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1 Einleitung

1.1 Plazentaentwicklung

Die Entwicklung der Plazenta, die wahrend der Sclyseschaft neben ihren endokrinen
Funktionen vor allem dem Transport von NahrstoffStoffwechselabbauprodukten und dem
Austausch von Sauerstoff und €@wischen dem mitterlichen und fetalen Organismastd
beginnt mit der Einnistung der Blastozyste, etwa7aniag nach der Befruchtung der Eizelle.
Aus der aul3eren Zellschicht, der Blastozyste, ekl sich der Trophoblast, der spater zur
Plazenta wird und aus der inneren Zellmasse, delrfrlast, bilden sich die Ausgangszellen
zur Entwicklung und Differenzierung des Embryos.i Ber Implantation verschmilzt der
Trophoblast unter Auflésung der trennenden Zellddiein mit den Endometriumepithelzellen
des Uterus zum primaren Synzytiotrophoblast. Dartstehen etwa am 8. Tag nach der
Befruchtung Einschmelzungsherde; sogenannte Lakundie Vorlaufer der spéateren
intervilldsen Raume, bilden sich aus. Um den 123 &dolgt durch die fortschreitende Invasion
des Synzytiotrophoblasten in das Endometrium eimesfon miitterlicher Gefal3e, so dass Blut
in die Lakunen austritt. Dies ist die Grundvorraissng fir die spatere Entwicklung einer
hamochoriodalen Plazenta. Die verbleibenden Trende&wischen den Lakunen werden als
Trabekel bezeichnet. Aus diesen Trabekeln schiedeim zwischen dem 13. und 15. Tag
synzytiale Sprossen mit einem inneren ,Kern* aus#gphoblastzellen in die Lakunen vor und
bilden auf diese Weise die Primarzotten. Zwischem d5. und 18. Tag p.c. dringen aus der
Chorionplatte Zellen des extraembryonalen MesodenniBe Primarzotten vor, wodurch aul3er
in den basalen Anteilen der Stammzotten die sdgurgkirzotten entstehen.

Wenn sich am Ende der 3. Gestationswoche im Zatenttie ersten Kapillaren differenzieren,
sind auch die Tertiarzotten etabliert und das Da#eillarsystem gewinnt bald Anschluss an die
im extraembryonalen Mesoderm entstehenden Kapilldfelm Laufe der 4. Gestationswoche
treten diese GefalRe in Verbindung mit dem intragormalen Gefal3system und stellen damit die
existentielle Gefal3verbindung zwischen Plazenta Bmbryo her. Wahrend im Bereich des
Chorion laeve mit zunehmender Ausdehnung der Anir@ible zunachst der Synzytio-, dann der
Zytotrophoblast degenerieren, entwickelt sich basaBereich des Chorion frondosum durch
Wachstum und Reifung die endgiltige Plazenta. Imd¥i@rund der weiteren Entwicklung der
Tertiarzotten steht eine Ausdehnung der Zottenbadoreh dichotome Verzweigungen und

Zottenproliferation.



Am Beginn des 3. Trimenons entwickeln sich nach fleaunn[2] aus den Tertiarzotten nicht
mehr wie zuvor unreife Intermediarzotten und sp&t@mmzotten, sondern sie werden in reife

Intermediarzotten umgewandelt und tragen dannatjersannten Endzotten.

Die Anatomie der reifen Plazenta und ihr Bezug Bterusschleimhaut ist schematisch in
Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Plazenta und derukkchleimhaut . A:

Umbilikalvene, B: Umbilikalarterien, C: Plazenta,: Miterus, E: Endzotten des fetalen
Zottenbaumes, F: venoser Abfluss des miitterlichiereB, G: Lakunen im intervilldsen Raum
der Plazenta gefullt mit arteriellem mutterlichefutB H: Spiralarterien in der Dezidua des
matterlichen Uterus, I: Sinusoidale Kapillaren endendzotten.




Die sogenannten Endzotten, die eine innere Ob&dlacergroRerung darstellen, entstehen nicht
durch eine aktive Aussprossung des Trophoblastendesn als Vorwdlbung an den reifen
Intermediarzotten infolge eines Ubermaligen Langehstums der Gefal3e (Abbildung 2).
Diese Gefalle besitzen relativ weite sinusoidale illeagn (Sinusoide), die mit ihren

sogenannten Epithelplatten fur grof3e Diffusionsficmit kurzen Diffusionsstrecken sorgen.
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Abbildung 2: Darstellung der unterschiedlichen Differenzierungr &otten innerhalb der

Plazenta.




1.2 Fetoplazentare Durchblutung

Die fetalen Gefal3e der Plazenta gliedern sich estepnd der morphologischen Strukturen. Die
Nabelschnurarterien anastomosieren nach ErreiclieRldzenta und teilen sich dann in mehrere
Segmentarterien. Diese ziehen geschlangelt auf fdeden Plazentaflache entlang und
verzweigen sich in Sekundar- und Tertiararterigm, id den Stammzotten verlaufen und als
StammzottengefaRe 1. Ordnung bezeichnet werdene Jeiben sich am Hilus eines
Plazentalappchens (Lobulus) in die StammzottengefalOrdnung (RamusgefalRe) und weiter
in StammzottengefaRe 3. Ordnung (RamulusgefaReferidlte und venodse Schenkel der
Zottengefal3e sind durch ein paravaskulares, dittdapgdlarnetz und die sinusoidalen Kapillaren
(Abbildung 3) der Zottenperipherie verbunden.
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Abbildung 3: Darstellung der fetoplazentaren GefalRe im distBleneich des Zottenbaumes.




1.3 Plazentaveranderungen bei Diabetes mellitus

Dem Symptom ,Hyperglykdmie® liegen unterschiedlickekrankungen mit relativem oder
absolutem Insulinmangel zugrunde. Stadium des |meai Diabetestyps, miutterliche
Folgeschaden und der Erfolg der Therapie beeirdlusdas materno-fetale Wechselspiel

besonders auf der Ebene der Plazenta.

Im makromorphologischen Bereich lasst sich einees dlbrrelation zwischen Geburtsgewicht
und PlazentagrofRe und —gewicht erkennen. Bei EiehtFormen und nur kurzer Dauer des
Diabetes ist die Plazenta in der Regel vergrof3ed das Gewicht ist erhoht. Am starksten
ausgepragt ist die Relation von Plazentagewicht Kimdsgewicht bei Gestationsdiabetes. Bei
sehr schweren Féllen des Diabetes Typ 1 mit miderd Angiopathie sind die Plazenten
verglichen mit normalen Schwangerschaften dageeeriveblich leichter[3]. In Tierversuchen

wurde gezeigt, dass ein fetaler reaktiver Hypetineamus das Plazentawachstum stimuliert.

Im mikroskopischen Bereich sind die morphologischéaranderungen nicht einheitlich,
zeichnen sich aber hauptsachlich durch eine relatwvreife der histologisch erfassbaren
Strukturen aus. Mehr als 60% der diabetischen Rtamesind flr das Schwangerschaftsalter

unzureichend ausdifferenziert.

Unspezifische Veranderungen werden in Form vonndiden Zottennekrosen Stromaddemen,
Stromanekrosen, Stromafibrosen und Zunahme desg@ibehalts im Stroma beobachtet. Bei
einem Viertel der diabetischen Plazenten tritt epreliferative Endarteriitis der fetalen

Zottenstammarterien auf.

Auffallige Unterschiede bestehen bei der ZottengroRnd Zottenvaskularisation[4].
Histologische und vor allem quantitativ histomethis Untersuchungen an Terminalzotten
diabetischer Plazenten zeigten, dass der Grad dezife mit dem Schweregrad des Diabetes
mellitus zundchst von Gruppe A nach White bis zuruppe B zunimmt, dass die
Reifungsstérungen von Plazenten der Gruppe D dienmdiags weniger ausgepragt sind als bei
der Gruppe A[5]. Diese letzte Beobachtung mag damsammenhangen, dass bei Schwangeren
der Diabetesgruppe D infolge des langeren Besteheles Erkrankung bereits
GefalRverdnderungen an den uteroplazentaren Gefaldeliegen, die gleichsam die
Reifungsverzégerung kompensieren[6]. Eine Einengdeg uteroplazentaren Gefal3e bewirkt
eine @-Minderversorgung der Plazenta, was reaktiv zurehlzeleration der Zottenreifung
fuhren kann. Selbst bei Gestationsdiabetes lasst sichon eine Retardierung in der

Zottenvaskularisation nachweisen[7-9].



Die ungentgende Ausdifferenzierung der Zotten, Zettengefal3e und der Epithelplatten als
Austauschmembranen, die fur die TransportleitungRlazenta verantwortlich sind (bzw. der
relative Endzottenmangel), scheint im Widerspruah Entwicklung makrosomer Kinder bei
matterlichem Diabetes mellitus zu stehen. Spekuldinnte die fir das Wachstum ausreichende
Versorgung mit Nahrstoffen mit der die Unreife kanpierenden GesamtgréRe des Organs
erklart werden. Die Erfahrung spricht dafir, dass fdnktionelle Beeintrachtigung sich vor
allem auf den Gasaustausch und die Versorgung dé&sn Fnit Sauerstoff auswirkt. Eine
Korrelation zwischen dem Ausmald der Zottenunreifé dem Risiko der Asphyxie wurde auch
beschrieben[10]. Tatsé&chlich bleiben die Reifurigssigen von der Qualitat der matterlichen
Stoffwechseleinstellung weitestgehend unbeeinflussie sich histometrisch nachweisen
lieR[11].

1.4 Plazentaveranderungen bei intrauteriner Wachstmsretardierung (IUWR)

Die intrauterine Wachstumsretardierung kann eine3gr Anzahl unterschiedlicher Grinde
haben. Haufig liegen Stérungen der fetaleAM@rsorgung wahrend der Schwangerschatft vor,

die durch maternale, plazentare oder fetale Ursazhstande kommen (siehe Tabelle 1).

Das fetale Wachstum ist auf3erdem von genetischikiorea, vom Angebot an Nahrstoffen an
den Fetus sowie der Blutversorgung des Uterus Mdie€tich der Plazenta abhangig. Der
Gasaustausch zwischen Mutter und Kind kann duratinéerung der Membranen oder durch

eine eingeschrankte Perfusion der Plazenta behiwdeden [12].

Plazentaveranderungen, die haufig bei intrautermMé&achstumsretardierung bestehen, sind
persistierende unreife Intermediérzotten bis zumbu@stermin, die keinen genlgenden
Sauerstoffaustausch  ermdoglichen, Uberreife Zotiemea die nach Verlust ihrer
Wachstumsreserven durch verstarkte Bildung von Trezotten und Kaliberverkleinerung

derselben auffallen, oder aber Plazenten mit eiBedzotten-Mangel.



Maternale Ursachen Plazentare Ursachen
Ventilationsstérungen Reduktion der Austauschflache
Herzfehler VergréRerung der Diffusionsstrecken
Anamie EPH-Syndrom

Stérungen der uterinen Durchblutung | Wachstumsretardierung

Hypoxamie und Azidose Infektion der Plazenta

Reduktion der 8 Transportkapazitat Diabetes mellitus

Hyper- und Polysystolie Rh-Inkompatibilitat

Dauerkontraktion des Uterus Fetale Ursachen

Vorzeitige Ablosung der Plazenta Storungen der umbilikalen Zirkulation
Uterus bicornis Rh-Inkompatibilitat

Hypotonie Nabelschnurkompression

Schock Nabelschnurmisshildungen
EPH-Syndrom Anamie

Tabelle 1 Maternale, plazentare und fetale Ursachen furuBtien der fetalen £versorgung
wahrend der Schwangerschaft nach Kinzel[1](Klingr dFrauenheilkunde und Geburtshilfe
Band 4, Schwangerschatft I).
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Bei etwa 20% der sogenannten Mangelkinder erweasht die Plazenta jedoch als histologisch
normal aber makroskopisch zu klein[13;14]. Als Wtsakommt hier eine zu geringe plazentare
Haftfliche infolge einer ungunstigen Implantatides, verbunden mit mangelnder

Vaskularisation, in Frage.

Daneben finden sich Félle von intrauteriner Mangsicklung, bei denen die Plazenta eine
normale GroRe aufweist, jedoch in ihrer funktiooktigen Oberflache, meist infolge
verminderter uteroplazentarer Durchblutung, sekube&intrachtigt wird[15]. Beispiele hierfir
sind die intrauterinen fetalen Wachstumsretardigean bei der EPH-Gestose, bei starken

Raucherinnen oder bei mutterlichem Diabetes msllitu

Untersuchungen von Fox und Teasdale[12;16] an Riemebei der sogenannten idiopathischen
intrauterinen fetalen Mangelentwicklung zeigen, sdaléese Plazenten obwohl sie bei grob
morphologischer Beurteilung zuné&chst als histoldgisormal imponieren, auf ultrastruktureller
Ebene Zeichen einer Reifungsverzégerung aufweiddiese Zeichen sind zum Beispiel
mangelhafte Ausbildung von Epithelplatten, nichtSnusoiden umgewandelte Kapillaren und
Hyperplasie oder Persistenz des Zytotrophoblastdistometrische Untersuchungen an

Terminalzotten solcher Plazenten konnten dieseuRgdretardierung bestéatigen[17].



1.5 GefalRdarstellung

In den letzten Jahren sind neue, zum Teil konkweniée Methoden auf dem Gebiet der
vaskularen  Bildgebung entwickelt worden[18-28]. H®eb der mikroskopischen
Histomorphometrie auf der einen und der KkliniscAaigiographie auf der anderen Seite stehen
sowohl dem Kiliniker als auch dem Grundlagenforsclvertere Verfahren zur Analyse von
GefalRen zur Verflgung. Dies sind zum Beispiel didRTyR9;30], der intravaskulare
Ultraschall[31-33] oder die Mehrzeilen-CT.

Auf dem Gebiet der in-vitro Diagnostik und der gndilschen Forschung ist die Histologie von
Gefrier- oder Paraffinschnitten der Gold-Standardr zjuantitativen Bestimmung von
GefaBmorphologie und -morphometrie. Ublicherweisgden dabei histologische Schnitte mit
verschiedenen Farbemethoden untersucht. Die N&ckiieses Verfahrens liegen neben der zeit-
und personalintensiven Probenpraperation vor allem der nur zweidimensionalen
GefalRdarstellung. Die Quantifizierung von Gefal3pextern wie GefalBwanddicke,
Stenosegraden oder Anteil der Gefalle am Gesamtealwsr Probe, erfolgt dabei an nur

wenigen Serienschnitten.

Mit der Angiographie kénnen nur bedingt Aussagen @efal3morphologie getroffen werden,
und es lassen sich lediglich makromorphologischeiMderungen erkennen. Neue, ergéanzende
radiologische Methoden, wie die Angio-MRT[34] und eMzeilen-CT-Technologie[35],
befinden sich bereits im Kklinischen Einsatz. Trdieeindruckender Ergebnisse in der
GefalRdarstellung lassen beide Methoden mit einésaOflosung im Millimeterbereich noch
keine befriedigende Beurteilung der pra- und pgstikaien Gefale und der Gefaliwand zu.

Als neue Methode und potentielle Alternative zuampitativen Histologie hat sich in den letzten
Jahren die Technologie der Mikro-Computertomographider ex-vivo Forschung etabliert[36-
38]. Zahlreiche Untersuchungen wurden in der letZZeit auf dem Gebiet der vaskuléaren
Grundlagenforschung vorgenommen und es haben simdrueksvolle Ergebnisse in der

Darstellung und Quantifizierung von GefalRen undh@lagischen Gefal3strukturen ergeben.



1.6 Fragestellung der Arbeit

In einer friheren Studie an Plazenten von Termingeh bei unkomplizierten
Schwangerschaften[39] konnten wir bereits zeigassdlie Mikro-CT eine neue Methode in der
Evaluation des fetoplazentaren Gefal3systems dargiel der vorliegenden Arbeit ist die ex-
vivo Quantifizierung des fetoplazentaren GefaRsgstbei miitterlichem Diabetes mellitus und
bei intrauteriner Wachstumsretardierung. Von besoemd Interesse ist dabei die lickenlose
Evaluation des fetoplazentaren Gefal3baumes vorCtenionplattenaterien bis zum kapillaren

Gefal3system.



2 Material und Methoden

2.1 Herkunft der Proben, Einschluss- und Ausschlussiterien

Die Gewinnung der Proben erfolgte am Zentrum flauEnheilkunde und Geburtshilfe der
Justus-Liebig-Universitat in  Giel3en. Die Kontrollgpe (Gruppe A) stammt von
unkomplizierten Schwangerschaften, bei denen dasi@gewicht des Kindes zwischen der 10.
und 90. Perzentile, wenn mdglich im Bereich derPé&rzentile liegen sollte. Die Plazenten der
Gruppe B stammten von Mittern mit Diabetes mellyp 1 oder Gestationsdiabetes, bei deren
Kindern wahrend der Schwangerschaft im Ultrascbisé Makrosomie festgestellt wurde. Das
Geburtsgewicht der Kinder lag oberhalb der 90. &wrte. In der Gruppe C, mit intrauteriner
Wachstumsretardierung, wurde als MalR ebenso dasslaizogene Gewicht herangezogen,

welches unterhalb der 5. Perzentile lag.

Gruppe A (Kontrollgruppe, n= 24): KomplikationsloSehwangerschaften, ,normale* Kinder,
Geburtsgewicht 10.— 90. Perzentile, 36.-39. SSW

Gruppe B (n= 24): Mitter mit Diabetes mellitus TYpoder Gestationsdiabetes, makrosome
Kinder, Geburtsgewicht > 90. Perzentile, 35.-39\5S

Gruppe C (n= 24): Wachstumsretardierte Kinder, @Gshewicht < 5. Perzentile, 35 -39. SSW

Ausschlusskritieren  waren zum einen  Chromosomenale®m sowie sichtbare
Plazentaverletzungen, da hier eine vollstandigatkastmittelperfusion nicht maoglich war.
Ebenso wurden Plazenten von Mehrlingsgraviditéweler Hepatitis- bzw. HIV-infizierter

Mdatter ausgeschlossen.



2.2 Probengewinnung und Pr&paration

Nach vorliegender Zustimmung der Miutter, wurden Eli@zenten direkt nach der Entbindung
untersucht. Zunachst wurde das Gewicht und Volundem Plazenten bestimmt. Zur
Verhinderung einer Auskuhlung des Gewebes und da@gender Gefal3kontraktion, lagerten
die Plazenten wéahrend der folgenden Préaparati@79rwarmer physiologischer Kochsalzlésung
(NaCl 0,9%). Vor der Kontrastmittelperfusion mussidie fetoplazentaren Gefal3e ausgiebig
gespult werden, bis kein Blut mehr in den Gefalfmhanden war, damit eine spatere homogene
Fullung mit Kontrastmittel gewahrleistet werden ktn Dazu wurde eine Umbilikalarterie
kanuliert und mit einer Mischung aus 25.000 i.Epé&len und 20ml Xylonest auf je 500ml
0,9%iges NaCl gespiilt, bis eine Blutleere der Risrebestand und aus der Umbilikalvene nur
noch NaCl ohne Blutbeimengungen zurlckfloss (Ahbityl 4a). Die Zugabe von Heparin und
Xylonest sollte Thrombenbildung und reflektorisdBefal3kontraktionen wahrend der Spulung

verhindern.

Abbildung 4: Praparation der Plazenta a: Spulung mit NaCl Qj9éparin und Xylonest; b+c:
mit Microfil perfundierte Plazenta von der fetal8rite (b) und maternalen Seite (c); d: Proben
aus kontrastmittelgeftillter Plazenta
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Als Rontgenkontrastmittel zur Darstellung der fédapntaren Gefal3e in der Mikro-CT wurde
MICROFIL der Firma Flow Tech, Inc., Massachusetsmendet. Vor der Perfusion mussten die
verschiedenen Komponenten des Kontrastmittels (MMebt, MV-Compound, Curing Agent)
im Verhéltnis von 5ml zu 4ml plus 5% Curing Agenengxt werden, wonach eine

Verarbeitungszeit von ca. 20min verblieb.

Unter konstantem Druck von ca. 100 cmyCHwurden die fetoplazentaren Gefal3e mit
Kontrastmittel perfundiert (Abbildung 4b und 4c)hgehliel3end wurde die gesamte Plazenta fur
ca. 24 Stunden bei -20° Celsius eingefroren, une é@ichtere Probenentnahme mit einer

Knochenstanze zu ermdglichen.

Mit einer Schablone wurde die Plazenta in vier renend vier aul3ere Quadranten eingeteilt und
aus jedem Quadranten eine Gewebeprobe mit einerchBwsser von ca. 2mm durch die
gesamten Dicke der Plazenta entnommen (Abbildurg gl dass pro Plazenta acht Proben
vorhanden waren. Diese Proben wurden bis zur Umtbtsg in der Mikro-CT in kleinen
Kivetten, gefullt mit 3,7%igem Formalin, gelagert.



2.3 Mikro-Computertomographie

2.3.1 Technische Grundlagen der Mikro-CT-Technolog

Im Gegensatz zur konventionellen Projektionsradipgie, bei der ein dreidimensionaler Korper
auf einer Flache abgebildet wird, ermdglicht dien(patertomographie die Erzeugung von
Schnittbildern, sogenannten Tomogrammen. Die CEirg Weiterentwicklung des klassischen
Tomographieprinzips und stellt die Schwachungsweetedurchstrahlten Schichten ortsfest und

Uberlagerungsfrei dar. Die Methodik der CT, sowee Mikro-CT beruht auf den Komponenten:
Akquisition

Rekonstruktion

Visualisierung und Quantifizierung

Der zunachst bedeutendste Unterschied zwischeisdtiean CT- und Mikro-CT-Scannern liegt
in der Ortsauflosung der Bilddaten[40]. Wahrend t n@anzkérper-CT-Geréaten eine
Ortsauflosung von ca. 360-4@0n erzielt werden kann, liegt diese bei Mikro-CT-&en im
Bereich zwischen 1 und 50m. Diese Erh6hung der Ortsauflésungen um ein bigi zw
GroRRenordnungen impliziert jedoch ein Design, wedclsich in wesentlichen Punkten von
klinischen CT-Scannern unterscheidet (Tabelle 2gisfelsweise konnen konventionelle
Rontgenréhren aufgrund ihrer zu hohen FokusgréReMviiiro-CT-Systeme nicht verwendet
werden. Stattdessen werden entweder Synchrotohstgsguellen oder optimierte Fein- und
Mikrofokusrohren mit Transmissions- oder Reflekianoden eingesetzt, wodurch eine kleinere
Fokusgrol3e erzielt werden kann. Die Wahl der Ramggelle legt dann die Geometrie des
Mikro-CT-Scanners fest: Parallelstrahlengeometiiie Synchrotonstrahlung oder Facher- bzw.

Kegelstrahlgeometrie fur Fein- und Mikrofokusréhren



Ganzkorperspiral-CT Mikro-CT
Geometrie Facherstrahl Parallel-, Facher oder
Kegelstrahl

Detektor und Rohre rotieren
Objekt rotiert

Maximale Ortsauflosung

In der Schicht 0,30-1,0mm 1-50um

Schichtdicke 0,50-2,0mm 1-5um (Synchrotonstrahlung
bis 1um)

Rd6hre Hochleistungs CT-Rdhre Synchrotonstrahlungquelle,

Fein- oder Mikrofokusrohre

Strom 50-500mA 40-10QuA

Spannung 80-140kV 10-150kV

Fokusgrolie 0,7-1,5mm 5-30pum

Detektor Zeilendetektor Zeilen- oder Flachendetekto
Objektdurchmesser 5-50cm <5cm (Spezialgerate bis 8cm
Matrixgrol3e 512 512-1024

Volumenscanzeit 5-20s (Thorax) Minuten bis Stunden

Tabelle 2 Merkmale von Mikro-CT-Scannern im Vergleich zunkdchen Spiral-CT-Scannern
(modifiziert nach Engelke et al. 1999).

Die maximal erreichbare Auflésung im Falle der Ralstrahlengeometrie ist abhangig von der
Auflésung des Detektors, wohingegen bei der Facherd Kegelstrahlengeometrie die
Fokusgro3e den entscheidenden Parameter dardlelien der Detektorauflosung bzw. der
QuellgroRe (Fokus) ist auch die zur Verfugung stelee Anzahl der Rdntgenquanten von
entscheidender Bedeutung. Im vereinfachten Fallemottwromatischer Strahlung gilt zum
Beispiel: Soll die Auflésung bei konstantem Prohextmesser und bei gleichem Bildkontrast
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und Bildrauschen isotrop um den Faktor 10 erhéhtdere so wird eine um den Faktor 10000
hohere Quantenzahl bendtigt[41]. Da eine Verringgrder Fokusgréf3e, welche zum Erzielen
einer hoheren Auflosung erstrebenswert scheintcjeadnit einer Verringerung der Quantenzahl
einhergeht, kommt der Ausnutzung der zur Verfliigwsighenden RéOntgenquanten eine

besondere Bedeutung zu.

Dies hat in der Praxis zu einem Ubergang von deh&a zur Kegelstrahlgeometrie gefihrt.

Letztere ist technisch aufwendiger, da ersteng staés Zeilen- ein Flachendetektor benétigt
wird und zweitens der Rekonstruktionsalgorithmussewmtlich komplizierter ist. Neben der

besseren Nutzung der Rontgenquanten reduziert elgelBtrahlgeometrie aber auch, durch die
gleichzeitige Erfassung aller Schichten eines Zonstruierenden Volumens, die Messzeit
gegenuber der Facherstrahlgeometrie.

Die Synchrotonstrahlung bietet im Rontgenbereichkantinuierliches Spektrum, aus dem bei
mikrocomputertomographischen Untersuchungen einottmomatischer Strahl herausgefiltert
wird. Die Intensitat (Anzahl der zur Verfigung staden Rontgenquanten) dieses
monochromatischen Strahls ist um GréRenordnungemerh@ls diejenige konventioneller
Rontgenréhren[42]. Daher ist die Synchrotonstradplgie Quelle der Wahl, wenn entweder
extrem hohe Auflésungswerte (@%) angestrebt werden, oder, wie z.B. bei In-vivo-
Untersuchungen, die moégliche Scandauer begrendDistNachteile sind die Ortsgebundenheit,
die begrenzte Verfuigbarkeit der Elektronenspeiahger mit denen die Synchrotonstrahlung
erzeugt wird und der vergleichsweise relativ hatigeementelle Aufwand.

Bei dem uns zur Verfigung stehenden Mikro-CT hands sich um ein Gerat mit
Kegelstrahlgeometrie und einer Mikrofokusréntgemedmit einer Fokusgréf3e vou® von der
Firma SkyScan ( SkyScan1027_80kV, Aartselaar, BalgiEs besteht aus dem Scanner, der in
ein rontgendichtes Gehause eingebracht ist, sowe PC-Einheiten zur Geratesteuerung und
Bildrekonstruktion.

Im Scanner ist ein Probenschlitten zwischen derrddkusrontgenrohre und einem CCD
(Charge-Coupled-Device)-Detektor auf einer drehbafechse befestigt. Dieser fihrt eine
Rotationsbewegung in frei definierbaren Winkelsttén durch und kann entlang der Langsachse
zwischen Rontgenréhre und CCD-Detektor bewegt wer@as heildt, nicht die Gantry dreht
sich um das Objekt, sondern das Objekt dreht siginem feststehenden Strahlengang (Abb. 5).
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Abbildung 5: Darstellung des Aufbaus eines Mikro-CT-Scannersit (fmeundlicher
Genehmigung von Eric L. Ritman, Majo Clinic, RodeesMN, USA)

Die Verschiebung entlang der Langsachse ermdgliceinen sehr variablen
VergroRerungsmalistab, so dass Proben bis zu einexmalen Durchmesser von 1,5cm
untersucht werden kénnen. Das Projektionsbild dgekies auf dem CCD-Detektor darf jedoch
nicht breiter sein als der Detektor selbst, datsAngfakte in der Bildberechnung entstehen. Die
theoretische Moglichkeit, ein sehr kleines Objekhtlan die Strahlenquelle heranzufthren, um
so einen mdglichst hohen VergroRerungsfaktor zuielerz, ist technisch durch die
Brennfleckgré3e begrenzt. Bei zunehmender Annélgedes Objekts an die Strahlenquelle wird
das Projektionsbild des Objektes entsprechend anfsctia auch die Mikrofokusrohre noch
einen Fokus von mehrergamm (in diesem Fall @m) hat. Die Fokusgrof3e bestimmt also die
maximale Auflésung: Je kleiner der Fokus jedochdssto geringer wird auch die Leistung der
Rontgenrohre. Daraus ergeben sich fur die Mikro-@@hge Messzeiten bei geringen
Probengrol3en.

Die luftgekthlte Mikrofokusréhre des Gerates, kéenBeschleunigungsspannungen von 20 bis
80kV bei einem Roéhrenstrom von 0-1@0und einer Leistung von 8W betrieben werden. Als
Detektor dient eine ca. R dicke Szintillatorschicht, die auf dem Kamerafenseiner
elektronisch gekihlten CCD-Kamera mit 1024*1024efixaufliegt. Er l&sst einen maximalen

Bildausschnitt (field of view, FOW) von 25mm zungikontinuierliche Uberwachung der Probe
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ist durch eine kleine optische Kamera gewdahrleistete Spannungsquelle und die
Steuerelektronik sind im Scanner untergebracht.

Fur die Bilderzeugung durch die Mikrofokusrohre gemr Rontgenquanten erzeugt und kegel-
oder facherformig fokussiert. Beim Durchtritt durdas Objekt werden sie geschwacht und der
CCD-Detektor misst die ankommende ROntgenstrahludgg in ein digitales Signal
umgewandelt wird. Es kénnen so in G 4&der 0,90 Winkelschritten Absorptionsbilder des
Objektes erzeugt werden. Diese werden dann mite Hher Rickprojektionstechnik, dem
Feldkamp-Algorithmus[37;43], in axiale Schnittbifdemgewandelt. Es entstehen so Bilder mit
einer Grol3e von ca. einem Megabite (MB) aus isemogoxeln bei einer Akquisitionsmatrix
von 1024*1024 Pixeln. Bei einer gewéhlten Matrixn\&il2*512 Pixeln betragt die Datenmenge
pro Bild 257 Kilobite (kB).

Die Auflésung in der Mikro-CT ist also zusammengstavon mehreren Faktoren abhangig: Die
FokusgrolRe der Rontgenrdhre sollte so klein wieliwidgein, je kleiner diese jedoch ist, desto
geringer ist auch ihre Leistung. Daraus ergebdmn sinit bei diesen Geraten wesentlich langere
Messzeiten als bei den klinisch eingesetzten Coenfmuhographen, bei denen die Messzeit im
Sekundenbereich liegt. Durch die Verschiebbarke# Brobenschlittens zwischen Strahler und
CCD-Detektor lasst sich der VergroRerungsfaktor wmeiten Bereichen variieren.
Einschrankungen bestehen jedoch durch die Fokusgrdf® §im. Die theoretische Moglichkeit,
ein sehr kleines Objekt mdglichst dicht an die I[d&aquelle heranzufihren, um so ein sehr hohe
VergroRerung zu erzielen, ist durch die geometeddnhscharfe des Projektionsbildes auf dem
CCD-Detektor begrenzt, da die Strahlungsquelle tmanklich punktférmig ist. Eine weitere
Einschrankung ist durch die maximale Probengrofelgen: Das Projektionsbild des Objektes
auf dem CCD-Detektor darf nicht breiter sein als [detektor selbst, da sonst Artefakte bei der

Bildberechnung entstehen.

Die maximale geometrische Auflosung des Projekbddes und der daraus errechneten
Querschnittsbilder betragt somit 1/1000 des Objakitmessers. Die tatsachliche Auflésung
nimmt jedoch wegen der Brennfleckgréf3e (in unsefath 8um) in dem Mal3e ab, in dem der
VergroRerungsfaktor durch Anndherung des Probeitiectd an die Rontgenréhre gesteigert

wird.



2.3.2 Bildakquisition

Nach Entnahme der Plazentaproben aus der Klvettgrisie in 3,7%igem Formalin lagerten,
wurden sie in Cellophanfolie gewickelt und auf Beobenhalterung mittels Formmasse zentriert
fixiert. Die Cellophanumhillung verhinderte das #asknen der Probe wahrend des Scans und
die Formmasse stellte sich als unkomplizierte usagbbelste Fixationsmdglichkeit heraus. Jede
Probe wurde in drei Scans gemessen, so dass jesueiScan den oberen, einer den mittleren
und einer den unteren Anteil der Probe darstdllies geschah, da die Proben zu lang waren, um
in einem einzigen Scan dargestellt zu werden. Add$er konnte so bei der Auswertung
zusatzlich eine Unterscheidung des Gefal3volumeitgcteorionplattenarteriennah, in der Mitte
der Plazenta und endzottennah gemacht werden GAbBbene A befindet sich auf der Seite der
Chorionplattenarterie, Ebene B in der Mitte und b€ in Hohe der Endzotten.

Abbildung 6: a: Schematische Darstellung der einzelnen gessamumd ausgewerteten Ebenen
A (chorionplattennah), B (mittlerer GefalRbereichtetmediargefale) und C (endzottennah,
Kapillarsystem-,terminal loops®) in jeder Plazentalpe; b: im Mikro-CT gescanntes Bild durch

die gesamte Dicke der Plazenta zur Darstellunyelesichiedenen Ebenen.
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Zur Messung wurde der Probenhalter in den Scannegesetzt und seine optimale
Positionierung durch Anfertigung eines Ubersicltisl (Scout view) des zu scannenden Anteils
der Probe Uberpruft, (Abbildung 7).

Zeigte sich dort eine falsche oder suboptimale teihmg der Probe, z.B. dezentrierte, zu hohe
oder zu niedrige Abbildung, so konnte dies durchnidalation des Probenzylinders und
Ansteuerung der Probenhalterung beeinflusst werdentrollieren lie3 sich dies durch in 20°
Schritten von 0°-180° aufgenommene Topogramme. RHeben wurden mit den gleichen
Parametern untersucht.

’
s e

Abbildung 7: Scout view zur Uberpiifung einer optimalen Posittoung der Probe im
Probenhalter.
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Die Messungen erfolgten bei einer R6hrenspannungd@kV, einem Strom von 108, ohne
Vorfilterung des Rohrenspektrums und mit einer &elingszeit von 2,4sek pro Rotationsschritt.
Die Vergro3erung war mit dem Faktor 61 immer komistBro Rotationsschritt wurden 3 Bilder
erzeugt, aus denen der Durchschnitt errechnet wuyedeeraging by 3 frames). Die
Rotationswinkelschritte betrugen 0745bei einer Drehung um 180° und es wurden
Absorptionsbilder bei einer Akquisitionsmatrix v@024*1024 Pixel erzeugt, die mit Hilfe der
Ruckprojektionstechnik in isotrope, axiale Schiiidier umgewandelt werden konnten. Die
Expositionszeit wurde nach der Auswertung einerofypisonskurve im Topogramm ermittelt,
dies diente der Vermeidung von Uber- und Unterbélisgen. Bei einer durchschnittlichen
Expositionszeit von 2,4 sek und ca. 412 Einzelbideergab sich eine reine
Gesamtexpositionszeit von ca. 16,5 Minuten. Die a@#scannzeit war jedoch ca. dreimal
langer, da zwischen jedem Einzelbild eine Abspeiohg der aufgenommenen Rohdaten in
sogenannten TIF-Dateien erfolgen musste. Vor detferen des Probenzylinders aus dem
Gerat liel3 sich die ausreichende Bildqualitat adhater Anfertigung eines einzelnen
Rekonstruktionsbildes uberprifen. Die Zeit, die filie gesamte Bildrekonstruktion unter
Verwendung des Feldkamp-Algorithmus[37;43] benougirde, betrug bei Verwendung eines
dualen Intel®@Xeon™Prozessors  (2x1800MHz, 1024 MB MA mit dem

Rekonstruktionsprogramm ca. eine Stunde.

2.3.3 Bildberechnung

Durch den primaren Scanvorgang existierten zun&chstRohdaten, die im TIF-Format mit

einer GrolRe von 2049kB (Matrix 1024*1024) vorlagekus diesen Daten wurden axiale
Schnittbilder rekonstruiert. Nach der Anfertigungez einzelnen Rekonstruktion und der
Optimierung der Grauwertdarstellung, d.h. der legsthg des minimalen und maximalen
Grauwertes, erfolgte die serielle Rekonstruktion agalen Schnittbilder der gesamten Probe.
Fir die Rekonstruktion der axialen Schnittbilderr var eine Rotation der Probe um 180

notwendig. Die weitere Rotation von T8B60° hatte nur eine zusatzliche spiegelbildliche
Information erbracht und das endgultige Schnitdsdgbnis nicht beeinflusst. Aul3erdem ware
dadurch die erforderliche Bildakquisitionszeit (8zait) verdoppelt worden. Die Darstellung

erfolgte in negativem Kontrast, so dass Struktureher Dichte weil3 abgebildet wurden. Die
erzeugten axialen Schnittbilder im Bitmap-Formatitzen eine Grol3e von ca. 1026kB, sie sind
damit einer relativ zligigen Darstellung und Ausweg zuganglich. Erzeugt wurden ca. 960

Schnittbilder pro Probe bei einer PixelgroRe vpm4



2.3.4 Bildanalyse

Die Auswertung der in der Mikro-CT gescannten Ptéaperoben erfolgte mit dem Programm
Analyze 7.0 (Mayo Foundation for Medical Educat@md Research, Lenexa, Kansas, USA).
Mit diesem Programm mussten die vorhandenen Sbiidét im Bitmap-Format zunachst in
Volumendatensatze umgewandelt werden, um eineidreigionale Darstellung der Proben zu
ermdglichen. Die  Funktion ,Volume Render® fuhrte nei Berechnung des
Gesamtgewebevolumens und des Gefaldvolumens jedbe Rwus. Dazu musste zuvor eine
guantitative Analyse samtlicher in den Bildern varknender Grauwerte durchgefihrt werden.
Diese Analyse bezog alle Schnittbilder mit ein wwdrde graphisch dargestellt. In dem
angefertigten  Histogramm der Grauwertverteilung rikkten Haufigkeitsgipfel fur
Plazentagewebe und kontrastmittelgefullte GefaRanat und somit differenziert werden. Mit
Hilfe der ermittelten Haufigkeitsgipfel wurden dsehwellenwerte (Thresholds) fur Gewebe bei
60 und fir GefalRe bei 150 festgelegt, so dass W®felume Render” Funktion damit
Volumenangaben in mm3 fir die jeweilige Plazentbproind ihr zugehdriges Gefal3volumen

errechnen konnte.

2.4 Histologie

Im Anschluss an die Probenpraparation und die Watdrungen in der Mikro-CT wurden die

Proben in Paraffin gebettet, histologische Schuaitigefertigt und diese dann mit Haematoxylin-
Eosin gefarbt. Die histologischen Querschnittsildarden mittels Mikroskop mit integrierter

Kamera (Axioskop, Zeiss; Kamera: JVC, KY-F75U) thgjsiert.

2.5 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe déMP-Statistikprogramms (Version JMP
Release 6, JMP, A Business, Unit of SAS, SAS Caniprie, NC 27513). Mittelwerte und
Standardabweichung wurden flr alle Parameter iarj&tuppe berechnet. Die Daten wurden
mit dem t-Test und der einfachen Varianzanalyseifibhangige Stichproben ausgewertet. Eine

Irrtumswahrscheinlichkeit vong®,05 wurde als statistisch signifikant angenommen.



3 Ergebnisse

3.1 Charakteristik der Gruppen

Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht der Daten der untéren Plazenten. In der Kontrollgruppe
variieren die Plazenten in ihrem Gewicht von 51@5660g und in ihrem Gestationsalter von
Schwangerschaftswoche 36+6 bis 38+0. Alle neugekoreKinder sind altersentsprechend
entwickelt und gesund. Das Geburtsgewicht liegtsethwen 2840g bis 3100g und befindet sich

somit im Bereich der 50. Perzentile.

In der Gruppe der Diabetikerinnen gibt es Plazeawachte von 5409 bis 660g, das
Gestationsalter liegt zwischen der 36+5 und 39+Chw@agerschaftswoche und das
Geburtsgewicht der Kinder variiert zwischen 3580dg 42809, so dass alle Kinder tber der 90.

Perzentile liegen.

Bei den intrauterinen Wachstumsretardierungen tiedje Plazentagewichte zwischen 270g und
500g, das Gestationsalter zwischen der Woche 365#A+0, die Geburtsgewichte der Kinder
zwischen 1830g und 2660g und alle Kinder befinden sm Gewicht unterhalb der 5.

Perzentile.

Das Gestationsalter der einzelnen Gruppen zeigteksignifikanten Unterschiede. Vergleicht
man die Plazentagewichte, so ist zu erkennen, dasschen der Kontrollgruppe und den
Diabetikerinnen auch hier kein signifikanter Unttried besteht.

Die Plazenten der Gruppe mit intrauteriner Wachstetardierung weisen jedoch erheblich

geringere Gewichte gegenuber der Gruppen B und (pad,02).

Das kindliche Geburtsgewicht zeigte signifikane é&sthiede zwischen den Gruppen A-C (A vs
B, p<0,01; AvsC, 0,00;Bvs C p0,001).



Kontrollgruppe

SSW  Plazentagewicht Geburtsgewicht Perzentile  Anzahl der Proben VVF%
1 36+6 660g 29409 50. (28600) n=8 21,66 + 3,60
2 38+0 510g 31009 50. (31600) n=8 20,88 + 5,09
3 37+0 5509 28409 50. (3090g) n=8 19,05 + 5,75
DB
SSW  Plazentagewicht Geburtsgewicht Perzentile  Anzahl der Proben VVF%
1 39+0 5409 3800g >90. (36909) n=8 16,29 + 1,89
2 37+5 600g 3580¢ >90. (35000) n=8 20,18 + 6,71
3 3645 660g 4280g >90. (35500) n=8 13,62 + 6,58
IUWR
SSW  Plazentagewicht Geburtsgewicht Perzentile  Anzahl der Proben VVF%
1 38+0 270g 1830g <5. (25009) n=8 5,89 + 2,04
2 39+0 480g 2660g <5. (26700) n=8 9,25 + 3,37
3 35+0 5009 1830g <5. (1870g) n=8 8,37 + 3,26

Tabelle 3 Klinische Daten und Anteil des Gefallvolumens (WAjFder Plazenten bei der
Kontrollgruppe, den Diabetikerplazenten (DB) und bwrauteriner Wachstumsretardierung
(IUWR).

3.2 GefalRanalytik in der Mikro-CT

Abbildung 8 zeigt eine Ubersicht der GefaRprovinmemler Ebene B (Intermediargefalie). Zu
sehen ist eine weitgehend homogene Fillung depléatentaren Gefallbaums in allen drei
Gruppen. Gleichzeitig erkennt man die Unterschidée GefalRbdume der Diabetiker- und
IUWR-Plazenten im Vergleich zur Kontrollgruppe. Ddentrollgruppe (8A) zeigt einen hdheren
Anteil an mit Kontrastmittel perfundierten Gefalia die Diabetikergruppe (8B) und IUWR-
Plazenten (7C).
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Abbildung 8: A-C:Sagittale Schnitte durch die Plazentaprobes laximum Intensity
Projection (MIP) Darstellungen; A: Kontrollgrupp®: Diabetes Mellitus, C: Intrauterine
Wachstumsretardierung; D-F: Transversale Schnitiercld mit  Mikrofil  perfundierte
Plazentaproben D: Kontrollgruppe, E: Diabetes Mea| F: Intrauterine
Wachstumsretardierung; G-I: mikroskopische Bildatdiogischer Schnitte nach HE-Farbung

der vorher im Mikro-CT gescannten Proben; G: Kdigrappe, H: Diabetes Mellitus, I
Intrauterine Wachstumsretardierung.




3.3 Statistische Auswertung

Im relativen GefaRvolumenanteil der Gruppen zeig&eh signifikante Unterschiede. Die
Kontrollgruppe besitzt einen mittleren Gefal3voluamraeil von 20,53 + 1,34%. Bei den
Diabetikerplazenten betragt der Anteil 16,70 + 263@nd bei den Plazenten intrauteriner
Wachstumsretardierung 7,84 = 1,74%.

Unter der Annahme, dass die drei Gruppen keinerslctteede im Gefal3volumenanteil zeigen,
kann diese Hypothese (Nullhypothese) mit Hilfe d&sstes gepruft werden. Die Ergebnisse des
statistischen Testes sind in Abbildung 9 zusamnfesge Bei einenu von 0,05 ergeben sich
bei der Analyse der Mikro-CT-Ergebnisse des normsigtien GefalRvolumenanteils p-Werte <
0,01. (Vergleich A-B: p = 0,0072, Vergleich A-C:<90,0001, Vergleich B-C: p < 0,0001).
Damit kann bei dem Test mit einem mwon einem signifikanten Ergebnis gesprochen ued di
Nullhypothese verworfen werden. Es kann so dierA#ievhypothese angenommen werden, die
besagt, dass die drei Gruppen signifikante Untezdeh im Gefal3volumenanteil des
fetoplazentaren Gefallbaumes zeigen.
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Abbildung 9: Vergleich des normalisierten Gefal3volumenantedls gesamten Probe bei der
Kontrollgruppe (Controls), den Plazenten von Diddsginnen (DB) und bei intrauteriner

Wachstumsretardierung (IUGR)
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Diese Ergebnisse stellen sich nach Untersuchungalistéandigen Probe durch den Querschnitt
der gesamten Plazenta von der Oberseite mit denddiptattenarterien bis zur Unterseite mit

den Endzotten und Terminal Loops dar.

Wie in Abbildung 6 gezeigt, wird das Volumen detofdazentaren Gefal3e zusatzlich in 3
unterschiedlichen Ebenen berechnet.

Beim Vergleich der drei Gruppen in débene A ergeben sich folgende Unterschiede: Der
GefalRvolumenanteil der Kontrollgruppe betragt 183%,47%, die Diabetikerplazenten haben
einen GefalBvolumenanteil von 16,43 + 3,62% und bden intrauterinen

Wachstumsretardierungen findet man 5,95 * 1,42%i@eflumenanteil.

Mit Hilfe des t-Testes (Abbildung 10, oben) undesmo von 0,05 ergibt sich hier bei der
Analyse der normalisierten Gefal3volumenanteilergsienbeim Vergleich der Gruppe A und B
kein p <a (p = 0,2851). Das heif3t, die Nullhypothese karer hicht verworfen werden und es
gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen ientrollgruppe und den Diabetikerplazenten.
Die Unterschiede zwischen den Gruppen A und C wrdGruppen B und C haben beide einen
p-Wert < 0,0001, so dass bei diesen von einem fignt unterschiedlichen
GefalRvolumenanteil ausgegangen werden kann undltémnativhypothese angenommen wird.

In der Ebene B, dem mittleren Anteil der Plazentaproben, zeigt Hiontrollgruppe einen
prozentualen Gefafldvolumenanteil von 21,51 + 2,286%,Gruppe B von 17,39 + 2,63%, und
Plazenten mit intrauterine Wachstumsretardierung8;d4 + 2,05%.

Der t-Test mit einenu von 0,05 ergibt bei allen Vergleichen des nornmatisn Gefal3anteils
statistisch signifikante Unterschiede ( A-B: p 81),A-C: p < 0,0001, B-C: p < 0,0001).

In der Ebene C, dem Bereich der Endzotten im fetoplazentaren [@efém, ergibt sich fur die
Kontrollgruppe ein Gefal3volumenanteil von 21,43 $696. Die Diabetikerplazenten haben
einen Anteil von 14,97 £ 4,69% und die Plazentehinrauterinen Wachstumsretardierungen
von 8,17 + 2,07%.

In der statistischen Auswertung der normalisief@fi@Rvolumenanteile in dieser Ebene ergeben
sich bei einen von 0,05 bei allen Vergleichen p-Wertea<{A-B: p = 0,0002, A-C: p = <
0,0001, B-C: p = 0,0001). Somit kann bei den dreigpen in diesem Fall von signifikanten

Unterschieden zwischen den GefalRvolumenanteilegegasgen werden.
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An diesen Ergebnissen fallt auf, dass sich dieeti@n Gruppen in ihren GefalRvolumenanteilen
bei Betrachtung der Proben im Ganzen signifikantenscheiden. Werden die Proben aber
nochmals in die Ebenen A,B und C unterteilt, siridhsdie Kontrollgruppe und die

Diabetikerplazenten auf der Ebene der Chorionplatterien sehr ahnlich und unterscheiden

sich erst immer deutlicher, je weiter man distadém Bereich der Endzotten gelangt.

Die Plazenten bei intrauteriner Wachstumsretardigmeisen sowohl als ganze Probe als auch
bei der Unterteilung in verschiedene Ebenen immegnifskante Unterschiede im
GefalRvolumenanteil zu der Kontrollgruppe auf. Autth den Diabetikerplazenten zeigen sie

durchgehend signifikante Unterschiede.
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Unten: Ebene C (endzottennah)
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Bei Betrachtung des GefalRvolumenanteils der drepfen, bezogen auf das Plazentagewicht in
Abbildung 11, fallt auf, dass die Kontrollgruppendgchsten Gefalvolumenanteil hat bei einem
im Vergleich zur Diabetikergruppe leicht geringerbaw. gleichen Plazentagewicht. Der
GefalRvolumenanteil betragt in der Kontrollgruppe , 520 und das durchschnittliche
Plazentagewicht 570g. Bei den Diabetikerinnen st Gefallvolumenanteil von 16,7% und
ein  Plazentagewicht von durchschnittich 600g. Dielazenten bei intrauteriner
Wachstumsretardierung weisen sowohl einen bedegemageren Gefaldvolumenanteil (7,84%)
als auch ein erheblich niedrigeres PlazentageWathrthschnittlich 420g) auf.
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Abbildung 11: Gefal3volumenanteil bezogen auf das Plazentagewmhter Kontrollgruppe
(Controls), den Diabetikerinnen (DB) und den Waghstretardierungen (IUGR)




3.4 Histologische Untersuchungen

Die histologischen Bilder in Abbildung 8G-I zeigasgss auch nach der Probenpréperation mit
Mikrofil-Kontrastmittel und dem Scan in der Mikro¥Ces noch problemlos méglich ist von den
Proben histologische Schnitte anzufertigen unded@snn nach den bekannten Methoden zu
bearbeiten. Der Scan zerstort das Gewebe nichteangibt daher keine Einschréankungen bei
spateren morphologischen oder immunhistochemistheersuchungen der Proben. Auch auf
diesen Bildern erkennt man den héheren GefaRasgeiKontrollgruppe im Vergleich zu den
Diabetiker- und IUWR-Plazenten.



4 Diskussion

Die quantitative Analyse fetoplazentarer Gefal3ehtniour bei unkompliziert verlaufenden
Schwangerschaften, sondern auch bei Diabetikerirngnmakrosomen Neugeborenen und
Kindern, die bei der Geburt an einer Wachstumsilegaung leiden, hat eine aul3erordentliche
Bedeutung fur das Verstandnis der Pathophysioliogiauterinen Wachstums. Je genauer dabei
die Darstellung der Mikroarchitektur der Gefal3eolgti desto vielfaltiger und praziser kdnnen
dementsprechend auch Aussagen uber physiologiscite pathologische Veranderungen
getroffen werden. Mit dieser Studie sollte dahemitelt werden, ob die Unterschiede des
fetoplazentaren GefalRbaumes von einer Kontrollgrupp Diabetikerinnen und intrauteriner
Wachstumsretardierung dargestellt werden konnen wied sich diese Unterschiede in den

verschiedenen Gefal3provinzen innerhalb der Plazenkelten.

Seit Einfihrung der 3D Mikro-CT[38;44-48] gibt esr2D quantitativen Histomorphometrie ein
weiteres Verfahren, um Strukturanalysen auf zwed dreidimensionaler Ebene durchzufihren.
Obwohl die Histologie nach wie vor den ,Gold-Startian der Gefal3analytik darstellt, lassen

sich lediglich zweidimensionale Auswertungen duiitinén [18;25].

Die Mikro-Computertomographie dagegen liefert eikempletten dreidimensionalen Datensatz
der untersuchten Proben. Die 3D-Mikro-CT erlaubhiseine kontinuierliche, quantitative und
qualitative Darstellung der Mikroarchitektur soveme komplette dreidimensionale Darstellung
des Gefallbaumes. Der zusétzliche groRe VorteiStekturanalyse mit der Mikro-CT ist die
zerstorungsfreie Untersuchung der Gefal3e. Zushgzliastologische und immunhistologische
Methoden kdnnen im Anschluss an die Mikro-CT-Unieraing durchgefuhrt werden.

In unserer Studie zeigen wir, dass mit der Kontnégtlperfusion und der anschlielenden
Analyse in der Mikro-CT der Gefalvolumenanteil niclur bei der Kontrollgruppe, sondern
auch bei den Diabetiker- und IUWR-Plazenten ausgetwwerden kann.

In der vorliegenden Arbeit zeigt sich in der Kotignuppe nach Perfusion mit Kontrastmittel
ein GefalRvolumenanteil von 20,53 = 1,34%. In vgeieden Studien beschreibt Kaufmann[49]
einen fetoplazentaren GefaRRanteil von 28,4% bezogeh die terminalen Zotten bei

termingerechten Plazenten normaler Schwangersohaftéayhew et al.[27] geben eine
Kapillarvolumendichte von 23,8% im Bereich der pbaren Zotten an und Burton et al.[20]

sprechen von 20,6% bei den Intermediér- und Enelzott
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Diese Daten unterscheiden sich zum Teil von denhduns in der Mikro-CT ermittelten Daten.
Bei naherer Betrachtung und unter Berlicksichtigdeigverschiedenen Techniken ergeben sich
aber einige Erklarungsmaglichkeiten. In unsered&twerden bei der Probenentnahme durch
die gesamte Dicke der Plazenta alle Gefa3struktuoeersucht, von den grof3en
Chorionplattenarterien (Durchmesser von ca. 2mm)him zu den sinusoidalen Kapillaren in
den Endzotten (14n) und nicht nur, wie in den anderen Studien, ddZbtten bzw.
Intermediar- und Endzotten. Wie Kaufmann und Behike in einer anderen Studie[2] angeben,
liegt der prozentuale Anteil der Zotten in termirgghten Plazenten unkomplizierter
Schwangerschaften zwischen 45,6% und 62,9%. Seal.[B0] berichten von einem fetalen
Gefal3volumenanteil von ca. 45% in den Terminalpot®®-30% in den Stammzotten mit ihren
grof3en Arterien- und Venenvolumina und 20-25% iriere Intermediarzotten. In unreifen
Intermediarzotten betrage der Gefal3anteil nur uenl®%. Das bedeutet, dass je nach Studie
und genauem Ort der Untersuchungen innerhalb daezeRia sehr unterschiedliche Werte
ermittelt werden. Beim Vergleich mit diesen zuleggnannten Studien liegt der von uns

gemessene Wert noch deutlicher unter den dorthereten Anteilen.

Als potentielle Alternative zur quantitativen Hikigie an Serienschnittpraparaten wurde im
letzten Jahrzehnt die Technologie der Mikro-Comgateographie in der ex-vivo Forschung
etabliert[38;44]. Sie erlaubt die Akquisition einsstropen, dreidimensionalen Bilddatensatzes
mit einer raumlichen Auflésung von bis zu 6 pum.nkRir wurde dieses Verfahren in der
Osteoporose-Forschung zur Morphometrie spongitseacliens eingesetzt[41]. Wegen des
hohen Kontrastes zwischen Knochenbalkchen und Marmken konnten schon mit den ersten
Geraten qualitativ hochwertige dreidimensionaled&ilerzeugt werden [51;52]. Dabei hat die
Mikro-CT-Technologie bereits in der morphometristhéergleichsanalyse zur konventionellen
Histomorphometrie hochsignifikante Korrelationeni loker Analyse von Knochenstrukturen

gezeigt.

Inzwischen hat sich das Anwendungsspektrum vedsteitNeben der deskriptiven 3D-
Darstellung und Vergleichsanalyse zur konventi@melHistologie konnte Ritman et al.[53]
erstmals Struktur-Funktionsbeziehungen von nugitivGefaBen und dem physiologischen

Knochenremodeling in der Mikro-CT darstellen.

Neue vaskulare Kontrastmittel und neue Perfusichsiken konnten mit weiterflihrenden
methodischen Ansatzen der Mikro-CT zur Evaluierdeg Gefal3architektur beitragen. Bereits
in den 70er Jahren konnte gezeigt werden, dasshddie Verwendung von Microfit

Kontrastmittel (Microfil MV-122, Flow Tech, CarverMA, USA) eine liuckenlose und
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homogene Perfusion des arteriellen Gefal3systemserachiedenen Organen moglich ist.
Microfil Kontrastmittel besteht aus zwei Komponentélei und Silikon), die in wassriger
Lésung vorliegen. Nach Vermischung der Komponeritariet dieses Kontrastmittel nach 20
Minuten vollstandig aus. Ein wesentlicher VortednvMicrofil gegeniber bariumsulfathaltigem
Kontrastmittel besteht in der geringeren Viskositdétd somit in der besseren kapillaren
Penetration. Des Weiteren zeigt Microfil hydrophdhigenschaften, die eine Penetration in den

extravaskuldaren Raum verhindern.

Obwohl die Mikro-CT in vielen vorgestellten Studidime Wertigkeit bei der Quantifizierung
von Gefal3- und Weichteilstrukturen demonstrieremnke, birgt die Verwendung der Mikro-CT
zwei grof3e Nachteile. Ein Nachteil dieser Methodke nach wie vor die Begrenzung des
Messfeldes auf kleine Volumina, je nach Auflésuraneinigen mm?3 bis zu wenigen cms.
Derzeit ist die Auflésung durch die Zahl der Pidel CCD-Kamera noch limitiert (1024x1024),
so dass eine Auflosung von nur etwa einem Tauseindiss gréf3ten Objektdurchmessers in der
Ebene senkrecht zur Drehachse der Probe erreididieweékann. Ein weiterer Nachteil liegt in
der Notwendigkeit der Kontrastmittelapplikation, w@me Kontrastverstarkung und damit eine
bessere Gewebedifferenzierung zu erreichen und en 8isherigen lediglich ex-vivo
Untersuchungsmaglichkeiten.

Obwohl bei unseren Analysen keine nachweisbaretaBafakte zu erkennen waren und es auch
nicht zu Beeintrachtigungen der quantitativen Bilalgsen kam, sind mehrere Moglichkeiten
von Artefakten in der Mikro-Computertomographie &eit, wie zum Beispiel Schatten-, Ring-
oder Kegelstrahlbildung. Diese Artefakte konnenemer fehlerhaften Grauwertverteilung in
dem Datensatz fihren, was einen negativen Effeklemvolumetrischen Auswertung mit sich
bringt. Auch bei der Probenpraperation kann es ehbldfn kommen. Bei der Injektion des
Kontrastmittels kann es entweder durch zu hoherlboder aber durch bereits verletzte Gefalie
zu Austritt von Kontrastmittel in umliegendes Gewdtommen, so dass diese Bereiche, wenn
sie weiterhin mit dem Gefalbaum in Verbindung steliei der spateren Berechnung
falschlicherweise als perfundierte Gefal3e erkarerden und der prozentuale GefaRRanteil sich
dementsprechend als zu hoch errechnet. Steht @dehliaherweise perfundierte Bereich nicht
mit dem GefalRbaum in Verbindung, wird er bei deswertung auch nicht als Gefal3struktur

erkannt und es ergibt sich ein zu niedriger Geftdtlan
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Bei nicht geniigend langer Spulung der Gefal3e nf@lNar der Kontrastmittelperfusion kann es

zur Vermischung von Restblut mit dem Kontrastmiki@inmen, was zu einer ungleichen

Aushéartung fuhren kann und sich anschlieRend atkelihafte Gefal3perfusion mit falsch-

negativen Volumina errechnet.

Bei beiden Methoden, der konventionellen Histologre der Mikro-CT mit Kontrastmittel,
kann eine komplette Flllung der Gefal3e nie siclkaradprleistet werden. Sowohl Restthromben
als auch reaktive Konstriktionen der GefalRe fluhtetzlich zu einem falsch-negativen
Gefal3volumen der Probe.

Die Unterschiede der Ergebnisse zwischen der Kibgituppe und den Diabetikerplazenten
zeigen, dass beim Vergleich durch das gesamte \&iumler Plazenta ein signifikanter
Unterschied besteht (p = 0,0072). Betrachtet madodie die drei verschieden Ebenen einzeln, so
fallt auf, dass die chorionplattennahen Gefa3pmannbei den Diabetikerinnen sich nicht
signifikant von der Kontrollgruppe unterscheiden € 0,2851). Erst im Bereich der
IntermediargefalRe zeigen sich signifikante Unteestdh (p = 0,01) und diese sind besonders

deutlich im unteren Bereich der Endzotten (p = 020

Dies zeigt, dass sich die Diabetikerplazenten hd=msnim Bereich der Endzotten, also dem
Bereich, der sich bei der Plazentaentwicklung afztés differenziert, besonders von der
Kontrollgruppe unkomplizierter Schwangerschaftertetstheidet. Diese Beobachtung wurde
auch schon in frGheren Studien von Mayhew et aldgémacht, die nachweisen, dass im
mikroskopischen Bereich die morphologischen Veramgen nicht einheitlich sind, sich aber

hauptséachlich durch eine relative Unreife der higfisch erfassbaren Strukturen im vaskuléren
Endstromgebiet darstellen. Besonders ausgepragiess Unreife in den Terminalzotten. Auch

Stoz et al.[5;9] konnten zeigen, dass selbst bestaliensdiabetes eine Retardierung in der
Zottenvaskularisation zu erkennen ist. Mit uns&teidie werden somit diese Aussagen bestatigt.

Lao, Lee and Wong|3] berichten von Plazenten mittenichem Diabetes Typ 1, die verglichen
mit normalen Schwangerschaften, erheblich leickied. Die von uns untersuchten Plazenten
bei matterlichem Diabetes zeigten im Vergleich Xontrollgruppe &ahnliche bzw. hdhere
Gewichte. Dies mag auch zum Teil daran liegen, das$rauen aus unserer Diabetikergruppe
wahrend der Schwangerschaft langfristig betreutyiesodie Blutzuckerspiegel engmaschig
kontrolliert und gut therapeutisch eingestellt wariBei leichteren Formen und nur kurzer Dauer
des Diabetes sprechen auch Lao et al. von vergsifdend im Gewicht erhéhten Plazenten, wie

es in unserer Stichprobe der Fall ist.
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Auffallig beim Vergleich der Kontrollgruppe mit denPlazenten bei intrauteriner
Wachstumsretardierung ist, dass sowohl bei Betnachtier gesamten Plazentaproben als auch
bei Betrachtung der unterschiedlichen Ebenen dezeRten durchgehend signifikante

Unterschiede bestehen.

Die Ergebnisse unserer Studie lassen sich mit feilhé&ntersuchungen an Corrosion Casts
vergleichen. So haben Studien von Fox und TeaskdalE§] ergeben, dass sich an Plazenten bei
intrauteriner Wachstumsretardierung bestimmte Memgeicklungen zeigen. Zeichen dafur
sind neben einigen anderen Veranderungen auch nicBinusoiden umgewandelte Kapillaren
und Reifungsretardierungen an den Endzotten. Dedrigen Gefallvolumenanteile in unserer

Studie kdnnen dies bestatigen.

Durch die dreidimensionale Erfassung des gesamétald@erlaufs innerhalb der Plazenta lassen
sich erstmals quantitative Unterschiede mittels isH€T in der Analytik des fetoplazentaren
GefalRbaumes aufzeigen.

Beim Vergleich der einzelnen Ebenen A, B und C flif, dass bei allen Gruppen in Ebene A
der GefalRanteil am niedrigsten ist (KG: 18,37%; D843%; IUWR 5,95%), er in der mittleren
Ebene ansteigt (KG: 21,51%; DB: 17,39%; IUWR 8,44% ) dann in der untersten Ebene
entweder gleich bleibt oder etwas zurlick geht (RG43%; DB: 14,97%; IUWR 8,17%). Bei
den Diabetikerplazenten sinkt der Gefal3volumenkimaler Ebene C sogar noch unter den aus
Ebene A (14,97% zu 16,43%).

Mayhew et al.[4] konnte bereits zeigen, dass diative Unreife bei Diabetikerplazenten im
Bereich der Endzotten besonders ausgepragt istT&igache, dass bei unseren Ergebnissen die
GefalRanteile auf Hohe der Chorionplattenarteried der Stammzotten geringer sind als in
mittlerer Hohe, was bei Sen et al. anders besdmiebird (Stammzotten: 25-30%, reife
Intermediarzotten: 20-25%, unreife Intermedidrautt®5%), mag daran liegen, dass wir nicht
die einzelnen Zottenarten unterschieden haben.esonmtur die Ebenen innerhalb der Plazenta.
So sind in der mittleren Ebene nicht nur Intermemtitien, sondern auch eine grol3e Anzahl an

Endzotten zu finden, welche den Gefalvolumenanddier werden lassen.



5 Zusammenfassung

Das derzeitige Verstandnis der mikrovaskularen (afhitektur und Morphometrie der
Plazenta beruht auf verschiedenen zeitintensiverpmoonetrischen Analysen. Dazu zahlen die
konventionelle Histologie, die Elektronenmikrosk®pivon Ausgusspraparaten und die
dreidimensionale Rekonstruktion von Gewebeschnittdit Hilfe dieser Methoden wurden
bereits Unterschiede in der Gefal3struktur zwischBlazenten bei unkomplizierten
termingerechten Schwangerschaften, Diabetikerptamenbei makrosomen Kindern und

Plazenten bei wachstumsretardierten Neugeboreriersunht.

In der vorliegenden Studie demonstrieren wir digls¢erschiede mit der Mikro-CT als einer
neuen, zerstorungsfreien und schnellen MethoddBiddgebung und zur quantitativen Analyse
fetoplazentarer Gefal3e und konnen vorliegende Webkestatigen. Plazenten der
unterschiedlichen Gruppen wurden nach vorher fesgtgn Kriterien ausgewahlt, vorbereitet
und die fetoplazentaren Gefal3e mit Rontgenkontittstperfundiert. Die entnommenen Proben
wurden im Mikro-CT gescannt und mit Hilfe eines As&programms die GefalRvolumenanteile
einmal fur die gesamte Probe und fur drei unteestitthe Ebenen innerhalb einer Probe
berechnet. Im Anschluss wurden die Proben in Rargébettet, geschnitten und gefarbt, um zu
zeigen, dass histologische Untersuchungen auch Beatbeitung im Mikro-CT noch moglich
sind. Von diesen Ergebnissen wurden unterschiezlliBbbildungen hergestellt, die bereits
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen erkdrei&en.

In der statistischen Analyse stellten sich fur altei Gruppen signifikante Unterschiede in den
GefalRvolumenanteilen heraus, welche innerhalb daschiedenen Ebenen noch genauer
untersucht wurden. Nur in der obersten Ebene aufeHder Chorionplattenarterien gab es

zwischen der Kontrollgruppe und den Diabetikerptéee keine signifikanten Unterschiede, alle

anderen Ebenen waren signifikant unterschiedlich.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass Diabetiker- und ILRMRenten im Vergleich zu Plazenten von
unkomplizierten Schwangerschaften, besonders imei@erder Endzotten eine deutliche

Mangelentwicklung der Gefal3strukturen aufweisen.



6 Abstract

Objective: The quantitative changes in the fetoplacental Wlascvolume in placentas from
pregnancies complicated by intrauterine growthricgin (IUGR) and diabetes mellitus (DB)
are not well defined. The purpose of this study wasicrease understanding of the substantial
variation in the fetoplacental vascular volumeUWGR and DB assessed by 3D micro-computed

tomography (micro-CT).

Methods and Results:Samples from IUGR (n = 24), diabetic (n = 24), dmhlthy control
placentas (n = 24) were infused with Microfil cadtr agenand scanned by micro-CT. Using
those 3D images, we quantitated the complete fatepkal vascular volume fraction (VVF). A
subanalysis was performed at three different lewelsching from the corion plate artery (level
A), to intermediate arteries (level B) and capillaystem (level C). Results were complemented
by histology. The significance of differences irsgalar volume measurements was tested with
analysis of variance [ANOVA].

Results: Microfil perfused placentas showed a total vascutdume fraction of 20.5 £ 0.9 % in
healthy controls. In contrast, the VVF decreased@d + 0.9 (p < 0.001) and 7.9 £ 0.9 (p <
0.001) in DB and IUGR placentas, respectively. Hageneity in the decrease in the vascular
volume fraction in diabetic placentas was foundbéopresent in intermediate arteries (Level B)
and the capillary system (Level C) but not in tbean plate artery (Level A).In IUGR placentas

the heterogeneity was found to be present in adi$e

Conclusion: Micro-CT imaging is feasible for quantitative ayss$ of the fetoplacental vascular

tree in healthy controls and pregnancies complkicatdy IUGR and DB.
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