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Zusammenfassung

Atherosklerose ist eine entziindliche Erkrankung der arteriellen Gefal3e und ist unter an-
derem charakterisiert durch strukturelle Veranderung der Gefaf3wand und die Bildung von
atherosklerotischen Plaques. Die innere GefaRwand (Intima) der arteriellen Blutgefalie
ist der Ort, an dem die Gefaldveranderungen auftreten. Im Rahmen dessen sind erhdhte
Gefallwandpermeabilitat und infiltrierende Makrophagen als Biomarker fur Entziindungs-
geschehen wesentliche Schlusselprozesse. Mittels der Magnetresonanztomographie
(MRT) als nichtinvasivem bildgebenden Verfahren und spezifischen molekularen Kon-
trastmitteln ist es moglich, die pathologischen Veranderungen bereits in frihen Stadien
der Atherosklerose zu detektieren. In meiner Studie wird die simultane Anwendung von
Gadofosveset Trisodium sowie Ferumoxytol zur Untersuchung der endothelialen Perme-
abilitdt und Entzindungsprozesse erprobt. Fur die Studie wurden acht Wochen alte
mannliche ApolipoproteinE-defiziente Mause Uber zwei bzw. vier Monate mit einer Hoch-
fettdiat (HFD) gefuttert. AuRerdem wurde eine 4-Monatsgruppe mit Pravastatin behan-
delt, um eine Therapiewirksamkeit darstellen zu kénnen. Als Kontrollgruppe wurden
C57BL/6J-Méause ohne Hochfettdiat gehalten. Nach erfolgter Standzeit wurden T1- und
T2*-gewichtete MRT-Scans innerhalb einer Sitzung vor und nach der Verabreichung von
Gadofosveset Trisodium und Ferumoxytol durchgefiihrt. Anschlielend wurden verschie-
dene ex-vivo Methoden zur Probenanalyse und Korrelation mit den gewonnen MRT-Da-
ten angewendet. Mit fortschreitender Atherosklerose nahm die T1-gewichtete Signalver-
starkung zu. Es wurde eine signifikante Korrelation zwischen dem Kontrast-Rausch-Ver-
haltnis nach Gadofosvesetgabe und der Albumin-spezifischen Immunfluoreszenz festge-
stellt. Die Signalausloschung in der T2*-gewichteten MRT korrelierte signifikant mit der
Berliner Blaufarbung und nahm mit fortgeschrittener Plaqueentwicklung zu. Es konnte
kein signifikanter Einfluss von Ferumoxytol auf die T1-gewichtete MRT-Bildgebung fest-
gestellt werden. Die Tiere unter Pravastatinbehandlung zeigten eine verringerte Anzahl
von Makrophagen und weniger Aloumininflux in die Lasion im Vergleich zur 4-monatigen
HFD-Gruppe. Die Ergebnisse der Studie haben gezeigt, dass eine simultane Anwendung
von Ferumoxytol und Gadofosveset Trisodium innerhalb einer MRT-Sitzung eine detail-
lierte Visualisierung verschiedener pathologischer Veranderungen bereits in friilhen Sta-
dien der Atherosklerose erméglichen kdnnen. Dabei konnte eine Beeintrachtigung der
T1-gewichteten Bildgebung durch das Ferumoxytol ausgeschlossen werden. Die ange-

wandte simultane MRT-Bildgebung stellt eine erfolgsversprechende Methode dar, um
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eine lokal erh6hte Permeabilitat der arteriellen Gefal3wand und Entziindungsherde in ei-
ner einzigen Sitzung zu erfassen. Fur die Zukunft ergibt sich daraus eine aussichtsreiche

Mdoglichkeit, die Diagnostik und das Monitoring von Therapieeffekten zu verbessern.
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Abstract

Atherosclerosis is an inflammatory disease of arterial vessels characterized by structural
changes of the vessel wall and the formation of atherosclerotic plaques. The remodeling
processes take place in the intima part of the vessel wall. In this context increased endo-
thelial permeability as well as infiltrating macrophages play an essential role as bi-
omarkers for inflammatory processes and structural changes in the vessel wall. Magnetic
resonance imaging (MRI) as a non-invasive imaging modality and the use of specific con-
trast agents are effective tools to detect pathological changes in early stages of athero-
sclerosis. In my study, | investigated the feasibility of the simultaneous use of a serum
albumin-specific gadolinum-based contrast agent (gadofosveset) and the superparamag-
netic iron oxide-containing contrast agent (ferumoxytol) to detect endothelial permeability
and inflammatory processes in a single MRI scan. Eight-week-old homozygous apolipo-
protein E-deficient (ApoE /) male mice were fed a high-fat diet (HFD) for two and four
months, respectively. In addition, a 4-month group was treated with pravastatin to visually
detect possible treatment efficacy. As a control group, C57BL/6J mice were used. After
two or four months, T1- and T2*-weighted MRI scans were performed before and after
administration of gadofosveset and ferumoxytol. Subsequently, various ex vivo methods
were performed for sample analysis and correlation with the obtained MRI data. As ath-
erosclerosis progressed, gadolinium-based T1-weighted signal enhancement increased.
A significant correlation was observed between contrast-to-noise ratio (CNR) after
gadofosveset administration and albumin-specific immunofluorescence. Signal loss in
T2*-weighted MRI, based on ferumoxytol accumulation in macrophages, correlated sig-
nificantly with Perls” Prussion blue staining and increased with advanced plaque devel-
opment. Animals on pravastatin treatment showed a decreased number of macrophages
and less albumin influx into the lesion compared with the 4-month HFD group. A signifi-
cant effect of ferumoxytol could not be detected on T1l-weighted MRI imaging with
gadofosveset. The results of this study have shown that simultaneous application of two
target-specific contrast agents, namely ferumoxytol and gadofosveset, within one MRI
session can allow detailed visualization of various pathological changes in early stages
of atherosclerosis. An impairment of T1-weighted imaging by ferumoxytol could not be
detected. For these reasons, the multi-target MRI imaging represents a promising method

to detect locally increased permeability of the arterial vessel wall and inflammation foci in
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a single session. For the future, this offers a promising opportunity to improve the diag-
nosis and monitoring of therapeutic effects in patients suffering from atherosclerosis.
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1. Einleitung

1.1 Pathogenese der Atherosklerose

Atherosklerose gehort weltweit zu den haufigsten Todesursachen (1). Zu den Risikofak-
toren, die eine atherosklerotische Veranderung begunstigen, gehéren Ubergewicht, Dia-
betes, Bluthochdruck, Rauchen (1) sowie das Geschlecht und Alter (2). Manner weisen
im Allgemeinen eine hohere Préavalenz fur Bluthochdruck sowie ein héheres Level an
Lipoproteinen niedriger Dichte (LDL) als Frauen auf. Aul3erdem sind ca. 80% aller Rau-
cher weltweit Manner (2). Die Auspragung der Krankheit zeigt sich unter anderem in den
Hauptarterien, wobei diese mit steigendem Alter zunimmt (3). Symptome durch die Ver-
engung des Gefalllumens werden erst ab ca. 50-75% wahrgenommen (4). Zu den pra-
disponierten Arealen zahlen z. B. die BlutgefalRverzweigungen, an denen sich athero-
sklerotische Veranderungen entwickeln (5). Hier liegt aufgrund der gestorten laminaren
Stromung eine geringere Schubspannung am GefalRendothel vor, die zu einer Aktivie-
rung und folglich Dysfunktion des Endothels fihrt (5).

In die Pathogenese sind diverse Zelltypen involviert. Dazu gehdren Endothelzellen, Mo-
nozyten, Makrophagen und glatte Muskelzellen (SMC) (6). Die erhbhte Gefallwandper-
meabilitat aufgrund der gestérten Hamodynamik stellt ein Hauptmerkmal in der initialen
Phase der Atheroskleroseentwicklung dar, was zu einem Einstrom von Lipoproteinen (z.
B. LDL) und Monozyten aus dem Blutstrom in den subendothelialen Raum fiihrt (6). Die
migrierten Monozyten werden Uber Chemokine, z. B. monocyte chemoattractant protein-
1 (MCP-1), in die Intima geschleust (7). In der Intima wird das LDL u.a. zu oxidiertem LDL
(oxLDL) modifiziert (8). Die eingewanderten Monozyten differenzieren sich in der Intima
zu verschiedenen Makrophagen aus, die in aktivierter Form das oxLDL phagozytieren
und Zytokine ausschiitten, die die Expression von Adhé&sionsmolekilen (VCAM-1) auf
dem Endothel hochregulieren und somit die Rekrutierung, Anlagerung und Einwanderung
von weiteren inflammatorischen Zellen, wie T-Lymphozyten und Mastzellen, forcieren (6,
9). Auch Interleukin-1-Beta (IL-1p) oder Tumornekrosefaktor-Alpha (TNF-a) als entzin-
dungsfordernde Zytokine werden in ihrer Expression hochreguliert (7), was wiederum die
VCAM-1 Produktion verstarkt (7). Die fortschreitende Aktivierung von Zytokinen und Che-
mokinen verursacht somit eine Ruckkopplung zu inflammatorischen Prozessen (9). Die

mit oxLDL-beladenen Makrophagen entwickeln sich zu Schaumzellen, die sich in der In-
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tima weiter anhaufen (6). Der Vorgang der Schaumzellbildung stimuliert die Einwande-
rung von glatten Muskelzellen (SMC) aus der Tunica media in die Intima (10). Dort pro-
duzieren die SMC vermehrt extrazellulare Matrix (EZM)-Proteine, die zu einer EZM-Um-
strukturierung fihren und damit eine Verdickung der Intima (4) und die Bildung einer fib-
rosen Kappe zur Folge haben (10). Die EZM besteht aus Kollagen, vorrangig Typ 1 und
3 (11), Elastin, Proteoglykanen und Glykosaminoglykanen (4). Diese fibrose Kappe ist fur
die Plaquestabilitat verantwortlich, da sie mit zunehmender Dicke das Rupturrisiko der
Lasion verringert (8). Die Kappe kann allerdings durch Kollagen abbauende Matrixme-
talloproteinasen, die von Makrophagen sezerniert werden, in ihrer Festigkeit verringert
werden, sodass sich das Risiko eines kardiovaskularen Ereignisses erhoht (4). Ein wei-
teres Merkmal fur eine ansteigende Plaquerupturwahrscheinlichkeit ist die Bildung eines
fettreichen bzw. nekrotischen Kerns, der durch eine erhéhte Apoptoserate von Makro-
phagen und SMC sowie aufgrund einer mangelhaften Efferozytosetatigkeit der Makro-
phagen entsteht (12).

Eine kurze Zusammenfassung der vorgenannten Prozesse ist in der nachfolgenden Ab-

bildung 1 dargestellt.

Abbildung 1: Ubersicht der Pathogenese von Atherosklerose. 1) Lipoproteine (LDL)
akkumulieren im Blut und werden von Zytokinen modifiziert. 2) Monocyten gelangen
durch Adhasionsmolekile in den subendothelialen Raum. 3) Differenzierung von Mo-
nozyten zu Makrophagen in der Intima; Makrophagen werden durch Aufnahme des mo-
difizierten LDL zu Schaumzellen. 4) Glatte Muskelzellen (hier: vascular smooth muscle
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cells, VSMC, genannt) wandern in die Intima ein und sezernieren extrazellulare Mat-
rixkomponenten. 5) Akkumulation von Schaumzellen und Proliferation von VSMCs fihren
zur Bildung von Fettstreifen, die sich zu einem Fibroatherom weiterentwickeln kénnen. 6)
Thrombusentwicklung und Ruptur der Lasion (aus: Zhao et al., 2020 (8), adaptiert von
Servier Medical Art (http://smart.servier.com). Die Originalbilder sind lizenziert unter einer
Creative Commons Attribution 3.0 nichtportierte Lizenz).

Die zentrale Rolle bei Atherosklerose spielt das LDL, was im Menschen als Cholesterin
tragendes Plasmalipoprotein vermehrt vorkommt (13). Zur Senkung des Cholesterinspie-
gels wird die Gabe von Statinen empfohlen (13). Statine hemmen die Cholesterinbiosyn-
these, indem sie das Enzym 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA-Reduktase (HMG-CoAR)
inhibieren und die LDL-Rezeptoraktivitat hochregulieren, sodass damit der Cholesterin-
spiegel gesenkt wird (14). Dartber hinaus weisen Statine pleiotropische Effekte auf, die
sich auf die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen oder reaktive Sauerstoffspe-
zies auswirkt (15). In einer Humanstudie von Crisby et al. (16) wurden Patienten mit einer
Karotidstenose einer Pravastatinbehandlung unterzogen (16). Die Ergebnisse wiesen auf
eine Hemmung der Lipidoxidation, Abnahme der Matrixmetalloproteinaseaktivitat und
Reduzierung inflammatorischer Prozesse hin, wobei gleichzeitig die Kollagensynthese im
Plaque hochreguliert wurde (16). Es hat sich auch in anderen Humanstudien gezeigt,
dass Statine zu einer Verlangsamung der Progression der Krankheit und damit zur Ver-
ringerung von kardiovaskularen Ereignisraten fuhrten (14, 17-19). Auch in Tierstudien mit
dem ApoE-defizienten Mausmodell konnte unter Gabe von Pravastatin eine reduzierte
Plaqueentwicklung und eine Verminderung inflammatorischer Prozesse nachgewiesen
werden (20, 21). Diese Tierstudien haben auch gezeigt, dass die Wirksamkeit der Pra-
vastatintherapie und der Nachweis von strukturellen GefalBwandveranderungen mittels

Magnetresonanztomographie (MRT) visualisiert und quantifiziert werden kénnen (20, 21).

1.1.1 Endotheliale Dysfunktion und Serumalbumin

In gesundem Gewebe kleidet das vaskulare Endothel das kardiovaskulare System aus
und unterstitzt die Funktionen der unterschiedlichen Gewebe und Organe im Korper
(22). Seine Funktionen umfassen den enzymatischen Abbau reaktiver Sauerstoffspezies,
den Transport von Lipoproteinen (23) und weisen fibrinolytische und gerinnungshem-
mende Eigenschaften auf (24).
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In lasionsanfalligen Bereichen der arteriellen Gefal3e kann es insbesondere aufgrund ge-
storter laminarer Stromungsmuster des Blutes und daraus resultierenden reduzierten
Schubspannungen zu einer endothelialen Dysfunktion kommen (25, 26). Dieser Prozess
stellt eines der wichtigsten Merkmale friiher atherosklerotischer Veranderungen dar (27)
und kann im Zuge der Progression zur Destabilisierung der Lasion beitragen (28). Wei-
tere Stimuli, die zu einer endothelialen Dysfunktion und erhéhten Permeabilitat beitragen,
sind beispielsweise Bluthochdruck, Hypercholesterinamie, Zellalterung, oxidativer Stress
und Umweltgifte (z.B. Zigarettenrauch) (29). Diese Stimuli sowie proinflammatorische Zy-
tokine fihren zu einer genetischen Aktivierung des Endothels, was eine Anpassung der
funktionellen Eigenschaften zur Folge hat, um auf potenziell schadliche Stimuli zu rea-
gieren (23). Dies umfasst die Expression von Adhasionsmolekilen auf der Zelloberflache,
Chemokinen sowie prothrombotischen Mediatoren, die im Zusammenhang mit glatten
Muskelzellen, Lymphozyten sowie Monozyten bzw. Makrophagen eine chronische In-
flammation herbeifuihrt und aufrechterhalt (29-31).

Die endotheliale Dysfunktion beinhaltet ebenfalls eine Beeintrachtigung der strukturellen
Integritat, was eine erhdhte endotheliale Permeabilitat zur Folge hat (32). Sie nimmt mit
fortschreitender Atherosklerose zu und kommt im besonderen Male in vulnerablen
Plaques vor (27, 33, 34).

Die zunehmende Permeabilitat kann auf eine geschadigte Glykokalyx zuriickgefihrt wer-
den, die ein Teil des Endothels darstellt (35). Sie besteht aus verschiedenen membran-
standigen Molekilen: Proteoglykane, Glykoproteine, Glykosaminoglykane (GAGS) sowie
Glykolipide (36). Im intakten Zustand ist die Glykokalyx eine naturliche Barriere fur das
Endothel gegen das Eindringen von Plasmaproteinen und anderen Blutbestandteilen so-
wie Immunzellen (37). Sie verhindert das Festsetzen von Blutplattchen und Leukozyten
an die GefaBwand und reguliert die Ubertragung der Schubspannung auf das Endothel
(36). An die Glykokalyx gebunden ist das Plasmaprotein Albumin, das zur strukturellen
Integritat der Endothelzellschicht sowie deren Stabilitat beitragt (36). Aloumin hat neben
dieser Funktion noch weitere Aufgaben: es regelt den osmotischen Plasmakolloiddruck
(38) und wirkt antioxidativ (39). AulRerdem fuhrt es aufgrund seiner Transporteigenschatf-
ten dazu, dass mitgefiihrtes Sphingosin-1-phosphat lokal als Metalloproteinasehemmer
gegen den GAG-Abbau wirkt, sodass die Glykokalyx intakt bleibt (40). Damit wurde der
Nachweis erbracht, dass Albumin eine funktionswiederherstellende Wirkung auf eine ge-
schadigte Glykokalyx hat (35).
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Hinsichtlich bildgebender Verfahren konnte man bereits die endotheliale Dysfunktion
bzw. erhohte Permeabilitat der Gefallwand mittels Gadofosveset-basierter MRT visuali-
sieren (20, 32). Die Aufnahme des Albumin-spezifischen Kontrastmittels Gadofosveset
Trisodium in das Gewebe erfolgt nur durch geschadigtes Endothel mit hoher Permeabili-
tat (32). Damitist es moglich, ein wichtiges Merkmal fur vulnerable Plaques zu detektieren

und visualisieren, um so frih wie mdglich therapeutisch zu behandeln.

1.1.2 Makrophagen, Inflammation und Plaquestabilitat

Atherosklerose ist charakterisiert durch eine chronische Entziindung der arteriellen Wand
(41). Die Inflammationsprozesse beginnen mit einer fortschreitenden Anhaufung von Ent-
zundungszellen, vor allem Makrophagen, und Lipoproteinen, insbesondere LDL, in der
Intima (41). Makrophagen spielen in jedem Stadium der Atherosklerose eine zentrale
Rolle (42). Den Ursprung der Makrophagenbelastung bildet die Rekrutierung von Mo-
nozyten aus dem Blutstrom, die mittels aktivierten Endothelzellen sowie chemotaktischen
Partikeln und Adhasionsmolekilen den subendothelialen Raum infiltrieren (43). Dort dif-
ferenzieren sie sich zu Makrophagen aus (43). Es existieren zwei verschiedene Phano-
typen der Makrophagen, die im Rahmen der Atherosklerose unterschiedliche Eigenschaf-
ten besitzen: aktivierte proinflammatorisch wirkende M1-Makrophagen, die z. B. IL-13
sezernieren, und antiinflammatorisch wirkende M2-Makrophagen, die Zytokine wie den
IL-1-Rezeptor-Agonisten sowie Kollagen produzieren (44, 45). M1-Makrophagen stellen
den haufigeren Subtypen in Plaques dar (44, 46). Neben den aus Monozyten hervorge-
henden Makrophagen vermehren sich Makrophagen durch Proliferation oder entstehen
aus transdifferenzierten glatten Muskelzellen, wobei diese Zellen nur Makrophagen-ahn-
liche proinflammatorische Eigenschaften aufweisen (47).

Makrophagen beeinflussen - neben der Lasionsgrof3e - im besonderen Mal3e die Plaque-
stabilitat, da sie verschiedene proinflammatorische Eigenschaften besitzen (46). Uber
Scavenger-Rezeptoren nehmen Makrophagen modifiziertes Lipoprotein, z.B. oxLDL, auf
und bilden sich zu Schaumzellen aus (42). Aufgrund einer gesteigerten Proliferation von
Makrophagen in der Gefaliwand und einer zunehmenden Bildung von Schaumzellen er-
hoht sich auch die Apoptoserate, die mit zunehmender Plaqueentwicklung die Efferozy-
toseaktivitat der Makrophagen ubersteigt (42, 48). Dadurch entwickelt sich ein fettreicher

nekrotischer Kern im Plaque (42, 48). Auch die Schaumzellen tragen zu einer Steigerung
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der Entziindungsprozesse bei, indem sie ebenfalls proinflammatorische Zytokine sezer-
nieren und die Anhaufung und Proliferation von zirkulierenden Monozyten forcieren (49).
Makrophagen sind ebenfalls flir den Abbau der fibrésen Kappe des Plaques verantwort-
lich, da sie Metalloproteinasen (MMP-2 und -9) sezernieren, die die Kollagenfasern der
Kappe degradieren (50). Es konnte gezeigt werden, dass eine gerissene fibrose Kappe
insbesondere mit Schaumzellen, die aus Makrophagen entsprangen, belastet waren (51).
Diese zwei Prozesse - Abbau der fibrosen Kappe und die Bildung eines fettreichen nek-
rotischen Kerns - gehdren zu den wichtigsten Parametern von vulnerablen Plaques (52).
Letztendlich ist auch der Alterungsprozess von Entziindungszellen, insbesondere En-
dothelzellen, glatte Muskelzellen und Makrophagen, ein Faktor fur die Vulnerabilitat und
Inflammation im Plaque (53, 54). Der Zellalterungsprozess unterliegt oxidativem Stress
oder auch dem Ende der Replikationsfahigkeit. Sie sezernieren verschiedene proin-
flammatorische Zytokine und Proteasen, welche zum Abbau der fibrosen Kappe beitra-
gen (55). Der Grad der Stenose spielt fur die Vulnerabilitat eine untergeordnete Rolle
(52). Die mit fortschreitender Krankheit zunehmende Makrophagenbelastung bzw. In-
flammation beeintrachtigt die Plaquestabilitat, bis es zur Ruptur kommt, was einen
Schlaganfall oder Myokardinfarkt zur Folge haben kann (52, 56).

Die Bildgebung von entziindlichen Prozessen im Plaque ist aktuell noch Gegenstand der
Forschung und kein Teil der alltaglichen klinischen Anwendung. Aber es konnten bereits
erfolgreich mittels MRT in Verbindung mit Eisenoxidnanopartikel inflammatorische Reak-
tionen im Plaque quantifiziert werden (20, 21, 57).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass inflammatorische Prozesse in vulnerablen
Plaques durch unterschiedliche Faktoren initiiert und geftérdert werden, die wiederum
maogliche Ziele fur eine therapeutische Intervention darstellen. Die Detektion vulnerabler
Plaques bzw. inflammatorischer Merkmale (wie Makrophagen) in vivo mittels MRT er-

moglicht eine friihe Intervention, bevor es zur Ruptur kommt.

1.2 Physikalische Grundlagen der Magnetresonanztomographie

Das Prinzip der Magnetresonanztomographie beruht auf der Kernspinresonanz (58). In
der klinischen Bildgebung fokussiert man sich auf Wasserstoff, da es in lebenden Orga-
nismen am haufigsten vorkommt (58). Der Kern von Wasserstoffatomen enthalt ein ge-

ladenes Proton und bewegt sich um die eigene Achse, was als Eigendrehbewegung oder
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Spin bezeichnet wird (58). Diese Bewegung wirkt wie ein magnetischer Moment und stellt
die Quelle fur ein MRT-Signal dar (59). Wirkt ein externes Magnetfeld auf den Organis-
mus, richten sich die magnetischen Momente parallel oder antiparallel zum externen
Magnetfeld entlang der z-Achse aus, wobei die parallele Ausrichtung energetisch ginsti-
ger ausfallt und daher bevorzugt angenommen wird (59). Es befinden sich mehr Kerne
in paralleler als in antiparalleler Ausrichtung zum externen Magnetfeld, was zu einer lon-
gitudinalen Magnetisierung auf der z-Achse fuhrt (60). Durch eine Auslenkung mittels
eines hinzugeschalteten, senkrecht zum externen Magnetfeld ausgerichteten Hochfre-
quenzimpulses wird eine Rotationsbewegung in der xy-Ebene ausgel6st, wobei die Ro-
tation bzw. Prézession in einer bestimmten Frequenz stattfindet, die sogenannte Larmor-
Frequenz oder auch Resonanzfrequenz. Dieser Prozess wird auch als transversale Mag-
netisierung bezeichnet (61). Je hoher die vom Kern absorbierte Energie des Hochfre-
quenzpulses ist, desto grofier ist der sogenannte Flip-Winkel der Magnetisierung entlang
der z-Achse (61). Die induzierte Préazessionsbewegung erzeugt in einer Empfangerspule
nahe des Patienten ein elektrisches Signal (59). Sobald die Energiezufuhr durch den
Hochfrequenzimpuls endet, nimmt der Kern wieder den energieniedrigeren Zustand an
und fallt auf das thermische Gleichgewicht zurtick: die Magnetisierung schwécht ab und
das von der Spule empfangene Signal klingt ab (59, 62). Die Zeit, die fur die Rickkehr
zum Gleichgewicht bendtigt wird, ist die Relaxationszeit. Die longitudinale Relaxation be-
schreibt die Neuausrichtung auf das externe Magnetfeld nach einem Hochfrequenzim-
puls und wird durch die T1-Relaxation beschrieben (59, 62). T1 kann durch verschiedene
Zeitintervalle (Repetitionszeit (TR)) zwischen den Hochfrequenzimpulsen moduliert wer-
den (62). In der Bildgebung weisen danach Wasser und Gehirn-Rickenmark-Flissigkeit
eine lange T1-Relaxationszeit auf und stellen sich im T1-gewichteten MRT-Bild dunkel
dar. Dagegen hat Fett eine kurze T1-Relaxationszeit, was einen hellen Bereich im Bild
erzeugt (62). Die transversale Relaxation (T2/T2*) wird als Verlust der Spin-Phasensyn-
chronisation - sog. Dephasierung - beschrieben, die aufgrund von energetischen Spin-
Spin-Wechselwirkungen oder Inhomogenitéat des externen Magnetfelds entstehen (59).
Die dazugehorige T2-Relaxationszeit gibt die Zeitspanne an, die fur die Dephasierung
der Spins auf 37 % des ursprunglichen Wertes direkt nach einem Anregungspuls benétigt
wird (59). In einem T2/T2*-gewichteten MRT-Bild stellt sich Gehirn-Rickenmark-Flissig-
keit hell dar (63).

Weiterhin sind fur die Erstellung eines Bildes drei raumliche Informationsquellen notwen-
dig: Schichtselektion, Frequenz- und Phasenkodierung (59). Fur die Schichtauswahl wird
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ein magnetischer Gradient entlang der z-Achse eingesetzt, der in Richtung des externen
Magnetfelds orientiert ist. Die Gradienten kénnen in jeglicher Richtung angelegt werden,
sodass die Korperschichten in allen Richtungen aufgenommen werden konnen (59). Fre-
quenz- und Phasenkodierungen geben Informationen tber die Bildpunkte einer Schicht
(59). Die Phasenkodierung beschreibt eine kleine temporare Magnetfeldanderung ent-
lang der y-Achse zwischen Hochfrequenzimpuls und Bildaufnahme (59). Die daraus re-
sultierende Préazessionsfrequenzéanderung fuhrt zu einer Phasenverschiebung. Mittels
der Frequenzkodierung werden Bildpunkte mit der gleichen Phasenkodierung differen-
ziert (59). Auch hier wird ein magnetischer Gradient entlang der x-Achse genutzt, um
wahrend des Signalauslesens eine Resonanzfrequenzverschiebung zu bewirken (59).
Fur die Gewinnung eines Bildes muss der Prozess mehrfach mit Gradienten verschiede-
ner Amplituden wiederholt werden (64). Kombinationen aus verschiedenen Phasen- und
Frequenzkodierungen fihren nun zu einer genauen Lokalisation der Kerne und beinhal-
ten spezifische Pixelinformationen, die im K-Raum mit Hilfe der Fourier-Transformation

in ein Bild umgewandelt werden (59).

1.3 Molekulare Magnetresonanztomographie

Es gibt verschiedene nichtinvasive bildgebende Verfahren zur Untersuchung von athero-
sklerotischen GefalRwandveranderungen (65). Im klinischen Alltag wird vorrangig auf die
Ultraschallmethode als nichtinvasives Mittel fir die Untersuchung von Karotiden in Hoch-
risikopatienten zurtickgegriffen, da sie kosteneffektiver, mobil einsetzbar und raumlich
hochauflosend ist (65, 66). Allerdings konnen Bildartefakte durch Luft und Knochen auf-
treten. AulRerdem werden haufig damit nur Plaguemorphologie und Blutfluss hinsichtlich
Stenosen in peripher gelegenen Arterien untersucht (65, 66). Mittels weiterer nichtinvasi-
ver Bildgebungsmodalitaten wie CT und MRT koénnen ebenfalls Plaques morphologisch
dargestellt werden, auch in tiefer gelegenen Blutgefal3en mit einer guten raumlichen Auf-
l6sung (65). Mit Hilfe nichtinvasiver molekularer MRT ist es moglich, Molekule, Zellen und
Gewebe unterschiedlicher Texturen tber T1- und T2/2*-gewichteten Sequenzen besser
zu differenzieren, ohne Verwendung ionisierender Strahlung und exogener Kontrastmittel
(65, 67). Dabei bildet die Modifizierbarkeit der T1- und T2/T2*-Relaxationszeiten durch
die chemische Struktur der Molekile im Gewebe die Grundlage, sodass diese Parameter

die molekularen Eigenschaften im Bild wiedergeben kdnnen (67, 68). Dadurch kdnnen
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Plaguekomponenten und GefaRwandveranderungen in den Karotiden, den arteriellen in-
trakraniellen Gefal3en und der abdominalen Aorta visualisiert werden (69, 70).

Fur eine spezifische molekulare MRT kdnnen Kontrastmittel appliziert werden, die an-
hand ihrer Verteilung im Kérper Informationen tber die Zelloberflachenmolekiile, Enzym-
aktivitaten oder intrazellulare Prozesse geben (67).

In der Klinik werden haufig Gadolinium-haltige Kontrastmittel fir die MRT eingesetzt (71).
Gadolinium gehort zu den Metallen der Lanthanoiden und wirkt im MRT paramagnetisch
(71). Der Einsatz von Kontrastmitteln fihrt zu veranderten Relaxationszeiten des Gewe-
bes, was in unterschiedlichen Helligkeitsstufen zwischen dem zu untersuchenden Ge-
webe und dem Umgebungsgewebe abgebildet wird (71). Dabei werden longitudinale T1-
sowie transversale T2-Relaxationszeiten verkirzt (71).

Zu den klinisch eingesetzten Standardkontrastmitteln zahlen unter anderem Gadopente-
tat-Dimeglumin (Gd-DTPA), Gadoterat Meglumin (Gd-DOTA, Dotarem®), Gadobenat
Dimeglumin, Gadobutrol und Gadofosveset Trisodium (71). Mittels Gd-DTPA als unspe-
zifisches extrazellularen MRT-Kontrastmittel konnte Neovaskularisation in Karotiden-
plaques identifiziert werden (72). Gadofosveset Trisodium ist ein Blutpoolkontrastmittel,
welches fur die MR-Angiographie eingesetzt wird (71). Gadofosveset Trisodium hat eine
hohere Halbwertszeit als konventionelle Gadolinium-haltige Kontrastmittel wie GD-DTPA
und weist eine 5- bis 7-fach hohere Relaxivitat auf, also eine kirzere T1-Relaxationszeit
(3, 73, 74). Gadofosveset Trisodium ist ein Chelat, was aus Substitution von Gd-DTPA
gewonnen wird. Es bindet reversibel spezifisch an Serumalbumin, welches das haufigste
Plasmaprotein ist, und bildet so ein Makromolekil (74, 75). Ausgeschieden wird es tber
die Nieren (76).

Ferumoxytol ist ein fur T2/T2*-Scans geeignetes Kontrastmittel, welches ursprtinglich fur
die Therapie von Eisenmangelandmie eingesetzt wurde und derzeit bereits Anwendung
in der MRT findet (77, 78). Es besteht aus ultrakleinen superparamagnetischen Eisen-
oxidpartikeln in einer Kohlenhydrathille, weshalb es auch als USPIO (ultrasmall super-
paramagnetic iron oxide) bezeichnet wird (77). Die Grof3e betragt 30nm im Durchmesser
(77). Es wird als intravenos appliziertes Kontrastmittel in vaskularen MRT-Untersuchun-
gen verwendet, da es aufgrund seiner Grof3e von 750kDa nicht durch intaktes Geféa-
Rendothel hindurch diffundieren kann (77). Durch die Makrophagen des retikuloendothe-
lialen Systems wird der Stoff gespalten, sodass die Kohlenhydrathulle hiertiber komplett
ausgeschieden wird und der natirliche Eisenvorrat des Koérpers mit den Eisenpartikeln

aufgefullt wird (77). USPIOs verursachen eine Signalausloschung in der T2*-gewichteten
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MRT, wenn die Partikel sich im Gewebe anreichern, z.B. durch Phagozytose von Plaque-
Makrophagen (78). Aus diesen Grinden ist es fur eine Visualisierung inflammatorischer
Prozesse in atherosklerotischen Veranderungen geeignet (78).

Es gibt bereits mehrere Studien, die molekulare MRT angewendet haben, teilweise unter
simultaner Anwendung zweier zielspezifischer Kontrastmittel, um verschiedene Krank-
heitsmerkmale, insbesondere Entziindungsmarker, EZM-Komponenten und Gefal3wand-
permeabilitat, in verschiedenen Stadien der Krankheit zu identifizieren und zu charakte-
risieren. Die Ergebnisse aus den molekularen MRT-Bildgebungen konnten ebenfalls his-

tologisch korreliert werden (21, 79, 80).

1.4 Die ApolipoproteinE-defiziente Maus als Tiermodell fur Atherosklerose

Der ApolipoproteinE-defiziente (ApoE”) Mausstamm ist eine etablierte Zuchtlinie zur Un-
tersuchung von grundlegenden Pathomechanismen und pharmakologischen Therapie-
ansatzen im Bereich der Atheroskleroseforschung. Neben den geringen Haltungskosten,
der einfachen Zucht bzw. hohen Reproduktionsraten besitzen die Tiere auch die Fahig-
keit, die Krankheitsmerkmale in kurzer Zeit auszubilden (8). ApoE ist ein Protein mit viel-
faltigen Funktionen: es beeinflusst den Metabolismus von Plasmalipoproteinen (z.B. Lipo-
proteine mit sehr geringer Dichte (VLDL) in der Maus), Zellproliferation und Entztindungs-
prozesse (81). Es ist im Serum nachweisbar und ist zustandig fur die Stabilisierung des
Cholesterinspiegels (81). Die ApoE-Defizienz der Maus bewirkt eine Erhéhung des Cho-
lesterinspiegels in Form des Anstiegs des VLDL-Anteils im Blut, sodass das Mausmodell
spontan Hypercholesterindmie ausbildet (8, 81). Nach 15 Wochen sind bereits fortge-
schrittene Lasionen ausgebildet (82). Unter Futterung von Hochfettdiat entwickeln sich
die Lasionen zahlreicher und ausgepragter (8, 82). Erzeugt wird die genetisch veranderte
Mauslinie durch homologe Rekombination mittels embryonaler Stammzellen, ausgehend
vom C57BJ/6-Mausstamm (8, 83). Das ApoE-defiziente Mausmodell spiegelt mehrere
Merkmale zu humanen Lasionen wieder: im Plague vorkommende Zelltypen, die Plaque-
entwicklung mit entsprechenden Entwicklungsstadien und die Modifikation von LDL zu
oxLDL (8). Vor diesem Hintergrund ist die ApoE-defiziente Maus ein haufig genutztes
Tiermodell zur Erforschung atherosklerotischer chronischer Entziindungen vom Anfangs-
stadium Uber fortgeschrittene Stadien bis zur Untersuchung potenzieller Therapeutika
(z.B. Statine) (8, 84).
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1.5 Fragestellung

Ziel der Arbeit war es, mittels MRT die a) endotheliale Permeabilitat arterieller Gefale
sowie b) Makrophagenbelastung als Hauptmerkmale vulnerabler Plaques simultan inner-
halb einer MRT-Untersuchung im ApoE-defizienten Mausmodell visuell darzustellen.
Dazu wurden zwei zielspezifische MRT-Kontrastmittel genutzt: Ferumoxytol fur den
Nachweis von Makrophagenbelastung als Biomarker fur inflammatorische Prozesse und
Gadofosveset Trisodium als Albumin-spezifisches Blutpoolkontrastmittel zum Nachweis
endothelialer Permeabilitat.

Der Erkenntnisgewinn liegt in der Klarung der Frage, ob ein simultaner Biomarker-Nach-
weis von Serumalbumin in Kombination mit der Analyse von Inflammationsprozessen
a) maglich ist und b) signifikante Unterschiede zwischen unterschiedlichen Krankheits-
stadien bezlglich GefaBwandpermeabilitdt und Makrophagenbelastung ermittelt werden
kénnen. In translationaler Hinsicht konnte damit eine verbesserte Diagnostik und Be-
handlungskontrolle in der Humanmedizin bei Patienten mit Atherosklerose gelingen.
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2. Methodik

Diese Sektion ist in meiner Publikation (20) vertieft beschrieben, sodass im Folgenden

nur kurz auf die Methodik Bezug genommen wird.

2.1 Studiendesign

In der nachfolgenden Abbildung 2 ist eine kurze Ubersicht des Studiendesigns bzw. des
experimentellen Verlaufs dargestellt. Eine detaillierte Beschreibung ist im Methodenteil

meiner Publikation ersichtlich (20).

bis zu 4 Monate

L b,
N

| e

7
® 7

-
ApoE -Mause In vivo MRT Ex vivo Analysen
auf Hochfettdiat mit Gadofosveset Trisodium und Histologie, Immunfluores-
Ferumoxytol zenz, LA-ICP-MS

Abbildung 2: Grafische Ubersicht des Studiendesigns. Die Versuchstiere werden
zwei bis vier Monate auf Hochfettdiat gesetzt. Die Kontrollgruppe erhielt Standardfutter.
Nach der jeweiligen Standzeit wurden die Versuchstiere mittels MRT unter Applikation
von Gadofosveset Trisodium am ersten Tag; mit Gadofosveset Trisodium und Ferumoxy-
tol an Tag 2 gescannt. Nach der MRT-Untersuchung erfolgte die Euthanasie und Her-
ausnahme der Arteria brachiocephalica fur unterschiedliche ex vivo Untersuchungen (ei-
gene Darstellung: Jana Mockel, die Abbildung wurde teilweise unter Verwendung von
Servier Medical Art erstellt, bereit gestellt von Servier, lizenziert unter einer Creative Com-

mons Attribution 3.0 nichtportierte Lizenz).

2.1.1Tierversuche

Es wurden 31 mannliche, homozygote ApoE-defiziente Mause herangezogen, die acht
Wochen alt waren. Die Einteilung in Gruppen erfolgte kafigweise: die 2-Monats-HFD-
Gruppe bestand aus 11 Tieren (n=11), die 4-Monats-HFD-Gruppe beinhaltete 10 Tiere
(n=10), Pravastatingruppe bestand aus 10 Tieren (n=10). Als Kontrollgruppe dienten 10
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Tiere des C57BL/6J-Stammes, in einem Alter von 26 Wochen. Bis auf die Kontrollgruppe
erhielten alle Tiere je nach Gruppenzugehdrigkeit zwei oder vier Monate Hochfettdiat
(HFD). Die Pravastatingruppe wurde Uber vier Monate mit Hochfettdiat gefuttert. Die ge-
naue Behandlung der Tiere wahrend der experimentalen Phase sind in meiner Publika-

tion ndher beschrieben (20).

2.1.2 MRT-Protokoll

Die MRT-Bildgebung wurde an einem klinischen 3 Tesla MRT-Gerat (BioGraph mMR,

Siemens Healthcare) durchgefihrt.

Zur Vermeidung von Wiederholungen wird auf den Methodenteil meiner Publikation (20)
verwiesen, der den Aufbau der verwendeten MRT-Sequenzen detailliert wiedergibt, die
zum Standardprotokoll unserer Arbeitsgruppe zahlen. Eine grafische Ubersicht des MRT-

Protokolls wird in Abbildung 3 dargestellt.

Kontrolle

Tag 1 Tag 2 Ex vivo
] . 1) Natives MRT (T1, T2%) 1) Natives MRT (T1) Histologie
2-Monatsgruppe mit HFD 2) Injektion Gadofosveset 2) Injektion Gadofosveset Immunfloureszenz

3) GadofosvesetMRT (T1) [ 3) Gadofosveset MRT (T1) LA-ICP-MS

f T 4) Injektion Ferumoxytol 4) Ferumoxytol MRT (T2%)
Kg\ 4-Monatsgruppe mit HFD/
_ Behandlungsgruppe
—

24h

Abbildung 3: Ubersicht des in vivo MRT-Protokolls und der ex vivo Untersuchun-
gen. Die Versuchstiere werden zwei bis vier Monate auf Hochfettdiat gesetzt. Lediglich
die Kontrolltiere wurden in einem Alter von 26 Wochen unter Standardfutter dem 2-tatigen
Scanprotokoll unterzogen. Nach der jeweiligen Standzeit wurden die Versuchstiere mit-
tels MRT unter Applikation von Gadofosveset Trisodium an 1. Tag gescannt. Nach Be-
endigung des Scans wird Ferumoxytol intravends appliziert. An Tag 2 erfolgten T1- und
T2*-gewichtete Scans vor und nach Gadofosvesetgabe. AnschlieRend erfolgte die Eu-

thanasie und Herausnahme der Arteria brachiocephalica sowie deren histologische Un-
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tersuchung (eigene Darstellung: Jana Mdckel, die Abbildung wurde teilweise unter Ver-
wendung von Servier Medical Art erstellt, bereit gestellt von Servier, lizenziert unter einer

Creative Commons Attribution 3.0 nichtportierte Lizenz).

Die Auswertung der T1-gewichteten MRT-Daten vor und nach Gadofosvesetgabe er-
folgte mit der Software OsiriX (Version 5.6). Die hochauflésenden MRT-Bilder wurden zur
Lokalisation der Arteria brachiocephalica als zu untersuchender Bereich (region of inte-
rest (ROI)) herangezogen. Dort wurde die hdchste Signalintensitat der GefaRwand ge-
messen und als Plaquebereich definiert. Das Signal der Gefaldwand, des Blutes und die
Standardabweichung der mittleren Pixelintensitat in der Umgebungsluft au3erhalb des
Tieres wurde fir die Berechnung des Kontrast-Rausch-Verhaltnisses (CNR) herangezo-

gen: CNR = (Signal GefalBwand - Signal im Blut)/Signal der Umgebung (20).

Fur die Auswertung der T2*-gewichteten MRT-Bilder wurden die Bilder von Tag 1 vor
Ferumoxytolgabe und 24 Stunden nach Ferumoxytolinjektion desselben Tieres verwen-
det. Die ausgemessene ROl war dabei die Gefallwand der Arteria brachiocephalica an
Tag 1 und die Signalausloschung in der GefalBwand an Tag 2. Fir eine vertiefte Darstel-

lung der Methodik wird auf meine Publikation verwiesen (20).

2.1.3 MRT-Kontrastmittel Gadofosveset Trisodium und Ferumoxytol

Das Gadolinium-basierte Kontrastmittel Gadofosveset Trisodium (Vasovist®, Gadofosve-
set trisodium, Bayer Healthcare, USA) ist ein Albumin-spezifisches Blutpool-MRT-Kon-
trastmittel, welches die T1-Relaxivitat stark erhoht (20). Es wurde den Tieren in einer
klinischen Dosis von 0,03 mmol/kg Koérpergewicht tber einen intravents eingeflhrten

Katheter Uber die Schwanzvene verabreicht.

Ferumoxytol (Feraheme®, AMAG-Pharmaceuticals, USA) wird als Off-Label MRT-Kon-
trastmittel angewendet und verursacht verkirzte T2/T2*-Relaxationszeiten. Es besteht
aus ultrakleinen superparamagnetischen Eisenoxidnanopartikeln. Ferumoxytol ist ein
Makrophagen-spezifischer Marker und wird von diesen Zellen phagozytiert. Im MRT be-
wirkt es eine Signalausléschung. Fur die Tierversuche wurde eine klinische Dosis von

4 mg Fe/kg Korpergewicht intravends Uber die Schwanzvene injiziert.
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2.1.4Methoden zur Histologie, Immunfluoreszenz und LA-ICP-MS

Drei Mause jeder Gruppe (n=3) wurden fur Paraffinproben herangezogen, indem die
euthanasierten Tiere zuvor mit MorFFFix® infundiert wurden und anschliel3end die
Arteria brachiocephalica herausprapariert. Aus den Ubrigen Tieren wurde nach
Versuchsende die Arteria brachiocephalica herausgenommen und bei -80°C gelagert.
Von Kryo- und Paraffinproben wurden 9um dicke Schnitte hergestellt. Paraffinproben
wurden zunéchst entparaffiniert und mittels Elastica-van-Giesson-Farbung sowie mit
Berliner Blau nach Elastin, um die Plaguemorphometrie zu ermitteln, und nach
Eisenpartikeln gefarbt. Die verwendeten Kryoproben sind bei Raumtemperatur aufgetaut,

bevor die vorgenannten Farbungen durchgefihrt wurden.

Fur die Immunfluoreszenz wurden Kryoschnitte bei Raumtemperatur 20min aufgetaut
und anschlieRend 10min mit Blockierpuffer (SuperBlock™ (PBS)) benetzt. Nach einem
dreimaligen Waschvorgang mit PBS-Tween20 (0,05%, pH 7,4) erfolgte die Inkubation mit
den priméren Antikoérpern (fur CD68: rat anti-mouse von Bio-Rad, 1:100 Verdinnung; fur
Albumin: goat polyclonal to mouse von Abcam (20) bei +4°C Uber Nacht. Anschliel3end
folgte fir 1 Stunde bei Raumtemperatur die Inkubation mit dem sekundaren Antikdrper
(fir CD68: goat anti-rat igG H+L, Alexa Fluor 568 von Thermo Fisher Scientific; fur Al-
bumin: donkey anti-goat 1IgG H&L Alexa Fluor 568 von Abcam; 1:500 Verdinnung) (20).

Fur die Immunfluoreszenz der Paraffinschnitte wurden die Proben zunachst gebacken
bei 60°C Uber 30min und anschlieRend entparaffiniert. Danach erfolgte das Kochen der
Proben in Citratpuffer (pH 6, 0,01 M). Nach dem Abkuhlen wurden die Proben mit dem
primaren Antikorper gegen CD68 benetzt und tber Nacht bei +4°C inkubiert (rabbit anti-
mouse polyclonal von Abcam, 1:100 Verdinnung). Entsprechend wurde anschliel3end
mit einem sekundaren Antikérper (donkey anti-rabbit IgG Alexa Fluor 568 von Thermo
Fisher Scientific, 1:200 Verdinnung) die Probe fur eine Stunde bei Raumtemperatur in-
kubiert (20).

Bei allen Proben erfolgte nach der Inkubationszeit mit dem sekundaren Antikérper ein
dreimaliges Waschen mit PBS-Tween20, wonach das Eindecken sowie Zellkernfarbung
mit Dapi Farbel6sung (ROTI® Mount FluorCare DAPI von Carl Roth) stattfand. Alle Anti-

korper fir die Immunfluoreszenz wurden mit Dako REAL™ verdunnt (20).

Die quantitative Auswertung der ex vivo Proben wurde mit dem Keyence Mikroskop BZ-
X800 durchgefihrt (siehe Methodenteil aus meiner Publikation (20)).
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Die Messung des elementaren Gadoliniums wurde mit Hilfe von Massenspektrometrie
mit induktiv gekoppeltem Plasma und Laserablation (LA-ICP-MS) am Forschungsinstitut
Jilich ausgefuhrt. Daflr wurden die Kryostatproben der Arteria brachiocephalica in 9um
dicke Sektionen geschnitten und auf SuperFrost Plus-Objekttrager aufgefangen. Danach
wurden sie mit einem Laserablationssystem NWR 213 untersucht. Assoziiert war dieses
System mit einem induktiv gekoppelten Plasmamassenspektrometer des Modells Agilent
7900. Als Referenzgewebe mit einer definierten Menge Gadolinium wurden Rattenge-
hirne verwendet. Fur weitere Details zum System-spezifischen Analyseprozess des Jiili-

cher Forschungsinstituts wird auf den Methodenteil meiner Publikation verwiesen (20).

2.2 Statistische Methoden

Alle gewonnenen Daten wurden mit Microsoft® Excel® (Microsoft Office Professional
Plus © 2016, Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) erfasst und ausgewertet. Es
wurden zunéchst Mittelwerte und Standardabweichungen aller Parameter berechnet. Die
Normalverteilung der metrischen Daten wurde mittels Kolmogorov-Smirnov-Test
bestimmt. Nach ermittelter Normalverteilung wurde eine einfaktorielle ANOVA
durchgefiihrt, um die Mittelwerte zwischen den Gruppen auf mdgliche Unterschiede zu

testen. Daraufhin erfolgte ein Scheffé Post-hoc-Test.
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3. Ergebnisse

Nachfolgend sind die wichtigsten Ergebnisse aus meiner Studie wiedergegeben (20).

3.1 Simultane zielspezifische MRT-Bildgebung

Hinsichtlich der kontrastverstarkten T1-gewichteten MRT-Untersuchungen der arteriellen
Gefallwand der Arteria brachiocephalica mittels Gadofosvedset wurden die geringsten
CNR-Werte in

Plaguebelastung und andauernder Hochfettfltterung erhéhten sich diese CNR-Werte in

post-Kontrast den Kontrolltieren festgestellt. Mit steigender

den Plaques zwischen den Gruppen signifikant. Zwischen der 2-Monats-HFD-Gruppe
und der Pravastatingruppe zeigten sich dabei keine signifikanten Unterschiede (Tabelle
1).

Tabelle 1: Statistische Auswertung der Gadofosveset-basierten CNR-Werte. Dargestellt sind
die Mittelwerte + Standardabweichungen der CNR-Werte je Gruppe und der statistischen p-Werte
der einfaktoriellen Varianzanalyse (T1-gewichtete MRT-Sequenz). Gemessen wurde in der Ge-
faBwand der Arteria brachiocephalica) nach Applikation von Gadofosveset Trisodium
(n=5/Gruppe). Das Signifikanzniveau betragt a=0,05 (eigene Darstellung: Jana Mdckel).

Kontroll- 2-Monats- 4-Monats- Pravastatin-
gruppe HFD HFD gruppe
4,48+0,60 |11,02+3,03 |20,13+2,64 |12,84+5,10
P(kontrolle/2-Monats-HFD) ~ =0,001 X X
P(kontrolle/4-Monats-HFD) ~ =1,222E-6 X X
P(Kontrolle/Pravastatin) =0,007 X X
P2-Monats-HFD/4-Monats-HFD)=0,001 X X
P(2-Monats-HFD/Pravastating  =0,512 X X
P(4-Monats-HFD/Pravastating =1,855E-6 X X

Des Weiteren wird auf die in der Publikation dargestellten Diagramme verwiesen (20).

In der T2*-gewichteten MRT-Messung wurde die Flache der Signalausléschung durch
das 24-Stunden zuvor injizierte Ferumoxytol ermittelt. In der Kontrollgruppe konnte keine
Signalausléschung beobachtet werden. In der 2-Monats-HFD-, 4-Monats-HFD- und Pra-
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vastatingruppe konnten jeweils Plaques identifiziert und entsprechende Flachen der Sig-
nalausléschung festgestellt werden. Die 4-Monats-HFD-Gruppe zeigte die groldte fla-
chige Signalausléschung im Vergleich zur Kontroll-, 2-Monats-HFD- und Pravastatin-
gruppe. Zwischen der 2-Monats-HFD- und Pravastatingruppe wurde kein signifikanter
Unterschied ermittelt (Tabelle 2).

Tabelle 2: Statistische Auswertung der Ferumoxytol-basierten Signalausldschung. Es sind
die Mittelwerte = Standardabweichungen je Gruppe und die statistischen p-Werte der einfaktori-
ellen Varianzanalyse flir die T2*-gewichtete Signalausléschung (Flache in %) im Plague nach
Applikation von Ferumoxytol zwischen den einzelnen Gruppen (n=5/Gruppe) dargestellt. Die
Kontrollgruppe wies keine Plagues auf, sodass diese bei Ermittlung der T2*-basierten Signalaus-
l[6schung ausgeschlossen wurde. Das Signifikanzniveau betragt a=0,05 (eigene Darstellung:

Jana Mdckel).

2-Monats-HFD | 4-Monats-HFD Pravastatin-
gruppe
12,36 + 2,54 31,95+2,61 12,26 + 2,04
P(2-Monats-HFD/4-Monats-HFD)=2,09E-6 X X
P-Monats-HFD/Pravastating  =0,94 X X
P(4-Monats-HFD/Pravastatiny  =9,80E-7 X X

Des Weiteren wird auf die in der Publikation dargestellten Diagramme verwiesen (20).

Ein negativer Einfluss von Ferumoxytol auf die Gadofosveset-verstarkten T1-gewichteten
MRT-Daten konnte nicht beobachtet werden. Die CNR-Werte der Kontrastverstarkung
durch Gadofosveset Trisodium an Tag 1 und nach Ferumoxytolgabe an Tag 2 wiesen
eine hohe Korrelation auf (y=0.89x + 1,57, R?=0,88). Es wird verwiesen auf die Abbildung
5 in meiner Publikation (20).

3.2 Immunfluoreszenz und Histologie: Albumin, CD68, Berliner Blau

Die Kontrollgruppe wurde aufgrund von fehlenden Plaques in der Arteria brachiocepha-
lica fur die folgende Auswertung nicht herangezogen. Die 4-Monats-HFD-Gruppe wies
die grote fluoreszierende Plaqueflache fur Albumin im Vergleich zur 2-Monats- und Pra-

vastatingruppe auf. Dagegen zeigte die 2-Monats-HFD-Gruppe keinen signifikanten Un-
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terschied in der fluoreszierenden Flache zur Pravastatingruppe. Eine deutliche Korrela-
tion konnte zwischen der Albumin-spezifischen Immunfluoreszenz im Plaque und der
post-Kontrast CNR-Werte der Gadofosveset-basierten MRT-Signalverstarkung heraus-

gefunden werden (Abbildung 3 aus meiner Publikation (20)).

Hinsichtlich der CD68-Immunfluoreszenz und der Berliner Blau-Farbung verhielt es sich
ahnlich. Die 4-Monats-HFD-Gruppe wies sowohl die gro3te Flache der CD68-Immunflu-
oreszenz als auch der Berliner Blau-Farbung im Vergleich zur 2-Monats-HFD- und Pra-

vastatingruppe auf (Tabelle 3).

Tabelle 3: Statistische Auswertung der Serumalbumin- und CD68-Immunfluoreszenz sowie
Berliner Blau-Farbung. Es sind die Mittelwerte + Standardabweichungen sowie die statistischen
p-Werte flr die Serumalbumin-Immunfluoreszenz (SA IF, Flache in %), CD68-Immunfluoreszenz
(CD68 IF, Flache in %) und Berliner Blau-Farbung (Flache in %) in der Plaqueflache der Arteria
brachiocephalica zwischen den einzelnen Gruppen (n=5/Gruppe) dargestellt. Das Signifikanzni-

veau betragt a=0,05 (eigene Darstellung: Jana Mdckel).

2-Monats-HFD 4-Monats- Pravastatin-
HFD gruppe

SA IF 1,72 + 0,36 6,95+ 0,88 2,06 £ 0,16
P2-Monats-HFD/4-Monats-HFD) =1,70E-6 X X
P@-Monats-HFD/Pravastatny ~~ =0,07 X X
P-Monats-HFD/Pravastatiny ~~ =1,85E-6 X X
CD68 IF 0,12 £ 0,02 0,34 £ 0,03 0,17 £ 0,04
P2-Monats-HFD/4-Monats-HFD) =1,58E-6 X X
P-Monats-HFD/Pravastatny ~ =0,053 X X
P4-Monats-HFD/Pravastatny ~ =0,0001 X X
Berliner Blau 1,31+0,84 5,49 + 1,89 2,52 +1,23
P(2-Monats-HFD/4-Monats-HFD) =0,002 X X
P-Monats-HFD/Pravastatn)y ~ =0,106 X X
P4-Monats-HFD/Pravastatn)y ~ —=0,018 X X

Starke Korrelationen konnten zwischen jeweils der CD68-Immunfluoreszenz (y=91,11x
— 0,20, R2=0,97) bzw. Berliner Blau-Farbung (y=4,60x + 3,42, R2=0,83) und der Flache
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der T2*-gewichteten MRT-Signalausléschung ermittelt werden (Abbildung 4 aus meiner
Publikation (20)).

3.3 Gadoliniumnachweis mittels Laserablations-Massenspektrometrie mit induk-

tiv gekoppeltem Plasma (LA-ICP-MS)

Die LA-ICP-MS-Messmethode wies die Verteilung des Gadoliniumions in der arteriellen
Gefallwand (Arteria brachiocephalica) der 2-Monats-HFD-Gruppe nach. Es konnte eine
Kolokalisierung der Gadoliniumverteilung mit der Albumin-spezifischen Immunfluores-

zenz beobachtet werden (Abbildung 6 meiner Publikation (20)).
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4. Diskussion

4.1 Kurze Zusammenfassung der Ergebnisse

Die dargestellten Ergebnisse zeigen eine deutliche Korrelation der gewonnen MRT-Da-
ten, wobei die CNR-Werte hier als quantitative Annéherung fungieren, mit den entspre-
chenden histologischen Ergebnissen. Neben den Gadofosveset-basierten Signalverstar-
kungen im MRT steigt auch der mittels Immunfluoreszenz ermittelte Serumalbumingehalt
im Plague mit zunehmendem Fortschreiten der Krankheit.

Ebenfalls nachgewiesen wurde eine durch Akkumulation des Ferumoxytols zunehmende
Flache der Signalausléschung in T2*-gewichteten MRT-Bildern mit steigender Dauer der
Hochfettdiat. Auch die Auswertung der Eisenpartikeln mittels Berliner Blau-Farbung un-
terstreicht die ermittelten Ergebnisse der T2*-Signalausldschung. Dariber hinaus hat
sich gezeigt, dass die Tiere mit Pravastatinbehandlung eine mit der nicht therapierten 2-
Monats-HFD-Gruppe vergleichbare Pathologie der Plaques zeigen. Trotz der 4-monati-
gen Fitterung mit Hochfettdiét, haben die mit Pravastatin behandelten Tiere geringere
Gadofosveset-basierte CNR-Werte als die 4-Monatsgruppe, wobei auch Serumalbumin
im Plaque in geringerem Mal3e feststellbar war. Die Flache der im MRT dargestellten
Signalausléschung, Makrophagengehalt und Eisenvorkommen in der Pravastatingruppe
unterschieden sich nicht signifikant von den Ergebnissen in der 2-Monatsgruppe, wohin-
gegen zur 4-Monatsgruppe signifikant geringere Werte in den Plagues gemessen wur-
den.

Einen negativen Einfluss von Ferumoxytol auf Gadofosveset-basierende T1-gewichtete
MRT-Aufnahmen konnte nicht festgestellt werden. Im Rahmen der LA-ICP-MS-Messun-
gen konnte eine starke Kolokalisation von Gadoliniumionen und Serumalbumin im Plaque

ermittelt werden.

4.2 Interpretation der Ergebnisse

Die steigenden CNR-Werte der Gadofosveset-verstarkten MRT-Signale mit langer an-
dauernder Hochfettdiat deutet auf eine progressive Endotheldysfunktion bzw. erhtéhte
Gefallwandpermeabilitat hin (27, 85), was ein vermehrtes Eindringen des Albumins in
den subendothelialen Raum mit der Zeit ermdglicht. Dies wird durch die Ergebnisse aus

der Albumin-spezifischen Immunfluoreszenz untermauert.
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Das Ferumoxytol 16st mit steigender Plaquebelastung und zunehmender Dauer der
Hochfettdiat eine ansteigende Signalausléschung in der T2*-gewichteten MRT-Bildge-
bung aus. Dieses Ergebnis wird durch eine steigende Anhaufung von Eisen (Berliner
Blau-Farbung) im Plaque mit zunehmender atherosklerotischer Progression bestatigt.
Auch das CD68 konnte mit zunehmender Plagueprogression vermehrt nachgewiesen
werden. Das applizierte Eisen wird von Makrophagen durch Phagozytose aufgenommen
und CD68 wird als Makrophagen-spezifischer Marker verwendet, wobei er ebenfalls in-
flammatorische Zellen nachweisen kann, die phanotypisch und funktionell den Makro-
phagen ahnelt (z.B. aus glatten Muskelzellen entsprungene Schaumzellen) (86). Vor die-
sem Hintergrund zeigt sich eine ansteigende Anzahl von Makrophagen im Plaque mit
fortschreitender Atherosklerose. Diese Ergebnisse werden von mehreren Studien besta-
tigt (87-90). Das ist ebenfalls ein Beleg fur wachsende inflammatorische Prozesse. Die
Behandlung mit einem Statin, z. B. Pravastatin, fuhrte zu einer Verminderung der Extra-
vasation von Albumin durch eine vermutlich weniger permeable Gefal3wand. Statin
scheint sich demnach protektiv auf das vaskulare Endothel auszuwirken, was durch an-
dere Studien bestatigt wird (91). AuBerdem wurde unter Pravastatinbehandlung eine ver-
ringerte Makrophagenzahl im Plaque festgestellt. Dies deutet auf eine antiinflammatori-
sche Wirkung hin (92, 93). Generell wurden in der Literatur positive Korrelationen zwi-
schen arterieller Neovaskularisation und der progressiven Atheroskleroseentwicklung be-
schrieben, wobei auch die GefalBwandverdickung und Plaqueentwicklung korrelierend
einbezogen wurden (28). Dies konnte auch in meiner Studie visualisiert werden.

Schlie3lich konnte die simultane Anwendung von zwei verschiedenen Kontrastmitteln in-
nerhalb eines MRT-Scans als durchfihrbar nachgewiesen werden, da Ferumoxytol keine

negativen Einflisse auf die Kontrast-verstarkte T1-gewichtete Bildgebung hatte.

4.3 Einbettung der Ergebnisse in den bisherigen Forschungsstand

In der aktuellen Forschung stehen nicht mehr nur die Lasionsgrof3en und —verteilungen
im Vordergrund, sondern die Plaquebeschaffenheit bzw. Komponenten, die sich im Laufe
der verschiedenen Stadien der Atherosklerose verandern. Mittels molekularem MRT und
dem Einsatz von zwei unterschiedlichen Kontrastmitteln in einem einzigen MRT-Scan-
konnte bereits eine herausragende Charakterisierung von GefalRpermeabilitat (79),

Plaguekomponenten und Entziindungsstatus in verschiedenen Krankheitsstadien darge-
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stellt werden (21). Die MRT ist eine nichtinvasive Methode, die eine gute Weichteilkon-
trastierung aufweist und ohne ionisierende Strahlenbelastung auskommt, wodurch sie
mehrfach in kurzen Zeitabstanden durchgefuhrt werden kann (66, 69, 70). Im Kontext der
Bildgebungsmodalitaten fur die Erfassung atherosklerotischer Veranderungen wird im Kli-
nischen Bereich haufig auf Ultraschall (z.B. IVUS oder CEUS) und/oder PET/CT zurlck-
gegriffen (94, 95). Auch werden Kombinationen wie PET/MRT oder SPECT/MRT als mul-
timodale Bildgebungsansatze zur Erfassung von Inflammation und morphologischen Ge-
falkwandveranderungen angewendet (94).

Anstelle der Kombination von zwei aufwendigen Bildgebungsmethoden ist es maoglich,
simultan zwei Kontrastmittel mit unterschiedlich spezifischen molekularen Bindungsei-
genschaften — konkret: Eisenoxidnanopartikel und Gadolinium-haltiges Kontrastmittel - in
einem einzigen MRT-Scan zu verwenden. Dies wurde bisher in nur wenigen Studien un-
tersucht (21, 79, 96).

Ich habe in meiner Studie gezeigt, dass die simultane Anwendung eines Albumin-spezi-
fischen Gadolinium-basierten Blutpoolkontrastmittels in Kombination mit einem Eisen-
oxidnanopartikel-basierten Kontrastmittel in einer einzigen MRT-Untersuchung signifi-
kante Unterschiede in der Menge von Plaguekomponenten und Grad der GefaRwand-
permeabilitt in verschiedenen Stadien der Atherosklerose quantitativ bestimmt und qua-
litativ visualisiert werden kann (20).

Im Allgemeinen werden Kontrastmittel appliziert, um eine Kontrastverstarkung im MRT
zu erzeugen und die Visualisierung von Gewebe zu verbessern. Gadofosveset Trisodium
als Albumin-spezifisch bindendes, Gadolinium-basiertes Blutpoolkontrastmittel ist zuge-
lassen fur MR-Angiographie (71). In mehreren Studien wurde Albumin-spezifische MRT
mittels Gadofosveset Trisodium erfolgreich zur Detektion von myokardialer oder Aneu-
rysmen-assoziierte GefalRwandpermeabilitdt im Mausmodell angewendet (97). Auch in
der klinischen Forschung ergab in einer Studie von Engel et al., dass die Anwendung von
Gadofosveset Trisodium zur Detektion von unterschiedlich starken Stenoseauspragun-
gen in Koronarlasionen geeignet erscheint (98).

Die in dieser Studie erfolgte MRT-Messung 24 Stunden nach Applikation des Ferumoxy-
tols stellt das optimale Zeitfenster dar, was auch aus den Ergebnissen einer Studie von
Trivedi et al. hervorging (99). Die verzdgerte Bildgebung nach intravendser Ferumoxy-
tolgabe basiert auf der Zeit, die von den Makrophagen benétigt wird, um die Nanopartikel
aufzunehmen und eine Akkumulation herbeizufiihren. Des Weiteren konnte in der ATHE-

ROMA (Atorvastatin Therapy: Effects on Reduction of Macrophage Activity) Studie laut
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Tang et al. die Anwendung von Eisenoxidnanopartikeln Therapiewirksamkeiten hinsicht-
lich der Behandlungen mit Statin (hier: hochdosiertes Atorvastatin) und eine damit ein-
hergehende Reduktion von Makrophagenaktivitat in den Karotiden nachweisen (100). In
meiner Arbeit konnte die Wirksamkeit von Pravastatin ebenfalls mittels T2*-gewichtetem
MRT nachgewiesen werden (20). Es konnte eine verringerte Signalausloschung im Ver-
gleich zur gleichaltrigen unbehandelten 4-Monats-HFD-Gruppe detektiert werden. Aul3er-
dem war die Makrophagenzahl in der mit Statin behandelten Gruppe signifikant geringer

als in der unbehandelten gleichaltrigen Gruppe (20).

4.4 Starken und Limitationen der Studie

Grundsatzlich wurde in meiner Studie die Durchfuhrbarkeit der simultanen Anwendung
eines Albumin-bindenden Gadolinium-basierten Kontrastmittels und von Eisenoxidnano-
partikeln in einem MRT-Scan untersucht. Auch die Frage nach der Wirksamkeit der Pra-
vastatinbehandlung wurde mittels der dualen Kontrastmittelverstarkung positiv beantwor-
tet, da eine geringere endotheliale Permeabilitdt bzw. Dysfunktion und reduzierte Plaque-
bildung sowie reduziertes Makrophagenvorkommen bildgebend und histologisch nach-
gewiesen wurden. Damit konnten die wichtigsten Merkmale der Atherosklerose - erhdhte
Gefallwandpermeabilitat und Inflammation - mittels einmaliger molekularer MRT-Bildge-
bung visualisiert werden.

Einen kritischen Punkt meiner Studie stellt das verwendete Tiermodell dar. Die ApoE-/-
Maus ist einerseits ein sehr gut etabliertes Tiermodell fir die Untersuchung von Patho-
mechanismen und die Entwicklung der Atherosklerose, andererseits werden nicht alle
humanen Merkmale der Krankheit lickenlos dargestellt. Beispielsweise unterscheiden
sich die Pradilektionsstellen fir Plaquebildung und der Lipidstoffwechsel (101). Das
murine ApoE-Molekil gleicht dem humanen ApolipoproteinE zu ca. 70% (102), wobei der
Haupttrager von Plasmacholesterin in der ApoE’-Maus das VLDL ist. Im Menschen da-
gegen ist LDL vorrangig der Plasmacholesterintrager, der fur atherosklerotische Veran-
derungen ausschlaggebend ist (10, 103).

Hinsichtlich der Pradilektionsstellen im Mausmodell treten Plaques vorrangig in grof3en
und mittelgrof3en Arterien auf, z.B. im Aortenbogen, in der Aortenwurzel und der Arteria
brachiocephalica/innominata. Koronare Lasionen wurden nur in Einzelfallen beobachtet
(102). Dagegen ist im Menschen haufig die Plaquebildung in den peripheren Arterien

(z.B. Arteria iliaca), Karotiden und Koronararterien zu finden (103).
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Mit Bezug auf die Bildgebungsmodalitat ist zu erwahnen, dass der Blooming-Effekt in der
T2*-gewichteten MRT-Aufnahme unter Verwendung von Eisenoxidnanopartikel bzw.
USPIOs zu Artefakten fihren kann. Die Signalausléschung erfolgt aufgrund gebtindelter
intrazellularer Nanopartikeln und basiert nicht auf der absoluten Anzahl von Partikeln.
Dies fuhrt dazu, dass ein Rickschluss von der Signalausléschung auf die Makrophagen-
belastung bedingt mdglich ist. Auch Kalzifikationen im Plaque l6sen Signalausloschun-
gen aus, die als USPIO-induziert missinterpretiert werden kénnen (99). Auch im Prakon-
trast-MRT werden durch solche Gewebekomponenten Signalausléschungen in der T1-
gewichteten Bildgebung dargestellt. Daher sind Pra- und Postkontrast-Aufnahmen not-
wendig, um mogliche signalausloschende Effekte durch Plaquekalzifikationen auszu-
schlieBen (87). Vor diesem Hintergrund ist eine Absicherung der Datenlage durch Korre-
lation mit histologischen Methoden wie Berliner Blau-Farbung oder Immunfluoreszenz
angezeigt, was meine Studie beinhaltet.

Eine weitere Starke der Studie liegt in der Methode, das Ferumoxytol 24 Stunden vor
dem MRT-Scan intravends zu applizieren. Die endotheliale Permeabilitdt und die Pha-
gozytoseaktivitat der Makrophagen wird genutzt, um das Anreichern des Ferumoxytols
spezifisch in der L&sion zu gewéhrleisten und einen Blooming-Effekt (99) zu vermeiden.
Das hat eine hohere Ortsauflésung in vivo zur Folge (104).

Letztendlich konnte meine Studie zeigen, dass es keine negativen Einflisse von
Ferumoxytol auf Gadofosveset-basierte T1-gewichtete MRT-Bildgebung gibt. Ein umge-
kehrter Einfluss des Gadolinium-basierten Kontrastmittels auf die Signalausléschung in
T2*-gewichteten MRT-Bildern wurde nicht gezeigt. Dies bleibt nachzuweisen. Zieht man
die Studie von Reimann et al. (21) heran, ist hier kein negativer Einfluss auf die Bildge-

bung zu erwarten.

4.5 Implikationen fur Praxis und/oder zukinftige Forschung

Durch die Verwendung von Tiermodellen, wie z.B. der ApoE”’-Maus, ist es moglich, die
Wirkungsmechanismen von klinisch genutzten therapeutischen Wirkstoffe detailliert zu
untersuchen. Die genetische Modifizierbarkeit der Tiere hilft dabei, die Wirkung von Ge-
nen bzw. diese als potenzielle Therapieanséatze am Menschen zu identifizieren.

Weiterhin ergibt sich aus der Mdglichkeit, innerhalb einer einzigen MRT-Untersuchung

gleich zwei Kontrastmittel fir unterschiedliche relevante pathologische Krankheitsmerk-
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male zu nutzen, ein Zeitgewinn und eine Kostenersparnis im klinischen Alltag. Bedauer-
licherweise wurde Gadofosveset Trisodium aus kommerziellen Griinden von Bayer Sche-
ring Pharma im Jahr 2009 vom europaischen Markt genommen (105). Aus den gleichen
Grinden hatte Lantheus Medical Imaging das Kontrastmittel im Jahr 2017 vom amerika-
nischen Markt entfernt. Es wurde vorrangig fir MR-Angiographie und MR-Venographie
verwendet (105). Ein Zusammenhang mit negativen Effekten — wie Gadoliniumakkumu-
lation im Gehirn oder nephrogene systemische Fibrose — wurde bislang nicht beobachtet
(105). Das bedeutet, dass vor einer Implikation des Kontrastmittels in die klinische Praxis
zunéachst eine Wiederzulassung notwendig wird. Dieses Blutpoolkontrastmittel ist neben
Ferumoxytol das einzige, was eine sehr lange Halbwertszeit (ca. 18,5 Stunden) im Ge-
falRsystem hat und eine Abgrenzung von Lumen und Umgebungsgewebe visuell heraus-
ragend darstellt. Ferumoxytol, urspringlich zwar als Kontrastmittel entwickelt, dann aber
zur Behandlung anadmischer Zustande bei nierenerkrankten Patienten zugelassen, wird
im Rahmen der Atherosklerosediagnostik und —forschung Off-Label als Kontrastmittel
verwendet (105, 106). Auch hier ware fir den breiten klinischen Einsatz eine Zulassung
von Ferumoxytol als Kontrastmittel fir die Anwendung in diesem Bereich wiinschenswert.
Die Applikation von klinischen Dosen der Wirkstoffe ermdglicht zukiinftig eine Ubertra-
gung der Ergebnisse in den humanmedizinischen Bereich. Auch die Verwendung eines
klinischen 3 Tesla starken MRT-Gerats mit entsprechenden MR-Sequenzen kann eine
Translation in die Praxis vereinfachen. Aus den vorgenannten Grinden hat die vorge-
stellte Methode, zwei verschiedene Kontrastmittel gleichzeitig in einem einzigen MRT-
Scan zu verwenden und damit die simultane Darstellung von zwei hochstrelevanten Pa-
thologien fir eine Einschatzung der Plaquevulnerabilitat in Risikopatienten zu ermaégli-

chen, ein sehr hohes Potenzial fur die klinische Praxis und die Anwendung am Menschen.
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5. Schlussfolgerungen

Zusammenfassend hat meine in vivo Studie vielversprechende Ergebnisse hervorge-
bracht, die eine simultane Charakterisierung der Inflammation und der Gefal3permeabili-
tat in unterschiedlichen Stadien der Atherosklerose parallel mit Statinwirksamkeit im
ApoE”-Mausmodell ermdglicht. Meine Studie beinhaltete eine neuartige nichtinvasive
Bildgebungsmethode mit hohem Potenzial der Ubernahme in den humanmedizinischen
klinischen Bereich. Bevor der Schritt zur Anwendung beim Menschen erfolgen kann,
muss zuvor eine Zulassung der beiden Kontrastmittel - Ferumoxytol und Gadofosveset
Trisodium - erfolgen. Die spezifische molekulare MRT-Bildgebung hilft dabei, das Risiko
von negativen Folgen der Krankheit, z.B. Myokardinfarkt oder Schlaganfall, zu verringern,
indem eine spezifische Diagnostik und Einschatzung der Plaquevulnerabilitat in Risiko-

patienten moglich ist.
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Simple Summary: Atherosclerosis is an inflammatory disease associated with extracellular matrix
remodeling. It is characterized by endothelial dysfunction with albumin influex into the vessel wall
and macrophage accumulation in atherosclerotic lesions. Non-invasive magnetic resonance imaging
(MEI) allows for the assessment of the molecular components of the plaque and vessel wall by
using two ditferent target-specific MRI contrast agents in one imaging session. Therefore, multi-
target MRl is a promising methed to improve diagnosis and treatment monitoring in patients with
atherosclerosis.

Abstract Atherosclerosis is a progressive inflammatory vascular disease characterized by endothelial
dysfunction and plaque burden. Extracellular matrix (ECM)-associated plasma proteins play an
important roke in disease development. Cur magnetic resonance imaging (MEI) study investigates
the feasibility of using two different molecular MBI probes for the simultane ous assessment of ECM-
associated intraplaque albumin deposits caused by endothelial damage and progressive inflammation
in atherosclernsis. Male apolipoprotein E-deficient (ApoE™ }-mice were fed a high-fat diet (HF)
for 2 or 4 months, Another ApaE"'"-ch'up- was treated with pravastatin and received a HFD for
4 months. T1- and T2*weighted MRl was performed before and after albumin-specific MEI probe
(gadofosveset) administration and a macrophage-specific contrast agent (ferumomy tol). Thereafter,
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laser ablation inductively coupled plasma mass spectrometry and histology were performed. With
advancing atherosclerosis, albumin-based MRI signal enhance ment and ferumo ytol-induced signal
loss areas in T2*%weighted MRE] increased. Significant correlations between contrast-to-noise-ratio
(CNR) post-gadofosveset and albumin stain (R2 = 0.78, p< (.05}, and signal loss areas in T2*-weighted
MRl with Perls” Prussian blue stain (R2 = .83, p < 0.05) weme observed. No interference of ferumencytol
with gadofosveset enhancement was detectable. Pravastatin bed to decreased inflammation and
intraplaque albumin. Multi-target MRl combining ferumoxytol and gadofosveset is a promising
method to improve diagnosis and treatment monitoring in atheroscle rosis,

Keywords: serum albumin; extracellular matrix; macrophages; atherosclerosis; magnetic reso-
nance imaging

1. Introduction

Atheroscherosis is a significant canse of morbidity and mortality worldwide [1]. This
vascular disease arises from low-density lipoprotein (LDL) influx into the vessel wall's
intimal layer kading to fatty streaks due to endothelial damage and vascular inflammation
from the acrta to the coronary arteries [2-4]. Extracellular matrix (ECM) remodeling plays
a crucial role in developing atherosclerotic lesions and determines the risk of rupture [5,6].
Most notably, atherosclerosis development and progression are accompanied by ECM
degradation initiated by matrix metalloproteinases (MMPs) and new ECM protein synthe-
sis induced by proliferating and migrating smooth muscle cells (SMCs) [4]. As the main
components of the ECM, collagen Tand 1T and elastin ensure vessel wall stability and in-
tegrity of the fibrous cap of an atherosclerotic plaque [7]. Dynamic ECM changes occurring
during atherogenesis alter the stability of the vessel wall; these changes are regulated by
endothelial cells [7]. In the vessel wall, intense inflammatory processes increase the levels of
inflammatory cytokines, which activate macrophages and endothelial cells. Inflammatory
processes induce plaque instability and thinning of the fibrous cap due to macrophages
and SMCs releasing MMPs that degrade ECM components [7]. These pathological changes
have been demonstrated in patients with acute myocardial infarction (MI) and also oc-
cur in patients with atherosclerosis [7]. Endothelial dysfunction is a critical atherogenic
factor [8]. Vascular permeability is increased in particular due to damaged endothelial
glycocalyx, which normally functions as a barrier between the blood and vessel wall [2,10].
As a plasma protein, albumin is bound within the glycocalyx and maintains endothelial
stability and integrity [9]. During angiogenesis, plaque neovascularization also leads to
enhanced degradation of the ECM [11]. Consequently, blood cells are able to infiltrate the
vessel wall, potentially increasing the risk for plaque rupture [10]. Different biochemical
processes have already been discovered as potential sk factors for disease onset, such as
high cholkesterol level, oxidation of low-density lipoproteins (Ch-LDL), inflammatory pro-
cesses, and hypertension. As the disease progresses, atherosclerotic plaques develop and
increase over ime [3]. Cardiovascular events, such as a Ml or stroke are potentially fatal
consequences [12]. Common diagnestic imaging tools to assess athe rosclerotic lesions are
angiography and intravascular ultrasound [2]. Both interventional techniques are invasive
and allow for the detection of arterial stenosis, as well as visualization of plaque and the
veszel wall [13], but do not provide information on plaque composition [13,14]. Magnetic
resonance imaging (MRI) is a favorable alternative with several advantages: it does not use
ionizing radiation and saves the body from invasive interventions [15]. Apart from repeata-
bility and high spatial resolution for vessel wall evaluation [8], imaging in three dimensions
is another advantage of MRI [2,15]. Molecular MRl enables visualization of different molkec-
ular targets or biomarke s in vivo [2,12] using imaging probes often based on paramagnetic
gadolinium or iron oxide particles [12]. As for potential biomarkers for atherosclerosis,
serum albumin is used as a tanget protein [1]. As a plasma component, it only seeps into the
damaged vessel wall along several intra- and intercellular pathways when vascular tone
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becomes imbalanced [10]. In atherosclerotic plaques, albumin is the most abundant plasma
protein [16]. During disease progression, albumin infiltrates into the indma and deposits in
the adventitia [11], which cormelates with increased inflammation [17]. It has been shown
that albumin is assodated with collagen fibers and elastin microfibrils of the ECM and in
the necrotic region of the plaque [5]; therefore, albumin is a promising target for mokecular
MEI contrast agents [1]. Such contrast-enhancing agents exploit the increased permeability
of proliferating vasculature in atherosclerotic plaques [1]. Here, we use gadofosvesetas a
reversible serum albumin-binding blood pool agent [1,8]. Gadofosveset is a predominantly
intravascular agent [8]. Albumin-bound gadofosveset passively enters the plaque and
vessel wall through leaky vascular endothelium and permeable neovascular tissues [1,5].

Further MRI probes used for effective visualization of atheroeclerotic plagues are
ultrasmall superparamagnetic iron oxide (USPIO) particles [18]. USPIOs ame used to detect
macrophages involved in vessel wall inflammation. Twenty-four hours after intravenous
administration, iron oxide partickes are taken up by mncmphagss, causing a signal loss in
T2*-weighted MRL Ferumonytol is an emerging MRI contrast agent that is used to analyze
atherosclerotic pathobiology [15].

Several recent studies have shown the feasibility of the simultaneous use of differ-
ent contrast agents to improve the characterization of various cardiovascular diseases,
including atherosclerosis and abdominal aortic aneurysmes [19,20].

The aim of our study is to investgate the feasibility of multi-target MR using an
albumin-specific Gd-based contrast agent and an iron oxide-based macrophage-specific
MEI probe to assess and characterize atherosclerotic plagues in a mouse model.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

This animal study was authorized by the Regional Office for Health and Social Affairs
Berlin (LAGeSo, G 0143/ 16, 2016) and conducted in accordance with the local guidelines
and provisions for the implementation of the Animal Welfane Act as well as the regulations
of the Federation of Laboratory Animal Science Associations (FELASA). The animals used
wiere homozy gous apolipoprotein-E-deficient (ApoE-") male mice (n = 31) (Forschungsein-
richtung fiir experimentelle Medizin (FEM), Berlin, Germany). Murine models, such as
the ApoE™ -mouse model, are the most widely used animal models in studies investigat-
ing atherogenesis [21]. The distribution of lesion sites is comparable to that in human
atherosclerosis [21]. Lesions in ApoE™ -mice develop in the aortic root, brachioephalic
artery (innominate artery ), and further arterial branches with disturbed blood flow and
relatively low shear stress [21]. With regard to sex, men have a higher prevalence of hyper-
tension and a higher cardiovascular risk than women [22]. Moreover, men were found to
have a higher total plague burden and more severe inflammation than women [22]; for this
reason, we used make ApoE*-mice.

With regard to animal housing, the mice were kept in a clean barrier at a constant
room temperature of 22 4 2 °C under 12:12 light/dark cycle conditions. Food and water
were supplied ad libitum. Starting at the age of 8 weeks, 31 mice were fed a high-fat
diet (HFD) containing 21% lard with 0.15% (wt/wt) cholesterol (Spedal-Diets-Services,
Witham, UK). Among these 31 ApoE"-mice, 11 mice were fed with HFD for 2 months
(m=11), 10 mice were fed with HFD for 4 months (1= 10), and 10 ApﬂE*-micE {rm =10y
underwent pravastatin (Kemprotec-Limited, Middlesbmugh, UK) ﬂ'l.EIﬂPj." while being fed
the HFD for 4 months, Pravastatin was dissolved and administered via drinking water
at a dose of 40 mg/ kg body weight per day, which is the standard regimen for treating
coronary disease [23,24]. Additionally, a control group, consisting of 26-week-old male
C5BL/ 6]-mace (m = 10) purd'la:ud from Charles River Laboratories (Sulefeld, Germany)
recwived a standard lab diet. All animal treatments and medical supplies conformed to
our laboratory s standard protocol [20]. Details of the experimental design are provided
in Figure 1.



45

Biology 2021, 10, 964

dofl6

cawaizo | —s[onoz ] [om3

{1} MNatve MRI{T1,T2%
(2) Inpection gadofosveset
(3) Gadofosvesst MR (T1)
Start of High Fat Diet (HFD) (4 Injection ferumoxytal

2 menths HFD group — | D1,D2 Day 2

(1) Matwve MRI{T1)

{2} Injection gadofosveset
(3) GadofosvesstMRI(T1)
(4) Ferumoxytol MRI (T2%)

4 manths HFD graup!
Statin freatmentgroup B * | 01,02 | Exvive
(1) Histolagy
(2) Immunchistochamstry
(3 LA-ICP-MS
{2 months HFD)

Figure 1. Overview of the experimental design. On day one, the mice underwent a pre-contrast
MEI examination including T1- and T2*weighted sequences. After injection of gadofosveset at a
clinical dose of (.03 mmel/kg, a T1-weighted MEI scan was performed. Subsequently, ferumoocytol
was administered at a dose of 4 mg Fe/kg On day two, an unenhanced (native) T1-weighted MREI
sequence was acquired to prove the absence of any residues of gadofosveset. After the second
injection of gadofosveset, T1-weighted and subsequent T2*-weighted MR sequences were acquired.
Themeafter, different ex vivo examinations of the brachiocephalic tissue were performed.

2.2, Gadofosveset Trisodium as a Gd-Based Allumin-Spedfic Contrast Agent

We used Vasovist® (gadofosveset trisodium, Bayer Healtheare, Inc., Wayne, NJ, USA)
as a Gd-based albumin-specific MEI contrast agent at a clinical dose of 0.03 mmol/ kg
body weight. Gadofosveset trisodium is a blood pool agent. Albumin-bound gadofosveset
trisodium has a 5- to 10-fold higher relaxivity (rl = 18-20 mmol ! s~1) than Gd-DTPA
(Magnevist, r1 = 3.9 mmol~! s71) or Gd-DOTA (gadobutrol, r1 = 47 mmol~! s1) at
1.5 Tesla (T) [25]. Albumin binding is eeversible. Even in unbound form, gadofosveset
demonstrates a higher relaxivity than gadobutrol and Gd-DTPA because of its increased
molecular weight [25].

2.3. Iron Oxide Partides as a Macrophage-Specific MRI Probe

Iron oxide particles are used to detect intraplaque macrophage accumulation based on
shortening T2/T2* relaxation times. T2*-weighted MR images show a significant signal loss
in the vessel wall [26]. Ferumeoxytol {Feraheme™, A MAG- Pharmaceuticals, Waltham, MA,
USA) is used as an off-label MRI contrast agent. Its intravascular half-life is 10-14 h [27]
and it is sequestered via the reticuloendothelial system. Moreover, B2 {ferumonytol in
plasma: 65.2 £ 1.8 mmol ! s~1) and R2* (ferumoxytol in plasma: 55.7 + 4.4 mmol 1 s~1)
relaxivities have been determined at 3 T [27]. For our investigations, a clinical dose of
4 myg Fe/ kg was administered intravenously.

24, In Vivo MRI
2.4.1. Mouse MRI Protocol

Mige were fed a HFD for 2 and 4 months before they wene anesthetized for the first MRI
day. The mice in the control group wene 26 weeks old when the MEI was performed. Before
starting the MRI, mice were anesthetized by an intraperitoneal injection of medetomidine
(500 ug/ kg), midazolam (5 mg,/kg), and fentanyl (50 pg/ kg). The MRI contrast agents were
intravenously applied by inserting a needle into the tail vein. The needle was attached to a
tube with an inner diameter of 0.28 mm, through which the contrast agents were injected.
To keep the body emperature stable during MRI sessions, an MB-compatible heating
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system (Model 1025, SA Instruments Inc, Stony Brook, New York, NY, USA) was used.
Heart rate and respiration were monitored continuously. For further imaging sessions, the
mice wene treated with an antagonistic combmation of flumazenil (500 pg,/ ke), atipamezoke
(2.5 mg/ kg), and naloxone (1200 pg/ k). All animal treatments and medical supplies are
part of our laboratory's standard protocol [20]. First, all groups wene examined with
an unenhanced (native) T1- and T2%weighted MRI sequences followed by gadofosveset
administration via the tail vein. Thirty minutes later, a Tl-weighted MRI was performed.
Afterward, ferumonytol was injecked intravenously through the tail vein, immediately
followed by intraperitoneal administration of the antagonist. On day 2 (24 h later), the mice
wemne anesthetized again and a Tl-weighted MRI was performed following gadofosveset
administration. Thirty minutes later, a Tl-weighted MRI was performed followed by a
T2*-weighted sequence. Finally, the animals were euthanized under anesthesia via cervical
dislocation to remove the carotid arkeries with the brachiocephalic artery and a part of
the aorta.

2.42. Instrumental MREI Setup

All MRI procedunes were performed acconding to the standanrd protocol of our lab-
oratory [20]. Mice were examined in a clinical 3T Siemens MRI device (Biograph mMR,
Siemens Healthcare, Erlangen, Germany). A heating system appropriate for MRI studies
iModel 1025, SA Instruments Inc, Storny Brook, NY, USA) was used for monitoring the
body temperature (37 °C) of the mouse during imaging,

243, Assessment of T1-Weighted MRI with Gadofosveset

First, the carotid arteries, the aorta, and the brachiocephalic artery were identified
using a defined low-resolution 3D-localizer sequence in a coronal, sagittal, and transverse
orientation. Imaging parameters were defined with a field of view of 280 mm and the num-
ber of slices was 10 with a slice thickness of 3 mm; matrix = 320 = 320, TR/TE77 /3.7 ms,
and the flip anghe was 207, Afwer the scout sequence, a 2D time-of-flight (TOF) sequencoe of
the brachiocephalic artery and the aorta was acquined in the transverse orientation. The
TOF sequence was acquired with the following parameters: the matrix was 906 = 906, the
FOW was 200 mm, and the number of slices was 26 whemneas the slice thickness was set
with 500 um. An in-plane spatial resolution of 0.2 < 0.2 mm was used. TR/ TE was defined
with 35/4.5 ms as well as a flip angle of 90°. An arterial angiogram of the aortic arch, the
brachiocephalic, and the carotid arteries was generated as a maximum intensity projection
(MIP) from the TOF sequence. The angiogram was used to plan the subsequent contrast-
enhanced sequences. Then, a 2D Look-Locker sequence was performed to determine the
blood signal nulling inversion time (TT). After that, the inversion recovery scan could
be defined for the acquisition of the gadolinium-based albumin-specific contrast agent
series. The parameters of the 2D Look-Locker were specified with a matrix of 750 « 750;
the FOV was 300 mm; 0.4 > 0.4 mm of in-plane spatial resolution; the slice thickness was
1.5 mm, the TR which was performed between subsequent IR pulses was defined with
1000 ms; and the flip angle was 15°. A high-resolution 30 inversion recovery gradient echo
late gadolinium-enhanced sequence for visualization of the gadoliniun-based probe was
acquired with the following parameters: a FOV of 57 mum; a 416 » 416 matrix; 370 um slice
thickness; 56 slices; 0.137 » 0.137 mm in-plane spatial resolution; TR/TE, 12.1/5.7 ms; TR
of 1000 ms between IR pulses; and a 307 flip angle.

244, Assessment of T2*-Weighted MRI with Ferumoxytol

The distribution of iron oxide particles in the vascular walls was assessed by a T2*-
weighted sequence with the following parameters: a FOV of 150 x 150 mm; 500 pm slice
thickness: 32 slices; an 832 x 832 matrix: 0.18 « 0.18 mm in-plane spatial mesolution; TE/TE,
17 /7.4 ms; Phase Partal Fourier, 6/ 8; and a 207 flip angle.
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245, Evaluation of T1-Weighted Sequences for Gadofosveset Enhancement

MEI signal intensities were quantified with the OsiriX software (OsiriX Foundation,
Geneva, Switrerland, version 5.6). High-resolution images wene acquined for morphometric
measurement as well as for co-localization of the atherosclerotic plaque as a region of
interest (ROT). The highest signal enhancement in the arterial wall was specified as the
athercsclerotic plaque. The contrast-to-noise ratio (CNR) was calculated using the following
equation: (signal of arterial wall in plaque tissue—blood signal)/ noise = CNR The ROI for
noise was represented by the standard deviation of pixel intensity in the background air in
front of the brachiocephalic artery.

2.4.6. Evaluation of the T2*-Weighted Sequences for Ferumoxytol

For assessment and quantification of the ferumonytol-dependent signal loss area [%)]
in MRI, we compared the pre-contrast T2*weighted MRI of the vessel wall areas before
and 24 h after ferumony tol injection. The different ROTs were quantified with the same
image configuration and 2D composition.

2.5. Ex Vivo Examinations
2.5.1. Histology of the Brachiocephalic Artery and Plague Morphometry

After euthanasia, three mioe of each group (0 = 3/ group) weme perfused with the
MorFFFix® fixative {Mnrphistu, Frankfurt am Main, Germany) for paraffin embedding of
the brachiocephalic arteries. The brachiocephalic tissue harvested from the remaining mice
was directly frozen at —80 °C for crycstatic samples. Both types of samples were used for
visualization of plaque morphometry and analysis of brachiocephalic issue. Specifically,
paraffin-embedded samples were used for Miller's Elastica-van-Giesson staining and Perls”
Prussian blue staining and were cut into 9 um thick serial slices. Elastin-staining was
performed for analyzing plaque morphometry wheneas Perls” Prussian blue staining was
used for iron oxide partick visualization. For further analysis, histological sections and
MRI werne co-registered by using reference points (the subclavian artery and the aortic
arch). Histological sections werne analyzed quantitatively with a microscope (Kevence BZ-
X800, Keyence Corporation, Osaka, Japan) in combination with the Keyence software for
image analysis of plaque morphometry (BZ-X800 Viewer) and for staining quantification
(BZ-XB00 Analvzer).

2.5.2 Immunofluorescence ELaining

Frozen samples were cut into 9 um thick slices and incubated with EuperBluckm
blocking buffer (37515, Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Germany). After washing
with PBS-Tween 20 (pH 7.4, 0.05%), samples with the primary antibodies (CD68 rat anti-
mouse, MCAT957GA, Bio-Rad, CA, USA; for albumin: goat polyclonal to mouse, AB19194,
Abcam, Cambridge, UK, 1:100) were incubated r:nft-_'rnight at +4 "C. After wﬂshing, the
secondary antibodies (CD68: goat anti-rat IgG H+L, Alexa Flour 568, A11077, Invitrogen
from Thermo Fisher Scentific, Germany, 1:200; albumin: donkey anti-goat IgG HE&L, Alexa
Fluor 568, AB175474, Abcam, Cambridge, UK, 1:500) were applied for one hour at room
temperature. Paraffin samples wene cut into 9 pm thick serial sections, then deparaffinized
and boiled with citrate buffer (pH 6, 0.01 M). The first antibody against CD68 was rabbit
anti-mouse polycdonal antibody to CD68 (ab125212, Abcam, Cambridge, UK, 1:100). The
corresponding second antibody was donkey anti-rabbit IgG Alexa Fluor 568 (A2,
Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Germany, 1:200). All antibodies were diluted in
Dako REAL™ Antibody Diluent (Dako, Denmark). For counterstaining and fixation, all
samples were mounted with DAFPI Staining Solution {RD'ITE Mount FluorCane DAFPI, Carl
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Germany).

To analyze plaque morphometry and immunofluorescence and histological staining
in atherosclerotic plagues, a microscope (Keyence BZ-X800, Keyence Corporation, Osaka,
Japan) with image analysis software (BZ-X800 Viewer and BZ-X800 Analyzer, Kevence
Corporation, Osaka, Japan) was used.
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2.5.3. Gadolinium Localization Using Laser Ablation Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry (LA-ICP-MS)

The Forschungszentrum Jiilich (Julich, Germany) conducted all technical process-
ing and final visualization by a company-owned software. Cryostatic sections of the
brachiocephalic arteries that were 9 um thick were generated. Thev were collected on
SuperFrost Plus adhesion slides at —20 °C (Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Germany).
Afterwards, the samples were processed with the laser ablation system NWR 213 (New
Wave Research, Fremont, CA, USA). It was linked to an inductively coupled plasma mass
spectrometer (Agilent 7900, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) which performed
scans with a measured spot area of 20 um, a laser speed of 20 um/s, and an energy level of
34%. Specimens of rat brains with a specified amount of Gd were used as standards and
were measured under the same conditions to verify the accuracy of Gd quantification in
harvested brachiocephalic arteries.

2.6. Statistical Methods

Results are presented as means + standard deviation values. The Kolmogorov-
Smirnov test was used to determine the normal distribution of data. After successful
testing for normal distribution, a one-way ANOVA was performed to compare the results
between the groups. Afterwards, the Scheffé-post-hoc test was applied. All statistical anal-
yses were performed using Microsoft® Excel® (Microsoft Office Professional Plus © 2016,
Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA). Statistical significance was specified as
p < 0.05.

3. Results
3.1. Assessment of Vessel Wall Inflammation and Permeability by Multi-Target MRI

An overview of MRI and histological results are visualized in Figure 2.
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Figure 2 MRI and histological analysis of brachiocephalic tissue. (A1-D4): Histologically stained
cross-sectional slices of the brachiocephalic artery, (A1-D1) Elastica-van-Giesson stain, (A2-D2) Perls’
Prussian blue stain, (A3-D3) immunofluorescence serum albumin stain, (A4-D4) immunofluores-
cence CDé8 stain of control mice and ApoE” -mice fed with HFD for 2 and 4 months as well as
a statin treatment group. The scale displays 100 pum. (B2), (C2), (D2) The enlarged details show
iron oxide particle depositions in the plaque. (A5-D5) and (A6-D6) T1- and T2*-weighted images
corresponding to the histological sections are shown in the first four columns. (A5-D5) Gadofosveset
enhances T1 signal intensity in areas of serum albumin deposition within atherosclerotic plagues.
White arrows point to signal-enhanced plaque sites. (A6-D6) Accumulation of ferumoxy tol causes
clear areas of signal loss (white arrows) in T2*-weighted images. Signal loss in plaque areas is most
conspicuous in the 4 months HFD group. The control group did not show any signal extinction. Red
outlines represent the vessel wall delimitation to the extravascular space and the plaque area (signal
cancellation in T2*-weighted MRI).
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Mo plaque development was observed in the control group. CNR in gadofosveset-
enhanced images was lowest in the control group and clearly increased with plaque
burden (Figure 3A). Moreover, there was a strong correlation between the albumin-specific
sigmal enhancement and albumin staining (Figure 38). In addition, both the area of T2*
signal loss and the area of CD68 staining increased significantly with disease progression
(Figures 3 and 4). In the statin treatment group, MRI signal intensities as well as histological
and immunohistoche mical findings differed significantly from the results in the untweated
4 months HFD group, consistent with less extensive plaque formation,
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Figure 3. MEI findings following gadofosveset and ferumosytol administration correlated with
histology. (A) MRI of the atherosde rotic plague area before and after administration of gadofosveset.
In each group in = 5/ group), the signal increased significantly between pre- and post-contrast images
(p < 0.05). Comparison between groups reveals an increase in CNE with disease progression (p < 0.05).
(B) The scatter plot data show a strong correlation (p < 0.05) between CMR after gadofosveset
administration and serum albumin staining [%:] of the brachiocephalic tissue samples (n = 5/ group).
(C) Ferumeeey tol-induced signal extinction in the plagque area was most pronounced in the 4 months
HFI group. No significant differences were observed between the 2 months HFD group and the statin
treatment group (n = 5/group). (D) The scatter plot demonstrates a significant correlation (p < 0.05)
between ferumonytol-induced MEI signal loss and Perls” Prussian blue stain [%] (n = 5/group).
Symbols: square—control group; triangle—statin treatment group; crcle—2 months HFD group;
diamond—4 months HFD group.
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Figure 4 Histological analysis. (A) The bar chart shows the averaged fluorescent serum albumin-
stained areas [%] within plaques for the three experimental groups (n = 5/group). (B) Macrophage-
specific CID6B staining in the plaque area [%] of the experimental groups is demonstrated
in = 5/group). (A) and (B) Both fluorescent staining methods indicate significant differences in
the 2 months HFD group and the statin treatment group compared with the 4 months HFD group
(p < 0.053). In contrast, the 2 months HFD and the statin treatment group do not differ significanthy
{p= 05). {C) The Perls” Prussian blue stain area [%] within plagues of the experimental growps show
significant differences in the 4 months HFD group compared with the 2 months HFDY group as well
as the statin treatment group (p < 0L05). In contrast, the 2 months HFD group and the statin treatment
group do not differ significantly (p > 0.05; n = 5/ group). ()} The scatter plot indicates a strong
correlation of CD&E macrophage staining in the plaque area and the T2* signal loss area (p < 0.05;
n =5/ group). Symbols: square—control group; triangle—statin treatment group; dircle—2 months
HFD group; diamond—a2 months HFD group.

3.2, Gadofosveset-Enhaniced T1-Weighted MRI

In each group, T1 signal enhancement in the brachiocephalic plaque anca was signifi-
cant after the gadofosveset administration compared with pre-contrast images (p < 0.05;
Figure 3A).

After gadofosveset injecion, MRI signal enhancement was highest in the 4 months
HFD group. The 2 months HFD group showed lower CNR values than both the untreated
4 months HFD group and the statin treatment group, The control group showed the lowest
post-contrast CNR. The post-contrast CNER in the control group differed significantly from
that of the 2 months HFD group (p < 0.05) and 4 months HFD group (p < 0.05). Significant
differences wene also present between the 4 months HFD group and statin treatment group
(p = 0.05). No significant difference was observed between the 2 months HFD and statin
treatment group (p = 0.05).

3.3, T2*-Weight ed MRI for Assessment of Inflammatory Processes

Before ferumony tol administration, the brachiocephalic vessel wall was clearly cir-
cularly shaped in control mice on T2*-weighted sequences (Figure 2). Twenty-four hours
after ferumoncytol injecton, areas of MRI signal loss [%] were present in the vessel wall
in the 2 months HFD, 4 months HFD, and statin treatment groups (Figure 2). In all three
groups, there was a partial loss of the MRI signal in plaque areas in the brachiocephalic
artery. The signal loss area increased with plaque progression. The area of signal loss
was larger in the 4 months HFD group (36.3 £ 11%; p < 0.05) than in the 2 months HFD
group (13.2 £ 3%, p < 0.05) and the statin treatment group (126 £ 2.5%; p < 0.05). No
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significant difference was observed bebween the 2 months HFD and the statin treatment
groups (p = 0.05, Figure 3C).

3.4. Histology and Immunofiuorescence
341 Intraplaque Albumin as Biomarker for Vessel Wall Permeability

The 4 months HFD group demonstrated a significantly (p < 0.05) larger fluorescent
albumirestained area compared to the 2 months HFD group and to the statin treatment
group (p < 0.05, Figure 4A).

By contrast, the 2 months HFD group and the statin treatment group did not differ
significantly from each other (p=> 0.05). The control group showed no plaque development.

3.4.2. CD68 and Perls” Prussian Blue Staining for I'u{acmphage and Iron Owide
Particle Detection

CD68-stained areas as well as Perls” Prussian blue-stained area [%] within plaques
increased significantly (p < 0.05, Figure 4) with HFD) duration. Specifically, the 4 months
HFD group presented the largest CD68 area [%)] in comparison to the 2 months HFD
(p = 0.05) or statin treatment group (p < 0.05) while no significant difference was observed
between the 2 months HFD and statin treatment groups (p > 0L05). Similar nesults were
obtained with Perls’ Prussian blue staining, see Figure 3C. There was a sbong correlation
between T2* signal loss [%] and CD68 staining (v = 91.11x — 0.20, R? = 0.97, Figure 4D).

3.4.3. Influence of Ferumoxytol on Gadofosveset Signal Enhancement

To rule out interference between the two contrast agents used in our experiment, we
investigated the possible effects of ferumoxytol on gadofosveset enhancement in three
mice from each group (1 = 3/ group). The analysis was performed using the Tl-weighted
sequences from day one before ferumoxytol injection and from day two, ie., 24 h after
ferumoxytol administration and after repeated gadofosveset administration. The CNR
values of the Gd-based albumin probe showed a strong correlation between both MEI
sessions (v = 0L8% + 1.57, R* = (.88, Figure 5). There was no significant difference in signal
enhancement (p = 0.05).

18
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Figure 5. Ferumowytol impact on T1-weighted MEI with gadofosveset T1-weighted MREI using
serum albumin contrast agent was performed before and 24 h after iron oxide particle administration
in =3/group). The pronounced correlation of CNE pre- and post-iron oxide particle administration
rules out a negative influence on the serum albumin probe

3.5. Correlation between In Vioo and Ex Vivo Analysis

CMR after administration of the albumin-specific probe and extent of the fluorescent
albumin staining [%] in the plaque area showed strong cormlation (y = 212x + 643,
R =0.78, p < 0.05; e Figure 2B). Moreover, there was a strong correlation between the
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areas of T2* signal loss and plaque areas positive for Perl s’ Prussian blue staining (y = 4.60x
+3.42, R% = 0.83, p < 0.05, see Figure 3D).

3.6. LA-ICP-MS for Analysis of Gadolinium Distribution in the Brachiocephalic Artery
LA-ICP-MS analysis was performed in three mice of the 2 months HFD group (1 = 3).
The vessel wall, specifically the plaque area, showed a clear accumulation of gadolinium
from the serum albumin-specific MR probe whereas the vessel lumen and surrounding
tissue did not show massive gadolinium deposition (Figure 6). Furthermore, a significant
qualitative spatial co-localization of gadolinium with albumin was demonstrated.

Figure 6. LA-ICP-MS analysis of gadolinium distribution in an atherosclerotic plaque. (A) Native
cryosection of the brachiocephalic artery of an ApoE” #_mouse after 2 months of HFD. (B) Serum
albumin-specific immunohistological staining of a serial section. (C) LA-ICP-MS showing gadolinium
distribution across the brachiocephalic wall in a serial section of the same sample and a clear
colocaliaztion of Gd and areas positive for albumin staining (A). The scale displays 100 pm.

4. Discussion

In this study, we examined the feasibility of assessing vessel wall dysfunction by
monitoring deposits of extracellular matrix-associated intraplaque albumin and progressive
inflammation using two different contrast agents in one single MRI session. Simultaneous
use of both contrast agents—ferumoxytol and gadofosveset—seems to be a promising
method to determine vessel wall permeability and inflammatory processes in the context of
progressive atherosclerosis. Furthermore, we studied the response of disease progression
to statin treatment.

Serum albumin has been used as a surrogate marker for endothelial damage (28]
because it is the most abundant plasma protein in atherosclerotic lesions [16). A major
underlying mechanism is the higher permeability of atherosclerotic lesions [23]. In our
study, the amount of intraplaque albumin increased significantly with disease progression
(Figures 3 and 4), and we found similar amounts of albumin in the 2 months HFD group
and statin treatment group. Mice of the 4 months HFD group showed the highest albumin-
specific signal enhancement compared with the 2 months HFD and statin treatment group
(Figure 3A). The results of Phinikaridou and colleagues who investigated vessel wall signal
enhancement in ApoE*-mice with advanced athercsclerosis and pravastatin treatment are
in agreement with our results [8]. Phinikaridou et al. observed a gradually increasing
vessel wall permeability and albumin-induced gadosfosveset-based signal enhancement
with plaque progression and longer HFD duration [8]. The study of Rademakers et al. also
showed albumin influx into the adventitia in aged ApoE*-mice due to a higher density
of leaky plaque-associated microvessels and hyperpermeability in advanced lesions [17].
Plaque-associated neovascularization initially occurs in the adventitia at lesion sites and
close to the elastic lamina in advanced plaques [17]. Londono and colleagues investigated
albumin deposits in human atherosclerotic lesions by using protein-A gold immunocy-
tochemistry [5]. They found albumin deposits at collagen fibers in the ECM of fibrous
plaques, in the periphery of necrotic plaque regions, and associated with elastin microfib-
rils [5]. These results corroborate our investigations because those binding sites correspond
to the plaque-related MRI signal enhancement and histological results in our current study
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(see Figure 2). With regard to previous work our group performed by Adams et al. [19],
our MRI measurements show similar results. Adams and colleagues aimed to assess
the risk of ruptume of abdominal acrtic aneurysms (AAA) caused by increased vascular
permeability in ApoE -mice [19]. In fact, Adams et al. achieved the highest CNR values
after administration of gadofosveset and histologically assessed extraluminal albumin
accumulations in advanced AAA comparned to early-stape AAA or control mice [19]. Dur-
ing atherogenesis, further ECM changes ocour with respect to arterial wall stiffness and
collagen structumes. First, arterial walls become stiff because of collagen T and 1T deposits
and crose-linking-processes as well as elastin fragmentation. Vessel wall dysfuncton is
also associated with greater stiffness [29]. Moreover, collagen contributes to intimal calcifi-
cation and may increase arterial stiffness [30]. During progressive inflammation, collagen
synthesis is increased [31]. Dhee to these ECM changes during progressive atherogenesis,
the increased albumin influx and depositions in the lesion sites may be associated with the
enhanced collagen synthesis and the progressive artedal wall stiffening,

With regard to possible interactions bebween intraplague albumin and ECM, Stephan
etal. used cultured human renal procimal tubular epithelial cells to investigate the influ-
ences of albumin on extracellular components [32]. Stephan and colleagues found that
albumin stimulates the accumulation of ECM proteins by upregulating the levels of Hesue
inhibitors of metalloproteinases (TIMP) 1 and 2, thereby inhibiting the breakdown of ECM
proteins [32]. These findings suggest that further investigation of possible interactions
between albumin and ECM components, which are not yet fully elucidated in the context
of atherosclerosis, might be promising,

Statins have a plasma lipid-lowering function as well as non-lipid lowering transcrip-
Honal influence, especially anti-inflammatory effects during atherogenesis and also on
endothelial cells [33]. Statins suppress the expression of endothelial adhesion molecules
and cytokines and reduce macrophage infiltration in the early stages of atheroma [33].
These effects explain our finding that the statin treatment group had lower amounts of
albumin and macrophages in the plaque compared to the untreated 4 months HFD group.
We observed a significant correlation between albumin-specific immunchistochemistry
and MRI signal enhancement (Figure 3B). The CNR post-gadofosveset injection was signifi-
cantly higher in our experimental groups compared to the control group. Approximately
33% of albumin is present in the vascular system whereas ca. 7% can be found in the
extravascular area [25]. It has also been shown, that 60% of gadofosveset binds to albumin
whemas 40% remains as an unbound fraction when incubated with murine plasma [25]. In
fact, gadofosveset could have bound to albumin intra- and extravascularly because of leaky
neovessels and endothelial injuries [25]. That given, the signal amplification is significantly
higher in the 2 months HFD, 4 months HFD, and statin treatment groups than in the control
group. Nevertheless, the control group that consisted of C57BL/6]-mice fed a standard
lab diet showed some signal enhancement although no plaque formation is detectable.
Here, the vessel wall of the brachiocephalic artery seemed to be intact, so gadofosveset
could have bound to circulating albumin in the blood stream. Moreover, in healthy vessels,
albumin molkecules are partly bound within the glycocalyx to the endothelial surface [9]
leading to little gadofosveset deposition at the endothelial surface. Between the 4 months
HFID, 2 months HFD, and statin treatment group we observed significantly different post-
gadofosveset signal enhancement with progressive atherosclercsis. Notably, the 2 months
HFD group showed less signal amplification than the 4 months HFD group and the statin
treatment group (Figume 34 ). The duration of the experimental treatment, especially HFD
duration [B], may play a role in continuous albumin probe diffusion into the vessel wall.

Ferumoxytol is commonly used for vascular MRI of the carotid arberies in patients with
atheroma [34]. USPIOs are taken up by macrophages that mediate inflammatory processes
in atherogenesis [34]. Our results show the highest ferumoxytol uptake in the 4 months
HFD group compared to the 2 months HFD or statin treatment group (see Figure 3). These
findings suggest that, with plaque progression, more iron oxide particles accumulate in the
plaque area and more macrophages are detectable. Our findings cornespond reasonably
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well to the clinical study of Smits et al., who demonstrated the feasibility of using feru-
mowytol inan USPIO-enhanced MBI of the carotid arterial wall in patients with carotid
stenosis [35] It has been shown that ferumoxytol is selectively taken up in plaques 72 h
after injeciion but not in healthy vessel walls [35]. This observation may be attributable
to keaky vessel wall endothelium and neovessels within the plagues [35]. Ferumoxytol
is sensitive to inflammatory processes in atherosclerosis by entering endothelial leakage
areas, in particular plague sites. Additonally, active inflammation increases the risk of
plaque rupture, which in turn can cause myocardial infarction or other cardiovascular
events [35]. Dhe to the prolonged R2* relaxation rate [35], T2*weighted MR imaging
is a powerful method to detect inflammatory processes by visualizing areas of USPIO
accumulation [36]. As a biomarker for inflammatory cells such as macrophages, CD68
is also capable of detecting foam cells originating from smooth muscle cells (SMCs) [37].
These cholesterobloaded SMCs have a macrophage-like phenotype with partially similar
functions, as demonstrated in the study of Rong et al. [37]. Therefore, CDE8 may detect not
only macrophages but also other inflammatory cells with similar phenotype and function,
such as cholesterol-loaded SMCs. In general, multiple cell types including VSMCs, immune
cells, and endothelial cells seem to be involved in atherosclerotic inflammation [38). While
Rademakers et al. demonstrated an increase in adventital inflammation, mostly driven
by macrophages in advanced plaques [17,39], Sorokin et al. [35] found VSMCs to play a
key roke in inflammation due to their plasticity. Environmental changes (e.g,, shear stress,
hy perlipidemia, and lipid accumulation) are sensed by VSMCs leading to phenotypic and
functienal modification [38]. In fact, these new cell features are associated with atheroscle-
rotic hallmarks and lead to the release of several pro-inflammatory oy tokines which in tum
influence the progression of atherosclerosis [35,40]. With regard to pravastatin treatment,
the study of Chen et al. supports our current findings [41]. Chen et al. report that pravas-
tatin reduces macrophages accumulations in lesion aneas in 22-week-old ApoE-—mice [41].
Finally, our findings also suggest that ferumoxytol does not seem to impair the efficacy of
the serum albumin-specific MR probe. In conclusion, a molecular multi-target MEI proved
to be a feasible method to assess vessel wall dysfunction as well as plaque burden and
inflammatory processes in a murine model of progressive atheroscherosis, The investigation
of extracellular matrix-associated intraplaque albumin and proinflammatory macrophages
as atherosclerotic biomarkers might allow better prediction of the risk of plague rupture
and can be used to detect treatment effects.

4.1. Limitations

This study has several limitations. First, the use of ferumocytol was off-label. It is
clinically used as a therapeutic iron supplement, espedially in patients with chronic kidney
disease [42]. Moneover, imaging with two MRI probes remains to be investigated further
before its potential use in humans. Up to now, only a few murine studies have investigated
the combined use of two MRI probes in one imaging session [19,20].

4.2 Translational Study Design

First, the MRI device and the MRI coil we used were standand clinical devices for
patients. Gadofosveset is already a standard clinical MRI contrast agent. Ferumowy tol is
a clinically approved parenteral drug for iron substitution and was used hene as an MRI
contrast agent under off-label conditions. Both agents were used at clinical doses.

5. Conclusions

A gingle invivo molecular MRI session implementing a dual-probe application was
shown to be a feasible method to assess vessel wall dysfunction by detecting matrix-
associated albumin deposits, ag well as plague burden and inflammatory processes in
mice suffering from progressive atherosclerosis. Further investigation of albumin and
macrophages as atherosclerotic biomarkers might allow better estimation of the risk for
plagque rupture and assesement of treatment responses,
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AAA abdominal aortic aneurysm

ApoE? apolipoprotein E-deficient

MR contrast-to-noise-ratio

ECM extracellular matrix

Evis Elastica-van-Gieson

FELASA Federation of Laboratory Animal Science Associations
FEM Forschungeeinrichtung fiir experimentelle Medizin
FDA Food and Drug Administration

FOW field of view

Cd Gadolinium

HE- hematoeylin and eosin

HF high fat diet

LA-ICP-MS  laser coupled mass spectrometry

LDL low-density lipoprotein

MI myocardial infarction

MIP maximum intensity projection

MR magnetic resonance

MEI magnetic lesonance imaging

Che-1LDL oxidized low-density lipoproteins

ROL megion of interest

SMCs smooth muscle cell

TE echo time

TI inversions time

TIMP tissue inhibitor of metalloproteinase
TOF time of flight

TR Eepetitions time

USPIC ultrasmall superparamagnetic iron oxide
VaCM vascular smooth muscle cell

an three-dimensional

eln) two-dimensional
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