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Super-resolution ultrasound imaging (SRUS) is a branch of ultra-
sound techniques aiming to image and quantify the vasculature
beyond the diffraction limit [1]. Going beyond the diffraction limit
of conventional ultrasound entails the possibility of imaging the
microvasculature, namely arterioles, venules, and maybe even
the smallest vessels in the body: the capillaries. In one of the
main SRUS techniques, also called ultrasound localization micro-
scopy, isolated microbubbles from ultrasound contrast agents
are used to acquire data for SRUS image formation. Super-resolu-
tion ultrasound imaging using isolated microbubbles was inspired
by one of the Nobel prize-winning approaches for super-resolu-
tion microscopy [2]. In one of these approaches, the ability to
turn the fluorescence of single molecules on and off was used.
By capturing numerous images of the same object, each image
with a different group of molecules fluorescently turned on and
superposing the resultant image stack, a super-resolved micro-
scopy image, i. e., an image showing structures below the diffrac-
tion limit of light, could be created. Likewise, the SRUS images are
created by superposing thousands of successive ultrasound ima-
ges of isolated microbubbles as they move through the vascula-
ture. More specifically, the SRUS images are created using a series
of post-processing steps. After scanning the organ or tissue of in-
terest, the sparsely distributed intravascular microbubbles must
be detected. Detection can be done with, e.g., contrast-enhanc-
ing sequences, such as pulse inversion or amplitude modulation,
or with singular value decomposition (SVD) techniques [3]. Next,
the single microbubbles are isolated and localized [4]. The preci-
sion of this localization is a critical step in obtaining super-resolu-

tion [5]. Instead of merely superposing each of the microbubble
localizations, as done in super-resolution microscopy, the move-
ments of the microbubbles as they follow the bloodstream be-
tween frames are used to create trajectories that can reveal mi-
crobubble velocity and direction [6-10]. Lastly, another essential
difference between super-resolved microscopy and ultrasound is
motion. In order to localize the microbubbles precisely, it is neces-
sary to compensate for the motion that stems from, e. g., breath-
ing and heart beating during scanning [11, 12].

The resulting trajectory-based images, created from localizing
and tracking the isolated microbubbles, are used to reveal phys-
iological or pathological changes in the vasculature. The majority
of studies that have been published are preclinical studies, many
of which have investigated technical feasibilities and develop-
ments. As microvascular disease can occur anywhere in the body,
SRUS has been applied to various anatomical structures, from the
eyes to the heart to the prostate [13-15]. However, the largest
areas of interest have been the vasculature of the brain, the kid-
neys, and malignant tumors. In the brain, SRUS has been used to
evaluate age-related vascular alterations, which revealed that mi-
crobubble velocities were slower and vessels more tortuous in old
mouse brains compared with younger ones [16]. It has also been
used to measure cerebral arterial pulsatility in mice to improve
our understanding of the effects of increased pulse pressure on
the brain’s microvasculature [17]. As a last example, SRUS has
been acquired through an intact human skull at the temporal
acoustic window [18], demonstrating cerebrovascular hemody-
namics, including turbulent flow in an aneurism and chaotic flow
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in collateral arteries in a person with Moya Moya-like disease. As
for the kidneys, a number of studies have demonstrated renal vas-
cular changes related to disease. For example, unlike sham-oper-
ated mice, mice with unilateral ischemia-reperfusion-induced
chronic kidney disease had decreased vascular density and in-
creased tortuosity in the renal cortex [19]. In another study, a va-
sodilator-induced decrease in microbubble velocity was found in
the cortex and the deeper-lying medulla of rat kidneys [20], and
lastly, increased microbubble velocity was found in the cortical ra-
dial arteries of hypertensive rats [21]. The cortical vessels of a hu-
man kidney have also been visualized with SRUS [22]. In that
study, the various human organs and lesions were imaged, includ-
ing the liver in a healthy state and during liver failure, a pancreatic
tumor, and a breast tumor. As for cancer, a higher number of
studies have investigated the vasculature of tumors, including
using different vascular parameters to distinguish malignant tu-
mors with different vascular phenotypes from each other [23] or
to distinguish tumor vessels from healthy ones [24]. Additionally,
the effect of treatment on the tumor vessels has been investiga-
ted as an early marker for treatment response [25]. Besides pri-
mary tumor vasculature, a recently published study investigated
whether lymph nodes with metastasis could be distinguished
from reactive ones using SRUS in humans [26]. The study showed
that metastatic lymph nodes had a more irregular blood flow,
measured as the variance in flow direction in a given area, com-
pared with the reactive lymph nodes.

The studies mentioned above comprise only a small selection
of the many studies that have been published with SRUS since
the first journal papers with in vivo studies were published in
2015 [6, 7]. The technique is promising, but there are some major
challenges to solve before SRUS can be implemented clinically
[27]. Firstly, time is an important issue. In order to acquire a suffi-
cient number of image frames that allow us to localize enough mi-
crobubbles to get a reliable and sufficient representation of the
vasculature, each scan session will inevitably last from several sec-
onds to minutes, depending on the area of interest, equipment,
and scan technique [28]. Time is a challenge because the micro-
scopic vascular structures move during the long acquisitions,
especially in larger animals and humans. Several groups have
been and are still working on ways to make scan time faster, in-
cluding imaging overlying microbubbles [8], scanning without
contrast agents [29], or using deep learning [30]. Basing vascular
evaluations on microbubble trajectories is also uncertain, as the
number of microbubbles can vary substantially between scans,
naturally affecting the estimated parameters such as vessel densi-
ty [31]. Another big hurdle is imaging detailed and complex vas-
cular structures in 2 D. Not only is out-of-plane motion a challenge
as it cannot be compensated for, but all the vessels that naturally
wind and twine in the elevational direction of the ultrasound
beam should be considered in the acquisition and interpretation
of SRUS [32]. The out-of-plane-vessels are projected into 2D in
the SRUS images, which may result in underestimated velocities
and incorrect estimations of vascular parameters such as tortuos-
ity. Introduction of 3 D SRUS may alleviate some of these challen-
ges [33, 34]. Lastly, SRUS allows imaging of very small blood ves-
sels but not necessary at the capillary level nor even at the
arterioler/venular level, depending for example on the vascular

density and complexity. Therefore, defining the level of the vascu-
lature that is possible to image and how to improve it is another
important challenge.

Conclusively, with continuous improvements in scanning
equipment and optimized processing algorithms, the next natural
question is where and how SRUS will have a clinical impact. Re-
search-wise, there are many unanswered questions to pursue.
However, in the clinic, it will be interesting to see where SRUS
can make a difference: In the person with diabetes whose renal
vasculature is starting to get affected by the disease and early
treatment initiation is critical, or in the crucial early evaluation of
advanced cancer treatment effect as an add-on to the normally-
used RESIST criteria?

Mikrovaskulare Bildgebung mittels
Superresolution-Ultraschall

Der Superresolution-Ultraschall (SRUS) ist eine spezielle sono-
grafische Technik, die darauf abzielt, das GefdRsystem (iber die
Beugungsgrenze hinaus abzubilden und zu quantifizieren [1].
Das Uberschreiten der Beugungsgrenze des konventionellen Ul-
traschalls bietet die Moglichkeit, die Mikrovaskulatur abzubilden,
d.h. Arteriolen, Venolen und vielleicht sogar die allerkleinsten
GefdRe des Korpers: die Kapillaren. Bei einer der wichtigsten
SRUS-Techniken, der Ultraschall-Lokalisierungsmikroskopie, wer-
den isolierte Mikrobldschen aus Ultraschallkontrastmitteln ver-
wendet, um Daten fir die SRUS-Bilderzeugung zu gewinnen.
Die Superresolution-Ultraschall-Bildgebung mit isolierten Mikro-
blaschen wurde durch Ansitze aus der superauflésenden
Mikroskopie inspiriert, die mit dem Nobelpreis ausgezeichnet
wurde [2].

Bei einem dieser Ansdtze wurde die Fahigkeit genutzt, die
Fluoreszenz einzelner Molekiile an- und auszuschalten. Durch die
Aufnahme zahlreicher Bilder desselben Objekts, wobei in jedem
Bild eine andere Gruppe von Molekiilen fluoreszierend eingeschal-
tet wurde, und durch die Uberlagerung des resultierenden Bild-
stapels konnte ein superaufgeldstes Mikroskopie-Bild erstellt wer-
den, d. h. ein Bild, das Strukturen unterhalb der Beugungsgrenze
des Lichts zeigt. Ebenso werden die SRUS-Bilder erzeugt, indem
man Tausende aufeinanderfolgende Ultraschallbilder von isolier-
ten Mikrobldschen Gberlagert, wédhrend sich diese durch das Ge-
faBsystem bewegen. Genau genommen werden die SRUS-Bilder
in einer Reihe von Nachbearbeitungsschritten erzeugt. Nach dem
Scannen des zu untersuchenden Organs oder Gewebes miissen
die spérlich verteilten intravaskularen Mikroblaschen erkannt wer-
den. Die Detektion kann z. B. mit kontrastverstarkenden Sequen-
zen wie der Puls-Inversion oder der Amplitudenmodulation oder
mit Singular-Value-Decomposition-(SVD)-Techniken erfolgen [3].
AnschlieBend werden die einzelnen Mikrobldschen isoliert und
lokalisiert [4]. Die Prézision dieser Lokalisierung ist ein entschei-
dender Schritt zur Erzielung der Superresolution [5]. Anstatt wie
bei der Superresolution-Mikroskopie jede einzelne Lokalisierung
der Mikrobldschen zu tiberlagern, werden die Bewegungen der
Mikrobldschen, wdhrend sie zwischen den Bildern dem Blutstrom
folgen, verwendet, um Trajektorien zu erstellen, die die Ge-
schwindigkeit und Richtung der Mikroblaschen aufzeigen kénnen
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[6-10]. SchlieRlich ist die Bewegung ein weiterer wesentlicher
Unterschied zwischen der Superresolution-Mikroskopie und dem
-Ultraschall. Um die Mikroblaschen genau zu lokalisieren, ist es
notwendig, die Bewegung zu kompensieren, die z.B. durch die
Atmung und den Herzschlag wéhrend der Untersuchung entsteht
[11,12].

Die resultierenden, auf den Trajektorien basierten Bilder, die
durch die Lokalisierung und das Tracking der isolierten Mikroblds-
chen entstehen, werden verwendet, um physiologische oder pa-
thologische Verdnderungen im GefdRsystem aufzuzeigen. Bei der
Mehrzahl der veréffentlichten Arbeiten handelt es sich um prakli-
nische Studien, von denen viele die technische Durchfiihrbarkeit
sowie Weiterentwicklungen untersucht haben. Da mikrovaskuldre
Erkrankungen Gberall im Kérper auftreten konnen, wurde SRUS an
verschiedenen anatomischen Strukturen angewandt - von den
Augen Uber das Herz bis zur Prostata [13-15]. Das groRte Inte-
resse galt jedoch dem GefdRsystem des Gehirns, der Nieren und
malignen Tumoren. Im Gehirn wurde SRUS zur Bewertung alters-
bedingter GefdBverdnderungen eingesetzt, wobei sich zeigte,
dass die Geschwindigkeiten der Mikrobldschen in alten Mause-
gehirnen langsamer ist und die GefdBe gewundener waren als in
jiingeren [16]. SRUS wurde auch zur Messung der zerebralen ar-
teriellen Pulsatilitdt bei Mausen eingesetzt, um die Auswirkungen
eines erhéhten Pulsdrucks auf die MikrogefdRe des Gehirns besser
zu verstehen [17]. SchlieRlich wurde SRUS zum Beispiel durch ei-
nen intakten menschlichen Schddel am temporalen akustischen
Fenster [18] aufgenommen, um die zerebrovaskuldre Himodyna-
mik zu demonstrieren, unter anderem den turbulenten Fluss in ei-
nem Aneurysma und den chaotischen Fluss in den kollateralen Ar-
terien bei einer Person mit Moyamoya-ahnlicher Erkrankung. Was
die Nieren betrifft, so wurden in einer Reihe von Studien krank-
heitsbedingte Veranderungen der Nierengefde nachgewiesen.
So wiesen Mduse mit einseitiger, durch Ischdmie-Reperfusion in-
duzierter, chronischer Nierenerkrankung im Gegensatz zu schei-
noperierten Mdusen eine verringerte GefdRdichte und erhéhte
Tortuositdt in der Nierenrinde auf [19]. In einer anderen Studie
wurde eine durch Vasodilatatoren induzierte Abnahme der Ge-
schwindigkeit von Mikrobldschen im Cortex und im tiefer liegen-
den Mark von Rattennieren festgestellt [20]. SchlieBlich wurde
eine erhohte Geschwindigkeit von Mikroblaschen in der kortikalen
A. radialis hypertensiver Ratten gefunden [21]. Die kortikalen
GefdRe einer menschlichen Niere wurden ebenfalls mit SRUS vi-
sualisiert [22]. In dieser Studie wurden verschiedene menschliche
Organe und Ldsionen abgebildet, darunter die Leber im gesunden
Zustand und bei Leberversagen, ein Pankreaskarzinom und ein
Brusttumor. Im Hinblick auf Krebserkrankungen wurde das Ge-
faBsystem von Tumoren in einer groRBeren Zahl von Studien unter-
sucht. Dabei wurden verschiedene GefaRparameter verwendet,
um maligne Tumore mit unterschiedlichen vaskuldren Phdnoty-
pen voneinander zu unterscheiden [23] oder um TumorgefdRe
von gesunden GefdRen zu unterscheiden [24]. Darliber hinaus
wurde die Auswirkung der Behandlung auf die TumorgefdRe als
friher Marker fiir das Therapieansprechen untersucht [25]. Neben
dem primdren TumorgefdBsystem wurde in einer kirzlich verof-
fentlichten Studie untersucht, ob beim Menschen mittels SRUS
metastatische von reaktiven Lymphknoten unterschieden werden

konnen [26]. Die Studie zeigte, dass metastatische Lymphknoten
im Vergleich zu reaktiven Lymphknoten einen unregelmaRigeren
Blutfluss aufweisen - gemessen als Varianz der Flussrichtung in ei-
nem bestimmten Bereich.

Die oben genannten Studien sind nur eine kleine Auswahl der
vielen Artikel, die Giber SRUS veréffentlicht wurden, seit 2015 die
ersten Arbeiten mit In-vivo-Studien in den Fachzeitschriften er-
schienen sind [6, 7]. Die Technik ist vielversprechend, aber es
gibt noch einige groBe Herausforderungen zu I6sen, bevor SRUS
klinisch eingesetzt werden kann [27]. Erstens ist der Zeitfaktor
ein wichtiger Aspekt. Um eine ausreichende Anzahl an Bildern zu
erfassen, die es uns fiir eine zuverldssige und ausreichende Dar-
stellung des GefdRsystems ermdglicht, gentigend Mikrobldschen
zu lokalisieren, dauert jede Aufnahme zwangslaufig mehrere Se-
kunden bis Minuten, je nach Interessengebiet, Ausriistung und
Aufnahme-Technik [28]. Die Zeitdauer ist eine Herausforderung,
weil sich die mikroskopischen GefaRstrukturen wahrend der lan-
gen Aufnahmen bewegen, insbesondere bei gréReren Tieren und
Menschen. Nach wie vor arbeiten mehrere Gruppen an Mdglich-
keiten, die Aufnahmezeit zu verkirzen, z. B. durch Abbildung sich
tiberlagernder Mikroblaschen [8], durch Scannen ohne Kontrast-
mittel [29] oder durch die Verwendung von Deep Learning [30].
Die Bewertung von GefdRen anhand der Trajektorien der Mikro-
bldschen ist ebenfalls unsicher, da die Anzahl der Mikrobldschen
von Scan zu Scan stark variieren kann, was sich natrlich auf die
geschatzten Parameter wie die GefdRdichte auswirkt [31]. Eine
weitere groRe Schwierigkeit ist die Abbildung detaillierter und
komplexer GefdRstrukturen in 2 D. Nicht nur die Out-of-Plane-Be-
wegung ist eine Herausforderung, da sie nicht kompensiert wer-
den kann, sondern auch alle GefdRe, die sich natiirlicherweise in
der Elevationsrichtung des Ultraschallstrahls winden und schlan-
geln, sollten bei der Erfassung und Interpretation des SRUS ber-
ticksichtigt werden [32]. Die nicht in der Ebene liegenden GefdRe
werden in den SRUS-Bildern in 2 D projiziert, was zu unterschatz-
ten Geschwindigkeiten und falschen Schatzungen von Ge-
faBparametern wie der Tortuositat fithren kann. Die Einflihrung
von 3D-SRUS kann einige dieser Probleme l6sen [33, 34].
SchlieBlich ermdglicht SRUS die Darstellung sehr kleiner
BlutgefdRe, aber nicht unbedingt auf Kapillar- oder sogar auf
Ebene der Arteriolen/Venolen, was zum Beispiel von der Ge-
faBdichte und -komplexitdt abhdngt. Daher ist es eine weitere
wichtige Aufgabe zu definieren, welche Ebene des GefdRsystems
abgebildet werden kann und sich zu fragen, wie dies verbessert
werden kann.

Angesichts der kontinuierlichen Verbesserungen bei der Gera-
teausstattung und den optimierten Verarbeitungsalgorithmen
stellt sich nattrlich die Frage, wo und wie SRUS Auswirkungen
auf die klinische Praxis haben wird. In der Forschung gibt es noch
viele unbeantwortete Fragen zu kldren. In der klinischen Anwen-
dung wird es jedoch interessant sein zu sehen, wo SRUS etwas be-
wirken kann: Bei Diabetikern, deren NierengefdRe durch die
Krankheit beeintrachtigt werden und bei denen ein friihzeitiger
Behandlungsbeginn von entscheidender Bedeutung ist, oder bei
der entscheidenden friihzeitigen Bewertung des Behandlungser-
folgs bei fortgeschrittener Krebserkrankung, als Ergdnzung zu
den (blicherweise verwendeten RESIST-Kriterien?
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