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1 Einleitung

1.1 Entwicklung der Plazenta

Die Entwicklung und Differenzierung der Plazenta ist ein komplexer Vorgang, der sich
bis zum Ende der Schwangerschaft parallel zu den steigenden Versorgungsansprichen
des wachsenden Feten vollzieht. Die plazentare GefalRentwicklung und uterine
GefalRanpassung wahrend dieser Zeit gewahren eine adaquate Nahrungs- und
Substratversorgung des Feten. Stérungen in der Differenzierung des Zottenbaumes
werden mit anormaler intrauteriner Entwicklung, hoherer Morbiditat und Mortalitat

assoziiert (1).

Nach der Befruchtung entsteht 60 — 72 Stunden spater die Morula, bestehend aus 32
Zellen. Am vierten Tag post conceptionem entwickelt sich die Blastozyste, ein
flussigkeitsgefullter Hohlraum, in dem sich die Zellen in zwei Schichten anordnen. Aus
der aulleren entwickelt sich der Trophoblast, der spater zur Plazenta wird, die innere
Zellschicht — der Embryoblast — bildet die Ausgangszellen zur Entwicklung und
Differenzierung des Embryos. Danach folgen Nidation und Implantation. Hier kommt es
zunachst zur breitflachigen Verklebung der Blastozyste mit dem Endometrium. Nach
Auflosung der Hullschichten konnen die nun freien Trophoblastzellen zwischen den
Endometriumzellen einwachsen und bis zu den GefalRen der Tunica propria vordringen.
Die aulReren, dem mutterlichen Gewebe unmittelbar anliegenden Trophoblastzellen
verschmelzen dabei unter Auflosung der trennenden Zellgrenzen miteinander synzytial.
Es entsteht der primare Synzytiotrophoblast. Der Implantationsvorgang wird etwa am
12. Tag mit dem vollstandigen Eindringen der Blastozyste in das endometriale Stroma
und dem Schluss des Endometriums Uber dem Implantationsort abgeschlossen (2).
Durch das weitere Vordringen des Synzytiotrophoblasten kommt es zur Eroffnung
maternaler Gefalle im Endometrium, die ihr Blut in das synzytiale Lakunensystem
abgeben. In diesem verbleiben Trabekel, die sich zwischen Chorion- und Basalplatte
ausspannen. Von der Chorionplatte aus sprief3t nun Synzytiotrophoblast in die Trabekel
ein und bildet so die Primarzotten. Ab dem 15. Tag dringt extraembryonales Mesoderm
in die Zotten ein, dadurch entstehen die Sekundarzotten. Am Ende der dritten
Gestationswoche sprielien Uber den Haftstiel Gefalte in die Sekundarzotten ein.
Gleichzeitig beginnen sich in der Peripherie der Zotten die ersten Kapillaren zu

differenzieren (autochthone Kapillarisierung). Damit sind die Tertiarzotten etabliert. Das
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Zottenkapillarsystem gewinnt bald Anschluss an die im extraembryonalen Mesoderm
und im Haftstiel enthaltenen Kapillaren. Im Verlauf treten diese Gefal3e in Verbindung
mit dem intraembryonalen GefalRsystem und stellen damit die existentielle Verbindung
zwischen Plazenta und Embryo her (Abbildung 1).
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Abbildung 1. Schematische Abbildung der GefaRarchitektur einer Plazenta (modifiziert nach Keith L.
Moore. Lehrbuch und Atlas der Entwicklungsgeschichte des Menschen. Schattauer. 1990).

Im Rahmen der nun einsetzenden Reifung der Tertiar- zur Funktionszotte (3) und einer
daraus resultierenden grofleren Kontaktflache zwischen mdutterlicher und fetaler
Strombahn kommt es zur weiteren Differenzierung der Zotten. Im Vordergrund dieser
Entwicklung steht eine Ausdehnung der Zottenbdume durch dichotome Verzweigungen
und Zottenproliferationen, eine Verdinnung des Synzytiums und zentrifugale
Verlagerung der Zottenkapillaren (4). Die Anzahl der Zotten nimmt kontinuierlich zu,
wobei die GroRe der Zotten mit weiterer Entwicklung abnimmt. Das Zottenstroma wird
dabei zusehends verdrangt. Die innere Oberflachenvergro3erung der Zotten erfolgt

durch Erweiterung der Kapillaren und ihre Umbildung zu sogenannten Sinusoiden (5).
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Die GefalRe werden mehr und mehr wandstandig und liegen bald unter der
Austauschmembran. Hierdurch wird die fetomaternale Austauschflache vergréfRert und
die Diffusionsstrecke verklrzt. Die Trennschicht der reifen Resorptionszotte wird
gebildet aus der sogenannten synzytiokapillaren Membran (Stoffwechselmembran).
Diese besteht aus einem feinen Zytoplasmasaum des Trophoblastepithels, seiner
Basalmembran, einem schmalen Mesenchymstreifen und der fetalen Kapillarwand mit
Basalmembran (3). Die Distanz zwischen miutterlichem und kindlichem Blut betragt
anfangs ca. 25 ym, am Ende der Schwangerschaft nur noch ca. 4 um. Am Ende des
vierten Schwangerschaftsmonats hat die Plazenta ihre endgultige Ausgestaltung
erreicht. Die Zahl der Terminalzotten wachst jedoch mit Fortdauer der
Schwangerschaft, wodurch die Gesamtzottenoberflache standig zunimmt, die synzytiale

Gesamtoberflache betragt am Termin ca. 12 m? (6).

1.1.1 Differenzierung der Zotten

Abhangig von der Lage der Zotten innerhalb des Zottenbaumes, der Art der fetalen
GefalRe und der Struktur des Bindegewebes innerhalb der Zotten kdonnen diese in

verschiedene Typen unterteilt werden (7), schematisch dargestellt in Abbildung 2.

Stammzotte

Reife Intermedisrzotte

Unreife Intermedidirzotie

Endzotte

Abbildung 2: Differenzierung der verschiedenen Zottenarten (25).
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Abbildung 3 zeigt dazu im Detail den peripheren Teil des fetoplazentaren Gefallbaumes

mit Aufzweigung einer Stammzotte Uber Intermediarzotte bis zur Endzotte.

fntmrie Artariole Kapidlare Vanole Vena

Abbildung 3: Peripherer Teil des fetoplazentaren GefalRbaumes (25).

Die zentral lokalisierten Stammzotten sind gekennzeichnet durch mittig angeordnete
Arterien und Venen, ein kaum entwickeltes fetales Kapillarsystem und ein
bindegewebiges Stroma. Sie machen ungefahr ein Drittel des gesamten
Zottenvolumens aus. lhre Funktion besteht hauptsachlich in der mechanischen
Unterstutzung. Diese Stammzotten verzweigen sich entweder in schlanke, leicht
kurvige oder in dickere Zotten. Beide Arten verbinden nahezu alle peripher gelegenen
Endzotten mit den Stammzotten und werden daher Intermediarzotten genannt. Diese
Zotten sind charakterisiert durch das Auftreten von Arteriolen und Venolen und das
Fehlen von Arterien und Venen. Sie lassen sich in zwei verschiedene Arten unterteilen:
die unreifen Intermediarzotten und die reifen Intermediarzotten. Erstere sind wesentlich
dicker und kraftiger, ihre Oberflache besitzt kaum Endzotten. In reifen Plazenten
kommen sie nur zu einem geringen Prozentsatz im Zentrum des Zottenbaumes vor. In
der Histologie erkennt man ein reiches Stroma sowie eine unterentwickelte fetale
Vaskularisierung. Sie sind daher weniger fur den fetomaternalen Austausch als fir das
Wachstum der Zotten zustandig. Die reifen Zotten sind dagegen schlanker und tragen
ca. 95% aller Endzotten. Ihr GefalRsystem besteht fast ausschlieRlich aus Kapillaren, es
existieren nur wenige Arteriolen und Venolen. Das locker angeordnete Bindegewebe ist
arm an Fasern und Zellen. Durch die verkurzte Diffusionsstrecke und die gesteigerte
fetale Vaskularisierung haben diese reifen Zotten einen grolen Anteil am

fetomaternalen Austausch. AulRerdem nehmen sie am metabolischen und endokrinen
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Stoffwechsel der Plazenta teil. Die finalen Verzweigungen des Zottenbaumes bilden die
Endzotten, welche hauptsachlich mit den reifen Intermediarzotten verbunden sind. Nur
5% der Endzotten gehen von unreifen Zotten und Stammzotten ab. Im peripheren Teil
bilden die fetalen Kapillaren die sogenannten Sinusoide, manche mit einem
Durchmesser von bis zu 40 ym. Die Volumenfraktion macht bis zu 34% aus, die
Oberflachenfraktion sogar bis zu 47% (7). Die extreme fetale Durchblutung, die
minimale maternofetale Diffusionsstrecke von ca. 4 ym und das hohe Vorkommen von
Epithelplatten demonstrieren deutlich, dass hier der optimale Ort fir den Stoffaustausch

zwischen Mutter und Kind vorliegt.

1.1.2 Fetoplazentare Durchblutung

Die fetoplazentare Durchblutung gliedert sich entsprechend den morphologischen
Strukturen. Die Nabelschnurarterien anastomosieren nach Erreichen der Plazenta und
teilen sich dann in mehrere Segmentarterien. Diese ziehen geschlangelt auf der fetalen
Plazentaflache unter dem Amnionuberzug entlang und verzweigen sich in Sekundar-
und Tertiararterien, die in den Stammzotten verlaufen und als Stammzottengefalie
erster Ordnung bezeichnet werden. Am Hilus eines Plazentalappchens teilen sie sich in
die StammzottengefalRe zweiter Ordnung (Ramusgefalie). Diese verzweigen sich weiter
in Stammzottengefalle dritter Ordnung, die in die Zottenkapillaren Ubergehen. Arterielle
und venose Schenkel der Zottengefalle sind durch ein paravaskulares, dichtes
Kapillarnetz und durch die sinusoidalen Kapillaren der Zottenperipherie verbunden. Die
uteroplazentare  Durchblutung erfolgt Gber Aa. uterinae und die vom
Synzytiotrophoblasten arrodierten Spiralarterien. Die Spiralarterien, die aus den so
genannten Arkadengefal’en entspringen, minden basal in das zottenarme Zentrum des
Plazentons. Das arterielle Blut verteilt sich von hier strahlenférmig und stromt im
Bereich der Peripherie des Plazentons nach basal, wo es Uber ebenfalls eroffnete

Venen in der Dezidua wieder abflief3t.

1.2 Bildgebende Verfahren zur Gefalldarstellung

In den letzten Jahren sind neue, zum Teil konkurrierende Methoden auf dem Gebiet der
vaskularen Bildgebung implementiert worden. Zwischen der mikroskopischen

Histomorphologie auf der einen und der klinischen Angiographie auf der anderen Seite
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stehen sowohl dem Kiliniker als auch dem Grundlagenforscher weitere Verfahren, wie
z.B. die Magnetresonanztomographie (MRT) (8, 9), der intravaskulare Ultraschall (10,
11, 12) oder die Mehrzeilen-CT (13, 14) zur Analyse von Gefallen zur Verfugung. Auf
dem Gebiet der ex-vivo Diagnostik und der praklinischen Forschung ist die Histologie
von Gefrier- und Paraffinschnitten der Gold-Standard zur quantitativen Bestimmung von
GefalBmorphologie und -morphometrie. Dazu werden histologische Schnitte mit
verschiedenen Farbemethoden untersucht. Diese Untersuchungen haben allerdings
verschiedene Nachteile: Die Probenpraparation ist zeit- und personalintensiv und,
nachdem die histologischen Schnitte einmal angefertigt wurden, sind weitere
Untersuchungen mit anderen Methoden nur schwer realisierbar oder gar unmdglich
geworden. Des Weiteren liefert die Histologie nur eine zweidimensionale
GefalRdarstellung und erlaubt, da die Quantifizierung der Gefallparameter
(GefaBwanddicke, PlaquegroRe, Verkalkungen, Stenosegrad) nur an wenigen
Serienschnitten  erfolgt, keine kontinuierliche longitudinale Darstellung der
Gefalarchitektur (15).

Mit der Angiographie (Luminographie) konnen nur bedingt Aussagen zur
GefalRmorphologie getroffen und lediglich makromorphologische Veranderungen erfasst
werden. Neue erganzende radiologische Methoden, wie die Angio-MRT (16) und
Mehrzeilen-CT-Technologie (17), befinden sich bereits im klinischen Einsatz. Doch
auch diese Methoden lassen bei Ortsauflosungen im Millimeterbereich keine

befriedigende Beurteilung der pra- und postkapillaren Gefalie zu.

Das derzeitige Verstandnis der mikrovaskularen GefaRarchitektur und Morphometrie
der Plazenta wurde durch verschiedene =zeitintensive morphometrische Analysen
gewonnen. Dazu zahlen die konventionelle Histologie, die Elektronenmikroskopie von
Ausgusspraparaten (corrosion casts) sowie dreidimensionale Rekonstruktionen von
Gewebeschnitten (18-27). 2004 wurde erstmals zu den bisher etablierten Methoden die
Mikro-Computertomographie (mikro-CT) zur qualitativen und quantitativen Evaluation

des fetoplazentaren GefalRbaumes genutzt.

1.3 Die Mikro-Computertomographie

Im letzten Jahrzehnt hat sich die Technologie der mikro-CT als neue Methode und

potentielle Alternative zur Histologie in der ex-vivo Forschung etabliert. Durch
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technischen Fortschritt sind mikro-CT-Systeme in der Lage, hoch auflosende Bilder von
kleinen Proben zu generieren. Die ersten Studien mit der mikro-CT beinhalteten
Untersuchungen zur Knochenarchitektur und Knochendichte bei Osteoporose und
Arthritis bei Tieren (28-31). Andere Arbeitsgruppen nutzten die mikro-CT-Technologie
zur Evaluation der trabekularen Knochenstruktur (32, 33) sowie zur Untersuchung von
osteolytischen Tumoren und deren Wirkung auf die trabekulare dreidimensionale
Knochenstruktur (34). Weiterhin wurden Untersuchungen an Mausen vorgenommen,
um u.a. Skelett- und Gewebestrukturen darzustellen (35-38). In den letzten Jahren hat
sich die mikro-CT aullerdem vermehrt in der vaskularen Grundlagenforschung
durchgesetzt (39-41), und es haben sich beeindruckende Ergebnisse in der Darstellung

und Quantifizierung pathologischer GefaRalterationen gezeigt.

Joergensen und Mitarbeiter begannen, mit Hilfe der mikro-CT dreidimensionale Bilder
der Gefal- und Parenchymarchitektur zu quantifizieren (39). Sie zeigten durch
intravasale Kontrastmittel-Injektion die Moglichkeit der Gefalddarstellung in isolierten
Organen. Zum ersten Mal konnte in dieser methodischen Arbeit bei einer VoxelgroRe
von 5-25 ym eine dreidimensionale Darstellung der Vasa vasorum von Koronargefalen
erarbeitet werden. Spatere Studien von Wan und Mitarbeitern (42) an Rattenkoronarien
zeigten erstmals eine lUckenlose Analyse und Quantifizierung der Parameter
Gefallvolumen, -dichte und -verzweigung. Die mikro-CT wurde weiterhin erfolgreich
genutzt, um die dreidimensionale Gefal3struktur des Myokards, der Niere, der Leber
und der Lunge darzustellen (43-50). 2004 wurde die mikro-CT erstmals zur
dreidimensionalen Evaluation der fetoplazentaren GefalRarchitektur genutzt (51). Die
Ergebnisse diverser Studien zeigen die hohe Korrelation zwischen den
dreidimensionalen  mikrocomputertomographischen  stereologischen und den
standardisierten zweidimensionalen histologischen Parametern (52). Die mikro-CT ist
dadurch mittlerweile zu einem erganzenden Verfahren zur konventionellen Histologie

herangewachsen.

1.4 Kontrastmittel

Blutgefalde bewirken einen nur sehr geringen Kontrast in der CT-Darstellung, so dass
hier eine Verstarkung mit Hilfe rontgenpositiver oder -negativer Kontrastmittel erfolgen
muss. Bis Mitte der 80er Jahre war Bariumsulfat (BaSO;,), ein Kontrastmittel, welches

normalerweise flr klinische Routineuntersuchungen des Gastrointestinaltraktes
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eingesetzt wird, das meist genutzte Medium in der ex-vivo Gefalidarstellung (53).
Diverse Studien zeigen, dass durch Applikation von Bariumsulfat eine Darstellung der
GefalRe an isolierten Organen moglich ist. Mit Hilfe der mikro-CT konnte so die
Mikroarchitektur des Lungenparenchyms erfasst (15, 54), der fetoplazentare
GefalRbaum dargestellt (51) sowie in weiteren Studien die Vaskularisierung von
Tumoren gezeigt werden (55). Untersuchungen belegen, dass neuere Kontrastmittel im
Vergleich zu Bariumsulfat eine bessere Gefalfullung ermdglichen (56). Die
Implementierung dieser neuen vaskularen Kontrastmittel hat zu neuen methodischen
Ansatzen der mikro-CT zur Evaluierung der GefaRarchitektur gefuhrt (43). Zur
Darstellung und Quantifizierung der Vasa vasorum von Koronargefalen (43, 57-59),
der Nierenarterien (45, 60), der Leberarterien (47), der Pulmonalarterien (49) sowie der
Corpora cavernosa des Kaninchens (61) wurde ein Zwei-Komponentensystem
bestehend auf einer Silikon-Blei-Basis (Microfil® MV-122, Flow Tech, Carver, MA, USA)
verwendet. Erste Untersuchungen mit Mikrofil wurden bereits in den 60er Jahren
durchgefuhrt. Es konnten so erfolgreich die Mikrozirkulationen der Lunge, des

Gastrointestinaltraktes und der Niere dargestellt werden (62).

1.5 Zielsetzung und Fragestellung

Die quantitative und qualitative Analyse des fetoplazentaren Gefallbaumes ist von
aullerordentlicher Bedeutung fur das Verstandnis pathophysiologischer Veranderungen
intrauterinen Wachstums. Je genauer dabei die Darstellung der Mikroarchitektur der
GefalRe erfolgt, desto vielfaltiger und detaillierter sind die Aussagen, die Uber
physiologische und pathologische Veranderungen getroffen werden kénnen. Mit dieser
Studie sollte daher ermittelt werden, ob die Evaluation des fetoplazentaren
Gefallbaumes mit der mikro-CT nach Perfusion mit Mikrofil ebenso mdglich ist wie nach

Applikation einer bariumsulfathaltigen Kontrastmittelsuspension.
Es ergaben sich daraus fur uns folgende Fragestellungen:

1.) Ermoglicht die Perfusion mit Mikrofil die Evaluation des fetoplazentaren

GefalRbaumes in der mikro-CT?

2.) Sind nach Perfusion mit Mikrofil und anschlielender Untersuchung im mikro-CT

weitere histologische Untersuchungen der Proben madglich?
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3.) Ergeben sich Unterschiede in der quantitativen Analytik des fetoplazentaren

GefalRbaumes zwischen Mikrofil und Bariumsulfat in der mikro-CT?
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2 Material und Methoden
2.1 Untersuchungsmaterial und Kontrastmittel

In der Studie wurden termingerechte Plazenten (n=10) von umkomplizierten
Schwangerschaften untersucht. Diese wurden am Zentrum fur Frauenheilkunde und
Geburtshilfe der Justus-Liebig-Universitat Giel3en jeweils nach primaren Sectiones
gewonnen. Die Auswahl der Plazenten richtete sich nach bestimmten Ein- und
Ausschlusskritierien. Das Geburtsgewicht der neugeborenen Kinder sollte zwischen der
10. und 90. Perzentile, moglichst im Bereich der 50. Perzentile liegen. Dies wurde bei
Voruntersuchungen mittels Ultraschall festgestellt und verifizierte sich nach der Geburt
durch Wiegen des Kindes. Die Plazenten sollten weiterhin von unkomplizierten
termingerechten Schwangerschaften stammen. Aulderdem kamen nur Plazenten von
Mdattern mit gesunden Kindern fir die Studie in Betracht. Chromosomenanomalien oder
Behinderungen der Kinder galten als Ausschlusskriterium. Ebenso wurden Plazenten
von Mehrlingsgraviditaten und Hepatitis- bzw. HIV-infizierten Mattern nicht zugelassen.
Weitere Ausschlusskritierien waren makroskopisch nicht intakte Plazenten, welche bei
der Sectio zerstért wurden und daher nicht mehr perfundiert werden konnten. Des
Weiteren konnten die Plazenten nur nach Einwilligung der Mutter fur die Studie

verwendet werden.

Nach Erhalt der intakten Plazenta wurde diese makroskopisch begutachtet, gewogen
und das Volumen bestimmt. Uber eine groRe Chorionplattenarterie wurde die komplette
Plazenta per Kanulle unter behutsamem Druck gespdlt, bis auch der vendse Schenkel
blutleer war. Die Plazenten wurden zunachst mit gepufferter Kochsalzlésung, Heparin
und Xylonest gespult, um Gefaldthrombosierungen zu vermeiden (500 ml 0,9% NaCl +
25.000 I.E. Heparin + 20 ml Xylonest). Sofort im Anschluss wurde Kontrastmittel in die
Gefale injiziert, bis die Plazenta vollstandig gefullt war. Fur die ersten funf Plazenten
wurde hierzu ein Gemisch aus 500 ml Bariumsulfat (Micropaque, Guerbet, Sulzbach,
Germany), 42g Gelatine (Merck, Darmstadt, Germany) und 15g Thymol (Merck,
Darmstadt, Germany) (BSGT) verwendet. Bariumsulfat ist das Barium-Salz der
Schwefelsaure und Dbesitzt eine hohe Elektronendichte. In der klinischen
Routinediagnostik wird es als positives Rontgenkontrastmittel verwendet und den
Patienten in Form einer Suspension zum Trinken gegeben, um den Gastrointestinaltrakt

bei einer CT- oder RoOntgenuntersuchung zu kontrastieren. Unser Gemisch aus
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Bariumsulfat, Gelatine und Thymol wurde zunachst erhitzt und dann unter konstantem
Druck (100 mm Wassersaule) in die fetoplazentaren Gefale injiziert, bis es im vendsen
Schenkel erschien. Nachdem die perfundierte Plazenta bis auf 4°C abgeklhlt war,
wurden acht 1cm® groRe Blocke aus verschiedenen Regionen der Plazenta
entnommen. Vier aus einem auferen, vier aus einem inneren Quadranten. Die acht
Blocke wurden daraufhin in gepufferter 3,7%-haltiger Formalinldsung fixiert und im

Anschluss im mikro-CT gescannt.

Die Plazenten 6 — 10 wurden ebenfalls mit 500 ml 0,9% NaCl + 25.000 |.E. Heparin +
20 ml Xylonest zur Vasodilatation gespult. Im Anschluss wurden diese mit Mikrofil
(Microfil® MV-122, Flow Tech, Carver, MA, USA) perfundiert. Mikrofil besteht aus einem
Zwei-Komponentenystem (Silikon und Blei), das zur Gefal3perfusion in einem Gemisch
vorliegen muss. Dazu wurden die Komponenten (MV Diluent, MV Compound, MV
Curing Agent) im Verhaltnis von 5 ml MV Diluent, 4 ml MV Compound und 5% MV
Curing Agent vermischt. Mikrofil besitzt hydrophobe Eigenschaften sowie eine deutlich

geringere Viskositat als Bariumsulfat.

Nachdem auch die GefalRe dieser Plazenten perfundiert und auf ca. 4°C abgekuhit
waren, wurden mittels eines Stanzzylinders 8 ca. 20 x 2 x 2 mm grof3e Proben
entnommen, wieder jeweils 4 aus einem inneren und einem auleren Quadranten der
Plazenta. Die Fixation der Proben erfolgte bis zum Scan im mikro-CT ebenfalls in

gepufferter 3,7%-haltiger Formalinldsung.

Im Anschluss an die Untersuchung im mikro-CT wurden die mit Bariumsulfat und
Mikrofil perfundierten Plazentaproben in Paraffin eingebettet, randomisiert jeweils 30
histologische Schnitte angefertigt und diese nach Haematoxylin-Eosin gefarbt. Mittels
Mikroskop und integrierter Kamera (Axioskop, Zeiss; Kamera: JVC, KY-F75U) wurden
Bilder der histologischen Schnitte digitalisiert und mit Hilfe eines Auswerteprogramms
(Diskus 4.50 Firewire, Karl Hilgers Technisches Bulro, Konigswinter) die mit
Kontrastmittel gefullten Gefalde ausgezahlt und der prozentuale Anteil der gefullten
GefalRe am Gesamtgefallanteil berechnet. Abbildung 4 veranschaulicht die
Plazentaperfusion sowohl mit Bariumsulfat als auch mit Mikrofil sowie die Entnahme der

Proben mittels Stanzzylinder.
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Abbildung 4: Spilung der Plazenta mit heparinisierter Kochsalzlésung (A), Plazenta nach Perfusion mit
Mikrofil (B) oder bariumsulfathaltiger Suspension (C). Anschliefende Entnahme von 8 definierten
Stanzzylinder/Plazenta (D).

2.2 Grundlagen des Computertomographen

Im Gegensatz zur konventionellen Projektionsradiographie, bei der ein
dreidimensionaler Koérper auf einer Flache abgebildet wird, ermoglicht die
Computertomographie (CT) die Erzeugung von Schnittbildern (so genannte
Tomogramme). Die CT ist die Weiterentwicklung des klassischen Tomographieprinzips
und stellt die Schwachungswerte der durchstrahlten Schichten ortsfest und
uberlagerungsfrei dar.

Die Methodik der CT (und damit auch der mikro-CT) beruht auf folgenden

Komponenten:

e Akquisition (Messung)
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e Rekonstruktion
e Visualisierung und Quantifizierung

Zur Erzeugung von Uberlagerungsfreien Bildern werden Projektionsbilder aus
verschiedenen Winkeln betrachtet, d.h. es wird eine bestimmte Anzahl von
Korperschichten von einem Rodntgenstrahler und dem gegenuberliegenden
Detektorsystem abgetastet. Hierbei durchdringt ein eng eingeblendeter Rontgenstrahl
die zuvor definierte Korperschicht. Im Rahmen der bekannten
Wechselwirkungsprozesse (z.B. Photoeffekt, Compton-Streuung) der Rontgenstrahlung
mit den verschiedenen Gewebearten im Korper resultiert eine unterschiedliche
Schwachung, wodurch die hinter dem Patienten austretende und im Detektor
gemessene Strahlung die raumliche Verteilung und Dichte des durchstrahlten Gewebes

reprasentiert.

Die im Detektorsystem gemessene Schwachung der Rodntgenstrahlung wird
anschliefend mittels hochleistungsfahiger Rechner Uber digitale Prozessierungen und
komplizierte mathematische Verfahren in ein analoges Graustufenbild umgewandelt.
Unter der Bildrekonstruktion verstehen wir also die Umformungen der
Schwachungswerte in ein digitales Signal. Im mikro-CT werden beispielsweise 8 Bit-
Bilder erzeugt (Format = bmp), so dass 2® (256) Graustufen von weit (CT# = 256) bis

schwarz (CT# = 1) entstehen.

Zur Darstellung der in CT-Bildern auftretenden digitalen Werte wird zumeist eine
Bildauflésung von 512x512 (1024x1024) Bildpunkten verwendet. Hierbei korrespondiert
jeder Bildpunkt des CT-Bildes mit einem Volumenelement (=Voxel) der zu
untersuchenden Korperschicht. Das heif3t, ein Voxel ist definiert als Pixel x Schichtdicke
(d). Fur die Bildberechnung wird also unsere Objektscheibe in eine Matrix von
Bildpunkten mit der Tiefe d zerlegt, wobei die projektionsspezifische
Gesamtschwachung des Rontgenstrahls die Summe aus den einzelnen
Voxelabsorptionen darstellt. Der Rechner ordnet nun in einer zweidimensionalen
Verteilung jedem ortsstandigen Voxel seinen individuellen Schwachungswert zu. Die
gefilterten und rlckprojizierten Schwachungswerte werden nun in eine Relativskala

(Graustufenskala) Ubertragen und dargestellt.
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2.3 Grundlagen der Mikro-Computertomographie

Der bedeutendste Unterschied zwischen einem ex-vivo mikro-CT-Scanner und einem
klinischen Computertomographen liegt in der resultierenden Ortsauflosung der
Bilddaten. Wahrend mit einem medizinischen Gerat der neuesten Generation (dual-
source 64-Zeilen-CT, Siemens, Deutschland) eine isotrope Ortsauflosung von bis zu
0,6 mm erzielt werden kann, liegt dieser Wert beim mikro-CT je nach Objektgrofle
zwischen 5 und 50 ym. Diese Erhohung der Ortsauflosung impliziert jedoch ein Design,
das sich wesentlich von dem klinischer CT-Scanner unterscheidet (Tabelle 1).
Beispielsweise kdnnen konventionelle Réntgenréhren flur mikro-CT-Systeme aufgrund
ihrer zu hohen FokusgroRe nicht benutzt werden. Stattdessen werden entweder
Synchrotronstrahlungsquellen oder optimierte Fein- und Mikrofokusrontgenrohren mit
Transmissions- oder Reflektionsanoden eingesetzt, wodurch kleinere Fokusgrofien
erreicht werden kdnnen. Die Wahl der Rontgenquelle legt dann die Geometrie des
mikro-CT-Scanners fest: Parallelstrahlgeometrie fur Synchrotronstrahlung oder Facher-
bzw. Kegelstrahlgeometrie fur Fein- und Mikrofokusrontgenrohren. Im Falle der
Parallelstrahlgeometrie hangt die maximal erreichbare Aufldsung im Wesentlichen von
dem verwendeten Detektor ab, wohingegen in der Facher- und Kegelstrahlgeometrie
die Fokusgrole der Rontgenrdhre den ausschlaggebenden Parameter darstellt. Neben
der Detektorauflosung bzw. der QuellgroRe (Fokus) ist auch die zur Verfugung
stehende Anzahl der Rodntgenquanten von grofder Bedeutung. Dies lasst sich
vereinfacht am Beispiel monochromatischer Strahlung erklaren: Soll die Aufldsung bei
konstantem Probendurchmesser und bei gleichem Bildkontrast und Bildrauschen
isotrop um den Faktor 10 erhdoht werden, wird eine um den Faktor 10000 hohere
Quantenzahl bendtigt (63). Da eine Verringerung der Fokusgrofie, welche zum Erzielen
einer hoheren Aufldsung erstrebenswert scheint, jedoch mit einer Verringerung der
Quantenzahl einhergeht, kommt der Ausnutzung der zur Verfugung stehenden
Rontgenquanten eine besondere Bedeutung zu. Dies hat in der Praxis zu einem
Wechsel von Facherstrahl- zu Kegelstrahlgeometrie gefuhrt. Letztere ist allerdings
technisch aufwendiger, da anstatt eines Zeilen- ein Flachendetektor bendtigt wird und
sich zusatzlich der Rekonstruktionsalgorithmus als wesentlich komplizierter gestaltet.
Neben der besseren Nutzung der Rontgenquanten reduziert die Kegelstrahlgeometrie
aber auch durch die gleichzeitige Erfassung aller Schichten eines zu rekonstruierenden

Volumens die Messzeit gegenlber der Facherstrahlgeometrie.
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Tabelle 1: Charakteristika von mikro-CT-Scannern im Vergleich mit klinischen Spiral-
CT-Scannern (modifiziert nach Engelke et al. Der Radiologe. 1999).

Ganzkérper-Spiral-CT mikro-CT

Geometrie Facherstrahl Parallelstrahl oder

Facher- bzw. Kegelstrahl

Detektor und Rohre rotieren Objekt rotiert
Maximale Ortsauldsung
In der Schicht 0,6 —1,0 mm 1—-50 uym
Schichtdicke 0,1-2,0 mm 1—-50 uym

(Synchrotronstrahlung bis 1um)
Roéhre Hochleistungs-CT-Roéhre Synchrotronstrahlungsquelle

Fein- oder Mikrofokusrohre

Strom 10 — 500 mA 40 — 100 pA
Spannung 80 — 140 kV 10 — 150 kV
FokusgroRRe 0,6 —1,5mm 5-30 uym

Detektor Zeilendetektor Zeilen- oder Flachendetektor
Objektdurchmesser 5-50cm <5cm

(Spezialgerate bis 8 cm)
MatrixgréRRe 512 512 - 1024

Volumenscanzeit 10 — 40 s (Thorax) Minuten bis Stunden

Die Synchrotronstrahlung bietet im Rdntgenbereich ein kontinuierliches Spektrum, aus
dem bei mikrocomputertomographischen Untersuchungen ein monochromatischer
Strahl herausgefiltert wird. Die Intensitat (Anzahl der zur VerflUgung stehenden
Roéntgenquanten) dieses monochromatischen Strahles ist um den Faktor 10° héher als
diejenige konventioneller Rontgenréhren (64). Daher ist die Synchrotronstrahlung die
Quelle der Wahl, wenn entweder extrem hohe Auflosungswerte (< 5 ym) angestrebt
werden oder die Untersuchungszeit begrenzt werden soll. Die Nachteile sind hierbei
allerdings die Ortsgebundenheit, die begrenzte Verflgbarkeit der
Elektronenspeicherringe, mit denen die Synchrotronstrahlung erzeugt wird, und der

vergleichsweise relativ hohe experimentelle und finanzielle Aufwand.
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Der uns zur Verfiugung stehende mikro-CT-Scanner der Firma Skyscan (,SkyScan-
1072 High-resolution desk-top mikro-CT system®, Aartselaar, Belgien) setzt sich
zusammen aus dem Scanner mit einem umgebenden réontgendichten Gehause sowie
zwei PC-Einheiten zur Geratesteuerung und Bildrekonstruktion. In Abbildung 6 ist der

Aufbau eines mikro-CT schematisch dargestellt.

Probe Objektiv

Mikrofokus-
rantgenrshre

. -
‘ T11

Rotations-
biihne

Floureszierende
Kristallplatte

CCchD-

Detektor

Abbildung 6: Schematische Darstellung eines mikro-CT mit Kegelstrahlgeometrie.

Im Scanner ist ein Probenschlitten zwischen einer Mikrofokusrontgenrohre und einem
CCD (Charge-Coupled-Device)-Detektor auf einer drehbaren Achse befestigt. Dieser
fuhrt Rotationsbewegungen in frei definierten Winkelschritten durch und kann entlang
der Langsachse zwischen Rontgenrohre und CCD-Detektor bewegt werden. Dadurch
kann der Fokus-Objektabstand je nach gewunschter VergroRerung verschoben werden,
so dass Proben bis zu einem maximalen Durchmesser von ca. 1,5 cm gescannt werden
Der

Mikrofokusrontgenrohre als Strahlenquelle dient (Fokusgrofde 8 um). Diese kann bei

konnen. Scanner arbeitet mit Kegelstrahlgeometrie, wobei eine

einer Beschleunigungsspannung von 20 — 80 kV bei einer Leistung von 8 W betrieben
werden. Als Detektor dient eine ca. 25 ym dicke Szintillatorschicht, die auf dem

Kamerafenster einer gekihlten CCD-Kamera mit 1024x1024 Pixeln aufliegt und einen

maximalen Bildausschnitt (field of view, FOV) von 25 mm zulasst. Die kontinuierliche
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Uberwachung der Probe wird von einer optischen Kamera Ubernommen.
Spannungsquelle und Steuerelektronik befinden sich im Scanner. Fur die
Bilderzeugung durch die Mikrofokusrontgenrohre werden Réntgenquanten erzeugt, die
in unserem Fall kegelférmig fokussiert und beim Durchtritt durch das Objekt
abgeschwacht werden. Der CCD-Detektor misst die ankommende Rontgenstrahlung,
die in ein digitales Signal umgewandelt wird. Hierdurch entstehen in 0,45° und 0,90°
Winkelschritten Absorptionsbilder des 2zu untersuchenden Objektes bei einer
Aqusitionsmatrix von 1024x1024 Pixeln, welche dann mit Hilfe einer
Ruckprojektionstechnik, dem Feldkamp-Algorithmus, in isotrope axiale Schnittbilder

umgewandelt werden.

Die Auflosung im mikro-CT hangt von mehreren Faktoren ab. Dabei bestimmt die
Fokusgrofle der Rontgenrohre die maximal erreichbare Auflosung. Sie sollte daher so
klein wie moglich gewahlt werden. Das Problem liegt dann jedoch darin, dass die
Leistung der Rohre umso geringer wird, je kleiner die FokusgroRe ist. Dadurch
entstehen wesentlich langere Messzeiten als bei den klinisch eingesetzten
Computertomographen, welche sich im Sekundenbereich befinden. Durch die
Verschieblichkeit des Probenschlittens zwischen Strahlenquelle und CCD-Detektor
lasst sich der VergroRerungsfaktor in einem weiteren Bereich anpassen. Nachteile
ergeben sich jedoch auch hier durch die FokusgroRe von 8 um. Die theoretische
Moglichkeit, ein sehr kleines Objekt nah an die Strahlenquelle heranzufuhren, um so
einen mdglichst groflen Vergrollerungsfaktor zu erzielen, ist technisch durch die
Unscharfe des Projektionsbildes auf dem CCD-Detektor limitiert. Eine weitere
Einschrankung ist durch die maximale Probengrof3e gegeben. Das Projektionsbild des
Objektes auf dem CCD-Detektor darf nicht breiter sein als der Detektor selbst, da es
sonst zu Artefakten bei der Bildberechnung kommen kann. Die maximale geometrische
Auflésung des Projektionsbildes und der daraus errechneten Querschnittsbilder betragt
somit 1/1000 des Objektdurchmessers. Die tatsachliche Auflosung nimmt jedoch
aufgrund der Fokusgrof3e von 8 um in dem Malde ab, in dem der VergroRerungsfaktor

durch Annaherung der Probe an die Réntgenréhre gesteigert wird.

2.3.1 Bildakquisition

Nach Entnahme der Proben aus der Eppendorfkivette, in der sie in gepufferter 3,7%-

haltigem Formalin lagerten, wurden sie in Cellufanfolie eingehillt und auf der
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Probenhalterung mit Hilfe von Formmasse zentriert fixiert. Die Cellufanfolie verhinderte
das Austrocknen der Probe. Dabei stellte sich die Formmasse als unkomplizierteste
und variabelste Fixationsmoglichkeit heraus. Der Probenhalter wurde anschliel3end in
den Scanner eingebracht und seine optimale Positionierung durch Anfertigung eines
Ubersichtsbildes (Scout view) Uberprift. Zeigte sich hierbei eine falsche oder
suboptimale Einstellung, d.h. war die Probe evtl. dezentriert, zu hoch oder zu niedrig
abgebildet, konnte dies durch Manipulation der Probe und Ansteuerung der Halterung
positiv korrigiert werden. Kontrollieren lie3 sich dies durch mehrere in 20°-Schritten
angefertigte Topogramme. Alle Proben wurden mit den gleichen Parametern gescannt.
Die Roéhrenspannung betrug 80 kV, der Réhrenstrom 100 yA, die VergroRerung war mit
dem Faktor 61 immer konstant. Eine Matrix von 1024x1024 Pixeln bei einem
Rotationswinkelschritt von 0,45° und einer Drehung von 180° diente der Bildaquisition.
Die Expositionszeit wurde nach der Auswertung einer Absorptionskurve im Topogramm

ermittelt, wodurch Uber- und Unterbelichtungen vermieden werden.

Bei einer duchschnittlichen Expositionszeit von ca. 2,4 — 2,6 s und ca. 412 Einzelbildern
ergab sich eine reine Gesamtexpositionszeit von ca. 17 Minuten. Die Gesamtscannzeit
war jedoch ca. dreimal langer, da zwischen jedem Einzelbild eine Abspeicherung der
aufgenommenen Rohdaten in sogenannte TIF-Dateien erfolgen musste. Vor dem
Entfernen der Probe aus dem Gerat lie3 sich die ausreichende Bildqualitat mit der

Anfertigung eines einzelnen Rekonstruktionsbildes Uberprufen.

2.3.2 Bildberechnung

Durch den primaren Scanvorgang existierten zunachst nur Rohdaten, die im TIF-
Format mit einer Grof3e von 2049 kB (Matrix 1024) vorlagen. Aus diesen Daten wurden
im Anschluss axiale Schnittbilder rekonstruiert. Nach der Anfertigung einer einzelnen
Rekonstruktion und der Optimierung der Grauwertdarstellung, d.h. der Festlegung des
minimalen und maximalen Grauwertes, erfolgte die serielle Rekonstruktion der axialen
Schnittbilder der gesamten Probe. HierfUr war nur eine Rotation der Probe um 180°
notwendig. Weitere Rotationen von 180° und 360° hatten nur eine zusatzliche
spiegelbildliche Information erbracht und das endgultige Schnittbildergebnis nicht
beeinflusst. AulRerdem hatte sich dadurch die erforderliche Bildaqusitionszeit (Scanzeit)

verdoppelt.
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Die Darstellung erfolgte in positivem Kontrast, die Strukturen hoher Dichte sind dadurch
schwarz abgebildet. Die erzeugten axialen Schnittbilder im Bitmap-Format besitzen
eine Grolke von ca. 1026 kB und sind damit einer schnellen Darstellung und
morphometrischen Auswertung zuganglich. Erzeugt wurden ca. 960 Schnittbilder pro

Probe bei einer Pixelgrof3e von 4 pym.

2.4 Bildanalyse

Die Auswertung der im mikro-CT gescannten Plazentaproben erfolgte mit dem
Programm ANALYZE® 7.0 (Mayo Clinic, Rochester, MN, USA). Dieses Programm
ermdglicht es, dreidimensionale Volumenbilder zu errechnen, darzustellen und zu
verarbeiten. Zunachst mussten die axialen Bitmap-Datensatze in Volumendatensatze
umgewandelt werden, um die Darstellung dreidimensionaler Bilder zu ermdglichen. Zu
Beginn der Auswertung erfolgte die Grauwertfestlegung zur Definition des Gewebes
und der Gefalle in der Plazenta. Hierzu wurde als erstes eine quantitative Analyse aller
vorkommenden Grauwerte durchgefihrt und in einem Histogramm graphisch
dargestellt. Dem angefertigten Histogramm konnten die Haufigkeitsgipfel fur das
Plazentagewebe und die mit Kontrastmittel geflllten Gefalle entnommen werden.
Hierbei ergab sich ein Grenzwert (Threshold) von 60 fir Gewebe und von 150 flir die
Gefale. Mit der Funktion ,Volume Render” wurden daraufhin von allen Proben folgende

Strukturparameter erfasst:

1.) Gesamtvolumen des Gewebes innerhalb der Probe: Total Tissue Volume (TTV,

in mm?3):

2.) Gesamtvolumen der GefalRe innerhalb der Probe: Total Vascular Volume (TVV,

in mm?3).

3.) Relativer Anteil der Gefalle am Gesamtvolumen der Probe: Vascular Volume
Fraction (VVF, in %), berechnet nach der Formel: VVF = TVV/TTV x 100.

Bei den mit Bariumsulfat perfundierten Proben wurde das Gesamtvolumen des
Gewebes innerhalb einer Plazentaprobe genau definiert. Dazu erfolgte die Festlegung
einer rechteckigen ,region of interest® innerhalb der Plazentaprobe mit einer
Seitenlange von 5x5 mm (125 mm?3). Danach wurden aquivalent zu den Mikrofilproben
die gleichen Strukturparameter (TTV, TVV) durch das Analyzeprogramm ermittelt und

daraus die VVF berechnet.
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25 Statistik

Statistische Hypothesen dienen der Uberpriifung wissenschaftlicher Vermutungen. Zu
Anfang werden die Null- und die Alternativhypothese festgelegt. Bei der Durchfuhrung
eines Gruppenvergleichs wird die Ablehnung dieser Hypothesen durch den Anwender
Uberpruft. Will man eine Hypothese mit einem geringen Fehler ablehnen, so sollte die
Wabhrscheinlichkeit, mit der man die Hypothese falschlicherweise ablehnt, niedrig sein.
Dazu wird eine maximale Irrtumswahrscheinlichkeit (Signifikanzniveau a) bestimmt, die
den Fehler, die Nullhypothese abzulehnen, obwohl sie richtig ist, begrenzt. Haufig
gewabhlte Signifikanzniveaus sind a =1 % (p = 0,01) und a =5 % (p = 0,05). Ist p kleiner
als das festgelegte Signifikanzniveau, so liegt statistische Signifikanz vor und die
Nullhypothese kann verworfen werden. Die hier aufgeflhrte statistische Ausarbeitung
erfolgte mit dem JMP-Statistikprogramm (JMP, A Business, Unit of SAS; SAS Campus
Drive, Cory, NC 27513; Version JMP Release 6). Mittelwerte und Standardabweichung
wurden fur jeden Parameter in jeder Gruppe berechnet. Die Daten wurden mit dem t-
Test und der einfachen Varianzanalyse fur unabhangige Stichproben ausgewertet und

bei einem p < 0,05 als statistisch signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

Den Schwerpunkt dieser Arbeit bildeten die mikrocomputertomographischen
Untersuchungen des fetoplazentaren GefalRbaumes nach Bariumsulfat- und
Mikrofilperfusion. Basierend auf der Hypothese, dass mit Mikrofil eine qualitativ und
quantitativ bessere Analyse vor allem Kkapillarer Strukturen gelingt, wurden die
unterschiedlich perfundierten Plazenten hinsichtlich ihres relativen GefalRanteiles am
Gesamtvolumen verglichen. Nach der Analyse im mikro-CT erfolgte die Quantifizierung

des GefalRanteiles mittels etablierter histologischer Methoden.

3.1 Plazenta- und Geburtsgewicht

In Tabelle 2 und 3 sind die Daten der untersuchten normalen termingerechten
Plazenten aufgefuhrt. Die Plazenten variierten in ihrem Gewicht von 460 bis 670 g und
in ihrem Gestationsalter von Schwangerschaftswoche 36+6 bis 39+3. Alle
neugeborenen Kinder waren altersentsprechend entwickelt und gesund. Das
Neugeborenengewicht lag zwischen 2800 und 3900 g und befand sich damit jeweils

zwischen der 10. und 90. Perzentile.

3.2 Mikro-CT

Zur Quantifizierung des fetoplazentaren Gefallbaumes wurden die Parameter
Gesamtvolumen Gewebe (Total Tissue Volume: TTV) und Gesamtvolumen Gefalle
(Total Vascular Volume: TVV) in den beiden Plazentagruppen mittels zweier Verfahren
erfasst und im Anschluss der relative Anteil der GefalRe am Gesamtvolumen der Probe
(Vascular Volume Fraction: VVF) berechnet. Dargestellt sind in Tabelle 2 die Daten der
mit Bariumsulfat geflllten Plazenten. Die Werte fur den relativen Gefalkanteil zeigen nur
geringe Schwankungen und reichen von 15,54 % bis 16,38 % mit einem Mittelwert von
15,94+0,39 %. In Tabelle 3 sind die Ergebnisse fur den relativen Gefallanteil der mit
Mikrofil perfundierten Plazenten aufgefuhrt. Es ergeben sich deutlich héhere Werte als
bei den mit Bariumsulfat perfundierten Plazenten. Sie liegen zwischen 21,54 und 40,95
% mit einem Mittelwert von 30,35+8,48 %.
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Tabelle 2: Quantifizierung der Parameter TTV, TVV und VVF nach Perfusion mit
bariumsulfathaltiger Kontrastmittelsuspension.

Anzahl der Proben Plazenta1 Plazenta2 Plazenta3 Plazenta4 Plazentab  Mittelwert
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

TTV (mm3) 125 125 125 125 125 125

TVV (mm3) 20,4741 19,4242 19,98+0,5  20,29+1,4 19,6%1,5 20%0,5

VVF (%) 16,4+0,8 15,5+1,6 16+0,4 16,3+1,1 15,6+1,1 15,910,4

Plazentagewicht (g) 460 560 650 500 540 542172

Geburtsgewicht (g) 3090 2800 3300 3180 3530 31804269

Dargestellt sind die GefaRparameter + Standardabweichung 5 verschiedener Plazenten, aus denen
jeweils n = 8 Proben analysiert wurden.

TTV (Total Tissue Volume): Gesamtvolumen Gewebe in mm?

TVV (Total Vascular Volume): Gesamtvolumen Gefalle in mm?

VVF (Vascular Volume Fraction): Relativer GefaRanteil am Gesamtvolumen in %

Tabelle 3: Quantifizierung der Parameter TTV, TVV und VVF nach Perfusion mit
Mikrofil-Kontrastmittel.

Anzahl der Proben Plazenta1 Plazenta2 Plazenta3 Plazenta4 Plazenta 5 Mittelwert
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

TTV (mm3) 448+12,2 27,6+10,5  23,548,3 42,4+8,9 3747 ,1 35,149,2

TVV (mm?) 14,64,5 6,3+3,4 5,2+2,2 17,1+4,7 13,316,1 11,345,3

VVF (%) 32,845,5 21,8174 21,54 .4 4110 34,6+10,5 30,448,5

Plazentagewicht (g) 660 670 660 510 550 610+74,50

Geburtsgewicht (g) 3900 2940 3080 3100 2840 3172+420,6

Dargestellt sind die GefalRparameter + Standardabweichung 5 verschiedener Plazenten, aus denen
jeweils n = 8 Proben analysiert wurden.

TTV (Total Tissue Volume): Gesamtvolumen Gewebe in mm?

TVV (Total Vascular Volume): Gesamtvolumen Gefal3e in mm?

VVF (Vascular Volume Fraction): Relativer Gefaanteil am Gesamtvolumen in %.




-23.-

Die Abbildungen 7-9 zeigen dreidimensionale Bilder des fetoplazentaren Gefallbaumes,
die mit dem Bildbearbeitungsprogramm ANALYZE® erstellt wurden, um die
Mikroarchitektur und Gefalddichte der Plazenta darzustellen. Abbildung 8 und 9 zeigen
in maximaler Intensitatsprojektion Schnitte einer mit Bariumsulfat und einer mit Mikrofil
perfundierten Plazenta. Es wurden jeweils Bilder in transversaler, sagittaler und
koronarer Ebene angefertigt, um einen Vergleich der beiden unterschiedlich
perfundierten Plazenten zu erhalten. Hierbei zeigt sich, dass sowohl mit Bariumsulfat
als auch mit Mikrofil eine weitgehend homogene Fillung des fetoplazentaren
GefalRbaumes moglich ist. Gleichzeitig werden aber auch die qualitativen und
quantitativen Unterschiede der zwei verschiedenen Kontrastmittel sichtbar. Die
Abbildungen verdeutlichen, dass mit Mikrofil eine wesentlich hdhere Anzahl an
kontrastgefullten Gefallen erreicht wird als mit Bariumsulfat. Vor allem die
Kontrastierung kleinerer, terminaler Gefale ist mit Mikrofil deutlich hoher. Abbildung 7
hebt noch einmal im transversalen Schnitt die Unterschiede der beiden verschiedenen
Fillungen hervor. Bild B demonstriert nach Mikrofilperfusion deutlich mehr gefllite
GefalRe als Bild A nach Bariumsulfatinjektion. Die weillen Pfeile zeigen die

Intermediarzotten in beiden Abbildungen.

Abbildung 7. A, B: Transversaler Schnitt einer normalen mit Bariumsulfat (A) und Mikrofil (B)
perfundierten Plazenta; weilte Pfeile demonstrieren die Intermediarzotten.
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Abbildung 8: Dreidimensionale Oberflachenrekonstruktion einer Plazentaprobe nach Perfusion mit
bariumsulfathaltiger Suspension (A). Koronare (B), transversale (C) sowie sagittale (D)

Einzelschichtbilder mit Darstellung der 3D-Raumachsen zur definierten Lokalisation von Strukturen
innerhalb des 3D-Datensatzes.
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Abbildung 9: Dreidimensionale Oberflachenrekonstruktion einer Plazentaprobe nach Perfusion mit
Mikrofil (A). Koronare (B), sagittale (C) sowie transversale (D) Einzelschichtbilder mit Darstellung der 3D-
Raumachsen zur definierten Lokalisation von Strukturen innerhalb des 3D-Datensatzes.

In Abbildung 10 sind die Unterschiede zwischen den einzelnen Mikrofil- und
Bariumsulfatplazenten hinsichtlich ihres relativen Gefalanteils am Gesamtvolumen in

Form eines Saulendiagrammes dargestellt. Es zeigt sich noch einmal im Vergleich,
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dass alle mit Mikrofil bearbeiteten Plazenten in der mikrocomputertomographischen

Analyse jeweils einen hoheren relativen Gefallvolumenanteil (VVF) aufweisen.
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Abbildung 10: Vergleich der VVF der mit Bariumsulfat und Mikrofil perfundierten Plazenten in der mikro-
CT. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung bei n = 5 Plazenten. VVF (Vascular Volume
Fraction): Relativer GefaRRanteil am Gesamtvolumen in %.

3.2.1 Statistische Analyse der mikro-CT-Daten

Unter der Annahme, dass die Perfusion mit den zwei verschiedenen Kontrastmitteln
keine Unterschiede zeigt, erfolgte die Uberpriifung dieser Hypothese mit Hilfe des t-
Tests. Die Ergebnisse des statistischen Testes sind in den Abbildungen 11 und 12
zusammengefasst. Bei einem festgelegten Signifikanzniveau a von 0,05 ergab sich bei
der Analyse der mikro-CT-Ergebnisse ein p-Wert < 0,01. Damit konnte bei dem Test mit
einem p < a von einem signifikanten Ergebnis ausgegangen und die Nullhypothese
verworfen werden. Es wird die Alternativhypothese angenommen, die besagt, dass die
zwei Kontrastmittel Unterschiede in der Perfusion des fetoplazentaren GefalRbaumes

zeigen.
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Abbildung 11: Dargestellt sind die Gesamtwerte fir den relativen Gefallanteil am Gesamtvolumen
(Vascular Volume Fraction, VVF, in %) fur Mikrofil und Bariumsulfat bei n = 5 Plazenten. Die statistische
Signifikanz (p) ist kleiner 0,01.
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Abbildung 12: Dargestellt sind die Einzelwerte flr den relativen Gefallanteil am Gesamtvolumen
(Vascular Volume Fraction, VVF, in %) fur Mikrofil und Bariumsulfat bei n = 5 Plazenten mit jeweils 8
Proben. Die statistische Signifikanz (p) ist kleiner 0,01.
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3.3 Histologische Untersuchungen

Im Anschluss an die Untersuchungen im mikro-CT wurden von den Mikrofil- und
Bariumsulfatproben jeweils 30 histologische Schnitte pro Plazenta angefertigt und nach
Haematoxylin-Eosin gefarbt, um mikroskopisch den Anteil der perfundierten Gefalde am
GesamtgefalRanteil auszuwerten. Abbildung 13 und 14 zeigen die histologischen
Querschnitte der Bariumsulfat- und Mikrofilproben. Man erkennt die quer
angeschnittenen Zotten mit Blutgefalien, die mit Kontrastmittel und zum Teil auch noch
mit Blut gefullt sind. In den Abbildungen 13A und 14A sieht man die Querschnitte vor
Auszahlung der mit Kontrastmittel perfundierten Gefalde. Die Abbildungen 13B und 14B
demonstrieren die histologischen Querschnitte nach mikroskopischer Auszahlung. Die
schwarzen Pfeile kennzeichnen die mit Kontrastmittel perfundierten Gefalde, die roten
Pfeile die zum Teil noch mit Blut gefullten Gefalle, in die kein Kontrastmittel
vorgedrungen ist. Der hohe Anteil von schwarzen gegenuber roten Pfeilen in Abbildung
14B veranschaulicht, dass nach Perfusion mit Mikrofil deutlich mehr Gefalle mit

Kontrastmittel gefullt sind als nach Perfusion mit Bariumsulfat (Abbildung 13B).
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Abbildung 13. A, B: Histologischer Querschnitt einer normalen mit Bariumsulfat perfundierten Plazenta
nach HE-Farbung und Untersuchung im mikro-CT (A, B); schwarze und rote Pfeile demonstrieren die
Gefalle mit (schwarz) und ohne (rot) Kontrastmittel (B).
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Abbildung 14.A, B: Histologischer Querschnitt einer normalen mit Mikrofil perfundierten Plazenta nach
HE-Farbung und Untersuchung im mikro-CT (A, B); schwarze und rote Pfeile demonstrieren die Gefalke
mit (schwarz) und ohne (rot) Kontrastmittel (B).
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Tabelle 4 zeigt die Quantifizierung der histologischen Auszahlung. Mit Mikrofil werden
durchgehend mehr Gefalle perfundiert als mit Bariumsulfat. Der Anteil der perfundierten
Gefalle am GesamtgefalRanteil liegt bei Mikrofil mit 90,5 + 3,37 % deutlich Uber den

nach Bariumsulfatperfusion erhaltenen 26,8 £ 9,7 %.

Tabelle 4: Quantifizierung der kontrastmittelgefillten GefalRe in der Histologie fur n = 30
Schnitte

Schnitt Anteil der mit Anteil der mit Schnitt Anteil der mit Anteil der mit
Bariumsulfat Mikrofil geflllten Bariumsulfat Mikrofil geflllten
gefillten Gefalle in Gefale in % gefillten Gefalde in Gefalle in %
% %

1 30,19 85,29 16 37,56 91,30
2 22,22 88,42 17 53,97 92,63
3 23,08 92,31 18 25,00 93,67
4 21,88 90,91 19 37,78 95,56
5 39,02 91,58 20 25,00 91,21
6 13,11 91,59 21 16,67 88,24
7 18,18 91,00 22 20,59 93,75
8 18,18 91,67 23 34,48 92,73
9 24,00 88,64 24 20,00 86,00
10 18,18 83,05 25 24,39 94,44
11 24,68 84,72 26 28,89 91,18
12 43,90 88,57 27 23,08 84,38
13 30,43 90,00 28 21,21 92,16
14 36,79 94,12 29 21,05 89,47
15 40,45 96,88 30 12,50 91,94

Dargestellt sind die mit Mikrofil und Bariumsulfat perfundierten Gefalle am GesamtgefaRanteil in %
Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD) fur Bariumsulfat: 26,8 + 9,7 %
Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD) fur Mikrofil: 90,5+ 3,37 %
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3.3.1 Statistische Analyse der Histologie

Fir die statistische Analyse der Histologie wurde analog zur Testung der mikro-CT-
Ergebnisse vorgegangen. Zur Uberpriifung der Nullhypothese wurde daher erneut der t-
Test durchgefuhrt. Bei einem Signifikanzniveau von 0,05 ergab sich ein p-Wert <
0,0001. Damit ergibt sich wieder ein p < a, so dass auch hier die Nullhypothese
verworfen und von einem Unterschied in der Perfusion der beiden Kontrastmittel

ausgegangen werden kann. Die Abbildungen 15 und 16 liefern die dazugehorigen

Ergebnisse.
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Abbildung 15: Dargestellt sind die Gesamtwerte fir die mit Mikrofil und Bariumsulfat perfundierten
Gefale in der Histologie bei n = 30 Schnitte. Die statistische Signifikanz (p) ist kleiner 0,0001.
KM: Kontrastmittel.
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Abbildung 16: Dargestellt sind die einzelnen Werte fir die mit Mikrofil und Bariumsulfat perfundierten
GefalRe in der Histologie bei n = 30 Schnitte. Die statistische Signifikanz (p) ist kleiner 0,0001.
KM: Kontrastmittel.
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4 Diskussion

Das Potenzial der mikro-CT-Technologie hat sich erst durch die Anwendung
verschiedener Kontrastierungs- und Perfusionstechniken entwickelt, eben auch solche
Gewebe zu visualisieren und zu differenzieren, deren Feinstruktur erst nach
Kontrastverstarkung hervortritt. Fur ex-vivo Darstellungen wurde bis Mitte der 80er
Jahre als Kontrastmittel am haufigsten Bariumsulfat eingesetzt. Durch Beimischung von
Gelatine wird erreicht, dass die bei 50 bis 60°C flissige Suspension bei
Zimmertemperatur erstarrt. In der mikro-CT lasst sich das nach Applikation intravasal
verbleibende bariumsulfathaltige Kontrastmittel darstellen und quantitativ erfassen.
Neue vaskulare Kontrastmittel und neue Perfusionstechniken konnten zu
weiterfihrenden methodischen Ansatzen der mikro-CT zur Evaluierung der
Gefalarchitektur beitragen. Bereits in den 60er Jahren konnte gezeigt werden, dass
durch die Verwendung von Mikrofil-Kontrastmittel (Microfil® MV-122, Flow Tech, Carver,
MA, USA) eine llickenlose und homogene Perfusion des arteriellen Gefalisystems in
verschiedenen Organen mdglich ist. Mikrofil besteht aus zwei Komponenten (Blei und
Silikon), die in wassriger Losung vorliegen. Nach Vermischung der Komponenten hartet
dieses Kontrastmittel nach 20 Minuten vollstédndig aus. Ein wesentlicher Vorteil von
Mikrofil gegenlber bariumsulfathaltigem Kontrastmittel besteht in der geringeren
Viskositat und somit in der besseren kapillaren Penetration. Des Weiteren hat Mikrofil

polymere Eigenschaften, die eine Penetration in den extravaskularen Raum verhindern.

Die quantitative und qualitative Analyse des fetoplazentaren GefalRbaumes hat sowohl
eine aullerordentliche Bedeutung fur das Verstandnis der Pathophysiologie
intrauterinen Wachstums und kindlicher Entwicklung als auch fur die klinischen
Behandlungsmoglichkeiten. Schon geringe Veranderungen in der Zottendifferenzierung
und damit der fetoplazentaren Durchblutung kénnen zu Entwicklungsstérungen des
Feten fuhren. Je genauer daher die Darstellung der Mikroarchitektur der Gefal3e erfolgt,
desto vielfaltiger und praziser sind dementsprechend auch die Aussagen, die Uber
physiologische und pathologische Veranderungen gewonnen werden koénnen. Im
weiteren Verlauf kénnen so mogliche Ursachen aufgedeckt und weiterfihrende
klinische Behandlungsmoglichkeiten entwickelt werden. Thema dieser Studie bildete
daher die qualitative und quantitative Untersuchung der fetoplazentaren

Vaskularisierung in der mikro-CT nach Perfusion mit Bariumsulfat oder Mikrofil.
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4.1 Mikro-CT

Seit der Einfihrung der mikro-CT zur Darstellung der GefaRarchitektur verschiedener
Organe (39-47) steht aulRer der konventionellen Histologie ein weiteres Verfahren zur
Verflugung, das die Analytik von Gefal3strukturen und -volumen auf zwei- und
dreidimensionaler Ebene erlaubt. Die mikro-CT erlaubt eine Ilckenlose,
dreidimensionale Darstellung der GefaRarchitektur. Ein weiterer Vorteil der mikro-CT ist
die zerstorungsfreie Darstellung der Probe und somit eine uneingeschrankte weitere
Nutzbarkeit der Proben fur anschlielende histologische Studien. Durch die Akquisition
eines lickenlosen, dreidimensionalen Datensatzes ermdglicht die mikro-CT neben der
Gewebedifferenzierung eine Quantifizierung des Kontrastmittelperfusates, d.h. es
konnen Aussagen zur Gefalldichte, zur Gefalloberflache und zum Gefallvolumen

getroffen werden.

Je nach Fragestellung der zu untersuchenden Gewebe existieren derzeit verschiedene
Perfusionsformen von Kontrastmittel, um die Feinstruktur von Weichteilgewebe zu
analysieren. Die intraarterielle ex-vivo Applikation von Kontrastmittel ist in der mikro-CT
der ,Gold-Standard“ zur Gefaldarstellung. Karau und Mitarbeiter (49) konnten nach
dieser Perfusionstechnik eine vollstandige und lickenlose Darstellung des
pulmonalarteriellen GefalRbaumes erarbeiten. In dieser Arbeit wurde erstmals eine
Methode zur dreidimensionalen Analytik des pulmonalarteriellen Gefal3baums der
Lunge gezeigt. Dazu wurden Rekonstruktionsalgorithmen und spezielle 3D-
Bildbearbeitungsprogramme (ANALYZE® 7.0, Mayo Clinic, Rochester, MN, USA)

entwickelt, um Gefallaufzweigungen (,branching“) zu analysieren.

In unserer Studie zeigen wir, dass nach Injektion von Mikrofil die Evaluation des
fetoplazentaren GefalRbaumes mit der mikro-CT mdglich ist. Nach Perfusion mit Mikrofil
erhalten wir einen Gefallvolumenanteil von 30 % am Gesamtvolumen der Probe. Im
Gegensatz dazu zeigten sich signifikante Unterschiede in der quantitativen Auswertung
der mit Bariumsulfat perfundierten Plazenten. Hier werden durchschnittlich nur 16 %

GefaRvolumenanteil erreicht.

Vorangegangene Studien zur quantitativen Analytik des fetoplazentaren Gefallbaumes
mittels Histomorphometrie zeigen unterschiedliche GefaRvolumina. Kaufmann und
Mitarbeiter (5) demonstrieren einen GefalRanteil von 28,4 % bezogen auf die terminalen

Zotten normaler termingerechter Plazenten. Mayhew et al. (27) sprechen von einer
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Kapillardichte von 23,8 % in peripheren Zotten, Burton et al. (23) von 20,6 % bezogen

auf die Intermediarzotten und terminalen Zotten.

Die nach Mikrofilperfusion erhaltenen 30% GefalRanteil unterscheiden sich zum einen
stark von den nach Injektion von Bariumsulfat erhaltenen 16%, zum anderen liegen sie
Uber den durch histomorphometrische Studien gewonnenen Daten. Unter
Berucksichtigung der verschiedenen Techniken zur Erfassung der Gefaldvolumina
ergeben sich einige Erklarungsmaoglichkeiten. In unserer Studie haben wir zum einen
durch die Methodik der Probenentnahme die komplette Plazenta mit allen
Gefalstrukturen untersucht, so dass sich die Volumenberechnungen nicht nur auf die
terminalen und die Intermediarzotten wie in den oben angefihrten Studien beziehen.
Dies zeigt sich an den gemessenen Durchmessern der Gefalde, die von 2 mm
(Chorionplattenarterien) bis zu 14 ym (terminale Zotten) reichen. Damit ist zu erklaren,
dass unsere 30% GefalRanteil zum Teil Uber den histomorphometrisch gewonnenen
Werten liegen. Wie oben bereits erwahnt, unterscheiden sich auch die Werte der von
uns untersuchten zwei Gruppen signifikant voneinander. Nach Perfusion mit Mikrofil
zeigen die Ergebnisse einen fast doppelt so hohen Gefallvolumenanteil wie nach
Perfusion mit Bariumsulfat bei Kriteriengleichheit der Plazenten. Dies bestatigt die
Annahme, dass durch die Praparation mit Mikrofil wesentlich mehr Gefalle perfundiert

werden und dadurch eine vollstandigere Fullung des Gefallbaumes gelingt.

Obwohl die mikro-CT bei unseren Analysen keine nachweisbaren Artefakte erkennen
lasst oder zu Beeintrachtigungen mit quantitativen Bildanalysen fuhrt, sind davon
trotzdem mehrere, wie z.B. Schatten-, Ring- oder Aufhartungsartefakte, bekannt.
Weitere Limitationen unserer Methodik kdnnen sich bei der Probenpraparation ergeben.
Durch die Injektion des Kontrastmittels unter Druck und gleichzeitiger Verletzbarkeit der
Gefalle kann es zum Austreten von Kontrastmittel in umliegendes Gewebe kommen.
Bei der automatisierten Auswertung wurden diese Bereiche dann falschlicherweise als
perfundierte Gefalte angesehen, und der prozentuale GefalRanteil konnte sich
dementsprechend als zu hoch errechnen. Des Weiteren konnte eine inhomogene
Gefal¥fullung durch Vermischen von Kontrastmittel und Restblut zu einer ungleichen
Aushartung des Kontrastmittels fuhren, was sich ebenfalls negativ auf die
Quantifizierung des GefalRvolumens auswirken wirde. Weiterhin kann es, bedingt durch
eine reaktive Gefallkonstriktion nach Kontrastmittelinjektion, zu einer verminderten

Volumenberechnung kommen. Durch Phasen der Ischamie kann die Ultrastruktur der
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Zotten verandert und Odembildung hervorgerufen werden. Mit der von uns
angewandten Methodik zur Plazentapraparation kdnnen wir eine kurze ischamische
Periode nicht komplett ausschlielen. Diese Limitationen kdnnen allesamt zu

Ungenauigkeiten in der quantitativen Analyse der Daten fuhren (65).

4.2 Histologie

Die deutlich bessere Perfusion mit Mikrofil gegentber Bariumsulfat lasst sich auch in
der Histologie bestatigen. Durch die Auszahlungen der kontrastverstarkten Gefalle in
der Histologie zeigen wir, dass mit Mikrofil im Durchschnitt mehr als dreimal so viele
Gefalke geflllt werden wie nach Injektion von Bariumsulfat. Den Vorteil der starkeren
Kontrastierung zum umliegenden Gewebe nach Nutzung von Mikrofil sowie dessen
polymeren Eigenschaften, die schon von Cortell 1969 beschrieben wurden (62),

demonstrieren auch wir anhand der angefertigten histologischen Bilder.

Obwohl die quantitative Histomorphometrie oder stereologische Verfahren nach wie vor
in der quantitativen Analytik von vaskularen Parametern eingesetzt werden, haben sie
gewisse Nachteile. Nur wenige Mikrometer eines Gefalles werden in diesen Verfahren
zur Quantifizierung der GefalRvolumina herangezogen. Die Selektion des zu
untersuchenden Segmentes ist mehr oder weniger zufallig, so dass Heterogenitaten
innerhalb der Probe kaum zuverlassig erfasst werden kénnen. Durch Interpolation wird
auf die Dimension des gesamten Gefalles oder eines bestimmten Gefallisegmentes
rickgeschlossen. Neben der zeit- und personalintensiven Probenaufbereitung bestehen

die Nachteile einer zweidimensionalen GefalRdarstellung.

4.3 Kontrastmittel

Lange Zeit war Bariumsulfat die am haufigsten eingesetzte Kontrastverstarkung zur ex-
vivo Darstellung von Gefalien. Es konnte hiermit die GefaRarchitektur verschiedenster
Organe in der mikro-CT evaluiert werden (44, 57-59). Erst die Implementierung neuer
Kontrastmittel hat die Limitationen von bariumsulfathaltigem Kontrastmittel deutlich
gemacht. Aufgrund der zahen FlieReigenschaften und der schnellen Aushartung ist die
Perfusion kleinster Gefalle (vor allem in volumindsen Organen) mit Bariumsulfat nicht
gewahrleistet. Mikrofil dagegen ist ein Kontrastmittel mit niedriger Viskositat und zudem

unabhangig von der Umgebungstemperatur der perfundierten Gefal3provinzen. Schon
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in den 60er Jahren wurden die Vorteile von Mikrofil in Studien beschrieben. Cortell und
Mitarbeiter (62) zeigten, dass mit Mikrofil ein fester und stabiler Ausguss von Gefalien
erreicht wird und der hydrophobe Charakter dieses Kontrastmittels die weitgehend
homogene Flllung des Gefallbaumes erlaubt. Auch Marxen und Thornton (56) haben
mit verschiedenen Kontrastmitteln Untersuchungen im mikro-CT durchgefuhrt und die
Vorzuge des Mikrofil dargestellt. Diese liegen in der einfachen Handhabung und vor
allem in der langsameren Aushartung dieses Kontrastmittels. Zudem kdnnen
nachweislich GefalRe mit einem Durchmesser kleiner als 20 um nach Mikrofilperfusion

evaluiert werden.

Unsere Ergebnisse lassen sich in die bereits existierende Literatur eingliedern. Wir
haben durch die quantitative Analytik in der mikro-CT und Histologie gezeigt, dass mit
Mikrofil eine homogenere Perfusion der Gefalte gelingt als mit Bariumsulfat. Dies liegt
vor allem an der unterschiedlichen Konsistenz der Kontrastmittel. Wahrend
Bariumsulfat sehr viskds ist, zeichnet sich Mikrofil durch seinen hydrophoben Charakter
und seine geringe Viskositat aus. Bei der GefalRpraparation mit Bariumsulfat wird durch
die hohere Viskositat dieses Kontrastmittels ein gro3er Kraftaufwand bendtigt, wodurch
es leicht zu Gefalirupturen mit nachfolgendem Austritt von Kontrastmittel in
umliegendes Gewebe kommen kann. Dies kann im weiteren Verlauf der Messungen zur
Verfalschung der Ergebnisse fuhren. Ein weiterer Nachteil bei der Nutzung von
Bariumsulfat liegt in der schnelleren Aushartung dieses Kontrastmittels. Bei Abkihlung
der Suspension verliert Bariumsulfat sehr schnell seine durch Erhitzen hergestellte
FlielReigenschaft, und die Perfusion der Gefalte stagniert. Die Verarbeitungszeit liegt
bei zehn bis maximal 15 Minuten. Diese schnelle Aushartung fuhrt zu erheblichen
Limitationen in der Perfusion grofRerer Organe und ihrer vor allem kapillaren Strukturen,

so dass Bariumsulfat hierfur nicht mehr oder nur noch selten eingesetzt wird.

Bariumsulfathaltiges Kontrastmittel wird als Suspension in der klinischen
Routinediagnostik zur Kontrastverstarkung des Intestinaltraktes eingesetzt. Die Kosten
der Kontrastmittelsuspension liegen hier bei ca. 0,0053 €/ml. Im Gegensatz dazu ist der
Einsatz von Mikrofil auf die ex-vivo Applikation beschrankt. Die Kosten fur Mikrofil
liegen hier bei ca. 0,5 €/ml. Somit ist der Einsatz von Mikrofil auf den Einsatz kleiner
GefalRvolumina beschrankt. Die Kosten pro Plazentaperfusion betragen flr

bariumsulfathaltiges Kontrastmittel ca. 2 Euro, fur Mikrofil ca. 150 Euro. Insofern
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ergeben sich in der Perfusion von groRen GefalRvolumina (wie z.B. der Plazenta)

betrachtliche Unterschiede in der Finanzierung.

Ein zusatzlicher Vorteil von Mikrofil besteht in den Variationsmoglichkeiten durch funf
verschiedene Viskositatsstufen. Diese Stufen ermodglichen eine individuell auf die
jeweilige Gewebeart abgestimmte Einsatzmdglichkeit und verbessern dadurch die
Penetration kleinster Kapillaren. Dadurch lassen sich z.B. auch geringe vaskulare
Strukturveranderungen, wie sie u.a. bei Wachstumsretardierung und Diabetes mellitus
auftreten kdnnen, quantitativ erfassen. Durch die oben angefuhrten Vorteile des Mikrofil
wird deshalb seit einigen Jahren bevorzugt dieses Kontrastmittel zur Darstellung

vaskularer Strukturen verwendet (15, 54, 55).
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5 Zusammenfassung

Im letzten Jahrzehnt hat sich die Technologie der Mikro-Computertomographie als neue
Methode und potentielle Alternative zur Histologie in der ex-vivo Forschung etabliert.
Durch technischen Fortschritt sind mikro-CT-Systeme in der Lage, hoch auflésende
dreidimensionale Bilder von kleinen Proben zu generieren. Vor allem seit der
Implementierung neuerer Kontrastmittel hat sich die mikro-CT zu einer wertvollen und
kosteneffektiven Bereicherung in der GefalRdarstellung entwickelt. Wir demonstrieren in
unserer Studie am Beispiel des fetoplazentaren Gefallbaumes, dass sich nach
Perfusion mit Mikrofil die Gefalarchitektur sowohl in der mikro-CT als auch in der

Histologie wesentlich genauer darstellen Iasst als nach Injektion von Bariumsulfat.

Zehn normale termingerechte durch Sectiones gewonnene Plazenten wurden mit
Kontrastmittel perfundiert. Finf wurden nach Erhalt mit Mikrofil, einem Silikon und Blei
enthaltenen Kontrastmittel, perfundiert, die anderen funf mit einem Gemisch aus
Bariumsulfat, Thymol und Gelatine. Proben aus acht unterschiedlichen Regionen jeder
Plazenta wurden im Anschluss im mikro-CT gescannt und mit Hilfe von
Rekonstruktionsalgorithmen zu dreidimensionalen Bildern verarbeitet, die eine
stereoskopische Visualisierung und kontinuierliche quantitative Analyse der
Gefal3strukturen  ermdglichen. Die  Proben der zwei  unterschiedlichen
Kontrastmittelgruppen wurden hinsichtlich ihres relativen Gefalkanteiles am
Gesamtvolumen (VVF in %) verglichen. Quantitative Berechnungen ergaben einen
durchschnittlichen Gefalanteil von 15,94 + 0,39 % flr die Bariumsulfatproben und von
30,35 £ 8,48 % fur die mit Mikrofil perfundierten Plazentaproben. Im Anschluss an die
Auswertungen im mikro-CT wurden von den unterschiedlich perfundierten
Plazentaproben randomisiert jeweils 30 histologische Schnitte angefertigt, um
mikroskopisch den Fullungsgrad der Gefalde zu beurteilen. Hierbei zeigte sich ebenfalls
eine signifikant starkere Gefaldperfusion fur Mikrofil (90,5 £ 3,37 %) als fur Bariumsulfat
(26,8 £ 9,7 %).

Fiar das Verstandnis der Mikroarchitektur des GefalRbaumes ist es von entscheidender
Bedeutung, eine mdglichst genaue Darstellung kleinster Strukturen zu erlangen, um
auch pathologische Veranderungen, wie sie z.B. bei Diabetes mellitus und
Wachstumsretardierungen auftreten konnen, zu erkennen. Wie wir in unserer Studie

demonstrieren konnten, ergibt die GefalRperfusion mit Mikrofil eine homogene und
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lickenlose Fullung der GefalRe, so dass GefalRkontinuitat und Gefal3struktur
mikrocomputertomographisch dargestellt werden koénnen. Die Vorteile gegenuber
anderen herkdbmmlichen Kontrastmitteln wie dem Bariumsulfat liegen in der genaueren
Untersuchung der Mikrozirkulation und dem dadurch vereinfachten Vergleich zwischen
normalen und pathologischen Strukturen. So kdonnen zu den schon existierenden
Ergebnissen vaskularer Parameter weitere diagnostisch wertvolle Informationen Uber
Physiologie und Pathophysiologie selbst kleinster vaskularer Veranderungen geliefert

werden.



-42 -

6 Summary

In the past decade, micro-CT has become a new method and potential alternative to
histological investigations in ex-vivo analysis. Due to technical advances in computer
speed and memory, micro-CT systems are enabled to generate high-resolution three-
dimensional images of small specimen. Especially since the implementation of new
contrast agents, micro-CT has developed into a precious and cost-effective adjunct for
vascular imaging. In the present study we demonstrate a much better imaging of the
fetoplacental villous tree in micro-CT and conventional histology after infusion of Microfil
than after perfusion of barium-sulfate.

Term placentae (n=10) were perfused with contrast-agent shortly after Caesarean-
section-delivery. Five were filled with Microfil, a silicone and lead chromate containing
contrast agent, the other five with a contrast agent consisting of barium-sulfate, gelatine
and thymol. Samples of eight different regions of each placenta were subsequently
scanned in the micro-CT. Using tomographic reconstruction algorithms, three-
dimensional images were obtained by micro-CT allowing total stereoscopic visualization
and continuous quantitative analysis of the vascular structure of the investigated
samples. The samples of the two different contrast agent groups were compared
regarding their vascular volume fraction (VVF, %). Quantitative assessment showed an
average vascular volume fraction of 15,94 £ 0,39 % for the barium-sulfate samples and
of 30,35 + 8,48 % for the samples perfused with Microfil. After micro-CT analysing, 30
histological sections of the two different perfused placentae groups were made to
consider microscopically the filling degree of the vasculature. A significant higher
perfusion for Microfil (90,5 + 3,35%) than for barium-sulfate (26,8 £ 9,7 %) was shown
as well.

For the understanding of the microvasculature of the fetoplacental villous tree it is of
high importance to achieve a very detailed imaging of the fine-structure to assess
pathological changes as they are seen for example in diabetes mellitus or intrauterine
growth restriction (IUGR) pregnancies. As shown in our study, the perfusion with
Microfil dye results in a quantitative and qualitative better filling of the vessels with only
minimal shrinkage, so that continuity and structure of the vessels could be precisely
demonstrated by micro-CT. The advantages compared to other accepted contrast
agents like barium-sulfate result in the more exacting analysis of the microvasculature

und the easier comparison of physiological and pathological structures. Thereby, in
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addition to the existing results of vasculature parameter, more detailed information
about the physiology and pathophysiology of even finest vasculature changes can be

gained.
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