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3.7 Morphometrische Korrelationspriifungen

3.7.1 Mikro-CT / Histologie im Vergleich auf Basis stereologisch erhobener Daten

Zur Uberpriifung des Einflusses der Priparation werden die stereologisch gewonnenen

Parameter der histologischen und der mikrotomographischen Schnittbilder verglichen.

Hinsichtlich des Parameters alveoldre Oberflichendichte (Tabelle 5) ergibt sich ein
signifikanter =~ Unterschied zwischen histologischen und mikrotomographischen

Schnittbildern (35,47 £ 2,41 / mm versus 33,47 = 1,91 / mm).
Die Regressionsanalyse (Abb. 32 A) zeigt eine Korrelation von r = 0,72 (p = 0,018).

Die Ubereinstimmung im Bland-Altman-Plot (Abb. 32 B) betriigt 2 + 1,6 / mm.
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Abb. 32: Regressionsanalyse (A) und Bland-Altman-Plot (B) der alveoldren Ober-
flichendichte. Vergleich der auf stereologischer Grundlage erhobenen Parameter aus

histologischen und mikrotomographischen Schnitten.
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Die am histologischen und mikrotomographischen Schnitt auf stereologischer Basis
bestimmten Alveolardurchmesser (135,7 £ 14,5 um versus 135,8 + 15,0 um; Tabelle 6)

korrelieren signifikant.
Die Regressionsanalyse (Abb. 33 A) ergibt eine Korrelation von r = 0,97 (p < 0,0001).

Die Ubereinstimmung im Bland-Altman-Plot (Abb. 33 B) betriigt -0,1 + 3,4 um.
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Abb. 33: Regressionsanalyse (A) und Bland-Altman-Plot (B) des mittleren Alveolar-
durchmessers. Vergleich der auf stereologischer Grundlage erhobenen Parameter aus

histologischen und mikrotomographischen Schnitten.
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3.7.2 Vergleich semiautomatisch und stereologisch erhobener Daten

Um die Genauigkeit der semiautomatischen Morphometrie der Mikro-CT zu iiberpriifen,
werden die stereologiebasierten Daten der Mikro-CT Schnitte mit der computergestiitzten

Mikro-CT Messung aus identischen Messfeldern der Mikrotomogramme verglichen.

Hinsichtlich des Parameters alveoldre Oberflichendichte (Tabelle 5) ergibt sich ein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden unterschiedlichen Messmethoden

(33,47 £ 1,91 / mm versus 30,49 + 0,95 / mm).
Die Regressionsanalyse (Abb. 34 A) ergibt eine Korrelation von r = 0,70 (p = 0,023).

Die Ubereinstimmung im Bland-Altman-Plot (Abb. 34 B) betriigt 2,9 + 1,4 / mm.
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Abb. 34: Regressionsanalyse (A) und Bland-Altman-Plot (B) der alveoldren Ober-
flichendichte. Vergleich der auf stereologischer Basis gewonnenen morphometrischen
Daten mit jenen aus semiautomatischer Analyse jeweils innerhalb desselben

tomographischen Schnittbilds.
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Der errechnete Alveolardurchmesser (135,8 = 15,0 um versus 134,4 + 13,6 um; Tabelle 6)

korreliert signifikant.
Die Regressionsanalyse (Abb. 35 A) ergibt eine Korrelation von r = 0,97 (p < 0,0001).

Die Ubereinstimmung im Bland-Altman-Plot (Abb. 35 B) betréigt 1,4 + 3,3 um.
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Abb. 35: Regressionsanalyse (A) und Bland-Altman-Plot (B) des mittleren Alveolar-
durchmessers. Vergleich der auf stereologischer Basis gewonnenen morphometrischen
Daten mit jenen aus semiautomatischer Analyse jeweils innerhalb desselben

tomographischen Schnittbilds.
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3.8 Mikro-CT: Dreidimensionale Rekonstruktion der terminalen

Luftriaume

Der kontinuierliche Datensatz der Mikro-Computertomographie erlaubt eine
dreidimensionale Rekonstruktion der Lungenprobe in verschiedenen Raumrichtungen
(Abb. 36-39).

Abb. 36: Dreidimensionale Rekonstruktion der terminalen Luftrdume mittels Volume-

Rendering-Technik aus transversalen Mikrotomogrammen.
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Abb. 37: Dreidimensionale Rekonstruktion mittels Volume-Rendering-Technik;

Ausschnittsvergrofserung aus Abb. 36.
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Abb. 38: Coronare dreidimensionale Rekonstruktion mittels Volume-Rendering-Technik.

Aufgrund der isometrischen Voxel ist eine dreidimensionale Darstellung des

Alveolargewebes in verschiedenen Ebenen ohne Verlust der Ortsauflosung moglich.
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Abb. 39: Coronare dreidimensionale Rekonstruktion mittels Volume-Rendering-Technik.

Ausschnittsvergrofserung aus Abb. 38.
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Mittels der so genannten Saatkorntechnik konnen interaktiv Acini rekonstruiert werden.
Dazu wurde zunéchst ein peripherer luftleitender Atemweg markiert. Von dort wurden die
Luftwege antegrad ausgefiillt. AnschlieBend wurde nach Festlegung des Startpunkts im
Bereich eines Ubergangs luftleitende zu aciniren Atemwegen eine Einheit

zusammenhangender Luftwege rekonstruiert (Abb. 40 und 41).

RIS 1 mm

Aaud S

Abb. 40: Dreidimensionale Rekonstruktion des pulmonalen Acinus. Die Grundlage der
Segmentierung bilden coronare (4) und transversale (B) Schnittbilder. Im ersten Schritt
wird der luftleitende periphere Bronchialbaum (==%) segmentiert. Der zweite Segmenta-
tionsschritt startet im Bereich des letzten Bronchiolus ohne Alveolen (<). Die roten Linien

stellen die Begrenzung des Acinus dar.
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Abb. 41: Pulmonaler Acinus — dreidimensionale Rekonstruktion mittels Saatkorntechnik.

Ansicht aus zwei senkrecht aufeinanderstehenden Richtungen (A und B).
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3.9 Darstellung humanen Lungengewebes mit der Mikro-CT

Die an Schweinelungen entwickelte Methodik wird exemplarisch an einer humanen Lunge
angewandt.

Bis auf die verkiirzte Sauerstofftrocknung nach Fixation und die reduzierte
Rohrenspannung bei der Messung im Mikrotomographen wird exakt dem vorgestellten
Versuchsprotokoll gefolgt.

Es gelingt die Darstellung der terminalen Luftrdume humaner Lungen in der Mikro-
Computertomographie (Abb. 42).

Neben der zweidimensionalen Visualisierung werden dreidimensionale Rekonstruktionen
der pulmonalen Mikrostrukturen mittels Volume-Rendering-Technik durchgefiihrt
(Abb. 43 und 44).

Abb. 42: Humane Lunge: Zweidimensionale Darstellung des Alveolargewebes mittels

Mikro-Computertomographie (Transveralschnitt).
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Abb. 43: Humane Lunge: Dreidimensionale Darstellung der pulmonalen Mikrostrukturen

unter Anwendung der Volume-Rendering-Technik; Transversalschnitt.
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Abb. 44: Humane Lunge: Coronare dreidimensionale Rekonstruktion mittels Volume-

Rendering-Technik.
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4. Diskussion

4.1 Material

Die Préparationstechnik zur Darstellung der Alveolararchitektur mithilfe der Mikro-CT
wurde an Schweinelungen entwickelt.

Schweine weisen eine dem Menschen vergleichbare Anatomie und Physiologie auf (Riquet
et al. 2000). Von allen Versuchstieren sind ihre Lungen hinsichtlich GréBe und
anatomischer Struktur der humanen Lunge am dhnlichsten (Cooper et al. 1991). Dank der
Fleischproduktion am ortsansdssigen Schlachthof stehen sie an jedem Schlachttag frisch
zur Verfligung.

Schweinelungen besitzen bei Geburt einen hohen Reifegrad. Die postnatale
Alveolarisierung erfolgt schneller als beim Menschen (Berg 1990). Die Lungen sind bei
den sechs Monate alten Tieren funktionell und morphologisch schon voll ausgereift (Kern
etal. 1992).

Das interlobuldre Bindegewebe ist stirker ausgeprégt als das der menschlichen Lunge. Die
Interlobularsepten und die Léppchenaufteilung (Lobuli; sieche Abb. 2) sind deutlicher zu
erkennen (Berg 1990). Ein wesentlicher Unterschied der Schweinelunge ist der hohere
Anteil an elastischen Fasern (Tondury und Picco 1952).

Im Unterlappen ist der anatomische Aufbau des Organs identisch mit dem der humanen
Lunge: Die Pulmonalarterien begleiten die Bronchien im peribronchovaskuldren
Bindegewebskompartiment (so genannte bronchoarterielle Verzweigung). Die
Lungenvenen verlaufen im interlobuliren Bindegewebe an den Léppchen- und
Lappengrenzen. Im Ober- und Mittellappen unterscheidet sich der Aufbau der
Schweinelunge. Hier verlaufen die Lungenvenen nicht an den Lappchengrenzen, sondern
gemeinsam mit den Pulmonalarterien entlang der Bronchien (bronchovaskulére
Aufzweigung — Tondury und Picco 1952).

Eine weitere Besonderheit betrifft den Bronchialbaum. Beim Schwein besitzt die rechte
Lunge regelhaft einen Bronchus trachealis. Er geht direkt aus der Trachea ab und beliiftet
den rechten Oberlappen. Mittel- und Unterlappen der rechten Seite werden iiber den
Hauptbronchus beliiftet. Die linke Lunge wird — wie die humane Lunge — nur iiber einen

Hauptbronchus beliiftet (Waibl 1999).
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Aufgrund dieser anatomischen Besonderheit kann nur die linke Schweinelunge vollstindig
mit der Fixationsmaschine mittels Formalindampfbeatmung fixiert werden. Bei der rechten
Lunge wiirde bei Intubation des Hauptbronchus der vom Bronchus trachealis abhéngige

Oberlappen nicht fixiert.

4.2 Lungenfixierung

4.2.1 Verfahren

Die Erhaltung der rdumlichen Struktur der Lunge stofit im Rahmen der Préparation auf
eine Reihe von Schwierigkeiten.

Anders als die Spongiosa des Knochens, mit der die mikrotomographischen
Untersuchungen eingeleitet wurden (Feldkamp et al. 1989), besitzt das Lungengewebe
keine rdumliche Stabilitit. Schon die Entnahme aus dem Thorax fiihrt unweigerlich zum
Kollaps des Organs.

Die Bewahrung der Architektur des Alveolarraums erfordert deshalb eine aufwendige
Lungenpréparation.

Die Gewebepriparation muss zundchst in der Lage sein, die rdumliche Struktur der
gesamten Lunge bis hin zur Alveolararchitektur im mikroskopischen Bereich zu fixieren.
Bei der Priparation soll neben einer ,,chemischen Fixation“ (also der Konservierung der
Zell- und Gewebskomponenten) auch eine ,,mechanische Fixation* (i.e. der Erhalt der
Luftraumarchitektur) der Lunge gewéhrleistet sein (Oldmixon et al. 1985).

Durch die angewandte Technik der volumenkontrollierten Beatmung mit Formalindampf
lassen sich die Lungen in einem Zustand fixieren, der beziiglich Form, Grofle und
Gasgehalt den Verhéltnissen in vivo nahe kommt (Rau 1980).

Es wurden verschiedene alternative Techniken der Lungenpriparation — mit dem Ziel, die
raumliche Struktur zu erhalten — entwickelt (Oldmixon et al. 1985).

Bereits René Théophil Hyacinth Laennec (1826) kdmpfte bei der Untersuchung des
Lungenemphysems mit dem Problem des Erhalts der rdumlichen Struktur des Organs.
Schon er machte die Elastizitdt der Lunge fiir den Organkollaps verantwortlich. Er
erkannte die Notwendigkeit, getrocknete und luftgefiillte Lungenpriparate herzustellen, um
aussagekriftige morphologische Untersuchungen durchfiihren zu konnen. Seine Methode,
Lungen {iiber Lufttrocknung in ihrem moglichst urspriinglichen Zustand zu fixieren,

wurde lange Zeit flir postmortale Rontgenuntersuchungen der Lunge angewandt. Die
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Lufttrocknung ist sehr zeitaufwendig. Das Gewebe wird im eigentlichen Sinne nicht fixiert
und es treten Verdunstungsartefakte auf.

Heitzmann (1973) loste das Problem der fehlenden Gewebekonservierung durch eine der
Lufttrocknung vorangehende Fliissigfixierung. Seine Technik ist trotz der relativ guten
Rontgenaufnahmen aufgrund einer wochenlangen Priparationszeit und der schlechten
Qualitét der histologischen Schnitte unbefriedigend.

Satoh et al. (1994) gelang es, die Qualitdt des histologischen Materials zu verbessern,
indem sie der Methode nach Heitzmann (1973) eine Formalininstillation voranstellten.
Schwierigkeiten bereitete allerdings die vollstdndige Entfernung des Formalins. Neben der
urspriinglichen Entfernung durch manuelle Kompression arbeiteten sie spéter mit
Druckluft zur Entfernung des Fixans (Satoh et al. 1997).

Die intravasale Formalininjektion (Loeschcke 1924; Gil und Weibel 1972) und die bis
heute zur histologischen Prédparation {iibliche intrabronchiale Formalininstillation
(Loeschcke 1924; Hartroft und Macklin 1943; Willet et al. 2001) sind in Bezug auf
Lungenentfaltung und Erhalt des pulmonalen Gasgehalts als kritisch anzusehen. Diese
Techniken sind fiir radiologische Untersuchungen ungeeignet, da die Fixierungsfliissigkeit
den natiirlichen Kontrast (Luft — Lungengewebe) aufhebt. Zudem wird bei der Instillation
von Formalinlosung eine Schrumpfung der Alveolarsepten um die inkompressible
Fliissigkeit beobachtet. Dieses hat eine Stérung der geometrischen GroB3enverhiltnisse des
Lungenparenchyms zur Folge (Weibel und Vidone 1961).

Weibel und Vidone (1961) folgerten, dass eine ideale Fixierung mit dem Ziel, die
Lungenarchitektur zu erhalten, die intrabronchiale Insufflation von Formalindampf sei.
Eine Fixierung mit kaltem Formalindampf bei konstantem Druck wurde bereits von
Blumenthal und Boren (1959) durchgefiihrt. Im Anschluss war eine weitere Lufttrocknung
notig. Das Verfahren blieb mit einer Dauer von 10-12 Tagen zeitaufwendig. Die
histologischen Pridparate waren von schlechter Qualitit. So wurde ihre Methode von
Weibel und Vidone (1961) modifiziert. Sie entfalteten die Lunge in einem
Unterdruckbehilter. Wéhrend sich die Lunge durch den Unterdruck in der Kammer
ausdehnte, wurde einmalig Formalindampf passiv angesaugt. Problematisch war der
ungeniigende Gasaustausch, der eine Nachfixierung erforderlich machte.

Der Forderung nach einer ,natiirlicheren* Fixation (Weibel 1963 b) wurden Pratt und
Klugh (1961) durch eine erste Simulation von Atemziigen mit Formalindampf erstmals

gerecht. Durch eine Steigerung der Atemziige wurde sie weiter verbessert (Wright et al.
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1974). Die ebenfalls mit Wechseldruck arbeitende Apparatur von Mittermayer et al. (1978)
ermdglichte zwar einen ausreichenden Gasgehalt der fixierten Lunge, jedoch kam es durch
die Authdngung der Lunge mit dem Hauptbronchus nach oben zu Fliissigkeitsansamm-
lungen in den basalen Priparateanteilen und damit zur Vortduschung eines intraalveolidren
Odems.

Erst das von Rau und Mittermayer (1980) entwickelte System umgeht die Nachteile der
aufgefiihrten Fixationsmethoden. Die Beatmung der Lunge mit Formalindampf erfolgt bei
dieser modifizierten Apparatur eines Engstrom-Respirators volumenkontrolliert. Durch die
Lagerung der isolierten Lungen mit dem Bronchus nach unten kann in der Lunge
befindliche Fliissigkeit (Blut, Sekret, Spiilfliissigkeit) ungehindert abflieBen. Eine
Zusatzheizung verhindert durch eine hohere Kammertemperatur die Kondensation von
Formalindampf im Gewebe. Die Beatmung mit einem positiven endexspiratorischen Druck
eroffnet minderbeliiftete Regionen und wirkt einem Alveolenkollaps entgegen.

Am Ende der Formalindampf-Fixation sind die Schweinelungen vollstindig entfaltet. Sie
besitzen jedoch noch eine geringe Retraktionstendenz. Offensichtlich sind noch elastische
Riickstellkréifte vorhanden, die dazu fiihren, dass die Lunge die Inspirationsstellung nicht
vollstindig beibehilt.

Bei Fixationen humaner Lungen wird ein derartiges Verhalten nicht beschrieben (Ronn
1991; Stroh 1991, Watz et al. 2005). Auch die von uns priparierte humane Lunge war nach
einer Fixationszeit von sechs Stunden vollstindig steif.

Das unterschiedliche Verhalten der Schweinelunge diirfte auf dem hoheren Anteil
elastischer Fasern beruhen (Tondury und Picco 1952). Von den Strukturproteinen des
Lungengewebes stellen Elastin und Kollagen die beiden Hauptkomponenten dar. Formalin
fixiert nur das Kollagen, nicht aber das Elastin (Sobin et al. 1982). So erklart sich die
elastische Restretraktion der Lunge nach der Fixation.

Die an die Fixation angeschlossene 72-stiindige Trocknung durch kontinuierliche
Gasinsuftlation fiihrt zu einer Versteifung und Aufhebung der Schrumpfungstendenz.

Das Ergebnis ist ein in Inspirationsstellung fixiertes Préparat, das fiir die radiologischen

und histologischen Untersuchungen weiterverarbeitet werden kann.
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4.2.2 Volumina und Gewichte der Lungen — alveoliirer Strukturerhalt

Die Formalinfixation fiithrt ohne Zweifel zu Verdnderungen des Lungengewebes.
Proteine — und hier vor allem das Kollagen — werden denaturiert, der Fliissigkeitsgehalt
des Gewebes wird verdndert. Zusétzlich wird der die Oberflichenspannung mindernde
Surfactant-Film zerstort. Der Fliissigkeitsverlust im Parenchym zeigt sich in der Reduktion
des Organgewichts um 70 %.

In der Literatur ist eine Lungenvolumenabnahme von bis zu 20 % bei der
Formalinfixierung beschrieben (Lum und Mitzner 1985). Volumenunterschiede, die
infolge der Priparation auftreten, miissen bei morphometrischen Analysen beriicksichtigt
werden (Xiao et al. 2003).

Im Rahmen einer Vergleichsstudie der Diffusionsfliche bei Sdugetierlungen ermittelten
Tenney und Remmers (1963) bei Schweinen eine Totalkapazitdt von 4,3 Litern.

Das mittlere Volumen der von uns verwendeten kleineren linken Lunge lag bei 2,1 Litern.
Dabei war das Volumen der ausgedehnten Lunge vor der Préparation mit dem Volumen
nach Abschluss der Prédparation vergleichbar (Tabelle 1). Betrachtet man das
Lungenvolumen, so diirften die ,,exogenen® Einfliisse der chemischen Fixierung einerseits
(Schrumpfungstendenz) und der ,intrinsische” Effekt des Lungengewebes
(Retraktionstendenz) durch den erzeugten positiven Druck bei der Formalindampffixierung
inklusive Gastrocknung weitestgehend kompensiert worden sein. Die Lungenentfaltung
wird dabei mit einem physiologischen Medium (Gas) erreicht. Artefakte, die bei der
iblichen Flissigfixierung auftreten, werden vermieden.

Es stellt sich die Frage, ob der Volumenerhalt der Lunge wéhrend der Priparation mit dem
Erhalt der Abmessungen des Alveolarraums gleichzusetzen ist.

Einige Autoren (Forrest 1970; Bachofen et al. 1987) gehen davon aus, dass die Zunahme
des Lungenvolumens durch die Zunahme der Ausdehnung der Alveolen erreicht wird. In
diesem Falle sind keine wesentlichen Anderungen des Lungenvolumens erlaubt.

Eine alternative Vorstellung ist die Volumenzunahme iiber die Rekrutierung nicht
beliifteter Alveolen. In diesem Fall ist die Ausdehnung der einzelnen Alveolen iiber einen
groBeren Bereich des Lungenvolumens relativ konstant. Diese schon von Radford (1962)
aufgestellte Hypothese einer Lungenvolumenzu- und -abnahme durch eine Rekrutierung
und Derekrutierung von Alveolen wird durch mehrere Arbeiten gestiitzt: Carney et al.
(1999) zeigen durch in vivo-Mikroskopie von Hundelungen unter mechanischer Beatmung,

dass der Wechsel der Lunge vom kollabierten Zustand bis zu 80 % ihrer Totalkapazitéit mit
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einer nur minimalen Zunahme des Alveolardurchmessers bei signifikanter Zunahme der
Alveolenanzahl einhergeht. Die Untersuchungen wurden an subpleuralen Alveolen
durchgefiihrt. Der Beschriankung dieser Studie auf lediglich periphere pulmonale Regionen
begegnen Smaldone et al. (1983): Durch die Fiillung exstirpierter Hundelungen mit
monodispersem Aerosol und Bestimmung der Verteilung bei ,,Atemstopp® ldsst sich die
Hypothese der Rekrutierung / Derekrutierung an der gesamten Lunge bestatigen.

Da das Lungenvolumen wéhrend der Prdparation konstant bleibt, gehen wir davon aus,

dass sich die Alveolarabmessungen nicht wesentlich verdndert haben.

4.3 Priparation der Gewebeproben

4.3.1 Kontrastierung

Das Haupthindernis der mikrotomographischen Bildgebung der Alveolararchitektur ist der
unzureichende Rontgenkontrast des Lungengewebes.

Abbildung 45 zeigt beispielhaft das Mikrotomogramm einer Lungenprobe nach alleiniger
Formalinfixierung. GroBere Strukturen wie Bronchien und Gefdle sind erkennbar.
Dagegen besitzen die diinnen Alveolarwénde keinen ausreichenden Kontrast und sind nicht
abgrenzbar. Um sie sichtbar zu machen, gibt es prinzipiell zwei Moglichkeiten:

Eine Moglichkeit besteht in der Verkleinerung der Proben (Abb. 46). Dadurch ldsst sich
eine stirkere VergroBerung mit verbesserter Auflosung erzielen. Eine verléssliche
Gewebevermessung wie auch eine sinnvolle dreidimensionale Rekonstruktion setzt eine
ausreichende ProbengroBe voraus. So liegt die Groe des pulmonalen Acinus bei einem
Durchmesser von etwa 2 bis 8 mm (Raskin 1982; Sapoval et al. 2002). Dieses ist bei der
Wabhl der Probengrof3e zu beriicksichtigen.

Die andere Moglichkeit besteht in der Anhebung des Rontgenkontrasts des
Lungenparenchyms und insbesondere der Alveolarwdnde durch das Einbringen eines
Kontrastmittels.

Erste Versuche wurden mit Silbernitrat (AgNOs) als Kontrastmittel und anschlieBendem
vorsichtigem Zentrifugieren zur Entfernung {berschiissigen Silbernitrats aus den
Luftrdumen unternommen (Watz et al. 2005). Mit dieser Methode konnte allerdings keine
homogene Kontrastierung des Lungengewebes erreicht werden. Die Zentrifugation fiihrt zu
einer Deformierung der  Alveolarstruktur mit  konsekutiver  Beeinflussung

morphometrischer Analysen.
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Abb.  45:  Mikrotomogramm  eines  formalindampffixierten — unkontrastierten
Gewebezylinders. Erkennbar sind die Winde grofierer Gefdifse und Bronchialstrukturen.
Die Alveolarwdinde sind nicht abgrenzbar. Der Versuch ihrer Visualisierung verstdirkt

lediglich das Rauschen.

Abb. 46: Mikrotomographisches Schnittbild einer kleinen unkontrastierten Gewebeprobe.
Die Probenverkleinerung ermoglicht eine stirkere Vergroflerung. So ist eine Darstellung

der feinen Alveolarwdinde moglich.
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Deshalb wurde Osmiumtetroxid (OsO4) als Rontgenkontrastmittel ausgewidhlt. Die
Substanz wird seit ihrer Einfiihrung in den 50er Jahren in der Elektronenmikroskopie als
Fixations- und Kontrastmittel eingesetzt (Palade 1952).

Mit seiner Ordnungszahl von 76 besitzt Osmiumtetroxid eine hohe Rontgendichte.

Ein besonderer Vorteil der Substanz ist, dass sie nicht nur den Rontgenkontrast anhebt,
sondern auch fixierend wirkt (Bozzola und Russell 1991).

Osmiumtetroxid lagert sich als Schwermetall in Gewebe ein. Dabei reagiert es als starkes
Oxidationsmittel mit verschiedenen Molekiilgruppen. Besonders bedeutsam ist die
Reaktion von Osmiumtetroxid an den Doppelbindungen ungesittigter Fettsduren von
Lipiden der Zellmembran (Adams 1960; Komorowska et al. 1982; Behrman 1983 ). An
diesen Doppelbindungen kommt es zur Ausbildung von Mono- und Diestern der
Osmiumsdure, die zu einer Vernetzung und Stabilisierung benachbarter
Zellmembranbestandteile fiihrt.

Die gute Strukturerhaltung von Osmiumtetroxid wurde schon 1927 von Strangeways und
Canti bei lichtmikroskopischen Untersuchungen nachgewiesen.

Die Verwendung von Osmiumtetroxid als 1%-ige wéssrige Losung wird als optimal
angesehen (Plattner 1971; Schiechl 1974). Eine Erhhung der Konzentration steigert weder
die Fixations- noch die Penetrationsrate (Schiechl 1974). Auch die gewdhlte
Fixierungsdauer von drei Stunden entspricht der in der Literatur empfohlenen. Nach Bahr
(1955) ist die Osmiumaufnahme in die meisten Sdugetiergewebe nach zwei bis vier
Stunden abgeschlossen. Schiechl (1968) gibt eine Zeit von zwei Stunden an, nach der die
fiir die Fixierung bedeutsamen chemischen Reaktionen abgelaufen sind. Nach dieser Zeit
hat das Osmiumtetroxid mit seiner im Vergleich zu anderen Fixantien geringen
Eindringungsgeschwindigkeit die Gewebeproben vollstéindig kontrastiert.

Die Osmierung wurde nach der Formalinfixierung durchgefiihrt. Es muss also
sichergestellt sein, dass sich beide Verfahren nicht negativ beeinflussen.

Das Gegenteil ist der Fall. In der Elektronenmikroskopie wird die fixierende Wirkung des
Osmiumtetroxids in der so genannten Mehrfachfixation genutzt. Nach einer Vorfixierung
mit einem Aldehyd wird mit Osmiumtetroxid nachfixiert (Hayat 1981). Diese Technik
wurde sowohl zur lichtmikroskopischen (Oldmixon et al. 1985) als auch zur
elektronenmikroskopischen Untersuchung (Weiss und Burri 1996) pulmonaler Strukturen

eingesetzt.
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Der Vorteil dieser Doppelfixierung ist chemisch begriindet und basiert auf den
verschiedenen Angriffspunkten der Fixantien. Formaldehyd stabilisiert vor allem
Gewebseiweile, wihrend OsO4 mit Lipiden reagiert (Plattner 1971). Aufgrund der
schnelleren Penetrationsfdahigkeit der Aldehyde wird primdr eine Aldehydfixierung
durchgefiihrt. In einem zweiten Schritt wird wie bei unserer Préparation OsO4 als so
genanntes Sekundédrfixans eingesetzt.

Dariiber hinaus wirkt die Osmierung der Extraktion von Lipidkomponenten durch
organische Losungsmittel entgegen (Bell 1983; Bozzola und Russell 1991), die im
weiteren Verlauf der Préparation (Entwisserung) verwendet werden. So konnte Boyde
(1978) mithilfe rasterelektronenmikroskopischer Untersuchungen feststellen, dass osmierte
Zellen bei Entwésserung und Trocknung weniger schrumpfen als nicht osmierte.

Nach der Farbung muss tiberschiissiges Osmiumtetroxid aus dem Alveolarraum entfernt
werden. Dazu muss das Wasser den wabigen, septierten Alveolarraum durchdringen.
Dieses wird mechanisch durch Rotation der Proben erreicht. Die rdumliche Stabilitit der
fixierten Proben fiihrt zu keiner Deformierung. Die osmotische Unempfindlichkeit des
Gewebes nach der Osmierung (Wangensteen et al. 1981; Bozzola und Russell 1991)
ermoglicht ein Waschen der Gewebeproben in Reinstwasser ohne Storung der

Alveolararchitektur.

4.3.2 Trocknung inklusive chemischer Entwisserung

Der aufwendigste und kritischste Schritt der Probenpréparation ist die Entfernung der
Fliissigkeit aus dem Alveolarraum.

Verbleibt Fliissigkeit im Luftraum der Alveolen, werden die Alveolarsepten maskiert
(Abb. 47 a). Die Entfernung der Fliissigkeit fiihrt zu einer deutlichen Verbesserung des
Rontgenkontrasts des Lungengewebes (Abb. 47 b). Die Proben miissen daher vollstdndig
getrocknet werden. Auch sind nur trockene Proben auf Dauer rdumlich stabil und fiir die
mikrotomographischen Untersuchungen geeignet. Werden feuchte Proben mit dem
Mikrotomographen untersucht, ist aufgrund der thermischen Belastung durch
Rontgenstrahlung eine unkontrollierte (Luft-)Trocknung und damit verbundene
Gewebedeformierung wihrend des Messvorgangs moglich.

Die Trocknung — beziehungsweise die Wahl des Trocknungsverfahrens — bestimmt ganz
wesentlich den Erhalt der rdumlichen Struktur. Dieses ist besonders bedeutsam bei

fragilem, instabilem Gewebe. Gefordert wird also ein Verfahren, das einerseits die
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Fliissigkeit vollstindig aus dem Alveolarraum entfernt und andererseits die rdumliche
Struktur des Gewebes nicht verdndert.

Das einfachste Trocknungsverfahren ist die Lufttrocknung. Der Vorgang dauert jedoch
selbst bei kleinen Gewebeproben lange und fithrt zu keinem homogenen Ergebnis.
AuBerdem treten bei der Verdunstung von Fliissigkeiten Oberflachenspannungen auf, die
regelhaft zu Strukturverdnderungen und Gewebedeformierungen fiithren (Fromme und
Pfautsch 1975). Ein Trocknen der Prédparate aus wéssrigem Milieu fiihrt zu besonders
grofBen strukturellen Alterationen, da die Oberflachenspannung von Wasser — verglichen
mit anderen Fliissigkeiten — besonders hoch ist. Bei Lungengewebe ist die Lufttrocknung
also nicht besonders geeignet.

Die Vakuumtrocknung ist eine Form der Lufttrocknung, bei der die Trocknungszeit
physikalisch verkiirzt wird. Hier macht man sich die Druckabhingigkeit des Siedepunkts
von Wasser zunutze. Bei Unterdruck beginnt Wasser bei niedrigeren Temperaturen zu
sieden und zu verdampfen. Die Trocknung wird so beschleunigt. Die prinzipiellen
physikalischen Probleme der Lufttrocknung bleiben jedoch bestehen. Abbildung 46 a zeigt
exemplarisch das Mikrotomogramm eines vakuumgetrockneten Lungenzylinders: Die
Trocknung ist unvollstindig. Es sind Gewebedeformierungen vor allem an der
Probenoberfldche zu erkennen.

Eine weitere Variante der Lufttrocknung besteht in der Verwendung von Fliissigkeiten
mit niedriger Oberflichenspannung. Dazu muss Wasser gegen geeignete Fliissigkeiten
(wie Ethanol, Chloroform, Ethylether, Freon) ausgetauscht werden. Die anschlieBende
Lufttrocknung bringt nach Klein und Stockem (1976) befriedigende Ergebnisse beziiglich
des Strukturerhalts. Auch dieses Trocknungsverfahren ist jedoch als nicht optimal zu

werten und gehort nicht zu den standardméBig angewandten Trocknungsverfahren.

Eine Trocknung, bei der das Auftreten von Oberfldchenspannungen weitgehend vermieden
wird, ist die Kritisch-Punkt-Trocknung. Als technisch aufwendigeres Verfahren wurde
sie bereits 1951von Anderson entwickelt.

Das Verfahren hat sich als Standardtrocknung biologischer Proben in der
Rasterelektronenmikroskopie (also einer Bildgebung zur rdumlichen Oberfldchen-

darstellung) etabliert (Boyde und Maconnachie 1983; Bozzola und Russell 1991).



4. Diskussion 87

Der Methode liegt das Prinzip einer Trocknung jenseits des kritischen Punkts zugrunde.
Mit dem kritischen Punkt (definiert durch eine fliissigkeitsspezifische Temperatur und den
dazugehorigen Druck) endet die Phasengrenze zwischen dem fliissigen und gasférmigen
Aggregatzustand (siehe Abb. 7). Oberhalb des Punkts existiert die Phasengrenze nicht
mehr: die Fliissigkeit wechselt dann schlagartig in den gasformigen Zustand. Da im
Gegensatz zu den herkdmmlichen Trocknungsverfahren keine Oberflachenspannungen
auftreten, ist eine besonders gewebeschonende Trocknung biologischer Proben unter Erhalt
ihrer Gewebearchitektur (Gusnard und Kirschner 1977; Bozzola und Russell 1991)
moglich (Abb. 47 b).

a) b)

Abb. 47: Auswirkung des Trocknungsverfahrens osmierter Proben. Nach der
Vakuumtrocknung (a) wurde die Fliissigkeit nicht vollstindig aus dem Lufitraum entfernt.
Es zeigen sich Gewebedeformierungen. Nach der Kritisch-Punkt-Trocknung (b) ist das
Objektwasser vollstindig und strukturerhaltend entfernt. Die Detailerkennung ist deutlich

verbessert.

Aus physikalischen Griinden ist diese Trocknungsmethode zur Entfernung von Wasser
nicht geeignet. Der kritische Punkt von Wasser liegt mit einer Temperatur von 374 °C und
einem Druck von 220 bar sehr hoch. Unter diesen Bedingungen kommt es zwangslaufig

zur Zerstorung jedes biologischen Gewebes (Fromme und Pfautsch 1975).
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Daher ersetzte bereits Anderson (1951) das Gewebewasser durch fliissige Kohlenséure.
Deren kritischer Punkt liegt mit 31 °C und 73,8 bar niedrig und ist biologisch vertraglich
sowie technisch einfacher zu realisieren.

Da sich das Gewebewasser im Prédparat mit fliissiger Kohlenséure nur schlecht mischt,
muss es zundchst durch ein anderes Medium substituiert werden.

Hierzu entwickelten Muller und Jacks eine chemische Entwisserung mit angesduertem
2,2-Dimethoxypropan (= DMP; Muller und Jacks 1975; Conway und Kiernan 1999).
Dieses reagiert mit dem Objektwasser. In einer endothermen Reaktion wird DMP zu
Azeton und Methanol hydrolisiert. Dabei konnten Muller und Jacks (1975) den
vollstdndigen Erhalt sogar subzelluldrer Strukturen verschiedener tierischer Gewebe nach
Entwésserung mit DMP demonstrieren. Maser und Trimble (1977) wandten dieses
Entwisserungsverfahrens erstmalig im Rahmen einer Kritisch-Punkt-Trocknung an.
Ginstig ist die Tatsache, dass DMP mit fliissigem CO, mischbar ist. So ist es als
Zwischenmedium geeignet. Die in DMP befindlichen Gewebeproben konnen direkt der
Kritisch-Punkt-Trocknung zugefiihrt werden. Dabei sollten sie nicht mehr mit Luft in
Kontakt kommen, um ein Antrocknen der Objekte (welches bereits zu einer Verdnderung
des Gewebes fiihren kann) zu vermeiden. Im Kritisch-Punkt-Trockner selbst ist auf ein
ausreichend langes Intervall zwischen den Austauschmandvern von DMP gegen fliissige
Kohlensdure zu achten. Der Medienaustausch in den Proben beruht auf Diffusion und
nimmt gerade bei der Grofe der Lungenzylinder einige Zeit in Anspruch.

Die Temperatur in der Druckkammer liegt beim Erwédrmen hoher, als es fiir das Erreichen
des kritischen Punkts notwendig wére (42 °C versus 31 °C). Diese Temperaturreserve wird
benotigt, da es beim Druckablassen aus der Kammer zu einer Abkiihlung kommt. Beim
Unterschreiten des Kritischen Punkts kann es zu einer Kondensation des CO, mit
Feuchtigkeitseffekten kommen (Fromme und Pfautsch 1975; Bozzola und Russell 1991).
Auch besteht ein Risiko von Feuchtigkeitsartefakten am Objekt durch eine zu schnelle
Dekompression, die unbedingt zu vermeiden ist.

Die getrockneten Préparate sind stark hygroskopisch und miissen daher

feuchtigkeitsgeschiitzt autbewahrt werden.
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4.3.3 Verhalten der Gewebezylinder im Priparationsverlauf

Die zur Kontrastierung, chemischen Entwésserung und Trocknung angewandten Methoden
sind Standardtechniken der Elektronenmikroskopie. Dort miissen sie den hohen
Anforderungen der Erhaltung von Gewebestrukturen bis in den subzelluldren Bereich
geniigen. So finden sich in der Literatur Arbeiten, die sich immer wieder kritisch mit den
Aspekten Strukturerhaltung, mogliche Artefakte und ihre Auswirkungen auf das Gewebe
(inklusive quantitativer Angaben) auseinandersetzen. Fiir die mikrotomographischen
Untersuchungen der Lunge existieren vergleichbar hohe Anspriiche an die Beschaffenheit
des Untersuchungsmaterials.

An dieser Stelle sei nochmals betont, dass jede Gewebepriparation zu Anderungen der
Gewebestruktur  fithrt. Bereits der priparatorische Charakter einer noch so
gewebeschonenden Methodik steht der vollstindigen Wiedergabe der intravitalen
Bedingungen entgegen. Keine der bekannten Fixations- und Priparationstechniken
ermoglicht ein perfektes Abbild der Pulmonalstrukturen in ihrem ,,wahren* Zustand
(Bachofen et al. 1982). Es bleibt bei der Erzeugung eines Aquivalenzbildes.

Die Kritisch-Punkt-Trocknung ist eine Prozedur, die wunter standardisierten,
reproduzierbaren Bedingungen durchgefiihrt wird. Die Gewebestruktur und die
morphologischen Details bleiben erhalten (Gusnard und Kirschner 1977). Allerdings treten
auch bei diesem Trocknungsverfahren Objektschrumpfungen auf.

Fiir die Schrumpfung wurden anfangs die vorausgehende Fixierung (Ulmer und Honjo
1973) und die Entwisserung (Boyde 1972) verantwortlich gemacht. Erst spétere
Untersuchungen konnten zeigen, dass bei der Kritisch-Punkt-Trocknung selbst
Gewebeschrumpfungen auftreten (Boyde et al. 1977; Boyde und Maconnachie 1981).
Deren AusmaB ist, wie nicht anders zu erwarten, gewebeabhéngig. Bei Nervengewebe liegt
die Schrumpfung bei 10-15 %, bei Embryonalgewebe kann sie bis zu 60 % betragen
(Boyde und Maconnachie 1981). Literaturangaben zum Verhalten des Lungengewebes bei
der Kritisch-Punkt-Trocknung oder der DMP-Entwésserung lieen sich nicht finden.

Fiir die morphometrische Analyse bedeutsam ist die Gewebeschrumpfung, die je nach
verwendetem Entwésserungsmittel unterschiedlich stark ausgeprigt ist (Boyde et al. 1977).
Es gibt keine Moglichkeit, diese vollstindig zu verhindern (Bell 1983). Bei der
Untersuchung ganzer Zellen kann Boyde (1978) allerdings feststellen, dass eine
vorangehende Osmierung den Grad der Schrumpfung bei Entwisserung und Trocknung

reduziert.
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In unserer eigenen Serie zeigte sich eine Schrumpfung der Gewebezylinder nach
Durchlaufen der Préparation. Der Probendurchmesser hatte sich nach der Kritisch-Punkt-
Trocknung durchschnittlich um 10,4 % reduziert (Tabelle 2). Da die Gewebeproben ihre
zylindrische Form bewahren und auch im mikrostrukturellen Bereich keine
Deformierungen zu beobachten sind, gehen wir von einer gleichmifigen Schrumpfung
aus. Die anzunehmende Wahrung der Strukturverhédltnisse ist fiir rein deskriptive
Untersuchungen daher weniger bedeutend. Fiir die stereologischen Untersuchungen ist
allerdings die Einfiihrung eines Korrekturfaktors notwendig, der sich leicht bestimmen
lasst. Er ergibt sich aus dem Verhéltnis der mittleren Zylinderdurchmesser vor und nach
der Préparation (Tabelle 2: 8,17 mm / 7,32 mm) und betrdgt demnach 1,11.

Ebenfalls signifikant ist die Gewichtsverdnderung der Gewebezylinder wihrend der
Priparation. Die aus den formalinfixierten Lungen entnommenen Gewebezylinder weisen
noch eine geringe Restfeuchtigkeit auf. Nach der Kritisch-Punkt-Trocknung ist das
Gewebe vollstindig trocken. Die Gewichtsreduktion um durchschnittlich 37,5 %

(Tabelle 2) ist als MaB fiir den Fliissigkeitsverlust des Gewebes anzusehen.
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4.4 Mikro-Computertomographie

4.4.1 Systeme

Die Mikro-Computertomographie ist ein relativ junges, rein experimentelles radiologisches
Bildgebungsverfahren. Mit ihrer hohen Auflosung fungiert sie als Bindeglied zur
Histologie. Seit der Entwicklung des ersten Mikrotomographen von Elliott und Dover 1982
sind bereits unterschiedliche Systeme entwickelt worden.

Der erste Mikrotomograph basiert auf den Prinzipien der konventionellen
Computertomographie. Hinsichtlich seiner Komponenten ist er mit dem Urtyp des
medizinischen Computertomographen von Godfrey Hounsfield (1973) vergleichbar. Er
arbeitet mit einem 15 um-Kollimator zur Begrenzung der emittierten Rontgenstrahlung auf
einen feinen Strahl (= Nadelstrahlgeometrie). Dieser durchdringt das Objekt und trifft auf
einen Szintillationszéhler. Zur Erstellung eines zweidimensionalen Bildes wird die Probe
gedreht (,,Rotation”) und im Strahl verschoben (,,Translation*). Daher werden die nach
diesem Prinzip arbeitenden Mikrotomographen auch als Translations-Rotations-Scanner
bezeichnet. Bereits bei den ersten Gerdten konnte eine Aufldosung von 12 um erzielt
werden. Allerdings lieBen sich nur Objekte bis zu einer Grofle von 1 mm untersuchen.

Eine Weiterentwicklung stellen die Systeme mit Féacherstrahlgeometrie dar (Seguin et al.
1985). Durch den Einsatz eines Schlitz-Kollimators wird facherférmige Rontgenstrahlung
erzeugt, die auf einen Zeilendetektor trifft. Mit den Mikrotomographen dieser Generation
ist eine deutlich schnellere Datenerhebung moglich (Davis und Wong 1996).

Der von uns eingesetzte Mikrotomograph gehort der nidchsten Gerdtegeneration an. Diese
basiert auf Kegelstrahlgeometrie. Der kegelformige Rontgenstrahl durchdringt das Objekt
und trifft nach seiner Schwichung auf einen Flachendetektor (Abb. 8). Die Probe rotiert in
Winkelschritten. Nach jedem Winkelschritt wird eine zweidimensionale Projektion des
gesamten Objekts in Form eines Schattenbildes erzeugt. Aufgrund der kegelférmigen
Rontgenstrahlung und dem Flachendetektor ist es moglich, aus dem Satz erzeugter
Rontgenaufnahmen ein dreidimensionales Bild der Probe zu rekonstruieren (Feldkamp et
al. 1984). Die Datenakquisition ist bei Kegelstrahl-Systemen schneller als bei den
vorangegangenen Gerdten. Andererseits fallen groBe Datenmengen an. Der
Rekonstruktionsalgorithmus  der Kegelstrahlgeometrie ist komplexer als bei

Fécherstrahlgeometrie (Davis und Wong 1996).
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Mit Mikrotomographen lédsst sich je nach Probengrofle eine Auflosung von 5-50 um
erzielen. Die maximale Auflosung medizinischer Computertomographen liegt bei etwa
250 um und einer Schichtdicke von etwa 0,5 mm. Die Lichtmikroskopie besitzt eine
hohere Auflosung als diese radiologischen Verfahren. Thre Auflosung liegt bei 0,5-5 um
(Engelke und Kalender 1998; Engelke et al. 1999).

4.4.2 Untersuchung der Lungenzylinder

Die Auflosung des mikrotomographischen Systems héngt von der Brennfleckabmessung
und der Detektorauflosung ab (Paulus et al. 2000). In Abhingigkeit von der Positionierung
der Probe zwischen Strahlenquelle und Detektor kann man eine (geometrische)
VergroBerung und eine  hohere  Auflésung  erreichen.  Vergroferung und
Probendurchmesser verhalten sich dabei umgekehrt proportional. Bei dem gewihlten
Durchmesser der Lungenproben von 8§ mm ergibt sich eine Vergroferung von 27,5. Die
Voxelgrofle betrdgt 9 um, die Auflésung (entsprechend der doppelten VoxelgrofBe) liegt
bei 18 um.

Zur bestmoglichen Darstellung des Lungengewebes wurden die Geréteeinstellungen wie
folgt optimiert: Es wurde die maximale Bildmatrix (1024 x 1024 Pixel) benutzt. Zudem
wurden so genannte isometrische Datensdtze mit kubischen Voxeln gewonnen. So kommt
es zu keiner Reduktion der Auflosung bei der Rekonstruktion in verschiedenen Ebenen.
Die Wahl der kleinstmoglichen Rotationsschritte (0,45°) wihrend des Scanvorgangs
verbessert ebenfalls die Bildqualitdt. Aus diesem Optimierungsschritt ergeben sich
allerdings auch Nachteile. So verlangert sich die Messzeit und erhoht sich die Datenmenge.
Aufgrund der Kegelstrahlgeometrie des Systems lassen sich aus dem Rohdatensatz
zweidimensionale Grauwertbilder mit einem modifizierten Feldkamp-Algorithmus
berechnen (Feldkamp et al. 1984). Er stellt bei Gerédten mit Kegelstrahlgeometrie das am

haufigsten eingesetzte Rekonstruktionsverfahren dar (Johnson et al. 1998).



4. Diskussion 93

4.5 Qualitative Schnittbeurteilungen — Bildpaarvergleich

Bei der zweidimensionalen mikrotomographischen Untersuchung wird unter Verwendung
der Voxelgrole von 9 um mit resultierender hoher Ortsauflosung (18 um) eine der
Lichtmikroskopie vergleichbare Darstellung des Alveolarraums ermoglicht.

Mit der Mikrotomographie gelingt die realititsgetreue Abbildung von feinen
Lungenstrukturen wie Interlobularsepten, Gefdlen und kleineren Luftwegen bis zu den
einzelnen Alveolarwianden (Abb. 19, 20).

Verglichen mit den korrespondierenden histologischen Bildpaaren ergibt sich eine hohe
Ubereinstimmung (Abb. 22-24 und 28).

Eine absolute Deckungsgleichheit der Schnittbilder ldsst sich jedoch nicht erreichen.
Einerseits fiihren bereits geringe Winkelabweichungen der Schnittebenen beider Verfahren
zu deutlichen Abweichungen der Bildelemente im Mikrometerbereich. Um dieses
geometrische Problem zu minimieren, wurde die mikrotomographische Schnittebene dem
jeweiligen histologischen Schnitt interaktiv angepasst (sieche Kap. 2.12; Abb. 10).
Andererseits liegen zwischen mikrotomographischer und lichtmikroskopischer Abbildung
zusitzliche Préparationsschritte. Zur Erzeugung histologischer Schnitte wurden die Proben
nach der mikrotomographischen Untersuchung in Paraffin eingebettet, geschnitten und auf
Objekttriger aufgezogen. Jeder dieser zusitzlichen Priparationsschritte kann zu
Gewebealterationen fiihren.

So sind in den Abbildungen 22 und 23 im histologischen Schnitt Entrundungen zu
erkennen, die in den korrespondierenden mikrotomographischen Schnitten nicht
nachweisbar sind. In den Abbildungen 24 und 28 verlaufen die Interlobularsepten in den
histologischen Abbildungen wellig, in den korrespondierenden Mikrotomogrammen
dagegen gestreckt. Dieser wellige Verlauf setzt sich bis zu den Alveolarsepten fort
(Abb. 27). Ahnliche Veriinderungen lassen sich auch bei groBeren, stabileren Strukturen
nachweisen. So wird die Deformierung der Bronchialstruktur im histologischen Schnittbild
in 12-Uhr-Position (Abb. 28 oben) beim direkten Vergleich mit dem Mikrotomogramm
(Abb. 28 unten) deutlich.

Es ist zu vermuten, dass es sich um Gewebedeformierungen handelt, die durch die
histologische Praparation verursacht werden.

Der Vergleich mit der Histologie zeigt, dass die Mikro-CT die Gewebestruktur
realititsgetreu abbildet. Die Gewebeklassifikation, also die Differenzierung verschiedener

Zelltypen, ist im Gegensatz zur Histologie nicht moglich.
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4.6 Verluste — Artefakte (Mikro-CT / Histologie)

Eine wesentliche Eigenschaft radiologischer Verfahren ist ihre nichtdestruktive
Bilddarstellung. So treten bei der mikrotomographischen Bildgebung keine strukturellen
Gewebeveridnderungen auf.

Die Mikro-CT stellt beim Erzeugen eines kontinuierlichen Datensatzes ein zeiteffizientes
Verfahren dar. Die Datenakquisition fiir 900 kontinuierliche Schnittbilder eines
Lungenzylinders betrigt etwa 2 Stunden. Der histologische Schneideprozess gestaltet sich
demgegeniiber bedeutend zeitaufwendiger (8 Stunden fiir 135 Schnitte je Probe). Wegen
des Arbeitsaufwands wurden die histologischen Priparate nicht kontinuierlich
aufgearbeitet, sondern sequenzielle Serienschnitte gewonnen — mit konsekutiv geringerer
Schnittausbeute.

Auch die Anzahl der mikrotomographisch erzeugten Bilder weicht vom theoretischen Wert
von 1111 Schnitten pro Lungenzylinder (Probenhéhe 1 cm = 10.000 um, Schichtdicke
9 um) ab. Dies ist auf die Begradigung der Boden der Gewebezylinder (Kap. 2.8) und den
daraus resultierenden Gewebeverlust zuriickzufiihren. Die Nivellierung war erforderlich,

um die Probenzylinder auf dem Probenhalter platzieren und ausrichten zu kénnen.

4.6.1 Artefakte in der Mikro-CT

Nur 2,1 % der mikrotomographischen Schnittbilder sind aufgrund von Strahlungsarte-
fakten nicht beurteilbar — zumeist handelt es sich dabei um Aufhirtungsartefakte
(Tabelle 3; Abb. 29).

Rontgenstrahlung setzt sich aus einem Spektrum hoher und niedriger Energien zusammen.
Trifft die Rontgenstrahlung auf Regionen hoher Osmiumeinlagerung, werden die
niederenergetischen Anteile der Strahlung absorbiert. Der Anteil hoherer Energie nimmt
relativ zu — die Strahlung wird aufgehértet. Die Aufhértung findet besonders in Bereichen
dicker Bronchial- und Gefdwinde als Orte hoher Osmiumeinlagerung statt. Die
Aufhirtungsartefakte filhren zu einer Uberlagerung des Parenchyms und storen die
morphometrische Untersuchung.

Die Strahlenaufhértung ist auch in der konventionellen Computertomographie in Regionen
hoher Rontgendichte (etwa bei Metallimplantaten — Gelenkersatz oder Osteosynthesemate-
ria) zu beobachten (Duerinckx und Macovski 1978). Hier existieren

Korrekturalgorithmen, die auch in der Mikro-CT zur Anwendung kommen (De Paiva et al.
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1998). Uber die eingesetzte ,beam hardening correction” kann die Strahlenaufhirtung
jedoch nur reduziert werden. Thre komplette Eliminierung ist kaum moéglich (Paulus et al.
2000).

Ein weiteres, rein geometrisches Artefakt der Computertomographie ist der
Partialvolumeneffekt. Bei kleinen Strukturen muss bedacht werden, dass in jedem
Volumenelement Partikel verschiedener Dichte enthalten sein konnen. Der CT-Wert
entspricht aber der mittleren Dichte aller im Voxel befindlichen Partikel. Fiillt eine
Alveolarwand das Volumenelement nur partiell und nicht vollstindig aus, beeinflusst sie
die mittlere Dichte nur wenig und kann so dem Nachweis entgehen (siche Abb. 47).
Letztlich kann der Partialvolumeneffekt nur iiber eine Verringerung der Schichtdicke

(genauer: der Voxelgrofe) reduziert werden.

4.6.2 Artefakte in der Histologie

Im Gegensatz zur Computertomographie werden histologische Schnitte durch ein
destruktives Verfahren gewonnen, bei der die Gewebeintegritit unwiederbringlich verloren
geht.

Etwa zwei Drittel aller histologischen Schnitte zeigen strukturelle Verdnderungen, die zu
einer Architekturverdnderung des Gewebes fithren (Tabelle 3). Sie resultieren aus den
Artefakten durch die mechanischen Prozesse des Einbettens, Schneidens und Aufziehens
(Fukaya und Martin 1969; Lum und Mitzner 1985). Aufgrund der Labilitdt der Lunge
finden sie sich hier besonders ausgepragt (Hartroft 1945).

Bei dem iiberproportional hohen Anteil struktureller Verdnderungen ist zu beriicksichtigen,
dass unsere histologische Préparation von der Standardpridparation (Romeis 1989)
abweicht.

Die Paraffineinbettung wurde fiir Lungengewebe optimiert: Bei der iiblichen
Paraffineinbettung unter Normaldruck wird das Lungengewebe nicht homogen vom
Paraffin durchdrungen. Es verbleiben kleine Luftblasen im Alveolarraum, die eine
GewebezerreiBung beim Schneiden verursachen. Durch die Einbettung im Unterdruck wird
das Auftreten von Gaseinschliissen im Lungengewebe reduziert.

AuBerdem wurde die histologische Schnittdicke mit 8 wum der Schichtdicke der
Mikrotomogramme (9 um) angepasst. Sie ist damit doppelt so dick wie die iibliche

Schnittdicke der Histologie, welche bei 4 um liegt.
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Die histologischen Schnitte wurden auch nicht der {iblicherweise eingesetzten
Héamatoxylin-Eosin-Farbung unterzogen (Romeis 1989).

Die aus den durchgefiihrten Kontrastierungs- und Entwésserungsschritten resultierende
Gewebehdrtung wird als vorteilhaft fiir den Schneideprozess von Lungen gewertet
(Oldmixon et al. 1985). Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass sich ein
verdndertes Schneideverhalten im Vergleich zu den tiblicherweise hergestellten Préaparaten
ergibt. Beispielsweise ist eine schnellere Messerabstumpfung durch die Metalleinlagerung
in das Gewebe (Osmierung) mdglich. Aullerdem ist eine erhohte Fragilitdt des gehérteten
Pulmonalgewebes denkbar.

Die genannten Abweichungen zur histologischen Standardpridparation erkldren zumindest
zum Teil die hohe Zahl struktureller Gewebeverdnderungen. Selbst bei grofer Erfahrung in
geiibter Hand lassen sich strukturelle Stérungen priparationsbedingt nicht vermeiden.

Die histologische Pradparation erfolgte unter Anleitung einer erfahrenen MTA aus dem
anatomischen Institut. Die kritischsten Arbeitsgénge fiir den Erhalt der Gewebestruktur
(das Schneiden und Aufziehen der Priparate auf den Objekttriger) wurden von der gelibten

MTA durchgefiihrt.
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4.7 Morphometrische Analysen

Neben der reinen Abbildung des Lungengewebes muss die neue Bildgebung in der Lage
sein, valide Messungen durchzufiihren.

Die Gewinnung quantitativer Messdaten der terminalen Luftrdume erfolgte bislang unter
Nutzung stereologischer Verfahren an histologischen Schnittpriparaten. Sie stellen bis
heute den Goldstandard bei der morphometrischen Analyse des Lungengewebes dar
(Weibel 1989; Bolender et al. 1993; Weibel und Cruz-Orive 1997).

Grundlage einer entscheidenden methodischen Limitation der histologiebasierten
Stereologie ist die Erhebung dreidimensionaler Daten durch Vermessungen
zweidimensionaler Gewebeschnitte. Die dritte Dimension wird nur indirekt durch eine
Extrapolation der gewonnenen Daten aus der zweidimensionalen Schnittebene erfasst
(Weibel und Cruz-Orive 1997).

Die Gewebeprdparation selbst — die Herstellung histologischer Schnitte — fiihrt zu
Verdnderungen der Gewebearchitektur und somit zu Verdnderungen der Messdaten.

Der kontinuierliche Datensatz der Mikro-CT erlaubt die dreidimensionale Erfassung des
Gewebes. Dabei ist die Bildgebung nichtdestruktiv. Bei der Gewebepriparation ist kein
mechanischer Schneideprozess erforderlich.

Beim Methodenvergleich Histologie — Mikrotomographie miissen also einerseits
unterschiedliche Bilddarstellungen, verbunden mit unterschiedlichen Praparationen,
beriicksichtigt werden. Andererseits miissen unterschiedliche Messverfahren, ndmlich die
stereologische Messung an zweidimensionalen histologischen Schnitten und die
computergestiitzte mikrotomographische Auswertung dreidimensionaler Gewebemodelle,
verglichen werden.

Um den Einfluss der unterschiedlichen Gewebepriparationen abzuschétzen, wurde die
klassische stereologiebasierte Messung sowohl in den histologischen als auch in den
mikrotomographischen Schnitten durchgefiihrt. Es wurde also die gleiche etablierte
Messmethode in beiden Bilddarstellungen angewandt.

Zur Uberpriifung der Verlisslichkeit der neuen computergestiitzten Auswertung der
Mikro-CT wurden die mikrotomographischen Datensdtze zweimal vermessen: So wurde
erst die semiautomatische computergestiitzte Analyse und anschlieBend die stereologische

Messung durchgefiihrt (Abb. 21).
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4.7.1 Alveolire Oberflichendichte

Die alveolidre Oberflachendichte stellt einen grundlegenden physiologischen Parameter der
Lunge dar. Multipliziert man die alveoldre Oberflichendichte mit dem Lungenvolumen,
kann man die Alveolaroberfliche abschétzen (Bolender et al. 1993; Weibel und Cruz-
Orive 1997). Die Alveolaroberfliche stellt neben Kapillardichte und Membrandicke einen
der von Weibel (1973) postulierten drei Parameter zur Bestimmung der
Sauerstoffdiffusionskapazitdt auf morphologischer Grundlage dar.

In der semiautomatischen mikrotomographischen Analyse konnen Gewebeoberflache und
Gewebevolumen (der schwarzen Voxel) des bindren Gewebemodells direkt bestimmt
werden (primédre Parameter). Die alveoldre Oberflaichendichte als sekundirer Parameter
errechnet sich aus dem Quotienten Gewebeoberfldche / Messvolumen.

Stereologiebasiert ~wurde die  Oberflichendichte am  histologischen  Schnitt
beziehungsweise mikrotomographischen Schnittbild nach Uberlagerung eines Testgitters
(Bolender et al. 1993; Weibel und Cruz-Orive 1997) gemilB der Formel 3 (Kap. 2.13.2)
nach Saltykov (1946) und Bolender et al. (1993) berechnet.

Die Werte fiir die stereologisch ermittelte Oberflichendichte sind in der Mikro-CT
signifikant geringer als in der Histologie (33,47 /mm vs. 35,47 /mm). Dabei korrelieren
beide Messungen gut (Tabelle 5; Abb. 32).

Die niedrigeren Werte in der Mikro-CT diirften sich in erster Linie durch die im Vergleich
zur Histologie geringere Auflosung des mikrotomographischen Systems erkldren.

Um die Verldsslichkeit der Mikro-CT Auswertung zu priifen, wurden die stereologische
Messung und die semiautomatische Analyse der Mikro-CT in denselben Schnitten
angewendet und verglichen. Letztere lieferte beziiglich der Oberflaichendichte
vergleichbare Daten, die jedoch niedriger als die stereologischen Messungen der Mikro-CT
liegen (30,49 / mm vs. 33,47 / mm; Tabelle 5; Abb. 34).

Die Werte der Mikro-CT sind also niedriger als die der Histologie. Offensichtlich geht
Gewebeoberfliche verloren (oder die Alveolaroberfldche in der Histologie wurde falsch zu
hoch bestimmt). Es miissen also Faktoren auftreten, welche die eingangs angesprochenen
Vorteile der Mikro-CT aufwiegen.

Die Auflosung der Histologie wird in unseren mikrotomographischen Schnitten nicht
erreicht. Obwohl die Grauwertebilder den histologischen Schnitten sehr dhnlich sind, gilt

dies nicht fiir die errechneten Bindrbilder. Die kleinste erreichbare Voxelgréfe von 9 um
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reicht fiir die Erzeugung eines realistischen bindren Gewebemodells nicht aus. So liegt die

mittlere Dicke der Alverolarsepten mit etwa 5 um unterhalb der erreichten Auflosung.

4.7.2 Mittlerer Alveolardurchmesser

Die histomorphometrische Bestimmung des Alveolardurchmessers mit der Zweipunkt-
Streckenmethode basiert auf klassischen morphometrischen Prinzipien (Dunnill 1962;
Weibel und Gomez 1962; Weibel 1963 a/b; Weibel 1973; Weibel und Cruz-Orive 1997).
Sie ist ein heute noch gebriduchliches Verfahren (Lum und Mitzner 1987; Willet et al.
2001).

Das verwendete ,Interaktive Bildanalysesystem* (IBAS) bei der Analyse der
histologischen Schnitte wurde bereits zur Ableitung stereologischer Parameter von
Alveolen am lichtmikroskopischen Schnittpraparat eingesetzt (Rigaut et al. 1983).

Der ermittelte mittlere Alveolardurchmesser (Tabelle 6) stimmt gut mit dem in der
Literatur beschriebenen Wert von Lum und Mitzner (1987) iiberein. Sie erhalten bei ihrer
histomorphometrischen Untersuchung an durch bronchiale Formalininstillation entfalteten
Schweinelungen einen Alveolardurchmesser von 133 um.

In der semiautomatischen mikrotomographischen Analyse wurde der Alveolardurchmesser
aus volumen- und oberfldchenbasierten Primadrparametern sekundér kalkuliert. Auch dieses
Messverfahren liefert gute Daten. Allerdings musste ein Proportionalitdtsfaktor von 6 in

die Formel (2) integriert werden (siehe Kap. 7; Anhang Al).

4.7.3 Oberflichendichte und Alveolardurchmesser im Vergleich

Im Methodenvergleich zeigte der Alveolardurchmesser eine bessere Korrelation als die
Oberflachendichte (Kap. 3.7).

Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass der Alveolardurchmesser weniger stark von
der Auflosung beeinflusst wird.

Bei der Berechnung des Alveolardurchmessers wird das Verhiltnis aus Gewebevolumen
und Gewebeoberfliache beriicksichtig. Bei der Binarisierung beeinflussen die Auflésung
und die Wahl des Schwellenwerts sowohl das Ergebnis der Gewebeoberfliche als auch das
des Gewebevolumens. Da beide gleichsinnig beeinflusst werden, wird dies durch den

Quotienten Volumen / Oberfliche zum Teil ausgeglichen.
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4.8 Einflussfaktoren bei der mikrotomographischen Analyse

4.8.1 Segmentierung — Schwellenwertwahl und Partialvolumeneffekt

Bei der Binérbilderzeugung stellen die Segmentierung und dabei besonders die Wahl des
geeigneten Schwellenwerts (= Threshold) einen kritischen Schritt dar.

Auch auf dem mikrotomographisch am meisten erforschten osteologischen Sektor ist sie
ein noch nicht vollstindig gelostes Problem (Riiegsegger et al. 1996; Ito et al. 1998; Hara
et al. 2002).

Die Einstellung des optimalen Schwellenwerts erfolgt interaktiv durch den Untersucher.
Dazu wurde das erzeugte Binédrbild mit dem korrespondierenden histologischen Schnitt
verglichen.

Nach Festlegung eines Schwellenwerts werden Voxel, deren mittlere Dichte oberhalb des
Schwellenwerts liegt, schwarz dargestellt und solche, deren mittlere Dichte unter dem
Schwellenwert liegt, weill dargestellt. Der Anteil der schwarzen Voxel repriasentiert das
Gewebe, der Anteil der weilen Voxel den Luftraum. Mit Hilfe dieses
Schwellenwertverfahrens wird ein dreidimensionales Gewebemodell berechnet, welches
dann automatisiert vermessen werden kann.

Die korrekte Binérbilderzeugung setzt voraus, dass eine sichere Diskriminierung zwischen
Gewebe (zuvor graue Voxel) und Luft (weile Voxel) gelungen ist. Innerhalb eines Voxels
konnen jedoch Partikel verschiedener Dichte enthalten sein (also Luft und Alveolarwénde).
Der errechnete CT-Wert stellt immer einen Mittelwert der Dichten aller im Voxel
befindlichen Anteile dar. Liegt der Mittelwert der Voxeldichte unterhalb des
Schwellenwerts, so wird er mit Luft gleichgesetzt. Der Gewebeanteil des Voxels geht so
iiber die Binarisierung verloren. Aus diesem Partialvolumeneffekt resultiert ein
Strukturverlust. Der sichtbare Strukturanteil kommt in diesem Voxel nicht mehr zur
Darstellung (Abb. 48).

Fiir die Binarisierung vorteilhaft ist der hohe Gewebe-Luft-Kontrast — er liegt ungefahr bei
10:1.

Die Binarisierung wurde mit einem im Analyseprogramm implementierten
Segmentierungs-Algorithmus  durchgefiihrt. Dieser beinhaltet ein kantenbasiertes

Segmentierungsverfahren, das auf der Canny-Methode beruht (Canny 1986).
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Abb. 48: Partialvolumeneffekt. Exemplarische pixelbasierte Darstellung. Der
Alveolarwandanteil ist im markierten Pixel geringer als der Luftanteil. Nach der
Bindrbilderzeugung wird der Pixel mit Luft gleichgesetzt. Der Gewebeanteil geht bei der

Binarisierung verloren.

Die Canny-Methode als robustes Verfahren zur Kantendetektion ist der in der digitalen
Bildverarbeitung am haufigsten eingesetzte Algorithmus. Kanten stellen in Bildern die
auffélligsten Merkmale dar. Sie entstehen an Objektgrenzen (hier: Alveolarwand und Luft)
und entsprechen im digitalen Bild abrupten Anderungen der Grau- oder Farbwerte. Nach
Uberfithrung des origindren Bilds in das Grauwertebild werden unter streng
mathematischer Vorgehensweise nacheinander verschiedene Faltungsoperationen
durchgefiihrt. Als ideales Ergebnis resultiert ein Bild aus Linien, die entlang der Kanten
des Originals laufen.

Durch das automatische Ermitteln lokaler Schwellenwerte kann Gewebe optimal von
Nichtgewebe getrennt werden. Dieses adaptive lokale Verfahren ist einem globalen
Schwellenwertverfahren vorzuziehen (Kuhn et al. 1990 b). Bei der Wahl eines globalen
Schwellenwerts kommt es letztlich zu einer Uberreprisentierung dickerer und einem
Verlust diinnerer Strukturen. Feldkamp et al. (1989) und Kuhn et al. (1990 a) weisen in
diesem Zusammenhang auf die Variation der Gewebegeometrie und -dichte sowie die

Anderungen innerhalb der einzelnen Strukturkomponenten in einer Probe hin. Im
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Gegensatz zur Anwendung einfacher Segmentierungsverfahren liefert die in diesem
Programm realisierte Kombination genauere Ergebnisse bei der Binérbilderzeugung.

Alle Proben wurden so nach einem standardisierten Protokoll analysiert. Auler bei der
Vorsegmentierung, fiir die in jedem Messvolumen eine histogrammbasierte Berechnung
des Schwellenwerts durchgefiihrt wird, bleiben die Einstellungen zur morphometrischen
Analyse der Gewebezylinder unveréndert.

Den Einfluss der Schwellenwertwahl auf die Morphologie des Alveolargewebes im

erzeugten Bindrbild zeigt Abbildung 49.

Abb. 49: Strukturdarstellung in Abhdngigkeit des Schwellenwerts.
Origindres Grauwertebild (a); Bindrbilder mit zu niedrigem (b), mit optimalem (c) und mit

zu hohem (d) Schwellenwert.

Bei Wahl eines zu niedrigen Schwellenwerts werden zu wenige Pixel den
Alveolarstrukturen zugeordnet. Die Septen sind artifiziell ausgediinnt oder kommen erst
gar nicht zur Ansicht. Im errechneten Binérbild gehen Alveolarsepten verloren (Abb. 49b).
Bei Erhohung des Schwellenwerts nimmt der Strukturanteil immer mehr zu und erreicht
einen Punkt, an dem das reale Objekt adéquat wiedergegeben wird (Abb. 49¢). Wird der

Schwellenwert weiter erhdht, resultiert eine Uberrepriisentierung der Lungenstrukturen; die
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Alveolarsepten sind verdickt. Aulerdem kommt es zu einer Verstiarkung des Bildrauschens

(Abb. 49d).

4.8.2 Auflosung

Die Auflésung nimmt einen groBen Einfluss auf die Quantifizierung mikrostruktureller
Daten.

Die starke Abhingigkeit quantitativer Daten von der Auflosungsfahigkeit des
mikrotomographischen Systems wurde auf osteologischem Sektor bereits erforscht. Es
tiberrascht dabei nicht, dass die Prizision gewonnener struktureller Daten mit der Wahl
einer hoheren Auflosung zunimmt (Miiller et al. 1996; Ito et al. 1998; Miiller et al. 1998).
Auch ist die einfachste Moglichkeit, den angesprochenen Partialvolumeneffekt zu
verringern, die Verkleinerung der Voxelgrofe — also die Steigerung der Aufldsung.

Dies kann bei unserer Messanordnung, die mit maximal moglicher Gerdteeinstellung
durchgefiihrt wurde, nur durch eine Verkleinerung der Proben geschehen. Eine
GroBenreduktion der Probe ist aufgrund der unter Kap. 4.3.1 angefiihrten Griinde nicht
sinnvoll.

Unter Beriicksichtigung der geringen Alveolarseptendicke von etwa 5 pm ist eine
Voxelgrofle unter 3 um zu postulieren, um eine prazise Quantifizierung der pulmonalen
Feinstrukturen zu ermoglichen.

Der Forderung nach einer Optimierung der Auflosung des mikrotomographischen Systems
lieBe sich insbesondere durch die Wahl der geeigneten Strahlungsquelle ndher kommen.
Hier stellt insbesondere der Einsatz von Synchrotronstrahlung (= Kreisbeschleunigungs-
strahlung) eine interessante Alternative dar (Bonse und Busch 1996; Peyrin et al. 2000;
Wiedemann 2003).

Synchrotronstrahlung entsteht, wenn energiereiche schnelle Elektronen — welche sich
anndhernd mit Lichtgeschwindigkeit bewegen — in einem Magnetfeld abgelenkt werden.
Der bei Systemen mit Synchrotronstrahlung herausgefilterte monochromatische Strahl
weist im Vergleich zu konventionellen Rontgenréhren eine um GroBenordnungen hdhere
Intensitét auf. Dadurch kann eine besonders hohe Auflésung (unter 5 um) erreicht werden.
Neben ihrer hohen Strahlenintensitdt ist die nahezu parallele Strahlausbreitung der
Synchrotronstrahlung vorteilhaft. Im Vergleich zum Mikro-CT ermoglicht sie eine deutlich
bessere Rekonstruktionsqualitit (Flannery et al. 1987; Bonse und Busch 1996).
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Mit diesem Verfahren ldsst sich die morphometrische Analyse verbessern (Tsuda et al.
2008).

Nachteilig sind die begrenzte Verfligbarkeit, die Ortsgebundenheit und der vergleichsweise
hohe experimentelle Aufwand (Engelke et al. 1999).

4.8.3 Untersucherabhingigkeit

Einige Schritte der Bild- und Datengenerierung (interaktive Bildnachverarbeitung,
Schwellenwertfestlegung, morphometrischer Analyseprozess) bedurften einer aktiven
Einbeziehung des Untersuchers.

So stellt die mikrotomographische Strukturanalyse kein vollstindig automatisiertes
Verfahren dar. Sie kann nur unter direkter FEinbeziehung des Untersuchers
(semi-automatisiert) angewendet werden. Der Untersucher selbst definiert den Ort der
Vermessung im Gewebe. Das Programm ist nicht in der Lage, Alveolen von anderen
Strukturen zu unterscheiden. Der Untersucher muss ein Messvolumen festlegen, das
moglichst homogen Alveolen erfasst und stérende Elemente wie Bronchien oder Gefille
ausschliefit.

Grundsitzlich sollte die Einbindung des Untersuchers jedoch nur auf diese notwendigen
Schritte begrenzt sein, gefdhrdet doch seine aktive Einbeziehung stets auch die Objektivitat
der Untersuchung.

Zukiinftig wiren im Analyseprogramm implementierte Algorithmen zur optimalen
Strukturdiskriminierung und Schwellenwertfestlegung zu fordern, mit der sich die

Untersucherabhéngigkeit reduzieren oder gar ginzlich eliminieren lieBe.
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4.9 Dreidimensionale Gewebedarstellung: Alternativen — Limitationen

Die kontinuierliche, liickenlose Einsicht der Mikro-CT bleibt der Lichtmikroskopie
verborgen. Hier muss die dritte Dimension {iiber zweidimensionale histologische
Serienschnitte rekonstruiert werden (Ware und LoPresti 1975; Weibel und Cruz-Orive
1997). Auch bei sorgfiltigster Priparation passen zwei benachbarte Schnitte wegen der
unvermeidlichen Gewebedeformation niemals exakt aufeinander (Whimster 1989; Kriete
1996).

Auch mit den Moglichkeiten der computergestiitzten 3D-Rekonstruktion lassen sich die
Schwierigkeiten der histologischen Priparation nicht tiberwinden (,,das Ganze ist mehr als
die Summe seiner Teile*). Sie setzt einen hohen préaparatorischen Aufwand voraus und ist
immer sehr zeitaufwendig. Zur dreidimensionalen Rekonstruktion eines halben Acinus aus
histologischen Serienschnitten bendtigte Boyden drei Jahre (Boyden 1971).

Moderne mikroskopische Verfahren, wie die Konfokale Laserscanning-Mikroskopie,
versuchen ebenfalls, das Gewebe nichtdestruktiv zu untersuchen. Dazu wird das
mechanische Zerschneiden der Histologie durch ein ,,optisches Zerschneiden® ersetzt
(Paddock 1999; Taylor et al. 2002). Mit dem konfokalen Lasermikroskop ist die
Fokussierung auf eine bestimmte Ebene des Priparats moglich. Die ober- und unterhalb
der Fokusebene liegenden Informationen sind unscharf und tragen nicht zur Bilderstellung
bei. Je nach Tiefeneinstellung der Focusebene ldsst sich das Objekt in einen Stapel
kontinuierlicher optischer, so genannter konfokaler Schnittebenen zerlegen. Diese konnen
wie bei der Mikro-CT zu einem rdumlichen Bild zusammengefiigt werden. Limitierend ist
die maximale Tiefe des Fokus; sie liegt unter 1 mm (Bentley et al. 2002 a). Daher kdnnen
nur kleinere Probenvolumina (unter 1 mm?®) kontinuierlich dargestellt werden (Jorgensen et
al. 1998).

Eine weitere Technik zur Erzeugung dreidimensionaler Bilder ist die
Rasterelektronenmikroskopie (Nagai und Thurlbeck 1991). Sie bedient sich eines feinen
Elektronenstrahls, der das Objekt zeilenweise abtastet. Der nutzbare Vergroferungsbereich
ist grofl (5- bis etwa 100.000-fache VergroBerung). Die rasterelektronischen Bilder
besitzen eine grofle Tiefenschirfe, so dass ein starker dreidimensionaler Eindruck der
Objektstrukturen vermittelt wird. Allerdings lassen sich mit der Rasterelektronenmikrosko-
pie nur Gewebeoberflichen darstellen. Das Innere des Objekts bleibt dieser Technik

verborgen (Bentley et al. 2002 a).
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4.10 Zwei- und dreidimensionale Nachverarbeitung

Im Gegensatz zur Histologie ermdglicht die Mikro-CT erstmals eine rasche Einsicht in den
rdumlichen Gewebeaufbau. Die nichtdestruktive Gewinnung eines kontinuierlichen
Datensatzes ermoglicht eine Darstellung des Gewebes und seines Aufbaus in
verschiedenen Ebenen und Dimensionen.

Die Qualitdt der Nachverarbeitung wird ganz wesentlich von der Qualitdt des primér
gewonnenen CT-Datensatzes beeinflusst. Entscheidend sind zunéchst die Schichtdicke
(also die VoxelgroBe) und der Schichtabstand. Je diinner die Schichten, desto hochwertiger
wird die Rekonstruktion. Die Schichten sollen dabei zumindest liickenlos oder besser
iiberlappend rekonstruiert werden. Aullerdem ist der Gewebekontrast von Bedeutung. Je
hoher der Kontrast, desto besser wird die Rekonstruktion (Drebin et al. 1988; Calhoun et
al. 1999).

Zur zwei- beziehungsweise dreidimensionalen Abbildung der Gewebeproben wurden
Nachverarbeitungstechniken eingesetzt, die auch in der klinischen Computertomographie
angewendet werden (Remy et al. 1998; Ravenel et al. 2001):

Als zweidimensionales Rekonstruktionsverfahren wurde die multiplanare Reformation
gewdhlt. Hierbei konnen Schnittebenen in jeder beliebigen Raumrichtung durch das
Untersuchungsvolumen gelegt werden. Ublicherweise werden aus dem Datenvolumen
zundchst transversale Schnitte und anschlieBend sekundére coronare und sagittale Schnitte
berechnet (Abb. 20). Durch die Verwendung kubischer Volumenelemente ist die
Auflosung in jeder Raumebene gleich. Anatomische Strukturen, die nicht in der
urspriinglichen Schnittebene verlaufen, kdnnen mittels multiplanarer Reformation iiber die
Berechnung gekriimmter Ebenen abgebildet werden. Die Darstellung des
Gewebevolumens in verschiedenen Raumebenen vermittelt einen dreidimensionalen
Eindruck des Objekts.

Die Segmentation des Acinus erfolgte mit Hilfe der Volume-Rendering-Technik als
echtes dreidimensionales Nachverarbeitungsverfahren (Abb. 40 und 41). Mit diesem
Verfahren gelingt es, rdumliche Einheiten aus einem Datenvolumen zu separieren.
RoutinemifBig wird diese Technik zur dreidimensionalen Darstellung von Skelettelementen
oder von kontrastierten GefdBlen eingesetzt. Je hoher der Dichteunterschied ist, desto
einfacher gestaltet sich die riumliche Darstellung im Untersuchungsvolumen.

Bei der Volume-Rendering-Technik wird das zu rekonstruierende Objekt durch ein ithm

zugeordnetes CT-Wertintervall und eine zugehdrige Sichtbarkeit definiert. Letztlich muss
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der Luftraum (niedrige Dichte) vom Gewebe (hohe Dichte) separiert werden. Dies
geschieht erneut unter Anwendung eines Schwellenwertverfahrens.

Die Hauptlimitation dieses einfachen Segmentationsverfahrens liegt auch wieder im
Partialvolumeneffekt. Die verschiedenen Dichteanteile innerhalb eines Voxels fithren zu
Storungen mit inkorrekter Darstellung gerade im Bereich der Grenzfliche Luft zum
Gewebe. Zudem ist die Volume-Rendering-Technik anfillig fiir Strahlenartefakte, die zu
Verfalschungen der Dichte fiihren.

Die Segmentation des Acinus selbst beginnt mit der Definition des Startpunktes. Dieser
Startpunkt wird interaktiv vom Untersucher gesetzt. Hierzu wird im priméren
Volumendatensatz der Ubergang eines Bronchiolus terminalis zu einem Bronchiolus
respiratorius (dem Bronchus mit ersten Alveolen in der Bronchialwand) gesucht. Dieser
Ubergang ist sicher und eindeutig zu erkennen. In unseren Gewebeproben lisst sich ein
markanter Unterschied der Wénde der luftleitenden Atemwege zu den Wénden des
respiratorischen Abschnitts erkennen (Abb. 40).

Beginnend im Bronchiolus terminalis wird unter Verwendung der so genannten
Saatkorntechnik der weitere Bronchialbaum bis zu den Alveolarwénden rekonstruiert. Die
Saatkorntechnik verkniipft Voxel vergleichbarer Dichte zu einem zusammenhidngenden
Volumenelement. Die Rekonstruktion muss an den zusammenhingenden Elementen hoher
Dichte Halt machen. Dabei erfolgt die automatische Segmentation unter visueller
Kontrolle des wachsenden Bronchialbaums bis zu den Winden der terminalen
Alveolen (Abb. 41).

Ein Nachteil der schwellenwertbasierten Nachverarbeitung liegt in der angesprochenen
Untersucherabhéngigkeit. Die segmentierten Strukturen konnen in Abhéngigkeit von der
Wahl des Schwellenwerts hinsichtlich ihrer Groe und Form variieren. Somit handelt es
sich um ein semiautomatisiertes Verfahren. Die Technik basiert auf einem automatisierten
Algorithmus, der unter aktiver Einbeziehung des Untersuchers angewandt wird. Zur
Reduktion der Untersucherabhingigkeit wire auch hier ein standardisiertes

Nachverarbeitungsprotokoll wiinschenswert.
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4.11 Ausblick

Die morphometrische Untersuchung der Lunge ist aufwendig. Das methodische
Hauptproblem der Morphometrie beruht auf der Tatsache, dass die Dimensionen der
interessierenden Organstruktur hiufig sehr grof sind — die Lungenoberfliche entspricht
etwa der Grofe eines Tennisplatzes — die Messungen aber an kleinen Proben im
mikroskopischen Bereich erfolgen. Darliber hinaus interessieren rdaumliche — also
dreidimensionale — Parameter, die bislang an zweidimensionalen histologischen Schnitten
gemessen wurden. Die morphometrischen Daten konnten also nicht direkt ermittelt
werden. Sie mussten aus Schnitten kleiner Proben abgeleitet werden, die nicht die
dreidimensionale Gewebestruktur wiedergeben.

Als neues Verfahren vermag die Mikro-CT erstmals, Gewebe nichtdestruktiv mit hoher
Auflosung als dreidimensionales Gewebevolumen abzubilden. Deshalb ist die Methode
besonders fiir morphometrische Untersuchungen geeignet.

Die Vermessung ist nur sinnvoll, wenn es gelingt, die rdumliche Struktur des
Lungengewebes bis hin zur Bildgebung zu bewahren.

Unabhéngig vom bildgebenden Verfahren ist zundchst eine Priparation erforderlich, mit
der es gelingt, die urspriingliche Gewebearchitektur der Lunge nach Explantation zu
bewahren. Das kollabierte Organ muss zunéchst in Inspiration fixiert werden. Hierzu
besonders geeignet ist die Fixation durch Beatmung mit Formalindampf. Diese Technik
arbeitet mit Bedingungen, die einer physiologischen Fixierung des Organs am néchsten
kommen.

Mit  unserer entwickelten  Préparationstechnik  gelingt es, Lungengewebe
mikrotomographisch darzustellen. Dazu musste zundchst der niedrige native
Rontgenkontrast mit einem rontgendichten Kontrastmittel angehoben werden. Auch bei der
weiteren Gewebeaufarbeitung ist darauf zu achten, dass die raumliche Struktur des fragilen
Lungengewebes bewahrt wird. Als geeignet hat sich die Kontrastierung mit
Osmiumtetroxid, gefolgt von einer Kritisch-Punkt-Trocknung, erwiesen.

Da die Gewebeproben wihrend der mikrotomographischen Untersuchung intakt bleiben,
treten im Gegensatz zur Histologie keine Architekturstdorungen auf.

Zusitzlich ist es mit dem digitalen Datensatz moglich, das Gewebe zu quantifizieren. Die
mikrotomographische Auswertung ist schneller und standardisierter durchfiihrbar als die

klassische, auf histologischen Schnitten basierende stereologische Technik.
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Verglichen mit der Histologie ist die Auflosung der Mikro-CT geringer. Sie hdngt zum
einen vom eingesetzten mikrotomographischen System ab. Zum anderen ldsst sie sich
durch die Wahl der Proben- und Voxelgrofle beeinflussen: Je kleiner die Probengrofe,
desto kleiner ist die Voxelgrofe und desto hoher ist die Auflosung.

Auch wenn sich die korrespondierenden histologisch-mikrotomographischen Schnittpaare
sehr dhnlich sind, wurde die Auflésung der Lichtmikroskopie nicht erreicht. Mit unserem
System erzielten wir bei einem Probendurchmesser von 8§ mm eine Voxelgrofle von 9 pm.
Die Auflosung liegt demnach bei 18 um. Dies macht sich bei geringerer Vergrof3erung
(Vergleich der Schnittpaare) nicht bemerkbar. Erst bei stirkerer Vergroferung im Rahmen
der Binarisierung wird deutlich, dass die Segmentation die Alveolarsepten nicht
realitdtsgetreu abbildet. Durch die Verwendung neuer Scanner mit hoherer Aufldsung
sollte sich diese Limitation der computergestiitzten Auswertung der Mikro-CT iiberwinden
lassen.

Im Gegensatz zur Histologie ermdglichen die kontinuierlichen, nichtdestruktiv generierten
Datensitze der Mikro-CT die Rekonstruktion dreidimensionaler Bilder. Dariiber hinaus
konnen sekundére Rekonstruktionen des terminalen Bronchialbaums und des pulmonalen

Acinus durchgefiihrt werden.

Die Mikro-CT als neues experimentelles Werkzeug zur Untersuchung der pulmonalen
Mikrostrukturen ist nicht nur fiir Radiologen von Interesse. Prospektiv konnte sie in
Disziplinen zum Einsatz kommen, in denen bislang klassische mikroskopische Techniken
eingesetzt wurden. So miisste man sich nicht (mehr) allein auf die Betrachtung von
Oberflichen des Untersuchungsobjekts beschrinken. Der kontinuierliche Datensatz der
Mikro-CT kann beliebig oft nachbearbeitet werden. Anders als in der Histologie werden
die Proben dabei nicht zerstort. Die Mikro-CT hat das Potenzial, die serielle
Histologiegewinnung als Referenz und Standard in vielen in vitro-Studien zu ersetzen
(Holdsworth und Thornton 2002).

Im tierexperimentellen Bereich richtet sich ein groes Augenmerk auf
mikrotomographische in vivo-Studien an kleinen Labortieren (Kinney et al. 1995).

Eine in vivo-Untersuchung des Lungenparenchyms beim Menschen mit der Mikro-CT ist
bereits wegen der langen Scandauer und der hohen Strahlendosis nicht mdglich. Anders als
bei Knochenstanzen gelingt es nicht, das Verfahren etwa auf Lungenbiopsien anzuwenden,

die rdumliche Struktur des Lungengewebes bleibt bei der Entnahme nicht gewahrt.
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Die vorgestellte Praparationstechnik kann auch bei humanem Lungengewebe angewendet
werden. Zudem ist die dreidimensionale Rekonstruktion eines pulmonalen Acinus
gelungen. Als grundlegende funktionelle Einheit trdgt er zum Verstindnis des
Organaufbaus bei und erlaubt wichtige Aussagen iiber pathologische Verdnderungen bei
pulmonalen Erkrankungen.

Zukiinftig  wéire  daher insbesondere die = morphometrische = Untersuchung
humanpathologischer ~ pulmonaler = Krankheitsentititen = wie = Lungenemphysem,
Lungenfibrose oder Pneumokoniosen mittels Mikro-CT von Bedeutung. Sie gehen in
besonderem Malle mit einer Storung der alveoldren Architektur einher, aus der sich die

funktionellen Defizite mit der vorgestellten Methodik grundlegend ableiten lassen.
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5. Zusammenfassung

Die vorgestellte Priaparation ermoglicht eine nichtdestruktive, kontinuierliche zwei- und
dreidimensionale Darstellung der terminalen Luftrdume der Lunge mittels der Mikro-
Computertomographie (Mikro-CT) sowie ihre morphometrische Analyse.

Fiinf isolierte linke Schweinelungen werden durch Formalindampfbeatmung und
anschlieBende Sauerstofftrocknung in Inspirationsstellung fixiert. AnschlieBend werden die
Lungen in Scheiben geschnitten und subpleurale Gewebezylinder (Durchmesser 8 mm,
Hohe 10 mm) aus definierten Regionen entnommen. Die Gewebeproben werden einer
Osmiumkontrastierung, chemischen Entwésserung und Kritisch-Punkt-Trocknung
unterzogen. Von jedem der Gewebezylinder werden im Mikrotomographen unter
Verwendung kubischer Voxel (Seitenlinge 9 um, Auflosung 18 um) etwa 900
Querschnittsbilder des Lungengewebes erzeugt. Die gewonnenen isotropen Datensétze
bilden die Grundlage fiir zwei- und dreidimensionale Rekonstruktionen des
Lungenparenchyms.

Fir den Methodenvergleich werden die Probenzylinder im Anschluss an die
mikrotomographische Untersuchung zusétzlich histologisch aufgearbeitet: Nach
Paraffineinbettung unter Vakuum erfolgt die Anfertigung von 8 um dicken sequenziellen
Serienschnitten.

Basierend auf etablierten stereologischen Techniken erfolgt die quantitative Untersuchung
der terminalen Luftrdume in mikrotomographischen und histologischen Schnittbildern.
Zudem werden auf Basis mikrotomographischer Datensétze quantitative Strukturparameter
mittels einer semiautomatischen Analysesoftware gewonnen. Die Ubereinstimmung der

eingesetzten Methoden wird mittels Regressions- und Bland-Altman-Analyse gepriift.

1. Mithilfe der Fixation durch Formalindamptbeatmung gelingt es, die Lunge in Inspiration
zu entfalten und zu fixieren. Unter Anwendung etablierter elektronenmikroskopischer
Priparationstechniken kénnen luftgefiillte, homogen kontrastierte und getrocknete, stabile
Gewebezylinder gewonnen werden. Das Lungenvolumen bleibt im Préparationsverlauf
erhalten. Im Rahmen der Kontrastierung, Entwésserung und Trocknung der

Gewebezylinder tritt eine lineare Schrumpfung von 10 % auf.
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2. Die Implementierung eines gewebeschonenden Priparationsverfahrens, gefolgt von der
nichtdestruktiven radiologischen Bildgebung, ermdglicht den Erhalt der Gewebearchitekur.

In dieser Hinsicht besitzt die Mikro-CT Vorteile gegeniiber der Histologie.

3. Die Mikro-CT ermdglicht eine Darstellung des Lungenparenchmys, die mit der
Lichtmikroskopie vergleichbar ist. Mit einer Ortsauflosung von 18 um kann das
Lungengewebe bis zu den einzelnen Alveolen abgebildet werden. Das gesamte
Probenvolumen ldsst sich kontinuierlich erfassen. Die hohe Ubereinstimmung beim
visuellen Vergleich von Mikrotomogrammen mit den korrespondierenden histologischen
Schnitten zeigt, dass die pulmonalen Mikrostrukturen mit der Mikro-CT adéquat

abgebildet werden konnen.

4. Basierend auf den isotropen Datenédtzen (isovolumetrische Voxel von 9 um
Kantenlédnge) werden verlustfreie zwei- und direkte dreidimensionale Rekonstruktionen
des Lungengewebes durchgefiihrt. Mit dem Datensatz der Mikro-CT gelingt die

dreidimensionale Rekonstruktion eines pulmonalen Acinus.

S. Aufgrund des nichtdestruktiven Charakters der Mikro-CT bleiben Gewebezylinder und
Lungengewebe bei der Bilderzeugung intakt. In der Mikro-CT treten bei nur 2,1 % der
untersuchten 8996 Schnittbilder Artefakte (zumeist Aufhirtungsartefakte) auf. Die
mechanischen Bearbeitungsschritte der histologischen Priparation hingegen verursachen
bei 66,5 % der insgesamt 1291 histologischen Schnittpriparate strukturelle

Gewebealterationen.

6. Zur Abschitzung des Einflusses der unterschiedlichen Prédparationen werden am
mikrotomographischen und histologischen Schnitt auf stereologischer Basis die
alveolire Oberflichendichte (33,47 £ 1,91 / mm bzw. 35,47 £ 2,41 / mm) sowie der
Alveolardurchmesser (135,8 = 15,0 um bzw. 135,7 + 14,5 um) ermittelt. Die erhobenen
Werte fiir die alveoldre Oberflichendichte differieren signifikant zwischen
mikrotomographischen und histologischen Schnittbildern mit konstant niedrigeren Werten
in der Mikro-CT. Die Korrelation betrigt r = 0,72 (p = 0,018), die Ubereinstimmung im
Bland-Altman-Plot 2 + 1,6 / mm. Die Werte fiir den mittleren Alveolardurchmesser

differieren demgegeniiber nicht signifikant. Die Regressionsanalyse ergibt eine gute
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Korrelation (r = 0,97; p < 0,0001), die Ubereinstimmung im Bland-Altman-Plot betrigt
-0,1 £ 3,4 um.

7. Uber die semiautomatische Analyse konnen das Gewebevolumen (0,110 + 0,026 mm”)
und die alveolire Oberfldche (10,551 + 0,329 mm?) direkt bestimmt werden. Aus diesen
beiden Parametern lassen sich das Luftraumvolumen (0,236 + 0,026 mm3), die alveoldre
Oberflichendichte (30, 49 = 0,95 / mm) und der Alveolardurchmesser (134,4 + 13,6 um)
sekundér berechnen.

Zur Abschitzung der Genauigkeit der semiautomatischen Analyse werden diese Werte
mit den stereologiebasierten Werten der mikrotomographischen Schnitte verglichen. Die
stereologiebasiert und semiaautomatisch ermittelten Werte fiir die alveoldre
Oberflichendichte differieren signifikant innerhalb desselben Messvolumens mit konstant
niedrigeren Werten in der semiautomatischen Analyse (33,47 = 1,91 / mm versus 30,49 +
0,95 / mm). Die Korrelation betrigt r = 0,70 (p = 0,023), die Ubereinstimmung im Bland-
Altman-Plot 2,9 + 1,4 / mm. Demgegeniiber differiert der mittlere Alveolardurchmesser
nicht signifikant (135,8 + 15,0 um versus 134,4 + 13,6 um). Es ergibt sich eine gute
Korrelation (r = 0,97; p < 0,0001), die Ubereinstimmung im Bland-Altman-Plot betrigt
1,4+ 3,3 um.

8. Die entscheidende Limitation der Mikro-CT liegt in der Auflosung. So erklart sich iiber
den Partialvolumeneffekt bei der Bindrbilderzeugung durch die schwellenwertabhéngige
Segmentation ein  Gewebeverlust. Diinne  Alveolarsepten der urspriinglichen

Grauwertebilder werden in den Binérbildern nicht oder nur unzureichend abgebildet.

9. Das an Schweinelungen entwickelte Préparationsverfahren konnte auf humane Lungen
tibertragen werden. Die Alveolararchitektur ldsst sich beliebig zwei- und dreidimensional
visualisieren. Auch hier besteht die Moglichkeit, aus dem kontinuierlichen Datensatz Acini

Zu segmentieren.

10. Ziel weiterer Arbeiten ist die Segmentierung, dreidimensionale Rekonstruktion und
Quantifizierung des Acinus als funktionelle Einheit der Lunge. Hierfiir ist die Verwendung
von Systemen mit hdherer Auflosung erforderlich. Postmortale Strukturanalysen

pulmonaler Krankheitsentititen wie des Lungenemphysems und der Lungenfibrose
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konnten neue Erkenntnisse zu den strukturell-funktionellen Zusammenhidngen der Lunge
liefern. Die Préparationstechnik in Verbund mit der vorgestellten mikrotomographischen
Bildgebung ist als Methodik geeignet, weitere Untersuchungen der Lungenstruktur und der

Architektur des Alveolarraums voranzutreiben.
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Summary

Purpose: To develop a method to visualise lung architecture in two and three dimensions
and to obtain morphometric data by using microfocal X-ray-computed tomography

(micro-CT).

Methods and Materials: Five porcine lungs were inflated near total lung capacity and
fixed by formaldehyde ventilation. Lungs were cut into slices and cylindrical tissue
specimens (diameter 8 mm, height 10 mm) were taken from two subpleural locations. To
enhance contrast for micro-CT scanning, specimens were stained with osmium tetroxide.
To remove remaining dye inside the alveolar air space, the samples were dehydrated with
2,2-dimethoxypropane and then subjected to a critical point drying procedure.

From each sample 400 projection images (1024 x 1024 pixel) were obtained using a micro-
CT scanner (Skyscan-1072). From these continuous isotropic data sets 900 micro-CT scans
(isometric, cubic voxels: 9 um on a side) were acquired and three-dimensional images
were reconstructed with a resolution of 18 um. Post-processing of the continuous data sets
leads to the segmentation of bronchial trees and the pulmonary acinus.

For histologic comparison, tissue samples were embedded in paraffin and sequential serial
sectioned (slice thickness 8 pm).

Based on established stereological techniques, alveolar surface density and mean alveolar
diameter were assessed in micro-CT scans and corresponding histological sections.
Furthermore, morphometric parameters were obtained by using a semi-automated
micro-CT analysis. Agreement of methods was assessed by regression and Bland-Altman

analysis.

Results: The fixation process resulted in stable air-filled lungs with inflated alveoli. Lung
volumes were comparable before and after fixation (2.1 £ 0.3 1 vs. 2.0 = 0.3 1). Further
preparation of the tissue specimens (osmium tetroxide staining, dehydration and critical
point drying) resulted in linear shrinkage of 10 %.

The resolution of the micro-CT system of 18 um permitted the visualisation of lung
parenchyma down to the alveolar walls. The entire sample volume can be examined

continuously. Histological slices and corresponding micro-CT scans showed excellent
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matching of pulmonary structures. Based on the continuous isotropic data set of micro-CT
scanning, imaging of two- and three-dimensional structures without loss in resolution is
possible. We succeeded in reconstructing the pulmonary acinus.

The nondestructive nature of micro-CT results in much less artefacts in comparison to the
mechanical destructive histological method (2.1 % vs. 66.5 % of structural artefacts).

To evaluate the influence of the different preparation techniques, alveolar surface density
and alveolar diameter were assessed by stereology-based morphometry in micro-CT scans
and corresponding histologic sections.

The alveolar surface density differed significantly between methods, with consistently
lower values in micro-CT analysis (33.47 = 1.91 / mm vs. 35.47 £ 2.41 / mm). Regression
analysis showed a correlation of r = 0.72 (p = 0.018). Agreement in the Bland-Altman plot
was 2 £ 1.6 / mm. In contrast, the mean alveolar diameter did not differ significantly
(135.8 £ 15.0 um vs. 135.7 £ 14.5 um). Regression analysis showed a good correlation
(r=0.97; p<0.0001). Agreement in the Bland-Altman plot was -0.1 + 3.4 um.

By semiautomated micro-CT analysis tissue volume (0.110 £ 0.026 mm®) and alveolar
surface (10.551 + 0.329 mm?®) could be directly assessed. Airspace volume
(0.236 + 0.026 mm”), alveolar surface density (30. 49 + 0.95 / mm) and mean alveolar
diameter (134.4 + 13.6 um) were calculated from these parameters.

To evaluate the accuracy of semiautomated analysis, morphometric data of semiautomated
micro-CT analysis were compared with stereological based measurements in the same
micro-CT scans.

Alveolar surface density differed significantly with constantly lower values in the
semiautomatic analysis (33.47 + 1.91 / mm vs. 30.49 + 0.95 / mm). Correlation was
r = 0.70 (p = 0.023). Agreement in the Bland — Altman plot was 2.9 + 1.4 / mm. In
contrast, mean alveolar diameter did not differ significantly (135.8 + 15.0 um vs.
134.4 £ 13.6 um). Regression analysis showed a good correlation (r = 0.97; p < 0.0001).
Agreement in the Bland-Altman plot was 1.4 £ 3.3 um.

Conclusion: The evolved method is feasible to visualise the microstructures of pulmonary
tissue two- and three-dimensionally and to obtain morphometric data using micro-CT. In
contrast to histology, micro-CT offers the opportunity to investigate tissue

nondestructively and to obtain continuous data sets. The main limitation of micro-CT
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analysis is determined by the insufficient resolution. For precise tissue quantification
micro-CT systems with higher resolution are required.

It was also demonstrated, that the preparation technique can be applied in human lungs.
Further studies may focus on the examination of the human pulmonary acinus and
postmortal morphometric investigations of human pulmonary pathologies like lung
emphysema and fibrosis.

The preparation technique in combination with microtomographic imaging may lead to

new findings referring to structural-functional relationships of lung pathologies.
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7. Anhang

Al: Zur Bestimmung des Alveolardurchmessers

Unter der Annahme, dass Alveolen ideale Kugeln darstellen, 1dsst sich der Durchmesser
(d) einer einzelnen Alveole berechnen. Bekannt sein miissen das Luftraumvolumen und die

Oberfldche der Alveole sowie ein Proportionalitétsfaktor.

V xugel = (x d°) / 6 (1)
Ay =T x d (2)
Der Durchmesser (d) kann wie folgt berechnet werden:

d=kx(V/A) 3)
k=(dx A kugel) / V Kugel 4)
Durch Einsetzen von Gleichung 1 und 2 in Gleichung 4 erhélt man
k=6x[(dxmxd®)/(nmxd)] (5)

In diesem Fall erhélt man fiir den Proportionalititsfaktor £ den Wert 6.

Unter der Annahme, dass die Alveolen innerhalb des Messvolumens eine Gruppe von

Kugeln unterschiedlicher GroB3e darstellen, stellt sich die Sachlage komplexer dar.

Der Proportionalititsfaktor & hdngt nicht nur von der Verteilung der Kugeln, sondern auch

von der Variation der einzelnen Durchmesser ab.

1. FALL: HOMOGENE VERTEILUNG DER KUGELN

Beispiel A: Verschiedene Durchmesser

Im Falle fiinf kleiner Kugeln (diq = 1 mm) und fiinf groBer Kugeln (d,; = 2 mm) lésst sich
der mittlere Durchmesser (d,, = 1,5 mm) gemil Gleichung 3 berechnen.

Das Luftraumvolumen (V) stellt die Summe des Volumens der fiinf kleinen Kugeln
[Vi=5x(mx dk13) / 6] und des Volumens der fiinf groen Kugeln [Vg =5 x (T x dgr3) / 6]
dar:

V=5xmxd)/6+5x(mxdy)/6 (6)
V=5/6xnx(d +dg) (7)
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Die Oberflidche (A) stellt die Summe der Oberfldche der fiinf kleinen Kugeln
(Au=5xmx dklz) und der Oberflache der fiinf groBen Kugeln (Ag =5 x T x dgrz) dar:
A=5xmxd’+5xmxdy (8)
A=5x7nx (d’+dg) 9)

Setzt man die Gleichungen 7 und 9 in Gleichung 3 ein, erhilt man:

dm =k x [(di’ + dg’) / (di® +dg)] / 6

1,5 =kx [(da’ + dg) / (i +dg)] / 6

1,5=kx [(1+8) / (1+4)] / 6 (10)
1,5=kx9/30
k=5

In diesem Fall betrigt der Proportionalitatsfaktor £ = 5.

Beispiel B: Ahnliche Durchmesser

Bei fiinf kleinen Kugeln (di = 1 mm) und fiinf groBen Kugeln (dg = 1,1 mm) lésst sich der
mittlere Durchmesser (d,, = 1,05 mm) nach Gleichung 3 berechnen.

Setzt man die Gleichungen 7 und 9 in die Gleichung 3 ein, erhélt man:

dn =k X [(Vi+ Ve) / (A + Ag)l

1,05 =k x [(di’ + dg) / (dia® + dgD)] / 6

1,05=kx [(1+1,331)/(1+1,21)]/6 (11)
1,05=kx (2,331/221)/6
k=597

In diesem Fall betrigt der Proportionalitdtsfaktor £ = 5,97.

2. FALL: HETEROGENE VERTEILUNG DER KUGELN

Beispiel C: Verschiedene Durchmesser

Im Falle einer kleinen Kugel (dxy = 1 mm) und neun grofer Kugeln (dgr = 2 mm) ldsst sich
der mittlere Durchmesser (d,, = 1,9 mm) nach Gleichung 3 berechnen.

Analog zu Gleichung 6 betrdgt die Summe der Volumina:
V=1xmxd)/6+9x(mxdy)/6 (12)

Analog zu Gleichung 8 betragt die Summe der Oberflédchen:

A=1xm@xdy’) +9x (mxdg) (13)
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Durch Einsetzen der Gleichungen 12 und 13 in Gleichung 3 erhéilt man:
dm =kx [(Vkl + Vgr) / (Akl + Agr)]
1,9 =kx [(d® + 9 x dg’) / (die® + 9 x dg2)] / 6

1,9=kx[(1+9x8)/(1+9x4)]/6 (14)
1,9=kx(73/37)/6
k=578

Der Proportionalitétsfaktor betrdgt dann k= 5,78.

Wenn die Durchmesser nur gering differieren (zum Beispiel weniger als 10 %), liegt der
Wert fiir den Proportionalitétsfaktor £ bei ungefdhr 6 — unabhédngig von der Verteilung der
Kugeln.

A2: Statistik — Analyse nach Bland-Altman

Die durchgefiihrten Korrelationsuntersuchungen auf Basis der akquirierten Daten dienen
einerseits der Uberpriifung der Genauigkeit der Mikromotographie sowie andererseits der
Validitdt ermittelter Daten in der semiautomatischen morphometrischen Analyse.

Hierbei wird neben der Regressionsanalyse ein Mittelwert-Differenzen-Plot, die Analyse
nach Bland-Altman (1986), durchgefiihrt. Dieses Verfahren eignet sich besonders fiir den
Vergleich zweier Methoden bei unbekanntem wahrem Messwert. Der Grundgedanke ist,
dass der Mittelwert der Messwerte der zu vergleichenden Methoden als die beste
Anndherung an den wahren Messwert gilt. Bland und Altman (1986) weisen auf die nur
beschrinkte Aussagekraft des Korrelationskoeffizienten hin, wenn es darum geht, die
Validitdt eines Messverfahrens im Verhiltnis zu einem anderen zu priifen, da dieser
lediglich das Mall der Gleichldufigkeit (Linearitdt) zweier unterschiedlich erhobener
Parameter ausdriickt. Der Forderung nach einem Verfahren, das nicht die Linearitit,
sondern besonders die Ubereinstimmung der ermittelten Werte iiberpriift, wird die

deskriptive Bland-Altman-Analyse gerecht.
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