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S. Einleitung

Krankheiten des Kreislaufsystems sind fiir knapp 40% der Todesfille in Deutschland verantwortlich'.
Laut Weltgesundheitsorganisation (WHO) sind Komplikationen kardiovaskuldrer Erkrankungen die
hiufigste Todesursache weltweit’. Zur Entwicklung dieser Krankheiten wie z.B. Myokardinfarkt und
peripherer arterieller Verschlusskrankheit trdgt entscheidend die Atherosklerose bei. Die
Atherosklerose ist eine Erkrankung der arteriellen GefiBwand mit Wandverdickung durch u.a.
lipidreiches und entziindliches Gewebe oder Verkalkungen. Durch eine Endothelschidigung und
Ablagerungen von Cholesterin kommt es zu einer Invasion und Akkumulation von Makrophagen. Es
folgt eine Einwanderung und Proliferation von Entziindungszellen in der GefdaBwand. Im Laufe der
Erkrankung kommt es zur Formation atheromatds fibrotisch-fettiger Plaques. Solche Verdnderungen
werden zumeist von einer diinnen fibrotischen Kappe iiberzogen. Diese sogenannten ,,vulnerablen
Plaques* konnen aufbrechen und fiir einen lokalen Verschluss oder fiir ein thromboembolisches
Ereignis im Stromgebiet des Gefdfles sorgen. Daraus kann ein Herzinfarkt oder Schlaganfall
resultieren’.

Ein kardiovaskuldres Ereignis mit oder ohne Todesfolge kann ohne frithzeitige Warnsymptome
auftreten®. Die heutige medizinische Herausforderung besteht nicht nur in der Behandlung akuter und
chronischer kardiovaskuldrer Erkrankungen, sondern v.a. auch in der Fritherkennung von Patienten
mit erhohtem Erkrankungsrisiko um diese einer entsprechenden Therapie zu zufiihren.

Bildgebende Verfahren untersuchen meist den Lumendiameter um atherosklerotische Veranderungen
zu beurteilen. Eine sichere Aussage iiber die Vulnerabilitit eines Plaques allein anhand des
Stenosegrades ist allerdings nicht moglich. Die atherosklerotische GefdaBwand muss hierzu genauer
untersucht werden. Die American Heart Association (AHA) hat fiinf Haupt- und fiinf Nebenkriterien
zur Diagnose vulnerabler Plaques definiert: diinne fibrése Kappe mit nekrotischem Kern, aktive
Entziindungsreaktion, Plaquefissur, Stenosegrad iiber 90%, Erosion des Endothels, endotheliale
Dysfunktion, verkalkte in das Lumen protrudierende Knoten (Calcified Nodules), Einblutungen,
angioskopisch glinzende, gelbe Plaques und expansives Remodeling’. Folglich sind neben den bisher
nachweisbaren Parametern also auch der Aufbau und die Bestandteile des Plaques entscheidend®.
Heute konnen atherosklerotische Plaques mit unterschiedlichen Techniken wie beispielsweise dem
intravaskuldrem Ultraschall (IVUS)’, der konventionellen Angiographie, der Computertomographie
(CT), der Magnetresonanztomographie (MRT) oder der optischen Kohirenztomographie (OCT)

8910 jedes dieser Verfahren weist unterschiedliche Limitationen auf.

dargestellt und untersucht werden
Hierbei sind insbesondere die Invasivitit, die rdumliche Auflésung und das Kontrastverhalten zu
nennen''. Mittels Sonographie und Computertomographie ist es schwierig, fibrose und lipidreiche
Gefillwandverdnderungen sicher zu differenzieren. Die hochauflésende MRT ist hingegen im Stande
zwischen diesen GefaBveranderungen zu unterscheiden, kann aber bisher nur an groBen Gefdflen wie

beispielsweise den Karotiden oder der Aorta angewendet werden. Limitationen der MRT sind dartiber

8



hinaus die lange Untersuchungsdauer und das Ausscheiden ganzer Patientengruppen z.B. aufgrund
von Metallimplantaten oder Herzschrittmachern. Mit Hilfe des IVUS und der OCT kann eine
hochauflosende und kontrastreiche Plaquedarstellung in Koronararterien erzeugt werden, allerdings
sind beide Untersuchungsmethoden invasiv. Ein geeignetes bildgebendes Verfahren wére demnach

nicht invasiv, hétte ein optimiertes Kontrastverhalten und konnte alle Gefal3territorien abbilden.

Hier kommt ein aussichtsreiches und neuartiges Verfahren ins Spiel, die rdntgenbasierte
Phasenkontrast-Computertomographie (PCCT). Der Kontrast im Bild wird dabei nicht durch die
Abschwichung der Rontgenstrahlen erzeugt, sondern durch deren Brechung und Phasenverschiebung.
Die Brechung der Rontgenstrahlung ist dabei im Unterschied zur Absorptions-Bildgebung nicht von
der Massendichte, sondern vielmehr von der Elektronendichte des untersuchten Korpers abhingig.

Dieser Umstand ermdglicht einen besseren Weichteilkontrast'>"?

, wodurch Strukturen mit gleichem
Absorptionskoeffizienten besser voneinander zu differenzieren sind'*"”.

Die meisten bisherigen Phasenkontrastverfahren setzen brillante, d.h. monochromatische, parallele
Rontgenstrahlung ein, wie sie beispielsweise mittels Synchrotron-Strahlungsquellen erzeugt werden
kann. In der Vergangenheit konnten verschiedene Untersuchungen bestdtigen, dass mit der
Phasenkontrastbildgebung unter Verwendung von Synchrotron-Strahlungsquellen Weichteilstrukturen
detektiert werden konnen'®'”'*1*%°_Solche Synchrotroneinrichtungen sind nur begrenzt verfiigbar und
eine klinisch-medizinische Anwendung ist somit nur eingeschrinkt moglich®.

Ein von der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. F. Pfeiffer der TU Miinchen entwickeltes Verfahren konnte
diese Limitierung auftheben. Das Verfahren basiert auf der Anwendung von optischen
Transmissionsrastern und ermdoglicht die Verwendung von konventionellen Rontgenrohren. Es wird
gitterbasierte Phasenkontrast-Computertomographie (gb-PCCT) genannt®. Somit kann erstmals die
oben beschriebene rontgenstrahlbasierte Phasenkontrastbildgebung préklinisch und experimentell
eingesetzt werden. Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass mit diesem Verfahren
atherosklerotische GefdaBverdnderungen mit einer Auflosung von 10-20 pm dargestellt werden
konnen™.

Zusammengefasst besteht bei dieser Messmethode der Versuchsaufbau aus einer Rontgenquelle,
einem Rontgenstrahldetektor und drei Gittern®*; das sogenannte Quellgitter, das Phasengitter und das
Analysegitter. Das Quellgitter erzeugt zunédchst eine partielle Kohédrenz der durchtretenden Strahlung,
wodurch es die initial inkohdrente Strahlung der konventionellen Rontgenquelle nutzbar macht. Nun
durchdringt die Strahlung die zu messende Materie. Das zweite Gitter befindet sich direkt dahinter und
erzeugt ein Interferenzmuster, welches Riickschliisse auf die zu untersuchende Materie zuldsst. Um die
Informationen aus dem Interferenzmuster messbar zu machen kommt das dritte sogenannte

Analysegitter zum Einsatz. Ein Detektor zeichnet diese Information als Strahlungsintensititen auf*>*,



In ersten experimentellen Studien konnte bereits das Potential des genannten Messverfahrens an
Karotiden  evaluiert werden. Ein  experimenteller — Vergleich mit Messungen an
Synchrotroneinrichtungen konnte die Gleichwertigkeit beziiglich der Darstellung, Quantifizierung und

Charakterisierung von atherosklerotischen Plaques und deren Komponenten nachweisen®”**.

Ziel der vorgelegten Arbeit ist es, atherosklerotische Plaques von humanen Koronararterien erstmals
mittels gitterbasierter Phasenkontrastbildgebung zu charakterisieren und die Ergebnisse mit der
Histopathologie sowie mit klinisch etablierten Verfahren wie der OCT zu vergleichen.

Hierzu entstanden die folgenden Originalarbeiten.

6.1 Klassifikation atherosklerotischer Plaques in humanen Koronararterien

mittels gitterbasierter Phasenkontrast-Computertomographie

Die Originalarbeit mit dem Titel ,,X-ray phase-contrast computed tomography of human coronary
arteries untersucht die gitterbasierte Phasenkontrastbildgebung unter Verwendung einer
konventionellen Rontgenrdhre in einer ex vivo Versuchsanordnung bzgl. des Potentials zur Detektion,
Differenzierung, Charakterisierung und Quantifizierung atherosklerotischer Plaque in humanen
Koronararterien. Die Histopathologie diente als Referenzstandard. Es wurden insgesamt 15
menschliche Koronararterien von fiinf Herzen bzw. Patienten post mortem untersucht. Nach
entsprechender Vorbereitung standen 386 GefdBabschnitte der Studie zur Verfiigung. Die Analysen
bestdtigten, dass mittels gitterbasierter Phasenkontrastbildgebung verschiedene atherosklerotische
Plaquekomponenten wie fibrotisches, lipidreiches und kalzifiziertes Gewebe zuverldssig detektiert und
differenziert werden konnen. Insbesondere konnte in dieser Publikation nachgewiesen werden, dass
mit Hilfe der gitterbasierten Phasenkontrastbildgebung deutlich und statistisch signifikant besser
zwischen den sogenannten ,,weichen* Plaquekomponenten wie Fett oder Fibrose differenziert werden
konnte als mit absorptions-basierter Computertomographie. Die Analyse dieser ,,weichen* Plaques
anhand der ROC-Kurve (Grenzwertoptimierungskurve) demonstrierte fiir gb-PCCT eine AUC von
0.86 vs. 0.77 fiir absorptions-basierter Computertomographie (p<0.05). Die gb-PCCT zeigte eine
Sensitivitdt, Spezifitit, NPV und PPV von jeweils >89%. Zudem wurde deutlich, dass mit der
gitterbasierten Phasenkontrastbildgebung die Quantifizierung von Lumen-, Gefd3- und Plaquefléche
im Vergleich zu der Histopathologie mit hoher Genauigkeit mdglich ist (Pearsons R jeweils >0.86).

Zusammenfassend ermdglicht die gitterbasierte  Phasenkontrastbildgebung eine  bessere
Differenzierung atherosklerotischer Plaques als die absorptionsbasierte CT. Dariiberhinaus erlaubt sie
eine exakte Quantifizierung von koronaren atherosklerotischen Plaques und kénnte somit als additives

Verfahren zur Plaquecharakterisierung ex vivo Verwendung finden.
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6.2 Ex vivo Charakterisierung koronarer atherosklerotischer Plaque
mittels gitterbasierter Phasenkontrast Computertomographie: Korrelation

mit der optischen Koharenztomographie

In einer weiteren Originalarbeit mit dem Titel ,,Ex Vivo Assessment of Coronary Atherosclerotic
Plaque by Grating-Based Phase-Contrast Computed Tomography: Correlation With Optical
Coherence Tomography* wurde die Phasenkontrastbildgebung mit der OCT beziiglich ihres Potentials
zur Plaquequantifzierung und -charakterisierung verglichen. Die OCT gilt aktuell als
Referenzmethode fiir die in vivo Plaquecharakterisierung. Erneut lag dieser Analyse die
Histopathologie als Referenzstandard zugrunde. Hierbei wies die gb-PCCT eine hohere diagnostische
Genauigkeit als die OCT fiir die Detektion und Differenzierung von relevanten atherosklerotischen
Plaquekomponenten auf. Hierzu zéhlen fettreiche, kalzifizierte und fibrose Bestandteile. Auch ergab
sich eine hohere Korrelation zwischen der gb-PCCT und der Histopathologie als zwischen der OCT
und der Histopathologie. Weiterfilhrende Bland-Altman Analysen zeigten, verglichen zur
Histopathologie eine geringere Streuung der Messwerte fiir gb-PCCT als fiir OCT.

Die Bland-Altman Analysen konnten aufzeigen, dass die gb-PCCT im Vergleich zur OCT Lumen-
und PlaquegrdBe genauer darstellen bzw. messen konnte. Fiir den GefiBumfang konnte dieser
Umstand nicht bestétigt werden. Es konnte kein absoluter Vorteil fiir alle Messungen an Lumen-
Plaque- und GefiBumfang fiir gb-PCCT im Vergleich zu OCT Messungen bestitigt werden. Dieser
Umstand kann durch verschiedene Einfliisse und Verdnderungen (Schrumpfen der Gefille,
Temperaturunterschiede, Transport), welche die GefdBBe und —abschnitte wahrend der Aufarbeitung im
Studienverlauf erfahren, erkldrt werden. Zusammenfassend konnte also nachgewiesen werden, dass
die Phasenkontrastbildgebung im Vergleich zur OCT und der Histopathologie atherosklerotische
Plaques ex vivo mit hoher Genauigkeit detektieren, charakterisieren und quantifizieren kann®. Vor
einer moglichen in vivo Anwendung der gb-PCCT sind aber noch weitere technische Entwicklungen

und umfangreiche Studien notwendig®'~>*.
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7. Eigenanteil an der Arbeit

Bei beiden der genannten Originalarbeiten setzte sich der Beitrag an der Arbeit neben der Planung der
Studie, der Durchfiihrung der Messungen, der Datenauswertung sowie Verfassen des
wissenschaftlichen Textes wie folgt zusammen: Im Rahmen der Vorbereitung und Erhebung der
Daten der experimentellen Arbeit wurden bei fiinf humanen Herzen die Koronararterien prapariert und
zugeschnitten. Zundchst wurden an den frischen Préparaten die OCT Messungen im Deutschen
Herzzentrum Miinchen mit einem ,JLUMIEN PCI Optimization System* (St. Jude Medical Inc., St
Paul, MN) realisiert. Nachdem die Gefdfle in Formalin eingelegt wurden, wurden im Department fiir
Biophysik der Technischen Universitit Miinchen (Prof. Dr. F. Pfeiffer) die Messungen der
Koronararterien an dem Aufbau des gitterbasierten Phasenkontrast-Computertomographen
durchgefiihrt. In der anatomischen Anstalt der Ludwigs-Maximilians-Universitit Miinchen wurden
histopathologische Schnitte angefertigt und zur Digitalisierung entsprechend vorbereitet. Die
Digitalisierung wurde mittels eines hochauflosenden CarlZeiss Scanners (AVT Stingray F-146 Fire
Wire CCD, pixel resolution 0,23 um; Carl Zeiss, Jena, Deutschland) fertiggestellt. Im nédchsten Schritt
wurden die histopathologischen Gefélschnitte der Koronarien mit den Daten des Phasenkontrast-
Computertomographen (absorptions- und phasenkontrast-basierte Messungen) korreliert. Die Analyse
der verschiedenen qualitativen Plaquecharakteristika wie Kalk, Fibrose, fetthaltige oder eingeblutete
Strukturen wurden sowohl an Phasenkontrastdaten, OCT-Datensdtzen als auch an histopathologischen
Schnitten durchgefiihrt. Dariiberhinaus wurden quantitative Daten wie zum Beispiel Lumenflédche,
Gefdflumfang und Plaquefliche an allen genannten Schnitten vermessen und miteinander verglichen.
Fiir die oben genannten Originalarbeiten wurden mehrere hundert GeféBschnitte analysiert. Im
weiteren Verlauf wurde die statistische Auswertung mittels Microsoft ,,Excel und ,,Statistical
Package for the Sciences™ (SPSS) durchgefiihrt. Die oben genannten Tétigkeiten wurden
eigenverantwortlich vom Doktoranden durchgefiihrt, wobei dieser regelmadfigen Kontakt
(arbeitstiglich telefonisch oder per E-mail, zudem alle 2-4 Wochen Meetings der gesamten
Arbeitsgruppe) zu dem promovierten Mitarbeiter sowie dem Doktorvater hatte. Dariiberhinaus
unterstiitzten die anderen Koautoren den Doktoranden bei der Datenerhebung, bei speziellen Fragen
oder der Uberarbeitung des Manuskriptes.

Die oben genannten Originalarbeiten und Publikationen, wobei die zweite als Erstautor publiziert

werden konnte, sind das Ergebnis dieser eigenverantwortlichen Arbeit.
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8. Zusammenfassung

Die vorliegende kumulative Arbeit besteht aus zwei Publikationen. Beide befassen sich sich mit der
Analyse und Klassifizierung atherosklerotischer Plaques mittels gitterbasierter Phasenkontrast-
Computertomographie (gb-PCCT). Das gemeinsame Ziel der genannten Arbeiten bestand darin, das
Potential der rontgenbasierten Phasenkontrast-Bildgebung zur Identifizierung, Differenzierung und
Quantifizierung von atherosklerotischen Plaque in HerzkranzgefdBen ex vivo zu untersuchen und die
Ergebnisse mit der OCT und der Histologie zu vergleichen, den aktuellen in vivo und ex vivo
Referenzstandards in der Plaquecharakterisierung. Die gb-PCCT ist eine relativ neue Rontgen-basierte
Methode. Hierbei besteht der Messaufbau aus einer konventionellen Rontgenréhre, dem sogenannten
Talbot Interferometer und einem Detektor. Bei diesem Verfahren entsteht der Gewebekontrast durch
Brechung und Beugung von Rontgenstrahlung. Das Ausmal} der Brechung von Rontgenstrahlung ist
wiederum abhingig von der Elektronendichte der Materie, welche die Rontgenstrahlen durchlaufen.
Der wesentliche Vorteil der Methode liegt in einem oft deutlich besseren Gewebekontrast im Verglich
zu den absorptionsbasierenden Rontgenverfahren, insbesondere bei Geweben mit nur geringer
Absorption wie beispielsweise biologischem Weichgewebe. Die im Rahmen der Studie akquirierten
gb-PCCT Daten wurden mit den Messungen der optischen Kohdrenztomographie und der
Histopathologie verglichen. Auf vorangegangenen Arbeiten aufbauend konnte in der ersten Arbeit
gezeigt werden, dass die gb-PCCT im Vergleich zum Goldstandard (Histologie) weiche Komponenten
atherosklerotischer Plaques, wie ein lipidreicher Kern, eine fibrotische Kappe oder Kalzifizierungen
mithilfe von quantitativen Hounsfieldeinheiten mit hoher Genauigkeit unterscheiden kann.
Dariiberhinaus konnte in der zweiten Arbeit fiir gb-PCCT im Vergleich zur OCT eine hohe
Genauigkeit zur Detektion und Quantifizierung von atherosklerotischen Plaque und deren
Komponenten nachgewiesen werden. Es konnte also in den beiden experimentellen Arbeiten gezeigt
werden, dass die gb-PCCT atherosklerotische Plaque identifizieren und charakterisieren kann. Damit
konnte die gb-PCCT eine interessante Bildgebung fiir ex vivo Studien iiber atherosklerotische Plaques
darstellen und die bekannten Referenzstandards fiir die Plaquecharakterisierung ergédnzen. Bei der
Verwendung von der gb-PCCT bleiben die Gewebeproben in ihrer Ganzheit bestehen. Dies ist ein
Vorteil im Vergleich zur destruktiven histologischen Aufarbeitung von Gewebeproben. AuBerdem
kénnen aus dem gb-PCCT Datensatz dreidimensionale Rekonstruktionen erstellt werden. Zur Zeit
wird die Verwendung und Verbreitung der gb-PCCT, insbesondere fiir die in vivo Anwendung, noch
durch einige technische Limitationen wie die zeitaufwéndige Bildakquise und die hohe Strahlendosis
limitiert*. Technische Optimierungen und eine Weiterentwicklung des Messverfahrens sind notig um
unsere Ergebnisse in weiteren Studien zu bestdtigen. Vielversprechend ist in dieser Hinsicht die
Entwicklung eines Phasenkontrast Mikro-CT-Kleintier Scanners, an dem die Ergebnisse unserer
Arbeiten zukliinftig repliziert werden miissten, sowie weitere Studien um unsere Ergebnisse zu

bestétigen und weiterzuentwickeln.
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9. Summary

The present work consists of two publications. Both analyze and classify atherosclerotic plaques in
coronary arteries using grating-based phase contrast computed tomography (gb-PCCT). The combined
goal was to evaluate the potential of gb-PCCT to identify, differentiate and quantify atherosclerotic
plaque components in coronary arteries ex vivo. The results have been compared to established
reference standards for plaque characterization, such as optical coherence tomography and
histopathology.

Gb-PCCT is a relatively novel X-ray based imaging method. The experimental set up consisted of a
conventional X-ray tube, the Talbot interferometer and the detector. Gb-PCCT uses the phase shift of
X-rays as opposed to X-ray absorption used for conventional X-ray techniques to produce contrast in
the image. The degree of the phase shift is dependent on the electron density of the examined
substance. In comparison to absorption-based methods the advantage of this modality is a superior
soft tissue contrast, especially in soft tissue of low absorption such as biological soft tissue.

The acquired gb-PCCT data was compared with optical coherence tomography and histopathology.
Based on earlier studies the first publication showed a good accuracy for gb-PCCT in comparison to
the Goldstandard (histology) to differentiate multiple components of atherosclerotic plaques, such as
lipid tissue, fibrous cap or calcified tissue. The second publication could show a high accuracy of gb-
PCCT in comparison to OCT for the differentiation and quantification of atherosclerotic plaque and its
components. Both publications could show that gb-PCCT is able to identify and characterize
atherosclerotic plaque and its components.

With regard to these results gb-PCCT could be an interesting imaging modality for ex vivo studies on
atherosclerotic plaques. Gb-PPCT could be used as a complementary imaging method to
histopathology and optical coherence tomography. In contrary to histopathology the specimen does
not have to be destroyed for imaging and could be used for further experiments. An additional benefit
is the ability to produce and reconstruct a three-dimensional model of the vessel.

By now, usage of gb-PCCT is still limited by some technical restrictions, including the relatively long
imaging process as well as the high radiation dose. Further studies are required to examine and
investigate the feasibility of a wider clinical usage of grating based phase contrast computed
tomography. One promising next step towards such a broader application of this technique is the
development of a phase contrast micro-scanner for an in vivo application in animals as well as further

experiments to confirm and expand our current findings.
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10.Veroffentlichungen

10.1 X-ray Phase-Contrast Computed Tomography of Human

Coronary Arteries
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10.2 Ex Vivo Assessment of Coronary Atherosclerotic Plaque by
Grating-Based Phase-Contrast Computed Tomography: Correlation
With Optical Coherence Tomography
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