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Abstract

Identifikation vulnerabler Carotisplaques durch Plaque-Neovaskularisation mit

Hilfe moderner Ultraschalltechniken

Hintergrund:

Eine Carotisstenose kann lebensgefahrliche Komplikationen auslésen, wie zum Beispiel
einen Schlaganfall. Die Ruptur von Carotisplaques kann durch die Verschleppung von
Plaguematerial zu einem Verschluss von Gefalden flihren einhergehend mit einer
Ischamie der betroffenen Regionen. Etablierte Risikofaktoren fur das Auftreten eines
Schlaganfalls sind der Stenosegrad der Carotisstenose und das Vorliegen einer
vorangegangenen zerebralen Ischamie aufgrund der Carotisstenose. Neben diesen
etablierten Risikofaktoren spielt die Beschaffenheit der Plaque eine entscheidende
Rolle. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass das Ausmall an
Entzindungsprozessen mit einer vermehrten Plaque-Instabilitat einhergeht, wobei
Plague-Neovaskularisation ein wichtiger Faktor zur Aufrechterhaltung lokaler

Entzindungsprozesse zu sein scheint.

Zielstellung:

In dieser Pilotstudie wird das Ausmal} an Neovaskularisation von Carotisplaques mittels
praoperativ durchgefuhrten kontrastverstarkten Ultraschalluntersuchungen
(contrast-enhanced ultrasound, CEUS) und histologischer Auswertung derselben
Plagueregionen bestimmt. Ziel der Studie ist, die Ergebnisse der beiden
Untersuchungen miteinander zu vergleichen, um die Validitat von CEUS zur
Identifikation  vulnerabler Carotisplaques durch Plaque-Neovaskularisation zu

Uberprifen.

Methoden:

Insgesamt wurden 17 Patienten mit einer hochgradigen Stenose der Arteria carotis
interna nach den North American Symptomatic Trial (NASCET) Kriterien in die Studie
eingeschlossen. Vor der geplanten Carotisendarteriektomie wurde an allen Patienten
eine CEUS-Untersuchung durchgefihrt. Die bei der Operation gewonnenen
Carotisendarteriektomiezylinder wurden immunhistochemisch auf Neovaskularisation,

T-Zellen- und Makrophageninfiltration markiert. Zur quantitativen Analyse der
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Neovaskularisation, T-Zellen und Makrophagen wurden die Praparate histologisch
untersucht (Leica Microsystems) und mithilfe des Stereolnvestigator Systems (Micro
Brightfield Europa) ausgewertet. In den CEUS-Untersuchungen wurde ein vier- bzw.
zwei-Stufen basiertes Klassifikationssystem (modifiziert nach Huang et al.) zur

Bestimmung des Ausmaldes an Neovaskularisation verwendet.

Ergebnisse:

In dem vier- und zweistufigen Klassifizierungssystem zur Beurteilung des Ausmalies an
Neovaskularisation mittels CEUS konnte eine Korrelation zur histologisch bestatigten
Gefaldichte in den chirurgisch entnommenen Carotisplaques ermittelt werden (r=0.635,
p=0.006 und r=0.578, p=0.015). Regionen von Carotisplaques mit einem stark
prolongierten CEUS-Signal zeigten in den histologischen Proben eine deutliche
Neovaskularisation mit einhergehender Plaqueeinblutung. Zudem zeigten Regionen, in
denen in der Ultraschalluntersuchung eine hohe Dichte an Neovaskularisation
festgestellt wurde, in der histologischen Auswertung eine ausgepragte

Makrophageninfiltration.

Schlussfolgerung:

CEUS scheint eine geeignete Untersuchungsmethode zu sein, um das Ausmaf an
Neovaskularisation in Carotisplaques einzuschatzen und vulnerable Plaques zu
identifizieren. CEUS ist ein non-invasives, kostenglnstiges Untersuchungsverfahren,
das zur Beurteilung von Carotisstenosen und zur Risikostratifikation im klinischen Alltag
verwendet werden konnte, um Risikopatienten fur zerebrovaskulare Ereignisse besser
zu identifizieren. Weitere Studien mit einer groReren Anzahl an Patienten sind

notwendig, um den Nutzen von CEUS im klinischen Alltag zu validieren.



Abstract

Identification of neovascularization by contrast-enhanced ultrasound to detect

unstable carotid stenosis

Background:

Stroke is a life-threatening complication of carotid stenosis. The rupture of a plaque can
lead to an occlusion of vessels by thromboemboli and lead to a cerebrovascular event.
Well-established risk factors are prior ischemic events (stroke or transient ischemic
attack) and the degree of internal carotid stenosis. Furthermore, characteristics of a
plague such as elasticity and high number of infiltrated inflammatory cells play a key
role in plaque progression and vulnerability. Local inflammation is accompanied by

plaque neovascularization and contributes to plaque instability.

Objective:
This pilot study investigates the correlation between pre-surgery contrast-enhanced
ultrasound (CEUS) and histological evaluation of carotid plaque specimens to identify

neovascularization.

Methods:

We enrolled 17 patients with high-grade internal carotid stenosis according to the North
American Symptomatic Trial criteria (NASCET) into the study. Shortly before carotid
endarterectomy (CEA), CEUS was performed in all patients. CEA specimens were
processed by immunohistochemistry to detect macrophages, T-cells and
neovasculariaztion. For quantitative evaluation of neovascularization, infiltration of
T-cells and macrophages along with intraplaque hemorrhage, the Stereolnvestigator
System (Micro Brightfield Europe) in combination with a spectral confocal microscope
and a digital camera (Leica Microsystems) was used. In the CEUS, a four-level and two-
level classification system for neovascularization (modified by Huang et al.) was used.

Histological findings were compared with CEUS findings.



Results:

The density of histologically determined intraplaque vessels correlated with the scores
on the CEUS-based four-level and two-level classification system for neovascularization
(r=0.635, p=0.006 and r=0.578, p=0.015, respectively). Regions with strong and
prolonged intraplaque enhancement in the ultrasound approach showed strong
intraplaque neovascularization and acute intraplaque hemorrhage in their histological
evaluation. Moreover, in CEUS-based classified regions with higher grades of
intraplaque neovascularization a higher macrophage density was detected in the

histological specimens.

Conclusion:

The study demonstrates that CEUS-based classification of carotid stenosis is a useful
technique to measure the degree of neovascularization of carotid plaques confirmed by
immunohistochemistry of histological specimens. CEUS may provide an additional risk
marker by identifying vulnerable plaques by features such as neovascularization and
acute intraplague hemorrhages. We conclude that CEUS is a non-invasive, cost-
effective method to stratify patients at risk for a cerebrovascular event. Studies with a
higher number of patients would be of interest to evaluate the reliability and validity of

CEUS in clinical practice.
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