleitung und Fragestellung

1.1 Kardiovaskuldre Erkrankungen

Kardiovaskuldre Erkrankungen sind nach wie vor die haufigste Ursache der
Morbiditit und Mortalitit in der westlichen Welt. Krankheiten des
kardiovaskuldren Systems werden in 15 bis 20 Jahren voraussichtlich die
Haupttodesursache darstellen. Dies ist auf die erhohte Pravalenz von
kardiovaskuldren Erkrankungen in Osteuropa und in Entwicklungsldandern sowie
auf die steigende Inzidenz von Diabetes mellitus und Adipositas in der westlichen
Welt zuriickzufiihren (1, 2). Heutzutage sind Erkrankungen des kardiovaskuldren
Systems verantwortlich fiir ca. 38% aller Todesfille. Kardiovaskuladre
Erkrankungen stellen die Haupttodesursache in Europa von Midnnern unter 65
Jahren und die zweithdufigste Todesursache von Frauen dar (1, 2). Der
Entwicklung neuer sowie der Optimierung bereits vorhandener
Bildgebungstechniken wird daher, zur Verbesserung der Detektion und
Quantifizierung von kardiovaskuldren Erkrankungen, eine hohe Bedeutung

zugemessen.

1.2 Kardiovaskuldre Erkrankungen und die arterielle

Gefafdwand

Die ,gesunde” arterielle Gefafwand ist aus drei unterschiedlichen Wandschichten
aufgebaut (3). Endothelzellen stellen die innerste Schicht der Intima dar. Sie trennt
die subendotheliale Proteoglykanschicht von der Blutbahn. Zusatzlich kommen in
der Intima einzelne glatte Muskelzellen vor. Diese Zellen exprimieren verschiedene
extrazelluldre Matrixproteine, wie z. B. unterschiedliche Arten von Elastin und
Kollagen. In der gesunden Gefaf3wand enthélt die diinne Matrix der Intima jedoch
nur minimale Mengen an Elastin- und Kollagenfasern, Proteoglykanen, Lamininen
und Fibronektinen (4). Die ,innere elastische Membran“ trennt die Intima von der
Media und tragt wesentlich zur Gefafwandintegritit bei. Die Media besteht in

erster Linie aus dicht angeordneten glatten Muskelzellen. Die ,dufdere elastische
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Membran“ trennt die Media von der Adventitia. Diese duferste Gefaffwandschicht
enthdlt in erster Linie verschiedene Kollagene sowie einzelne Fibroblasten und
glatte Muskelzellen. Es ist wichtig anzumerken, dass deutliche Unterschiede
zwischen den verschiedenen Gefif3betten beziiglich der relativen
Zusammensetzung der Gefaffwand bestehen (5). Pathologische Veranderungen der
Gefaflwand im Rahmen der Arteriosklerose finden in erster Linie in der arteriellen
Intima statt. Zu diesen Verdanderungen zahlt die Infiltration von modifizierten
Lipiden, wie z.B. ,Low Density Lipoproteinen“ (LDL), Makrophagen und glatten
Muskelzellen (Abbildung 1) (6). Die Arteriosklerose ist eine sich langsam
entwickelnde Erkrankung, welche im Verlauf lange symptomlos bleibt.
Symptomatisch wird diese Erkrankung, sobald der arteriosklerotische Plaque die
Blutversorgung stark beeintrachtigt oder im Falle der Plaqueruptur. Dieser Prozess
kann zu einer plétzlichen thrombotischen Verlegung des GefafRlumens fithren und
subsequent zur Entwicklung eines Myokardinfarkts oder eines zerebralen
Schlaganfalls (7). Arteriosklerotische Gefafiwandveranderungen werden in den
meisten Fallen durch die Infiltration von LDL in die - z. B. durch Nikotinkonsum
vorgeschddigte - Intima initiiert (6). Innerhalb der Intima kommt es zur Oxidation
von LDL, was die Aktivierung von Endothelzellen bewirkt. Endothelzellen
beginnen, verschiedene Adhdsionsmolekiile, wie das vaskuldre Adhédsionsmolekiil
1 (VCAM-1) und E-Selektin, zu exprimieren. Dies fiihrt subsequent zur Aktivierung
von Monozyten und weiterer proinflammatorischer Zellen. Innerhalb der Intima
differenzieren sich Monozyten zu Makrophagen und beginnen, modifizierte LDL-
Partikel zu phagozytieren. Dies fiihrt zur Transformation von Makrophagen in
sogenannte Schaumzellen (Foam Cells). In diesem initialen Stadium der
Arteriosklerose wird der sich entwickelnde arteriosklerotische Plaque als ,fatty
streak” bezeichnet. Diese ,fatty streaks“ konnen bereits in der Gefifwand von sehr
jungen Patienten nachgewiesen werden (6). Kommt es zu einem Fortschreiten der
Arteriosklerose, beginnen aktivierte Makrophagen mit der Expression von
proinflammatorischen Zytokinen, Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sowie
weiterer Gewebefaktoren. Hiermit tragen sie zur Progression und Destabilisierung

des arteriosklerotischen Plaques bei (6). Im nachsten Schritt kommt es zur
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Migration von glatten Muskelzellen aus der Media in die Intima. Diese
proliferierenden glatten Muskelzellen stellen einen Hauptbestandteil der
Neointima dar und sind fiir die Expression von extrazelluliren Matrixproteinen,
wie z. B. Elastin und Kollagen, verantwortlich (8). Freies Cholesterin, welches in
erster Linie aus der Membran roter Blutkérperchen stammt, tragt mafdgeblich zur
Entwicklung des nekrotischen Kerns der Plaques bei (9). Falls sich diese
entziindlichen Prozesse fortsetzen und modifizierte Lipide weiter den Plaque
infiltrieren, kann es zu einer weiteren Vergréflerung des nekrotischen Kerns
kommen. Parallel zu diesem Prozess zerstéren Proteinasen extrazelluldre
Matrixproteine, was zu einer deutlichen Ausdiinnung der fibrésen Kappe des
Plaques fiihren kann (8). Kommt es zur Plaqueruptur, gerat intravaskulares Blut in
direkten Kontakt mit der Matrix sowie mit exponierten Gewebefaktoren. Dies fiihrt
zur ,Triggerung“ der Koagulationskaskade. Durch die Konvertierung von
Fibrinogen zu Fibrin wird die Aktivierung von Thrombozyten initiiert. Bei einem
Verschluss der stromabwarts gelegenen Arterie ist z. B. ein Myokardinfarkt oder
Schlaganfall die Folge (6). Verschiedene Studien haben gezeigt, dass
arteriosklerotische Plaques mit einem prominenten nekrotischen Kern, positivem
vaskularem Remodeling sowie einer diinnen fibrésen Kappe mit einem hohen
Rupturrisiko assoziiert sind (10, 11). Diese Art der arteriosklerotischen Plaques ist

fiir ca. zwei Drittel aller symptomatischen Myokardinfarkte verantwortlich (12).
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Abbildung 1.1: Graphische Darstellung der verschiedenen Entwicklungsstadien des
arteriosklerotischen Plaques. IEM: Interne elastische Membran, EEM: Externe elastische Membran,
ECM: Extrazelluldre Matrix, LDL: low density lipoprotein. Angepasst von Makowski et al, Radiology,

2012 in print.
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1.3 GefifRwandbildgebung mittels MRT

1.3.1 Molekulare GefaRwandbildgebung

Kontrastmittel fiir die Darstellung von extrazelluliren Plaguekomponenten

Im Rahmen der arteriosklerotischen Plaqueprogression exprimieren glatte
Muskelzellen und Makrophagen verschiedene extrazellulire Matrixproteine wie
z. B. Elastin und Kollagen. Diese Proteine stellen einen bedeutenden Anteil des
arteriosklerotischen Plaques dar (8). Ein Beispiel fiir ein Kontrastmittel, welches an
extrazelluldre Plaquekomponenten bindet, ist Gadofluorine. Es ist ein
gadoliniumbasiertes makrozyklisches Kontrastmittel mit sowohl hydrophilen als
auch hydrophoben Eigenschaften (13). Dieses Kontrastmittel hat eine ldngere
Bluthalbwertszeit im Vergleich zu herkémmlichen Chelaten wie Gd-DTPA. In einem
Kaninchenmodell der Arteriosklerose konnte eine starke Akkumulation von
Gadofluorine in lipidreichen Plaques beobachtet werden (14). Neuere
Veroffentlichungen haben auch die Kolokalisation dieses Kontrastmittels mit
angioneogenetischen Regionen (15) sowie kollagenreichen Regionen der Plaques
gezeigt (16). Fibrin ist ein weiteres extrazelluldres Matrixprotein, welches in der
Entwicklung und Progression von arteriosklerotischen Plaques eine wichtige Rolle
spielt (17). Zusitzlich stellt es ein wichtiges Protein bei der Thrombusbildung nach
Plaqueruptur dar. Verschiedene praklinische Studien haben ein niedermolekulares
fibrinspezifisches Kontrastmittel (EP-2104) erfolgreich fiir die Bildgebung des
Thrombus in den Karotiden (18), der Aorta (19, 20), den Lungenarterien (21) und
den Koronararterien angewandt (19, 20). Eine hohe Sensitivitat fiir die in-vivo-
Fibrin-Visualisierung konnte aufgrund der hohen Relaxivitit von EP-2104 erreicht
werden. Die verabreichte Dosis von 4-7.5 umol kg! war deutlich niedriger im
Vergleich zu  herkdmmlichen, nichtzielgerichteten gadoliniumbasierten
Kontrastmitteln (z.B. Gd-DTPA, typischerweise ~0.1-0.2 mmol kg!). EP-2104
wurde bereits erfolgreich in Patienten zur Detektion von Thromben in der Aorta,
der A. carotis und in den Koronargefafien verwendet. Diese Studien gehoren zu den

ersten Bildgebungsstudien, welche die Kklinische ,Translation eines
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targetspezifischen gadoliniumbasierten MR-Kontrastmittels gezeigt haben (22).
Groflere Nanopartikel mit mehr als 50 000 Gadolinium-Atomen/Partikel wurden
ebenfalls erfolgreich zur in-vivo-Detektion von Fibrin im Tiermodell verwendet,

sind jedoch nicht in die klinische Anwendung translatiert worden (18).

Kontrastmittel fiir die Darstellung von zelluldren Oberflichenmolekiilen

Endotheliale Zelladhdsionsmolekiile, wie E-Selektin, ICAM-1 (intercellular
adhesion molecule-1) und VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), stellen
Biomarker fiir die  Detektion von initialen  arteriosklerotischen
Wandverdnderungen dar. Diese Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der
endothelialen Aktivierung und der anschliefenden Transmigration von
Entziindungszellen in die Neointima (23). Die Bildgebung von endothelialen
Adhéasionsmolekiilen ist von grofder Bedeutung, da diese Molekiile vor allem in den
frihen Entwicklungsstadien des arteriosklerotischen Plaques exprimiert werden.
Da diese Proteine direkt von Endothelzellen exprimiert werden, sind sie fiir
intravaskuldre Kontrastmittel zuganglich. Die in-vivo-Detektion von VCAM-1 wurde
bereits erfolgreich in Tiermodellen der Arteriosklerose gezeigt. Die Bindung von
VCAM-1-spezifischen Nanopartikeln im Aortenbogen konnte mithilfe von T2*-

gewichteten MRT-Sequenzen nachgewiesen werden (24).

Kontrastmittel fiir die Darstellung von Makrophagen

Im initialen Stadium der Arteriosklerose reagiert das Immunsystem auf die
extrazelluldre Ablagerung von Lipiden mit einer Entziindungsreaktion in der
Gefaflwand (6). Sie umfasst die Migration von proinflammatorischen Zellen wie
Monozyten in die Intima und deren Differenzierung in Makrophagen. Eine hohe
Dichte von Makrophagen in der fibrésen Kappe ist eines der charakteristischen
Merkmale von ,vulnerablen“ oder rupturgefdhrdeten arteriosklerotischen Plaques
(6). Verschiedene Kkontrastmittelbasierte Ansdtze zur Visualisierung von
Makrophagen wurden in den letzten Jahren entwickelt und getestet. Der in
experimentellen Tiermodellen und Patienten am meisten untersuchte Ansatz

basiert auf Eisenoxidpartikeln mit verschiedenen Beschichtungen wie z. B. Dextran
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oder Citrat (25, 26). Der exakte Mechanismus, mit welchem Eisenoxidpartikel in
arteriosklerotische Plaques aufgenommen werden, ist aktuell noch nicht
vollstiandig aufgeklart. Ein moglicher Mechanismus basiert auf der Aufnahme von
Eisenoxidpartikeln durch aktivierte Monozyten im Blut. Diese eisenbeladenen
Monozyten migrieren anschlief3end in Areale mit hoher entziindlicher Aktivitit im
arteriosklerotischen Plaque. Alternativ koénnten Eisenoxidpartikel durch die
erhohte endotheliale Permeabilitit oder durch ,leaky neovessels” in den Plaque
gelangen (26). Die erste erfolgreiche Demonstration der in-vivo-Makrophagen-
Bildgebung wurde erstmals von Schmitz et al. und Ruehm et al. in einem
Kaninchenmodell der Arteriosklerose gezeigt (27, 28). Kiirzlich wurde zusétzlich
nachgewiesen, dass Eisenoxidpartikel verwendet werden konnen, um die
Makrophagenlast sowie die entziindliche Aktivitat in Plaques quantitativ in-vivo zu
bestimmen (29). Eisenoxidpartikel konnen im MRT visualisiert werden, da sie die
lokale T2- und T2*-Relaxationszeit verkiirzen, was zu einem nachweisbaren
Signalverlust in T2- und T2*-gewichteten Sequenzen fiihrt. In einigen Fallen kann
es schwierig sein, diesen Effekt von dem Signalverlust, aufgrund von Artefakten,
Blutungen oder an Wasser-Fett-Schnittstellen, zu differenzieren (30). Daher
wurden mehrere Positivkontrast-Techniken in den letzten Jahren entwickelt, um
die Empfindlichkeit fiir den in-vivo-Nachweis von Eisenoxidpartikeln zu erhéhen
(31). Im Rahmen der Arteriosklerose sind die folgenden Positivkontrast-Techniken
in verschiedenen Tiermodellen getestet worden: IRON: ,Inversion Recovery“ mit
ON-Resonanz-Wasser-Unterdriickung; GRASP: Gradientenecho-Akquisition fiir
superparamagnetische Partikel; SGM: Suszeptibilitits-Gradienten-Mapping (31-
34). Alle diese Techniken erlauben die Detektion von eisenoxidmarkierten Zellen
als hyperintense oder helle Voxel. Die IRON-Technik basiert auf einem
frequenzselektiven Sattigungs-Vorpuls, der ON-Resonanz mit der Bandbreite von
BWiron ist, um Signal von ON-Resonanz-Protonen zu unterdriicken. Dieser
Sattigungspuls hat nur wenig Einfluss auf OFF-Resonanz-Protonen in der Nahe der
Eisenoxidpartikel. Daher kann ein positives Signal im Bereich von
Eisenoxidpartikeln visualisiert werden (32, 35). Die GRASP-Technik nutzt T2*-

gewichtete Gradientenecho-Sequenzen mit einem reduzierten Rephasierungs-Z-
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Gradienten. Dies ermdglicht die Erzeugung eines positiven Signals in Regionen mit
Eisenoxidablagerungen, da diese Regionen rephasiert werden, wahrend das Signal
von anderen Geweben phasenverschoben bleibt (33, 36). Die SGM-Technik ist eine
weitere Technik, welche fiir die Visualisierung von Eisenoxidpartikeln mit
positivem Kontrast verwendet wurde. SGM nutzt die lokale Verschiebung im k-
Raum, die durch Magnetfeldverzerrungen von Eisenoxidpartikeln erzeugt wird
(Suszeptibilitats-Gradient) (37, 38). Die messbaren Verdnderungen im k-Raum
korrelieren mit der lokalen Konzentration von Eisenoxidpartikeln (34, 38). IRON-
und GRASP-Techniken erfordern dedizierte MRT-Sequenzen und das Wissen iiber
die zu erwartenden Frequenzverschiebungen. SGM ist eine Post-Processing-
Technik, die direkt in Verbindung mit 2D- oder 3D-Gradientenecho-Datensatzen
angewandt werden kann.

Ein alternativer Ansatz fiir die Makrophagen-Bildgebung basiert auf
paramagnetischen gadoliniumbasierten Mizellen, welche an den - auf aktivierten
Makrophagen exprimierten - Scavenger-Rezeptor mit hoher Affinitiat binden (39).
Lipoproteinbasierte Kontrastmittel kénnen ebenfalls fiir die Bildgebung von
makrophagenreichen Plaques verwendet werden. Im Rahmen der molekularen
Bildgebung wurden modifizierte HDL-Partikel, welche die endotheliale Schranke
tiberwinden, ausgiebig untersucht. Scheibenférmige und kugelférmige modifizierte
HDL-Partikel wurden erfolgreich fiir die Plaquebildgebung in Mausmodellen der
Arteriosklerose verwendet (40). Spatere Generationen von HDL-Partikeln wurden
ebenfalls erfolgreich zur Charakterisierung von arteriosklerotischen Plaques

eingesetzt (41, 42).

Kontrastmittel fiir die Bildgebung der Neovaskularisation

Im Rahmen der Progredienz von arteriosklerotischen Lasionen beginnen sich neue
Blutgeféafde in der Gefaflwand zu entwickeln. Dieser Prozess wird vermutlich durch
die im Plaque lokal ausgepragte Hypoxie ausgeldst (43). Die Entwicklung dieser
neu gebildeten Gefiafde (Neovessels) wird direkt mit Plaque-Instabilitit in
Verbindung gebracht. Aktivierte Endothelzellen dieser Neovessels exprimieren

Oberflachenproteine, wie z. B. aybz, welche nicht von inaktiven Endothelzellen in
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gesunden Geweben exprimiert werden (44). Zwei Strategien wurden verwendet,
um diesen Prozess in-vivo zu detektieren. Ein Ansatz basiert auf der direkten
Visualisierung von spezifischen Oberflaichenmarkern auf neu gebildeten
Blutgefafden. Mittels gadoliniumbasierter ayB3-integrinspezifischer Liposomen
wurde erfolgreich die lokal verstirkte Angioneogenese in einem Kaninchenmodell
der Arteriosklerose in-vivo nachgewiesen (44). Alternativ ist es moglich, den durch
die Angioneogenese erhohten Blutfluss in der Adventitia direkt nachzuweisen. Dies
kann durch die Anwendung dynamischer kontrastverstirkter (DCE) MRT-
Verfahren erreicht werden (45). Klinisch verfiigbare Kontrastmittel, wie z. B. Gd-
DTPA, kénnen zu diesem Zweck eingesetzt werden. Die lokale Signalintensitédt im
Zielgewebe ist proportional zur lokalen Konzentration des Kontrastmittels.
Dynamische kontrastverstirkte MRT-Verfahren erlauben die Messung von
Signalintensitit mit hoher zeitlicher Auflésung unter Verwendung von T1-

gewichteten dynamischen MRT-Sequenzen (45).

Klinische molekulare GefaRwandbildgebung

In Patienten mit Arteriosklerose wurde die molekulare MRT-Bildgebung
tiberwiegend in der A. carotis mithilfe von Eisenoxidpartikeln (USPIO)
durchgefiihrt. In-vivo-Patientenstudien haben gezeigt, dass sich in vulnerablen
oder potenziell vulnerablen arteriosklerotischen Lasionen erhéhte Mengen von
Eisenoxidpartikeln nachweisen lassen (26). Bereiche, welche in-vivo einen
Signalverlust auf T2- und T2*-gewichteten Sequenzen zeigen, korrelieren ex-vivo
gut mit makrophagenreichen Plaque-Arealen (46). In Patienten mit
symptomatischer Erkrankung konnte, im Vergleich zu asymptomatischen
Patienten, eine hohere Anzahl von Arealen mit Signalverlust nachgewiesen werden
(47). Das Ansprechen von Niedrig- und Hochdosis-Atorvastatin-Therapie wurde
kiirzlich in-vivo mittels Eisenoxidpartikeln gemessen (48). Eine signifikante
Reduktion der Eisenoxidaufnahme wurde nach Hochdosis-Therapie mit
Atorvastatin gemessen. Ein méglicher Nachteil der Bildgebung unter Verwendung
von Eisenoxidpartikeln ist die zeitverzogerte Bildgebung nach intravendser

Injektion. In der Regel betragt der Zeitversatz mehr als 24 Stunden, da
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Eisenoxidpartikel eine relativ lange Bluthalbwertszeit haben, welche fiir die
Akkumulation der Partikel in arteriosklerotischen Plaques erforderlich ist (49). Ein
molekulares gadoliniumbasiertes MRT-Kontrastmittel (EP2104) wurde ebenfalls
erfolgreich fiir die direkte Thrombus-Visualisierung in der A. carotis eingesetzt.
Dieses Kontrastmittel war das erste fibrinspezifische molekulare MRT-
Kontrastmittel, welches in einem klinischen Umfeld erfolgreich getestet wurde

(50).

1.3.2 MRT der koronaren GefiafRwand

Technische Herausforderungen

Der liberwiegende Anteil von Myokardinfarkten und deren Komplikationen ist mit
dem Vorliegen von arteriosklerotischen Plaques in den Koronargefifien
verbunden. Im Vergleich zu den Karotiden und der Aorta ist sowohl das native als
auch das kontrastverstirkte MRT der Koronararterien technisch deutlich
anspruchsvoller. Dies ist durch das deutlich Kkleinere Gefifdlumen der
Koronararterien und die erhebliche Atem- und Herzbewegung bedingt.
Verschiedene Ansidtze wurden getestet, um die MRT-Sequenzakquisition auf die
respiratorische und kardiale Bewegung anzupassen. In den ersten Jahren der
koronaren MRT-Bildgebung wurden Atemanhaltetechniken verwendet, um durch
Zwerchfellbewegung bedingte Artefakte zu unterdriicken. Die Atemanhaltedauer,
und daher auch die Sequenz-Akquisition, waren in der Regel auf weniger als 20 s
begrenzt. Daher wurde mit dieser Aufnahmetechnik nur eine relativ geringe
rdumliche Auflésung in der akquirierten Schicht erreicht. Zusatzlich kann der
Zwerchfelldrift wiahrend des Atemanhaltens zu weiteren Bewegungsartefakten
fithren, welche nicht kompensiert werden kénnen (51). Um diese Einschrankungen
zu liiberwinden, wurden Navigator-Impulse entwickelt. Diese Navigatoren erlauben
die kontinuierliche Aufzeichnung der Atembewegung und erméglichen daher eine
kontinuierliche Datenerfassung bei freier Atmung (52). Zu den neuesten
Entwicklungen in der Navigator-Technologie gehdren ,ultrafast motion tracking“-

Methoden (53), bewegungsangepasste Gating-Strategien (54) und die Verwendung
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von multiplen Bild-Navigatoren (55). Aufgrund der Eigenbewegung der
Koronararterien im Herzzyklus ist eine EKG-Synchronisation der Datenerfassung

bei allen diesen Methoden zwangslaufig erforderlich.

Native koronare Gefifwandbildgebung

Die klinische Evaluation der koronaren Herzkrankheit basiert heutzutage in erster
Linie auf der Beurteilung der Lumeneinengung im Rahmen der invasiven
Koronarangiographie = (unter Verwendung intravendser Kontrastmittel).
Arteriosklerotische Gefafwandveranderungen, besonders im frithen Stadium,
kénnen jedoch zu einer kompensatorischen Erweiterung sowohl der dufderen
Gefaflwand als auch des Lumens fiithren, dem sogenannten positiven Remodeling
(56). Diese Arten von Gefidfdwandveranderungen kénnen daher nicht sicher von
der Koronarangiographie erfasst werden (57). Verschiedene Studien haben
gezeigt, dass das Vorkommen von positivem Gefafwand-Remodeling mit Plaque-
Vulnerabilitdt assoziiert ist (58, 59). Die direkte Darstellung der koronaren
Gefialwand kann daher wichtige Informationen beim Screening nach noch
subklinischen Gefaffwandverdnderungen liefern, welche tiber die reine Beurteilung
des Gefafdlumens hinausgehen. Der intravaskuldare Ultraschall (IVUS) stellt den
Referenz-Standard fiir die Beurteilung der koronaren Gefafdwand dar, ist jedoch
ein invasives Verfahren. Die Multidetektor-Computertomographie, welche bereits
erfolgreich zur Beurteilung von koronaren Gefifwandverianderungen und
besonders des Lumens (60) eingesetzt wurde, erlaubt keine direkte Darstellung
der koronaren Gefawand. Zusadtzlich ist der Einsatz der Multidetektor-
Computertomographie aufgrund der verwendeten ionisierenden Strahlung und der
Injektion von jodhaltigen Kontrastmitteln eingeschrankt. Dies ist von besonderer
Bedeutung bei jungen Patienten oder im Falle, dass regelmafige
Kontrolluntersuchungen notwendig sind. Die koronare MRT-Bildgebung bietet die
Moglichkeit der nichtinvasiven und direkten Darstellung der koronaren
Gefaflwand ohne die Verwendung von intravendsen Kontrastmitteln und wurde
bereits in multiplen klinischen Studien erfolgreich erprobt und validiert. Unter

Benutzung von T2-gewichteten ,black blood“-MRT-Sequenzen konnten eine
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erhohte Wanddicke sowie ein positives koronares Remodeling in Patienten mit
koronarer Arteriosklerose detektiert und quantifiziert werden (61-63). Eine hohe
Jinter-study“-Reproduzierbarkeit konnte fiir diese Methode gezeigt werden (64).
Da die koronare MRT-Gefaiwandbildgebung eine strahlungsfreie und
kontrastmittelunabhiangige Methode darstellt, ist deren Anwendung besonders
reizvoll als Screening-Verfahren bei asymptomatischen und noch jungen Patienten.
In frithen Pilotstudien wurde bereits das Potenzial der koronaren
Gefaflwandbildgebung zur Evaluation der koronaren Wanddicke gezeigt (63). Bei
einem Grofdteil der untersuchten Patienten in dieser Studie konnte keine
wesentliche Einengung des Gefafflumens nachgewiesen werden. Diese
subklinischen koronaren Gefafwandveranderungen waren daher mit positivem
Remodeling vereinbar (63). In einer Querschnittsstudie wurde bei
asymptomatischen Patienten mit langjahrigem Diabetes Typ 1 mithilfe der MRT-
Gefaflwandbildgebung eine deutlich héhere Gefiffwanddicke im Vergleich zu
Patienten mit Normoalbuminurie nachgewiesen (65). Eine aktuelle Studie, welche
ein grofles asymptomatisches multi-ethnisches Studienkollektiv untersucht hat,
konnte ein positives Remodeling in einer erstaunlich hohen Anzahl von Personen
ohne vorbekannte koronare Herzkrankheit nachweisen (66). In einer weiteren
vergleichbaren kiirzlich veroéffentlichten Studie konnten diese Ergebnisse bestitigt
werden (67). Diese Studien demonstrieren das Potenzial der koronaren
Gefaflwandbildgebung zur Fritherkennung  von arteriosklerotischen
Gefalwandveranderungen. Neben der direkten Gefafdwandcharakterisierung,
mittels T2*-gewichteten Sequenzen, erlauben nicht kontrastmittelverstarkte T1-
gewichtete Sequenzen eine weitere Charakterisierung der Gefifwand sowie die
direkte intrakoronare Thrombus-Detektion. Bereits in frithen Studien wurde ein
hyperintenses Signal in nativen T1-gewichteten koronaren Gefafwandsequenzen
berichtet (68, 69). In darauffolgenden Studien wurde diese Form des
Signalanstiegs in arteriosklerotischen Plaques ndher untersucht. In diesen Studien
wiesen arteriosklerotische Plaques ein verstdrktes positives Remodeling, eine
verstarkte Ultraschallschwéachung (im IVUS), niedrige Hounsfield-Einheiten (im

MSCT) und vermehrte Verkalkungen auf (70). Alle diese Eigenschaften wurden mit
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potenziell instabilen arteriosklerotischen Plaques in Verbindung gebracht. In einer
kiirzlich veroéffentlichten Studie konnte unsere Gruppe die Durchfiihrbarkeit der
direkten intrakoronaren Thrombus-Detektion bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom unter Verwendung von nativen T1-gewichteten MRT-Sequenzen
zeigen (71). Die paramagnetische Wirkung von Methdmoglobin, mit fiinf
ungepaarten Elektronen, in akuten Thrombi wurde ausgenutzt, um intrakoronare
Thrombi direkt visualisieren zu kénnen. Der Nachweis oder Ausschluss eines

intrakoronaren Thrombus konnte mit hoher Genauigkeit erreicht werden (71).

Konstrastmittelverstarkte Darstellung der koronaren GefaRwand

Die kontrastmittelverstarkte MRT-Bildgebung stellt einen alternativen und
komplementidren Ansatz zur nativen Untersuchung der koronaren Gefaffwand dar.
T1-gewichtete Sequenzen erlauben die direkte Messung der
Kontrastmittelaufnahme in die koronare Gefafdwand. Im klinischen Alltag werden
fiir die MRT-Bildgebung in erster Linie unspezifische extrazelluldre Kontrastmittel
(wie zum Beispiel Gd-DTPA) verwendet. Diese Kontrastmittel extravasieren nach
intravendser Injektion schnell in die GefaRwand und reichern sich aufgrund eines
erhohten Verteilungsvolumens oder der erhohten Angioneogenese besonders in
der arteriosklerotisch veranderten Gefaffwand an. In Gefifdabschnitten, welche ein
sogenanntes ,Delayed Enhancement” aufweisen, korreliert das Ausmafd der
Kontrastmittelanreicherung mit der Schwere der Arteriosklerose (68). In Patienten
mit Riesenzellarteriitis sowie Takayasu-Arteriitis ist ebenfalls eine
voriibergehende Kontrastmittelaufnahme in die koronare Gefifwand gemessen
worden, welche in Verbindung mit dem Vorliegen einer akuten entziindlichen
Reaktion und einer Odembildung gebracht worden ist (68). Ein vergleichbares
Anreicherungsmuster wurde in der Gefifwand von Patienten nach akutem
Myokardinfarkt beschrieben (72). Es konnte gezeigt werden, dass die koronare
Gefaflwandkontrastmittelaufnahme direkt nach einem Myokardinfarkt erhoht war
(72). Drei Monate nach Myokardinfarkt konnte keine erhdhte
Kontrastmittelaufnahme mehr gemessen werden, was in erster Linie mit einem

Riickgang der entziindlichen koronaren Wandveranderungen in Verbindung steht.
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Insgesamt zeigen diese Studien, dass sowohl die Art der Plaquezusammensetzung
(z. B. fibrés vs. atheromatds) (73) als auch akute entziindliche Veranderungen (74,
75) mit der Anreicherung von extrazelluldiren unspezifischen Kontrastmitteln
assoziiert sein koénnen. Da nur limitierte Daten zur nativen und
kontrastmittelverstirkten MRT der Koronararterien vorliegen, sind weitere
prospektive Studien notwendig, um die klinische Bedeutung dieser Techniken fiir
die bessere Diagnose und Charakterisierung der koronaren Arteriosklerose zu

ermitteln.
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1.4 Fragestellung

Im Rahmen der hier vorliegenden Habilitation wurden verschiedene molekulare
Marker, wie Elastin, Fibrin und Eisenoxidpartikel (VSOP), fiir die in-vivo-
Charakterisierung von arteriosklerotischen Gefiffwandverdnderungen in
Tiermodellen untersucht. Das ApoE-Knockout-Mausmodell (ApoE/-) wurde zur
primdren Untersuchung und Evaluation der MRT-Marker etabliert. In diesem
Tiermodell lassen sich arteriosklerotische Gefawandverdnderungen, welche auf
histologischer Ebene direkt mit Verdanderungen in Patienten vergleichbar sind,
nachweisen und untersuchen. Neben ,Standard“-T1- und T2*-gewichteten MRT-
Sequenzen wurden neu entwickelte und verbesserte MRT-Sequenzen angewandt.
Hierzu zdhlen das Suszeptibilitdts-Gradienten-Mapping und T1-Mapping, welches
zur in-vivo-Quantifizierung des Kontrastmittelsignals angewandt wurde. Folgende
Fragestellungen wurden im Rahmen dieser Habilitation untersucht: Welche Rolle
spielt Elastin bei der Entstehung von arteriosklerotischen Plaques und kénnte es
einen neuen in-vivo Marker zur Bestimmung der Plaquelast darstellen? Kénnen
VSOPs, als Makrophagen-Marker, mit Hilfe eines neuen Positivkontrast-Verfahrens
in-vivo visualisiert und quantifiziert werden? Welche Rolle spielt Fibrin bei der
Plaqueentwicklung und konnte es einen Marker zum nicht-invasiven Staging von
arteriosklerotisch Plaques darstellen? Lasst sich das Ausmafd eines
Myokardinfarkts, als Folge der Arteriosklerose, in-vivo im Mausmodel mit Hilfe der
JFirst-Pass“-Perfusion visualisieren? Die im Rahmen der in-vivo-MRT-Messungen
gewonnenen Ergebnisse wurden mit Daten aus Histologie, Immunhistochemie,
Elektronenmikroskopie und induktiv gekoppelter Plasma-Massenspektroskopie
verglichen und Kkorreliert. Uber die Kleintierexperimente hinaus wurde die
Translation eines neuen elastinspezifischen Kontrastmittels in die Koronararterie
eines Schweinemodells getestet. Dieses Modell erlaubte es, die Eigenschaften und
in-vivo-Bildgebungsqualititen des Kontrastmittels unter klinischen Bedingungen
zu testen. Dies ist von besonderer Bedeutung, da die Bildgebung der
Koronararterien aufgrund der starken Bewegung dieses GefdfRbetts grofde

Herausforderungen an die MRT-Bildgebung darstellt.



Kapitel 3 - Zusammenfassende Diskussion

2. Eigene Arbeiten

2.1 Bestimmung der arteriosklerotischen Plaquelast
mittels eines elastinspezifischen MRT-Kontrast-
mittels

In der kardiovaskuldaren Bildgebung stehen verschiedene Methoden zur Detektion
und Quantifizierung von arteriosklerotischen Gefiffwandverdnderungen zur
Verfiigung. Die Bestimmung der arteriosklerotischen Plaquelast und der
Progression der Gefafwandveranderungen sowie die Evaluation des
Therapieansprechens standen immer im Mittelpunkt. Die ersten Studien zu dieser
Fragestellung wurden unter Verwendung der Koronarangiographie durchgefiihrt.
Da mit dieser Technik nur das Lumen mithilfe von réntgendichtem Kontrastmittel
visualisiert werden kann, erlaubt diese Methode nur eine indirekte Aussage iiber
den Status der Gefifwand. Diese Studien haben jedoch bereits einen
Zusammenhang zwischen dem Ausmaf} der koronaren Gefaffwanderkrankung und
der assoziierten Kkardiovaskuldren Mortalitit gezeigt. Der intravaskulare
Ultraschall und die optische Kohdrenztomographie sind Methoden, welche speziell
fiir die Darstellung und Charakterisierung der Gefafwand entwickelt wurden. Der
invasive Charakter dieser Bildgebungstechniken macht ein Screening und
regelmafiige Nachsorgeuntersuchungen jedoch nur eingeschrankt realisierbar. Ziel
dieser Arbeit war es, die Rolle von Elastin bei der Plaqueentwicklung, mithilfe
eines neuen elastinspezifischen Kontrastmittels (ESMA, BMS753951) in-vivo zu
Untersuchen. Zusétzlich sollte getestet werden, ob die arteriosklerotische
Plaquelast in-vivo mit Hilfe dieses Markers gemessen werden kann. Weiterhin
sollte evaluiert werden, ob es mithilfe dieses neuen Kontrastmittels méglich ist, die
Krankheitsprogression sowie das Therapieansprechen in-vivo zu detektieren und
zu quantifizieren. Pharmakokinetik, Bioverteilung und Stabilitit von
paramagnetischen 158Gd-markierten ESMA (C32H40N7011-Gd) wurden bestimmt.
ESMA ist ein Kontrastmittel mit relativ niedrigem Molekulargewicht (855.95
Dalton), welches beziiglich seiner Grofie vergleichbar ist mit den heutzutage

eingesetzten MRT-Kontrastmitteln. Die gemessene Blut-Klearance von 153Gd-ESMA
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war relativ schnell. Die Aufnahme und Bindung in der Aorta erreichte ca. 30
Minuten nach intravendser Injektion (13.2 + 2.3 % ID g'!) ein Maximum und blieb
fiir mehr als 120 Minuten nahezu konstant. Andere Gewebe, insbesondere Herz,
Lunge und Muskeln, zeigten eine relativ geringe Aufnahme und ein schnelles
Auswaschen von ESMA aus dem Gewebe. Die in-vitro und in-vivo metabolische
Stabilitat 153Gd-ESMA in Mausen war hoher als 85 %. Die in-vitro- und in-vivo-
Plasmaprotein-Bindung von 153Gd-ESMA war geringer als 50 %. Insgesamt
reflektieren diese Messungen ein glinstiges pharmakokinetisches in-vivo-Profil von
ESMA. Zur Untersuchung der Rolle von Elastin bei der Progression der
Arteriosklerose wurden MRT-Untersuchungen bei ménnlichen C57BL/6]-ApoE-/-
Mdusen 4, 8 und 12 Wochen nach Beginn einer fettreichen Diiat (HFD)
durchgefiihrt. Zur Untersuchung der therapeutischen Wirkung auf die Plaque-
Progression wurde Pravastatin einer Gruppe von Madusen iber 12 Wochen
verabreicht. 20 Wochen alte C57BL/6]J-Maduse wurden als Kontrollen verwendet.
Delayed-Enhancement-Inversion-Recovery-3D-Gradientenecho-Sequenzen  (DE-
MRT) und T1-Mapping-Sequenzen (T1-Mapping) wurden verwendet. Messungen
nach Gabe von Gd-DTPA und !58Gd-ESMA lagen 24 Std. auseinander, um ein
vollstindiges Auswaschen des Kontrastmittels zu gewahrleisten. Nach
intravendser Injektion von 158Gd-ESMA wurde eine schrittweise und deutliche
Steigerung des Plaque-CNRs in-vivo gemessen. In der Pravastatin-Gruppe wurde
ein Riickgang des Plaque-CNRs nachgewiesen. Diese zeitlichen Verdnderungen des
Plaque-CNRs korrelierten gut mit der Quantifizierung des (Tropo-)Elastingehalts
durch Immunoblots (R%= 0.74, P < 0.05) und der Elastindichte in der Elastica-van-
Gieson-Farbung (R? = 0.78, P < 0.05). Dariiber hinaus zeigte sich eine enge
Korrelation zwischen dem in-vivo-CNR und der ex-vivo-Quantifizierung des
Kontrastmittels mittels der induktiv gekoppelten Plasma-Massenspektroskopie
(ICP-MS). Messungen der R1-Relaxivitdt bestdtigten diese Ergebnisse. Nach
intravenoser Injektion von 158Gd-ESMA wurde ein stetiger Anstieg der R1-Werte
tiber den Zeitraum der 12-Wochen-HFD gemessen. In der mit Statinen behandelten
Gruppe wurde eine Abnahme des Plaque-R1 gemessen. Zusatzlich konnte eine enge

Korrelation zwischen R1 und ICP-MS-Werten etabliert werden (R?= 0.76, P < 0.05).
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Zur Quantifizierung der Menge von Gadolinium in der Gefdfwand wurden ICP-MS
in einer Untergruppe von Plaqueproben von Kontroll- (C57BL/6]) und ApoE/-
Mausen durchgefiihrt (n =3 pro Gruppe). Eine Zunahme der Anreicherung des
Kontrastmittels von der Kontrollgruppe (211.4 + 26.7 uM) auf die 4-Wochen-HFD-
Gruppe (229.7 +* 37.1uM, P>0.05 versus Kontrolle), 8-Wochen-HFD-Gruppe
(3309 = 32.7uM, P<0.05 im Vergleich zu 4-Wochen-HFD-Gruppe) und 12-
Wochen-HFD-Gruppe (494.8 + 37.7 uM, P <0.05 im Vergleich zu 8-Wochen-HFD-
Gruppe) konnte gemessen werden. In ApoE/--Mdusen unter Therapie mit
Pravastatin wurde die Abnahme der Gadolinium-Konzentration (370.1 + 32.0 uM,
P < 0.05 im Vergleich zu 12-wdchigen HFD) im Vergleich zu unbehandelten Mdusen
auf 12-Wochen-HFD gemessen. Um die geringe unspezifische Anreicherung von
ESMA in arteriosklerotischen Plaques zu bestitigen, wurden induktiv gekoppelte
Plasma-Massenspektroskopie(ICP-MS)-Untersuchungen in drei weiteren Madusen
auf einer 12-wochigen HFD 10, 25 und 35 Minuten und 24 Stunden nach der
Verabreichung von 0.2 mmol kg! Gd-DTPA durchgefiihrt. Gadolinium-
Konzentrationen von 57.4 + 20.1 uM, 35.3 + 10.0 uM, 30.7 + 6.4 uM und 59 +
1.4 uM konnten gemessen werden. Dariiber hinaus inkubierten wir Aorten von
ApoE-/--Mdusen mit steigenden Mengen von 158Gd-ESMA (1-100 mM) ex-vivo. Die
Anreicherung wurde subsequent mittels ICP-MS gemessen. Eine maximale
gebundene Konzentration von 158Gd-ESMA von 24.6 mM, mit einem linearen
Verhalten fiir niedrigere Inkubationskonzentrationen, konnte gemessen werden.
Bei hoheren Inkubationskonzentrationen wurde die Abweichung von der linearen
Korrelation beobachtet. Um die in-vivo-Spezifitit von 158Gd-ESMA zu untersuchen,
wurden in-vivo-Kompetitionsexperimente durchgefiihrt. Die Pra-Injektion einer
zehnfach hoheren Dosis (im Vergleich zu der normalerweise injizierten Dosis von
158Gd-ESMA) von nonparamagnetischem lanthanmarkiertem ESMA (La-ESMA, 2
mmol kg1, Tag 2) fithrte zu einem deutlichen Riickgang des CNRs nach 158Gd-
ESMA-Injektion im Vergleich zur Injektion von 158Gd-ESMA (0.2 mmol kg1, Tag 1).
Kein signifikanter Unterschied zwischen Prd-Scans an den Tagen 1 und 2 und nach
der Injektion von non-paramagnetischem La-ESMA am Tag 2 konnte gemessen

werden. Die in-vivo-Kompetitonsversuche wurden in drei ApoE/--Miusen (12-
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Wochen-HFD) durchgefiihrt. Niedrige in-vivo gemessene CNR-Werte in diesen
Mausen korrelierten mit geringen Konzentrationen in der induktiv gekoppelten
Plasma-Massenspektroskopie (ICP-MS, Gd: 164.3+ 74.6 uM) im Vergleich zu
Kompetitons-versuchen. Insgesamt konnte in dieser Studie die Méglichkeit der
nichtinvasiven Detektion und Quantifizierung der Plaquelast in einem ApoE/-

Mausmodell mittels eines elastinspezifischen MRT-Kontrastmittels gezeigt werden.
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2.2 MRT des koronaren GefiafSwandremodelings unter
Verwendung eines elastinspezifischen Kontrast-
mittels

Die extrazelluldre Matrix spielt eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der
Arteriosklerose und In-Stent-Restenose. Elastin ist einer der wesentlichen
Bestandteile der extrazelluliren Matrix. Die verstdarkte Synthese der
extrazelluldren Matrix fiihrt typischerweise zu arteriellem Remodeling und
subsequent zur arteriellen Stenose oder In-Stent-Restenose nach Stent-
Implantation. Ziel dieser Studie war es, ein neuartiges elastinbindendes MRT-
Kontrastmittel (ESMA, BMS-753951) zur Detektion und Quantifizierung des
vaskuldaren Remodelings in der Koronararterie zu testen. Das vaskuldre
Remodeling der Koronararterie wurde in sechs Schweinen durch endotheliale
Denudation und Stent-Implantation induziert. Nach 28 Tagen wurde mittels
»Delayed Enhancement“-MRT (DE-MRT) die koronare Gefafdwand vor und nach der
intravendsen Injektion von Gadolinium-Diethylentriaminpentaessigsdaure (Gd-
DTPA) untersucht. Zwei Tage spater wurde die DE-MRT-Untersuchung vor und
nach der Injektion von ESMA wiederholt. Das Kontrast-zu-Rauschen-Verhaltnis
(CNR) wurde im Bereich der induzierten GefaRwandverletzung bestimmt. Nach der
Injektion von ESMA konnte mittels DE-MRT ein starkes Signal in der durch den
Stent verletzten Koronararterienwand nachgewiesen werden. In der ESMA-Gruppe
konnte ein 3-fach hoheres Kontrast-zu-Rauschen-Verhiltnis (CNR) im Vergleich
zur ballonverletzten sowie zur Kontroll-Koronararterie (21 + 6 versus 7 + 3 und 6
+ 4; P < 0.001) gemessen werden. Die mittels EMSA in-vivo gemessene Flache des
koronaren Remodelings Kkorrelierte gut mit der ex-vivo gemessenen Flache
(Histologie, R2=0.86, P<0.05). In dieser Studie wurde gezeigt, dass ein
elastinspezifisches MRT-Kontrastmittel die nichtinvasive Detektion und
Quantifizierung des vaskuldren Remodelings in der Schweine-Koronararterie
ermoglicht. Dieser neuartige Ansatz konnte fiir die nichtinvasive Beurteilung des
koronaren Remodelings bei Patienten mit Verdacht auf koronare Arteriosklerose

von Bedeutung sein.

23



Kapitel 3 - Zusammenfassende Diskussion

2.3 .Die nichtinvasive Bestimmung der entziindlichen
Aktivitat in arteriosklerotischen Plaques unter
Verwendung einer Positivkontrast-Technik

Makrophagen spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung von
arteriosklerotischen Plaques und sind wesentlich an deren Destabilisierung
beteiligt. Das Ziel dieser Studie war es, die Anwendung von VSOPs (very small
superparamagnetic iron oxide particles) fiir die nichtinvasive Messung der
inflammatorischen Aktivitit von arteriosklerotischen Plaques zu testen. Ein ApoE/-
-Mausmodell wurde zur Untersuchung der verschiedenen Stadien der Plaque-
Entwicklung verwendet. Zur Darstellung der VSOP-Anreicherung mittels positivem
Kontrast wurde das ,Susceptibility Gradient Mapping (SGM)“ angewendet. 300
umol Fe kg! wurden 24 und 48 Stunden vor der finalen MRT-Untersuchung
intravends injiziert. Im Verlauf der Plaqueentwicklung konnte eine zunehmende
Aufnahme der VSOPs gemessen werden. Die gleichzeitige Gabe von Pravastatin
filhrte zu einer signifikanten Abnahme der VSOP-Anreicherung. Die mittels MRT in-
vivo erzielten Ergebnisse wurden durch induktiv gekoppelte Plasma-
Massenspektroskopie und Histologie ex-vivo validiert. Die Anwendung des SGM-
MRTs erlaubte die Erzeugung von Positivkontrast-Bildern. Die in-vivo-Signalstarke,
gemessen in mT m! in ,SG Parameter Maps®, zeigte eine signifikante Korrelation
mit dem ex-vivo gemessenen absoluten Eisengehalt (R2=0.70, P < 0.05) sowie der
Makrophagendichte (R2=0.71, P < 0.05).

Insgesamt konnte in dieser Studie die Zunahme der Eisenoxidaufnahme (in-vivo-
SGM-MRT, ex-vivo-Histologie und induktiv gekoppelte Plasma-
Massenspektroskopie) mit dem Fortschreiten der Plaqueentwicklung gezeigt
werden. Der mittels SGM-MRT erzeugte positive Kontrast erlaubte eine deutliche
Visualisierung der intraplaque-Eisenoxidanreicherung. Zusitzlich erlaubte die
Bestimmung der Signalintensitit (mT m1) in ,SG Parameter Maps“ die

Quantifizierung der im Plaque angereicherten Eisenoxidpartikel.
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2.4 In-vivo-Darstellung des intraplaque und endothel-
assoziierten Fibrins bei arteriosklerotischen
Gefilwandveridnderungen mittels molekularem
MRT

Kiirzlich veroéffentlichte Post-mortem-Studien haben gezeigt, dass intraplaque und
endothel-assoziiertes Fibrin eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der
Arteriosklerose spielen. Ziel dieser Studie war es, die Rolle von Fibrin bei der
Plaqueentwicklung mithilfe eines fibrinspezifischen MRT-Markers (FTCA, EPIX
Pharmaceuticals, Lexington, USA) zu evaluieren. Delayed-Enhancement-MRT des
Truncus brachiocephalicus wurde vor sowie 90 Minuten nach der Injektion von
FTCA (n=8 pro Gruppe) durchgefiihrt. Das Kontrast-zu-Rauschen-Verhaltnis
(CNR) und die longitudinalen Relaxationszeiten (R1) der arteriosklerotischen
Plaques wurden bestimmt und mit ex-vivo-Fibrindichte-Messungen aus
immunhistologischen Schnitten sowie Gadolinium-Konzentrationen (gemessen
durch induktiv gekoppelte Plasma-Massenspektroskopie, ICP-MS) verglichen. Nach
der intravenésen Injektion von FTCA wurde ein signifikanter Anstieg (P < 0.05) der
Kontrastmittelaufnahme im Truncus brachiocephalicus in-vivo gemessen. CNR-
Messungen waren in guter Ubereinstimmung mit ex-vivo-Fibrindichte-Messungen
aus der Immunhistochemie (y=2.4x11.3, RZ=0.82) und der ICP-MS
(y=0.95x7.1, R2=0.70). Arteriosklerotische Plaques im Spatstadium zeigten die
starkste Zunahme des in-vivo-CNRs, R1s und der ex-vivo-Fibrindichte sowie von
Gadolinium-Konzentrationen (P < 0.05).

Insgesamt wurde in dieser Studie das Potenzial von FTCA fiir die Detektion und
Quantifizierung des intraplaque und endothel-assoziierten Fibrins bei arterio-
sklerotischen Gefdfdveranderungen gezeigt. FTCA koénnte von besonderer
Bedeutung fiir die in-vivo-Klassifikation arteriosklerotischer Plaques (friihe, stabile

Plaques vs. entwickelte, potenziell instabile Plaques) sein.
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2.5 ,Myokardiale ,First-Pass“ Perfusion bei Myokard-
infarkten im Mausmodell

Die Folge der koronaren Arteriosklerose kann das Auftreten eines Myokardinfarkts
durch die Verminderungen der myokardialen Perfusion sein. Die myokardiale
Perfusion kann bereits in Patienten mithilfe des MRTs bestimmt werden. In dieser
Studie wurde eine neue ,First-Pass“-Perfusions-MRT-Methode zur Bildgebung in
Kleintieren entwickelt. Auf einem Klinischen 3.0T-MRT-Scanner (Philips
Healthcare, Best, Niederlande) wurde eine 10-fache k-Raum- und =zeitliche-
Unterabtastungsmethode mit eingeschrankter Bildrekonstruktion angewandt.
Aufgrund der verwendeten kt-Hauptkomponentenanalyse konnte eine raumliche
Auflosung von 0.2 x 0.2 x 1.5 mm?3 und eine zeitliche Auflésung von 43 ms erreicht
werden. Diese Methode wurde erfolgreich in fiinf gesunden Madusen und in vier
Madusen (C57BL/6]) mit Myokardinfarkt bei einer Herzfrequenz von 495+ 46
Schldgen/min getestet. Signalintensitdt-Zeit-Profile zeigten einen myokardialen
Signalanstieg von 141.3 + 38.9 % im Myokard von gesunden Mausen, verglichen
mit 44.7 + 32.4 % in infarzierten Segmenten. Der mittlere myokardiale Blutfluss,
welcher mithilfe der Fermi-Funktion fiir eingeschrankte Entfaltung errechnet
wurde, betrug in Mdusen der Kontrollgruppe 7.3 + 1.5 ml/g/min. Diese Ergebnisse
sind vergleichbar mit bereits in der Literatur verdéffentlichten Richtwerten. Es
wurden keine signifikanten Unterschiede beziiglich der myokardialen Perfusion
zwischen den drei verwendeten myokardialen Segmenten gefunden. In infarzierten
Segmenten wurde ein signifikant erniedrigter myokardialer Blutfluss gemessen
1.2 £ 0.8 ml/g/min (P < 0.01). Dies war die erste Arbeit, welche zeigte, dass ,First-
Pass“-Perfusions-MRT-Messungen im Mausmodell méglich sind. Alle Ergebnisse
wurden an einem Kklinischen 3.0T-MRT-Scanner und mithilfe einer kt-
Unterabtastungsmethode erzielt. Da alle Daten auf einem klinischen MRT-Scanner
mit klinisch anwendbaren Sequenzen erzielt wurden, konnte dies eine direktere
Translation von Messergebnissen aus Kleintier-Experimenten auf Humanstudien
ermoglichen und somit zur Entwicklung neuerer spezifischer MRT-

Perfusionssequenzen beitragen.
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3. Diskussion

Die kontrastmittelverstirkte molekulare MRT-Bildgebung bezieht sich auf die
nichtinvasive Darstellung biologischer Prozesse auf zelluldarer und subzelluldrer
Ebene. Mithilfe dieser Methode konnen die in-vivo-Charakterisierung und
Erkennung von normalen und pathologischen Veranderungen auf molekularem
Level erzielt werden. Im Vergleich zu anderen bildgebenden Verfahren erreicht die
MRT eine hervorragende raumliche Auflésung und einen hohen Weichteilkontrast
und bietet die Moglichkeit, simultan Anatomie, Funktion und Verdnderungen auf
molekularer Ebene zu erfassen (76). Im Gegensatz zu anderen bildgebenden
Modalitaten, wie z.B. SPECT (Single-Photon-Emission-Computed-Tomography)
und PET (Positronen-Emissions-Tomographie), hat die MRT eine inhdrent
geringere Empfindlichkeit fiir die in-vivo-Detektion von Kontrastmitteln. Dies kann
die prazise in-vivo-Detektion von niedrig exprimierten molekularen Markern
erschweren. Das Ziel dieser Arbeit war es, drei neue molekulare MRT-
Kontrastmittel in Kombination mit speziell entwickelten T1- und T2*-
Quantifizierungsmethoden im  Kontext verschiedener kardiovaskuldrer
Krankheitsmodelle zu evaluieren. Die molekulare MRT unter Verwendung von
gadolinium- und eisenoxidbasierten Kontrastmitteln hat grof3es Potenzial fiir die
Charakterisierung von kardiovaskuldren Erkrankungen in Patienten. Unspezifische
MRT-Kontrastmittel wurden bereits klinisch ausfihrlich fir die in-vivo-
Gewebecharakterisierung evaluiert. Das ,Late Enhancement“-MRT hat sich zum
Goldstandard fiir die nichtinvasive Visualisierung und Quantifizierung von
Myokardinfarkten entwickelt. Die molekulare MRT-Bildgebung unter Verwendung
spezifischer Kontrastmittel spielt bereits eine wichtige Rolle in der
Grundlagenforschung sowie bei der Evaluation neu entwickelter Arzneimittel.
Mehrere neue molekulare MRT-Kontrastmittel befinden sich bereits in klinischen
Zulassungsverfahren. Das Ziel der molekularen Bildgebung - und speziell der
molekularen =~ MRT-Gefafwandbildgebung - ist die direkte in-vivo-
Charakterisierung pathologischer Prozesse auf molekularer Ebene. Molekulare

MRT-Kontrastmittel kénnten eine deutlich frithere Detektion von pathologischen
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Prozessen erlauben und daher das frithere Einleiten von praventiven Mafdnahmen
(z. B. medikamentds) ermdglichen. Zusatzlich koénnte die Evaluierung des
Therapieansprechens direkt in-vivo beurteilt werden. Im Vergleich zum
molekularen MRT haben nuklearmedizinische Bildgebungsverfahren wie PET und
SPECT den Vorteil, dass nur sehr niedrige Dosen des Kontrastmittels injiziert
werden miissen. Daher kénnen Liganden schnell in die klinische Anwendung
gebracht werden. Diese Modalititen sind jedoch mit einem erheblichen Maff an
Strahlenbelastung verbunden und erreichen nur eine eingeschrankte rdaumliche
Auflésung. Fiir die Darstellung und Evaluation des kardiovaskuldren Systems bietet
die MRT-Bildgebung mit ihrer hohen zeitlichen und rdumlichen Auflésung
verschiedene Vorteile. Dies gilt besonders fiir die Beurteilung der relativ diinnen
Gefaflwand sowie der myokardialen Perfusion. Diese genannten Vorteile konnen
auch sehr niitzlich fiir die in-vivo-Darstellung von molekularen Kontrastmitteln
sein. Zusdtzlich ermoglicht die MRT die Kombination der molekularen
Informationen mit anatomischen und physiologischen MRT-Daten, die bereits
mittels ,Standard“-MRT-Methoden erzeugt werden koénnen. Verschiedene
molekulare MRT-Kontrastmittel wurden bereits erfolgreich in humanen Studien
angewendet. Zu diesen gehdren auch das in dieser Arbeit verwendete
makrophagenspezifische (VSOP, Charité, Berlin) sowie das fibrinspezifische MRT-
Kontrastmittel (FTCA, EPIX Pharmaceuticals, Lexington, USA).

In-vivo-Messung der arteriosklerotischen Plaquelast unter Verwendung
eines elastinspezifischen = MRT-Kontrastmittels im Maus- und
Schweinemodell

Arteriosklerotische Plaques im ApoE/--Mausmodell zeigen viele Ahnlichkeiten mit
arteriosklerotischen Plaques im Menschen. Die Plaques entwickeln sich wie im
Menschen von zundchst ,fatty streaks” bis hin zu komplexen Ladsionen. Daher
wurde dieses Modell zur Untersuchung verschiedener MRT-Kontrastmittel
verwendet. Zur Untersuchung der Rolle des Elastins bei der Progression der
Arteriosklerose wurden MRT-Untersuchungen bei ménnlichen C57BL/6]J-ApoE/~
Mdusen 4, 8 und 12 Wochen nach Beginn einer fettreichen Diiat (HFD)
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durchgefiihrt. Zur Evaluation der therapeutischen Wirkung auf die
Plaqueprogression wurde Pravastatin verabreicht. 20 Wochen alte mannliche
C57BL/6]J-Mause dienten als Kontrollen. Acht Mduse wurden zu jedem Zeitpunkt
vor der Gabe von EMSA, nach der Gabe von Gd-DTPA (unspezifisches
Kontrastmittel zur Kontrolle) und nach der Gabe von 158Gd-ESMA untersucht. Es
wurden ,Delayed-Enhancement“-Inversion-Recovery-3D-Gradientenecho-Sequen-
zen (DE-MRT) und eine T1-Mapping-Sequenz (T1-Mapping) angewandt. In nativen
Gefaflwand-Scans konnte nur ein niedriges Kontrast-zu-Rauschen-Verhaltnis
(CNR) in der GefiRwand gemessen werden. Ahnliche Ergebnisse, mit einer
geringen bis keiner visuell erkennbaren Kontrastmittelaufnahme, wurden nach der
Gabe von Gd-DTPA gemessen. Nach intravendser Injektion von 158Gd-ESMA konnte
ein deutliches Signal im Bereich der Gefafwand mittels DE-MRT in allen Kontroll-
(C57BL/6]) und ApoE-/--Mdusen nachgewiesen werden. Die Bestimmung des
prozentualen Atherom/Media-Volumens (PAMV) wurde durch die Definition der
inneren und &dufleren Querschnittsflichen der Gefiffwand erreicht. Diese
Messmethode ist vergleichbar mit der bereits etablierten Plaquelast-Messung im
intravaskuldren Ultraschall (prozentuales Atherom-Volumen). Ein Anstieg des
PAMV konnte zu allen Zeitpunkten nach Gabe der fettreichen Didt nachgewiesen
werden. In der Pravastatin-Gruppe fanden wir eine Abnahme des PAMV im
Vergleich mit Mausen auf einer 12-wdchigen HFD. In-vivo-PAMV-Messungen
zeigten eine enge Korrelation mit ex-vivo-Messungen auf Elastica-van-
Gieson(EVG)-gefarbten histologischen Schnitten. Die zeitlichen Veranderungen des
Plaque-CNRs Kkorrelierten eng mit der Quantifizierung des (Tropo-)Elastingehalts
(mittels Western-Immunoblot, R2= 0.74, P < 0.05) und der Elastindichte in EVG-
Farbungen (RZ=0.78, P <0.05). Dariiber hinaus konnte eine enge Korrelation
zwischen CNR und induktiver gekoppelter Plasma-Massenspektroskopie (ICP-MS)
nachgewiesen werden. Messungen der R1-Relaxivitit bestatigten diese Ergebnisse.
Nach Verabreichung von 158Gd-ESMA wurde ein stetiger Anstieg der R1-Werte
tiber die 12-Wochen-HFD nachgewiesen. In der mit Statinen behandelten Gruppe
wurde eine Abnahme des Plaque R1 gemessen. Zusitzlich konnte eine enge

Korrelation zwischen R1- und ICP-MS-Werten etabliert werden (RZ=0.76,
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P <0.05). Zur direkten Quantifizierung der Menge an Elastin in der Gefafwand
fiihrten wir ein Western-Immunoblotting durch (n =5 pro Gruppe). Es zeigte sich
eine allmahliche und signifikante Zunahme des (Tropo-)Elastingehalts wahrend
der 12-wdchigen Exposition mit HFD. In der behandelten Gruppe konnte ein
signifikant niedrigerer (Tropo-)Elastingehalt nachgewiesen werden. Der Anstieg
des Signals im Western-Immunoblotting (mit elastinspezifischen Antikdérpern)
spiegelt die Erhéhung des (Tropo-)Elastingehalts in der extrazellularen Matrix des
Plaques wider. Diese Messungen wurden mit einem konstanten Glycerin-Aldehyd-
3-Phosphat-Dehydrogenase(GAPDH)-Gehalt geeicht. Zur Quantifizierung des in der
Gefalwand gebundenen Kontrastmittels wurden induktiv gekoppelte Plasma-
Massenspektroskopie(ICP-MS)-Messungen  in  einer  Untergruppe  von
Plaqueproben von Kontroll- (C57BL/6]) und ApoE/--Mausen durchgefiihrt (n=3
pro Gruppe). Eine Zunahme von der Kontrollgruppe (211.4 + 26.7 uM) auf die 4-
Wochen-HFD (229.7 + 37.1 uM, P> 0.05 versus Kontrolle), die 8-Wochen-HFD
(330.9 = 32.7 uM, P < 0.05 im Vergleich zur 4-Wochen-HFD) und die 12-Wochen-
HFD (494.8+ 37.7uM, P<0.05 im Vergleich zur 8-Wochen-HFD) konnte
nachgewiesen werden. In ApoE-/--Mdusen unter Therapie mit Pravastatin wurde
eine Abnahme der Gadolinium-Konzentration (370.1 + 32.0 uM, P < 0.05 im Ver-
gleich zur 12-woéchigen HFD) gemessen. Um die geringe unspezifische
Anreicherung in arteriosklerotischen Plaques zu demonstrieren, wurden ICP-MS in
drei weiteren Mausen auf einer 12-wdchigen HFD 10, 25 und 35 Min. und 24 Std.
nach der Verabreichung von 0.2 mmol kg?! Gd-DTPA durchgefiihrt. Gadolinium-
Konzentrationen von 57.4 + 20.1 uM, 35.3 + 10.09 uM, 30.7 £+ 6.4 uM und 59 +
1.4 uM konnten ex-vivo nachgewiesen werden. Um die in-vivo-Spezifitit von 158Gd-
ESMA zu Elastin zu evaluieren, wurden entsprechende in-vivo-
Kompetitionsexperimente durchgefiihrt. Die Pra-Injektion einer zehnfach héheren
Dosis (im Vergleich zu der normalerweise injizierten Dosis von 158Gd-ESMA) von
nonparamagnetischem lantheummarkiertem ESMA (La-ESMA, 2 mmol kg, Tag 2)
filhrte zu einem deutlichen Riickgang des CNRs nach 158Gd-ESMA-Injektion im
Vergleich zur Injektion von 158Gd-ESMA (0.2 mmol kg1, Tag 1). Kein signifikanter

Unterschied zwischen Pra-Scans an den Tagen 1 und 2 und nach der Injektion von
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nonparamagnetischem La-ESMA am Tag 2 konnte nachgewiesen werden. Niedrige
in-vivo gemessene CNR-Werte in diesen Mdusen waren vereinbar mit geringen
Konzentrationen in den induktiv gekoppelten Plasma-Massenspektroskopie (ICP-
MS) Messungen (Gd: 164.3 + 74.6 uM) im Vergleich zu Kompetitonsversuchen.
Zusatzliche ex-vivo-Versuche wurden durchgefithrtt Im Rahmen dieser
Experimente wurden steigende Konzentrationen von radioaktiven ESMAs mit
153Gd-ESMA und plaquereichen Aortas (vom Kaninchen) in einen ex-vivo-Gewebe-
Bindungs-Assay inkubiert. Die Bindung von 153Gd-ESMA in der plaquereichen
Aorta verringert sich invers mit der radioaktiven ESMA-Konzentration. Steigende
Konzentrationen von ESMA verdrdngten die Bindung von 153Gd-ESMA mit einer
halbmaximalen Inhibitionskonzentration von 0.33 mM. Die Ergebnisse dieser
Inhibitionsexperimente sind vereinbar mit einer niedrigeren Affinitdt von ESMA zu
seiner spezifischen Bindungsstelle. Zur Bestimmung der Gadolinium-Verteilung
innerhalb der arteriellen Gefifdwand nach 158Gd-ESMA-Injektion wurden
Rontgenspektren an verschiedenen Stellen in der Gefifwandprobe mittels
elektronenmikroskopischer Methoden aufgenommen (n = 3). Die Verteilung von
Gadolinium in der Gewebeprobe wurde subsequent gemessen. Es zeigte sich eine
Kolokalisation von Gadolinium mit elastischen Fasern (n = 3). Als Kontrolle wurde
die raumliche Verteilung von Natrium und Kalium gemessen, es wurde jedoch kein
spezifisches Verteilungsmuster beobachtet. Die in-vitro und in-vivo metabolische
Stabilitdat 153Gd-ESMA in Mausen war hoher als 85 %. Die in-vitro- und in-vivo-
Plasmaprotein-Bindung von 153Gd-ESMA war geringer als 50 %. Insgesamt
bestdtigen diese Ergebnisse ein glinstiges pharmakokinetisches Profil von ESMA.

Insgesamt haben wir in dieser Studie erstmals erfolgreich ein neues
elastinspezifisches MRT-Kontrastmittel zur Charakterisierung arteriosklerotischer
Plaques angewendet. Wir haben die Mdoglichkeit der nichtinvasiven Detektion
sowie Quantifizierung der Plaquelast in einem ApoE-Knockout-Mausmodell
gezeigt. Zusatzlich konnte die erfolgreiche in-vivo-Bestimmung von
Plaqueprogression und -regression gezeigt werden. Nach der intravendsen
Injektion von ESMA erlaubte die Evaluation der Plaquequerschnittsflichen die in-

vivo-Bestimmungen der arteriosklerotischen Plaquelast mit hoher raumlicher
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Auflésung. In-vivo-Messungen waren in guter Ubereinstimmungen mit ex-vivo
histomorphometrischen = Messungen.  Zusatzlich  konnten  quantitative
Veranderungen im Elastingehalt in der Plaquematrix durch Signal-
intensititsmessungen  nachgewiesen = werden.  Elektronenmikroskopische
Untersuchungen zeigten eine Kolokalisation von ESMA mit elastischen Fasern. In-
vivo-Kompetitionsexperimente mit nicht paramagnetischen Lantheum-ESMA
resultierten in einer deutlichen Reduktion des intraplaque-CNRs und der
Gadolinium-Konzentration. Die Messungen bestitigen die Spezifitit von ESMA fiir
Elastin. Das starke Signal, welches mithilfe dieses Kontrastmittels erzeugt werden
kann, resultiert aus der Kombination von hoch exprimierten Zielproteinen mit der
schnellen Klearance des Kontrastmittels aus dem Blut-Pool. Wir beobachteten
einen Anstieg der Relaxivitit von ESMA, wenn es an Elastin gebunden war. Dies
fiihrte zu einer deutlichen Erhéhung des Signals von der Gefifwand. Diese
Beobachtung ist vergleichbar mit dem Verhalten anderer zielgerichteter niedrig-
molekularer Kontrastmittel, wie EP2104R. Im Kontext der Arteriosklerose konnte
ESMA die nichtinvasive Detektion von arteriosklerotischen Plaques ermdéglichen.
Zusatzlich eroffnet es die Moglichkeit zur Messung der Plaqueprogression und -
regression. Dariiber hinaus erlaubt ESMA die spezifische Beurteilung von
Veranderungen im Elastingehalt in der extrazellularen Matrix, was eine zusétzliche
Charakterisierung der Plaquezusammensetzung auf molekularem Level
ermoglicht. Aufgrund des hohen CNRs erlaubt ESMA eine zuverldssige und schnelle
Anwendung von T1-Mapping-Methoden, was zu einer erhéhten Standardisierung
der Messergebnisse fiihrt. Besonders die Kombination aus in-vivo-Plaquelast-
Bestimmung und Matrix-Elastin-Zusammensetzung konnte weitere niitzliche
Informationen fiir die Beurteilung der Arteriosklerose liefern. Die
Gefilwandbildgebung mittels MRT mit und ohne Verwendung von
nichtspezifischen Kontrastmitteln wurde bereits in klinischen Studien fiir die in-
vivo-Risikostratifizierung von Patienten mit arteriosklerotischen
Wandverdnderungen in der A. carotis sowie den Koronararterien erfolgreich
angewendet. Die Beurteilung der koronaren Gefdffwanddicke durch das nicht

kontrastverstarkte ,black blood“-MRT (eine MRT-Sequenz zur Hervorhebung der
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Gefafdwand bei gleichzeitiger Unterdriickung des Signals aus dem Blut) ist derzeit
auf die Darstellung ausgewdhlter Koronararteriensegmente beschrankt und hat
aufgrund der Komplexitit und Liange des Bildgebungsprotokolls noch keinen
Eingang in die klinische Routine gefunden. Konstrastmittelverstarkte Ansadtze mit
unspezifischen Kontrastmitteln, wie Gd-DTPA, sind bereits in klinischen Studien
getestet worden. Diese klinisch zugelassenen Kontrastmittel extravasieren schnell
in den extravaskuldren Raum und reichern sich in der Gefifdwand, als Folge des
erhohten Verteilungsvolumens, der erhohten endothelialen Permeabilitat oder als
Folge von Neovaskularisation, an. Ein wichtiger Aspekt dieser Arbeit war die
Verwendung eines Ansatzes, der in die humanen Koronararterien ,translatiert”
werden kann. Die Bestimmung der Plaquelast kann bereits mit der nicht
kontrastverstarkten 3D-koronaren Gefdffwandbildgebung erfolgreich umgesetzt
werden. Diese Methode ist jedoch abhdngig vom Blutfluss und kann nicht in einer
klinisch angemessen kurzen Untersuchungszeit angewandt werden.
Typischerweise sind fiir die Bildakquisition nichtkartesische k-Raum-Trajektorien
und moderne Bildrekonstruktionsalgorithmen erforderlich. Zusatzlich kann nur
ein koronares Segment pro 3D-Scan erfasst werden. Dariiber hinaus sind eine
exakte Bewegungskompensation und eine hohe rdumliche Auflésung notwendig.
Daher sind diese Ansatze derzeit nicht fiir ein Screening, welches im Idealfall die
Visualisierung aller Koronararterien ermdglichen wiirde, geeignet. Ein
kontrastmittelbasierter Ansatz, wie wir ihn in dieser Arbeit untersucht und
validiert haben, ist potenziell zuverldssiger, in einer klinischen Umgebung
einfacher zu implementieren und blutflussunabhangig. Solch ein Ansatz kann mit
einer robusten Kkartesischen k-Raum-Abtastung und etablierten ,Late
Enhancement“-Protokollen durchgefiihrt werden, welche bereits klinisch fiir
Myokardinfarkt-Bildgebung akzeptiert sind. Dariiber hinaus kann es als ,Whole
Heart“-Protokoll, vergleichbar mit der kardialen Computertomographie,
implementiert werden. Um die Anwendbarkeit dieser Methode in den
Koronararterien in einem Kklinischen Umfeld zu testen, wurden weitere
Experimente im Schweinemodell durchgefiihrt. Koronares Remodeling wurde

durch die Implantation eines ,MRT lucent“-Stents sowie der Verletzung der
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Koronararterien mittels Ballondilatation induziert. Sechs Schweine wurden in
dieser Studie untersucht. ,Late-Enhancement"-MRT -Sequenzen erlaubten die
selektive Visualisierung der verletzten Gefafdabschnitte nach intravendser
Injektion von ESMA. Zusitzlich konnte ein starkes Wand-Enhancement in der
elastin-reichen Aorta sowie in der A. pulmonalis nachgewiesen werden. Die in-vivo
gemessene Fliache des Wand-Enhancements Kkorrelierte gut mit der ex-vivo
gemessenen Flache aus histologischen Daten (R?= 0.86, P < 0.05).

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass ESMA die nichtinvasive Beurteilung
der Plaqueprogression und -regression im ApoE-Knockout-Mausmodell (ApoE-/-)
der Arteriosklerose erlaubt. Dariiber hinaus konnten, mittels Signalintensitats- und
T1-Mapping-Methoden, Veranderungen im Elastingehalt des arteriosklerotischen
Plaques quantifiziert werden. Die Translation von ESMA in die Koronararterie
eines Schweinemodells zeigte die Moglichkeit der nichtinvasiven Bestimmung des
koronaren Remodelings. Insgesamt bietet ESMA grofdes Potenzial fiir die
nichtinvasive Beurteilung der Plaquelast, vergleichbar mit bereits durch den

intravaskuldren Ultraschall (IVUS) eingefiihrten Quantifizierungsmethoden.

Die nichtinvasive Bestimmung der entziindlichen Aktivitit in
arteriosklerotischen Plaques unter der Verwendung einer Positivkontrast-
Technik

In dieser Studie konnten wir erfolgreich die zunehmende Eisenoxidaufnahme, mit
der Progression des arteriosklerotischen Plaques unter Verwendung einer
Positivkontrast-Technik (SGM-MRT, mT m1), visualisieren und quantifizieren. Die
Einheit (mT m) der Kontrastverstirkung in SG-Parameterkarten war in guter
Ubereinstimmung mit ex-vivo-Messungen aus der induktiv gekoppelten Plasma-
Massenspektroskopie (ICP-MS) sowie histologischen Farbungen fiir Eisen und
Makrophagen. Diese Studie zeigte, dass SG-Parameterkarten zusitzliche niitzliche
Informationen (zu T2*-gewichteten Bildern) bei der Evaluation der intraplaque-
Eisenoxidaufnahme liefern kdnnen. Obwohl andere Gruppen bereits erfolgreich die
Eisenoxidaufnahme im Rahmen der Arteriosklerose in préaklinischen und

klinischen Studien untersucht haben, sind einige Ergebnisse dieser Studie neu. Zum
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einen konnten wir zeigen, dass Eisenoxid-Akkumulationen nichtinvasiv im Truncus
brachiocephalicus von ApoE/--Miusen visualisiert werden Kkonnen. Alle
Untersuchungen wurden bei klinisch relevanten Feldstdarken (3.0 T) mit klinisch
anwendbaren MRT-Sequenzen durchgefiihrt. Zusatzlich konnten wir zeigen, dass
die Anwendung von SG-Parameterkarten die Quantifizierung von
Eisenoxidpartikeln in arteriosklerotischen Plaques mit der Einheit (mT m1)
erlaubt. Verschiedene superparamagnetische Partikel werden derzeit in Phase I-III
in den Vereinigten Staaten und Europa untersucht und sollten daher potenziell fiir
eine breitere klinische Anwendung in naher Zukunft verfiigbar sein. Schmitz et al.
und Ruehm et al. (27, 28) waren die ersten Gruppen, welche berichteten, dass
Eisenoxidpartikel von Makrophagen in arteriosklerotischen Plaques aufgenommen
werden und mittels der MRT nichtinvasiv detektiert werden kénnen. Seitdem
wurden multiple praklinische und klinische Studien mit Eisenoxidpartikeln
durchgefiihrt. Eisenoxidpartikel kénnen aufgrund der durch sie verursachten
Verkiirzung der lokalen T2- und T2*-Relaxationszeit als Signalausloschung
detektiert werden. Dieser Negativkontrast-Ansatz ist jedoch mit einigen
Einschrankungen verbunden: In anatomischen Regionen mit geringem
intrinsischem CNR koénnen Eisenoxidablagerungen schwierig vom umgebenden
Gewebe diskriminiert werden (30). Das Vorhandensein von Bewegungsartefakten,
Blutungen und Verkalkungen kann ebenfalls zur Signalausléschung fiihren (26,
30). Um die Sensitivitit der in-vivo-Eisenoxid-Detektion zu erhéhen, wurden
verschiedene Positivkontrast-Techniken entwickelt und in den letzten Jahren
untersucht. Drei Positivkontrast-Techniken (SGM, IRON und GRASP) wurden im
Kontext der Arteriosklerose untersucht (31-33). Alle Techniken ermdglichten die
Detektion von eisenoxidmarkierten Zellen als hyperintense Voxel. Dariiber hinaus
wurde gezeigt, dass der durch die Anwendung dieser Techniken erzeugte positive
Kontrast die Sensitivitit fiir den Nachweis von Eisenoxidablagerungen, im
Vergleich zu den negativen Kontrast T2*-gewichteten Bildern, erhoht. Da
Positivkontrast-Techniken ausschlief3lich Bereiche von Eisenoxidablagerungen
darstellen, konnen aus diesen Sequenzen keine anatomischen Informationen

gewonnen werden. Zusatzliche Scans sind daher notwendig, um anatomische
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Informationen zu erhalten. Die GRASP- und die IRON-Technik erfordern genaue
Kenntnisse tiiber die zu erwartenden Frequenzverschiebungen und das
entsprechende Pulssequenzdesign. Das SGM-MRT ist eine
Nachbearbeitungstechnik, die in Kombination mit beliebigen 2D- oder 3D-
Gradientenecho-Datensdtzen angewandt werden kann.

Insgesamt konnten wir in dieser Studie zeigen, dass SGM-MRT die sensitive
Detektion und Quantifizierung von intraplaque-Eisenoxidpartikeln in einem
Mausmodell der progressiven Arteriosklerose nach VSOP-Injektion ermdglicht. Die
intravends injizierten Eisenoxidpartikel kolokalisierten ex-vivo mit Plaque-
Makrophagen. Die Magnitude (mT m) der SGM-Messungen zeigte eine gute
Korrelation mit der Menge der intraplaque-Eisenoxidpartikel. In-vivo-Ergebnisse
wurden durch ex-vivo-Messungen, wie induktiv gekoppelte Plasma-
Massenspektroskopie (ICP-MS) und Immunhistologie/Histologie, validiert. SGM-
MRT koénnte niitzlich fiir die sensitive in-vivo-Detektion und Quantifizierung von
Eisenoxid-Nanopartikeln in makrophagenreichen arteriosklerotischen Plaques

sein.

In-vivo-Messung des intraplaque und endothel-assoziierten Fibrins bei
arteriosklerotischen Gefifdverianderungen mittels molekularem MRT

In dieser Studie haben wir erfolgreich gezeigt, dass die sensitive Detektion von
intraplaque und endothel-assoziiertem Fibrin bei arteriosklerotischen
Gefafveranderungen in  einem  ApoE/-Mausmodell  mithilfe eines
fibrinspezifischen MR-Kontrastmittels (FTCA, EPIX Pharmaceuticals) méglich ist.
Fibrin-Anreicherungen konnten selektiv am Ort des arteriosklerotischen Plaques
visualisiert werden, wahrend das umgebende Blut-Pool- und Weichteilsignal
unterdriickt blieb. Arteriosklerotische Plaques im Spatstadium zeigten das starkste
Signal-Enhancement nach FTCA-Injektion. Eine deutliche Korrelation des in-vivo-
CNRs mit ex-vivo-Fibrindichte-Messungen in immunhistologischen Schnitten
konnte gezeigt werden. Zusatzlich wurde eine signifikante Korrelation des in-vivo-
CNRs mit ex-vivo-Gadolinium-Konzentrationsmessungen (mittels induktiv

gekoppelter Plasma-Massenspektroskopie) nachgewiesen. Diese Beobachtungen
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sind im Einklang mit einer kiirzlich veréffentlichten humanen Autopsiestudie, die
deutlich  verstirkte  Ablagerungen von Fibrin in fortgeschrittenen
arteriosklerotischen potenziell vulnerablen Plaques nachweisen konnte (17). Dies
war die erste Studie, welche die Durchfiihrbarkeit der in-vivo-Fibrin-Detektion und
-Quantifizierung wahrend der Progression der Arteriosklerose nachweisen konnte.
Zusatzlich konnte das Ansprechen auf eine Statintherapie nichtinvasiv quantifiziert
werden. An dieser Stelle ist es wichtig anzumerken, dass in keinem der
untersuchten Tiere intraluminale Thromben nachgewiesen werden konnten. Das
Vorkommen von Fibrin in verschiedenen Stadien der Plaqueentwicklung (vor
Plaqueruptur) in der Aorta und den Koronararterien wurde bereits vor
Jahrzehnten beobachtet (77). Fibrin spielt eine wichtige Rolle bei der Chemotaxis
von inflammatorischen Monozyten/Makrophagen, der Proliferation von glatten
Muskelzellen und der Angioneogenese (78). Eine kiirzlich publizierte Studie hat
gezeigt, dass Neovessels einen Weg darstellen konnten, iiber welchen Fibrin in den
arteriosklerotischen Plaque vor dessen Ruptur gelangen kénnte (17). Es konnte
gezeigt werden, dass Fibrin in erster Linie im Spatstadium von arteriosklerotischen
Plaques nachzuweisen ist (3, 9). Tavora et al. stellten die Hypothese auf, dass der
Austritt von Fibrin aus neu gebildeten Blutgefafien ein Ausldser fiir die Ausbildung
des nekrotischen Kerns und damit der Ubergang vom Friih- in das Spatstadium der
arteriosklerotischen Plaqueentwicklung sein kénnte (17). Es wurde die Hypothese
aufgestellt, dass Fibrin einen neuartigen Biomarker fiir das Vorhandensein und die
Entwicklung des nekrotischen Kerns und der Unterscheidung zwischen dem
sogenannten ,Preatheroma“ und ,Atheroma“ darstellen konnte. Selbst unter
Anwendung histopathologischer Methoden kann diese Unterscheidung ex-vivo
schwierig sein (17). Dies war die erste Studie, welche sich speziell der
Untersuchung von Fibrin im Rahmen der arteriosklerotischen Plaqueentwicklung
mittels eines  fibrinspezifischen = MRT-Kontrastmittels  (FTCA, EPIX
Pharmaceuticals) widmete. Alle bisher veroéffentlichten Studien, welche
fibrinspezifische Kontrastmittel verwendeten, konzentrierten sich auf die
Detektion von intraluminalen Thromben (19, 79, 80). Das in dieser Studie

untersuchte fibrinspezifische Kontrastmittel wurde bereits erfolgreich in Patienten
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zur molekularen Detektion von fibrinreichen Thromben angewendet (18, 20, 22).
Dies war die erste Studie, welche zeigte, dass FTCA einen niitzlichen Marker fiir die
in-vivo-Detektion und Charakterisierung von arteriosklerotischen Plaques
darstellen kénnte. Dartliber hinaus konnte das Therapieansprechen in-vivo mithilfe
dieses fibrinspezifischen Kontrastmittels evaluiert werden. FTCA konnte eine
besondere Rolle bei Patienten mit hohem Risiko fiir das Vorliegen einer koronaren
Arteriosklerose oder in Patienten, bei welchen arteriosklerotische Lasionen bereits
im Rahmen der Koronarangiographie oder Computertomographie(CT)-
Angiographie detektiert wurden, spielen. In dieser Patientengruppe konnte FTCA
einen Marker fiir die in-vivo-Differenzierung zwischen einer sehr friithen
Entwicklungsstufe der Arteriosklerose, dem sogenannten ,Preatheroma“
(extrazelluldare Lipidanlagerungen ohne nekrotischen Kern oder pathologische
Verdickung der Intima, PIT), und einem fortgeschrittenen Stadium, dem
sogenannten ,Atheroma“ (,Fibroatheroma“ oder ,thin-cap Fibroatheroma®)
darstellen. Die in-vivo-Differenzierung zwischen frithen stabilen
arteriosklerotischen Ladsionen und weiter fortgeschrittenen, moglicherweise
instabilen arteriosklerotischen Lasionen kénnte von grof3er klinischer Bedeutung
sein (17). Obwohl die Plaqueruptur die primére Ursache des akuten koronaren
Syndroms darstellt, wurde gezeigt, dass die sogenannte Plaqueerosion ebenfalls
eine wichtige Ursache fiir die Entwicklung der koronaren Thrombose bei Patienten
darstellt (81). Die Plaqueerosion kommt deutlich hdufiger bei weiblichen Patienten
vor, mit einer Inzidenz von bis zu 25% der Patientinnen mit akutem
Myokardinfarkt (81). In diesem Patientenkollektiv konnte FTCA ebenfalls einen
interessanten Biomarker fiir die in-vivo-Detektion dieser pathologischen
Gefaflwandveranderungen darstellen (7, 82, 83). Fibrin spielt zusatzlich bei der
Entwicklung von In-Stent-Restenosen nach der Implantation von
medikamentenbeschichteten Koronarstents eine grofie Rolle. Hier kénnte ein
weiterer Anwendungsbereich von FTCA liegen. Insgesamt kdnnte die in-vivo-
Detektion von Fibrin mittels FTCA eine wesentliche Rolle bei der friithen
nichtinvasiven Identifizierung von Patienten mit einem erhohten Risiko fiir

Plaqueruptur, Plaque-Erosion und In-Stent-Restenose spielen. Zusammenfassend
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zeigte diese Studie, dass die molekulare MRT unter Verwendung von FTCA die
selektive Bildgebung und Quantifizierung von intraplaque und endothel-
assoziiertem Fibrin im ApoE~/--Mausmodell erlaubt. In diesem Modell und in
humanen Autopsiestudien konnte gezeigt werden, dass es zu einer besonders
starken Fibrinanreicherung in weitentwickelten, potenziell vulnerablen
arteriosklerotischen Plaques kommt. FTCA kénnte daher einen niitzlichen Marker
fir die in-vivo-Erkennung und Charakterisierung von fortgeschrittenen

arteriosklerotischen Plaques darstellen.

Myokardiale ,First-Pass“ Perfusion bei Myokardinfarkten im Mausmodell

Die Folge der koronaren Arteriosklerose kann das Auftreten eines Myokardinfarkts
durch die Verminderungen der myokardialen Perfusion sein. Die myokardiale
Perfusion kann bereits in Patienten mithilfe des MRTs bestimmt werden. Dies war
die erste Studie, welche die Durchfiihrbarkeit der ,First-Pass“ myokardialen
Perfusion im Mausmodell untersucht. In dieser Studie wurde eine neue kt-
Unterabtastungsmethode zur Perfusionsmessung bei sehr hohen Herzfrequenzen
(mehr als 500 Schldge pro Minute) im Kleintiermodell verwendet. Die untersuchte
kt-Unterabtastungsmethode bietet mehrere potenzielle Verbesserungen gegeniiber
den bisher verwendeten Spin-Labeling-MRT-Methoden. Zu diesen zdhlen
insbesondere die schnellere Datenerfassung und eine engere Korrelation mit
klinisch eingesetzten Bildgebungsprotokollen. Die in dieser Studie verwendete
JFirst-Pass“ myokardiale Perfusionssequenz basiert auf der stark beschleunigten
Datenerfassung mittels der sogenannten kt-PCA-Methode. Es konnte sowohl eine
hohe raumliche Auflésung (0.2 x 0.2 mm in der akquirierten Schicht) als auch eine
hohe zeitliche Auflésung (43 ms) erreicht werden. Im Vergleich zu den bereits
weitgehend automatisierten kt-SENSE-Protokollen im Menschen wurden ein
hoherer Beschleunigungsfaktor (10 vs. 5-8) und eine geringere Anzahl von
Trainingsprofilen angewendet, um die erforderliche Akquisitionsgeschwindigkeit
zu erreichen (84). In dieser Studie haben Signal-Zeit-Intensititsprofile keine
Anzeichen fiir die zeitliche Tiefpassfilterung gezeigt und die berechneten

myokardialen  Flussgeschwindigkeiten waren vergleichbar mit bereits
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veroffentlichten Referenzwerten (85-88). Infarzierte myokardiale Segmente
zeigten signifikant verringerte Perfusionswerte. Da diese Studie auf einem
klinischen 3T-MRT-Scanner  durchgefiihrt wurde - mit einem
Untersuchungsprotokoll, welches bereits klinisch verwendeten Protokollen sehr
dhnlich ist - kénnen gewonnene Daten einfacher in die klinische Anwendung
translatiert werden. Insgesamt konnten wir in dieser Studie einen neuen Ansatz fiir
die Messung der ,First-Pass“ myokardialen Perfusion bei Myokardinfarkten im
Mausmodell validieren. Die gemessenen myokardialen Blutflussgeschwindigkeiten
(ml/mg/min) lagen innerhalb der erwarteten Referenzwerte. Da die MRT in der
klinischen kardiovaskuldren Bildgebung und in der Grundlagenforschung im
Rahmen von Herz-Kreislauf-Erkrankungen eine immer wichtigere Rolle spielt,
kénnte diese Methode ein niitzliches Instrument zur systematischen Untersuchung
der Rolle von Ischamie bei Arteriosklerose, Diabetes mellitus, Bluthochdruck oder

Herzinsuffizienz im Tiermodell darstellen.
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4. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden verschiedene molekulare MRT-Marker in Kombination mit
T1- und T2*-Quantifizierungsmethoden im Kontext der Arteriosklerose
charakterisiert. Die Evaluation eines elastinspezifischen Kontrastmittels (ESMA),
makrophagenspezifischen Kontrastmittels (VSOP) wund fibrinspezifischen
Kontrastmittels (FTCA) wurde im ApoE/--Mausmodell der Arteriosklerose
durchgefiihrt. Zur Untersuchung der entsprechenden in-vivo-Marker, im Rahmen
der Progression der Arteriosklerose, wurden MRT-Untersuchungen bei
mannlichen C57BL/6]J-ApoE-/--Mdusen 4, 8 und 12 Wochen nach Beginn einer
fettreichen Diat (HFD) durchgefiihrt (n = 8). Zur Evaluation der therapeutischen
Wirkung auf die Plaqueprogression wurde Pravastatin gegeben (40 mg kgl
Kérpergewicht pro Tag, n = 8). 20 Wochen alte C57BL/6]-Mause (n = 8) dienten als
Kontrollen. In-vivo gemessene Daten wurden ex-vivo mithilfe verschiedener
Methoden validiert. Hierzu zdhlten das elektronenmikroskopische Mapping der
Kontrastmitteldistribution, das Western-Immunoblotting sowie verschiedene
weitere histologische und immunhistochemische Methoden. Die Anwendung eines
elastinspezifischen Kontrastmittels bietet grofRes Potenzial fiir die nichtinvasive
Beurteilung der Plaquelast und des koronaren Remodelings, welche wichtige in-
vivo-MarKker fiir die Risikostratifizierung der koronaren Arteriosklerose darstellen.
Mithilfe eines makrophagenspezifischen Kontrastmittels, in Kombination mit der
Entwicklung einer neuen Positivkontrast-Technik, konnte die Makrophagenlast
arteriosklerotischer Plaques in-vivo quantifiziert werden. Das untersuchte
fibrinspezifische Kontrastmittel erlaubt die selektive Visualisierung von plaque-
assoziiertem Fibrin. Dies konnte von besonderer Bedeutung fiir die in-vivo-
Klassifikation arteriosklerotischer Plaques (friihe, stabile Plaques vs. entwickelte,
potenziell instabile Plaques) sein.

Insgesamt bietet die molekulare MRT unter Verwendung zielgerichteter
gadolinium- und eisenoxidbasierter Kontrastmittel grofdes Potenzial fiir die
klinische Evaluierung von kardiovaskuldren Erkrankungen. Unspezifische MRT-

Kontrastmittel werden in der Kklinischen Routine fiir die in-vivo-
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Gewebecharakterisierung eingesetzt. Das ,Late Enhancement” hat sich bereits als
Goldstandard fiir die Visualisierung und Quantifizierung des myokardialen Infarkts
etabliert. Die molekulare MRT-Bildgebung mit zielgerichteten Kontrastmitteln
spielt bereits eine wichtige Rolle in der Grundlagenforschung. Mehrere neuartige
molekulare MRT-Kontrastmittel stehen aktuell vor ihrer klinischen Zulassung. Das
grofde Potenzial der molekularen MRT-Bildgebung liegt in der Detektion von
Alterationen auf molekularem Level, welche kein morphologisches Korrelat zeigen.
Molekulare Informationen, welche deutlich iiber morphologische Informationen
hinausgehen, konnten die frithere Detektion von pathologischen Veranderungen,
wie zum Beispiel initialen arteriosklerotischen Gefifwandverdanderungen,
ermoglichen. Die Anwendung einer solchen Methode kdénnte die frithere Einleitung
von therapeutischen Maffnahmen erlauben und zur Pravention verschiedener
Erkrankungen beitragen. Zusatzlich kénnte eine solche Technik die nichtinvasive
und direkte Evaluation des Therapieansprechens ermdéglichen und somit die
Optimierung und Individualisierung verschiedener = Therapieschemata
ermoglichen. Im Vergleich zur molekularen MRT haben nuklearmedizinische
Bildgebungsverfahren (PET und SPECT) den Vorteil, dass nur sehr niedrige Dosen
von Kontrastmitteln injiziert werden miissen. Dies erlaubt die schnelle Evaluation
dieser Substanzen in humanen Studien. Der Einsatz dieser Modalititen ist jedoch
mit einer Strahlenbelastung verbunden und es kann nur eine sehr eingeschrankte
raumliche Auflésung erreicht werden. Fiir die Evaluation des kardiovaskuldren
Systems bietet die MRT-Bildakquisition mit hoher zeitlicher und raumlicher
Auflésung zahlreiche Vorteile. Diese werden besonders bei der Darstellung der
sehr diinnen Gefiaffwand sowie der myokardialen Perfusion mit hoher raumlicher
und zeitlicher Auflésung deutlich. Die MRT ermdglicht zusatzlich die Integration
der molekularen Informationen mit anatomischen und physiologischen MRT-
Daten, die bereits mittels ,konventionellen® MRT-Sequenzen erlangt werden
kénnen. Zukiinftige Entwicklungen im Bereich des molekularen MRTs liegen
besonders im Bereich des Designs und der Synthese von neuen zielgerichteten
Markern mit deutlich héheren Relaxivititswerten sowie der Entwicklung neuer

sensitiver Detektionsverfahren.
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Insgesamt hat die molekulare MRT grofdes Potenzial, alle Aspekte der
kardiovaskuldren Bildgebung - vom frithen Screening von Patienten bis hin zur
Evaluation des Therapieansprechens in frihen wund fortgeschrittenen

Krankheitsstadien - deutlich zu erweitern.
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