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I n den letzten Jahren sind konkurrieren-
de invasive und nichtinvasive Methoden
auf dem Gebiet der klinischen und pri-
Klinischen Forschung implementiert wor-
den, die sich mit der Quantifizierung von
Gefdf3parametern beschiftigen.
Zwischen der mikroskopischen Histo-
morphometrie auf der einen und der kli-
nischen Angiographie auf der anderen Sei-
te stehen sowohl dem Kliniker als auch dem
Grundlagenforscher weitere Verfahren, wie
z.B.die Positronenemissionstomographie
(PET) [13, 12, 20], die Magnetresonanzto-
mographie (MRT) [6,7,9],der intravasku-
ldre Ultraschall (IVUS) [31, 32] oder die
Mehrzeilencomputertomographie (MSCT)
[1,2,3,28] zur Analyse pathologisch verdn-
derter Gefaf3strukturen zur Verfiigung.
Obwohl die quantitative Histomorpho-
metrie oder stereologische Verfahren als
der Goldstandard gelten, haben sie gewis-
se Nachteile. Nur wenige Mikrometer ei-
nes Gefifles werden in diesen Verfahren
zur Quantifizierung der Gefiflparameter
(z.B. Gefdfiwanddicke, Plaquegrofie, Ver-
kalkungen, Stenosegrad) herangezogen.
Die Selektion des zu untersuchenden Seg-
mentes ist mehr oder weniger zufillig, so
dass Heterogenitéten stenosierender Ld-
sionen kaum zuverlédssig erfasst werden
kénnen. Durch Interpolierung wird auf
die Dimensionen des gesamten Gefif3es
oder eines bestimmten Gefidflsegmentes
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riickgeschlossen. Neben der zeit- und per-
sonalintensiven Probenaufbereitung be-
stehen die Nachteile einer 2-dimensiona-
len Gefaf3- und Weichteildarstellung.
Als potenzielle Alternative zur quan-
titativen Histologie an Serienschnittpra-
paraten wurde im letzten Jahrzehnt die
Technologie der uCT in der Ex-vivo-For-
schung etabliert [4, 5,13, 15, 16, 18, 19, 24,
25,26,29,30]. So konnten mit diesem Ver-
fahren in der vaskuldren Grundlagenfor-
schung reduzierte Gefifivolumina von
Vasa vasorum der Koronararterien bei ex-
perimenteller Hypercholesterindmie
nachgewiesen werden [21]. Aber auch the-

rapeutisch induzierte Regressionen athe-
rosklerotischer Intimahyperplasien lie-
Ben sich mit dem Verfahren eindrucks-
voll quantifizieren [33].

In diesem Artikel soll ein Uberblick
iiber die Grundlagen der pCT-Technolo-
gie und ihrer Anwendung in der quanti-
tativ 3-dimensionalen Analytik von arte-
riellen, arterioldren und kapilldren Ge-
faflparametern im kardiopulmonalen Ge-
faflsystem gegeben werden.

Herrn Univ.-Prof.Dr. A. Schulz, Institut fiir Pathologie,
Universitdtsklinikum GieBen, zum 60.Geburtstag
gewidmet.

Abb. 1a,b A Einblick in den Mikrocomputertomographen; der weiBe Pfeil markiert eine einliegende
humane Koronararterie, die zum Schutz vor Austrocknung luftdicht mit Parafilm® verpackt ist

(a, bar=5 cm). Schematische Darstellung der pCT-Féacherstrahlengeometrie fiir Mikrofokusréhren mit
Zeilendetektor (CCD-Kamera). Der Probenschlitten dreht sich in frei definierbaren Winkelschritten
um die Rontgenrohre. Die CCD-Kamera misst die durch die Probe abgeschwéchten Rontgenquanten

und wandelt diese in ein digitales Signal um (b)
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Schwerpunkt: Kreislaufpathologie

Abb. 2a-d A Sagittale (a), koronare (b) und transversale (c) Darstellung einer humanen Koronar-
arterie nach intraarterieller Perfusion mit Kontrastmittel. Die epikardiale Koronararterie lasst
sich mit den nach intramyokardial abgehenden arteriellen und arteriolaren Asten darstellen.
(d),,Multi intensity projection” (MIP) mit der Moglichkeit zur volumetrischen Quantifizierung

136 ‘ Der Pathologe 2 - 2004

Abb. 3a,b <« Korrespon-
dierender, transversaler
Schnitt durch eine
humane Koronararterie
in der pCT (a) und der
6 Histologie (b). Verschie-
dene GefdBparameter
lassen sich in den bei-
den Methoden darstel-
len, Plaque (1), Differen-
£ zierung von Tunica
a’f media (2) zur Adventitia
(3), Verkalkung (4) sowie
das Lumen (6). Die
Probe ist zum Schutz vor
Austrocknung luftdicht
verpackt (a, 5)

Grundlagen der
Mikrocomputertomographie

Die wesentlichen technologischen Aspek-
te verschiedener pCT-Scanner wurden von
Engelke et al. [8] ausfiihrlich dargestellt.
Zwischen einer Mikrofokusréntgenréhre
und einem CCD- (Charge-couple-device)
Detektor ist in einem Scanner ein Proben-
schlitten auf einer drehbaren Achse be-
festigt. Dieser fiihrt eine Rotationsbewe-
gung in frei definierbaren Winkelschritten
durch und kann entlang der Langsachse
zwischen Rontgenrohre und Detektor be-
wegt werden. Im Gegensatz zu den in der
klinischen Diagnostik am Patienten ein-
gesetzten Computertomographen, dreht
sich nicht die,,gantry* (Rontgenrdhre und
Detektor) um das Objekt,sondern das Ob-
jekt dreht sich in einem feststehenden
Strahlengang. Die @ Abb. 1 zeigt den uns
zur Verfiigung stehenden Mikrotomogra-
phen (SkyScanio72_80o kV, Aartselaar, Bel-
gien) und ein Schema der pCT-Technologie.

Ein variabler Vergroflerungsmaf3stab
wird durch die Verschiebung des Objektes
entlang der Langsachse erzielt. Die maxi-
male Objektgrofle betrdgt bei diesem To-
mographen 2,5x2,5x2,5 cm. Bei gréf8eren
Objekten konnen in der Bildberechnung
Artefakte entstehen, da das Projektions-
bild des Objektes nicht breiter als der
CCD-Detektor sein darf.

Die theoretische Moglichkeit, ein klei-
nes Objekt sehr dicht an die Strahlenquel-
le heranzufiihren, um so einen moglichst
hohen Vergroflerungsfaktor zu erzielen,
ist technisch durch die Brennfleckgrofle
begrenzt. Auch eine Mikrofokusréhre hat
einen Fokus von mehreren Mikrometern,
so dass das Projektionsbild des Objektes
auf dem CCD-Detektor bei zunehmender
Anngherung des Objektes an die Strah-
lenquelle entsprechend unscharf wird.

Der Mikrotomograph arbeitet mit ei-
ner Facherstrahlgeometrie. Die Fokusgro-
e der Strahlenquelle betrdgt 8 pm. Die
Rontgenrohre wird mit Beschleunigungs-
spannungen bis 80 kV bei einer Leistung
von 8 W betrieben. Als Detektor dient eine
ca.25 um dicke Szintillatorschicht, die auf
dem Kamerafenster einer gekiihlten CCD-
Kamera mit 1.024x1.024 Pixeln aufliegt.
Die maximale geometrische Vergrofle-
rung, also das Verhaltnis der Abstdnde von
Strahlenquelle zu Detektor und von Strah-
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Abb 4a-d A Sagittale Rekonstruktion einer humanen Koronararterie (a) in der pCT. Es zeigt sich
eine kleine intimale Plaque (1), die dhnliche Dichtewerte aufweist wie die Adventitia (2).In den
transversalen Schnitten lasst sich die Lasion ebenfalls erfassen (b) sowie in den Farbkodierungen
dhnlichen Dichtewerten wie der Adventitia zuweisen (d). Imnmunhistologisch zeigen sich subendo-
theliale Akkumulationen von Fibrozyten und Schaumzellen (CD68+; PG-M1; c). Das GefaB ist mit
Plastikfolie umwickelt (b und d, weilBer Stern)

lenquelle zu Objekt, betrédgt ca. 8o. Die
Dauer des Scanvorgangs ist abhingig von
der Objektgrofie und der geometrischen
Auflgsung. Bei einem zylindrischen Ge-
websstiick mit einem Durchmesser von
1cm ist mit einer Scanzeit von etwa 15 min
auszugehen. Die Zeit, die fiir die dreidi-
mensionale Bildrekonstruktion unter Ver-
wendung des Feldkamp-Algorithmus [18]
benotigt wird, betrédgt bei Verwendung
eines dualen Intel°Xeon™ Prozessors
(2x1.800 MHz,1.024 MB RAM) ca. 6 h.
Computermikrotomographien zur
Evaluation von Weichgewebs-, Paren-
chym- und Gefif3strukturen erfolgen bei
einer Rohrenspannung von 60 kV, einer
Stromstdrke von 80 A, einer Vorfilterung
des Rohrenspektrums mit 3,0-mm-Alu-
minium und einer Belichtungszeit von
2,4 s/Rotationsschritt. In Rotationswin-
kelschritten von 0,45° werden Absorpti-
onsbilder bei einer Akquisitionsmatrix
von 1.024x1.024 Pixeln erzeugt, die mit
Hilfe der Riickprojektionstechnik in iso-

trope, axiale Schnittbilder umgewandelt
werden.

Mikrocomputertomographie
in der Gefa3- und
Weichteilquantifizierung

Ein erster Ansatz, die Gefdfarchitektur in
3-dimensionalen pCT-Datensétzen zu
quantifizieren, wurde von Jorgensen et al.
unternommen [15]. Sie konnten zeigen,
dass in fixierten Koronararterien von
Schweinen nach intravasaler Applikation
von Kontrastmittel eine 3-dimensionale
Darstellung der intramuralen Vasa va-
sorum bei einer Voxelgrof3e von 5-25 pm
mdglich ist. In weiterfithrenden Arbeiten
von Wan et al. [30] konnte die dreidimen-
sionale Gefiflarchitektur kontrastmittel-
perfundierter Rattenkoronararterien (Mi-
crofil MV-122, Flow Tech, Carver, MA, USA)
und zahlreicher Koronararterienisten bis
zu einem Durchmesser von 50 pm hoch
aufgeldst quantitativ dargestellt werden.
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Kardiopulmonales GefaB3system.
Dreidimensionale

quantitative Evaluation mit der
Mikrocomputertomographie

Zusammenfassung

Die Mikrocomputertomographie (uCT) hat in
den letzten Jahren zunehmende Bedeutung in
der Grundlagenforschung gewonnen. Mit Hilfe
kommerzieller uCT-Gerdte steht heute ein neues,
schnelles und zuverldssiges Verfahren zur konti-
nuierlichen nichtdestruktiven Darstellung und
zur dreidimensionalen morphometrischen Ana-
lyse von Parenchym- und GefaBstrukturen zur
Verfiigung.Die vorliegende Arbeit gibt einen
Uberblick iiber die technischen Grundlagen der
uCT und dber die Einsatzméglichkeiten zur drei-
dimensional-quantitativen und funktionellen
Analytik des kardiopulmonalen Gefasystems.

Schliisselworter
Morphometrie - Koronararterien - Aorta - Lunge -
Restenose

Cardio-pulmonary vascular
system . Three-dimensional
quantitative evaluation by
microcomputed tomography

Abstract

In recent years microcomputed tomography
(UCT) has become more and more important in
basic research. Now commercial uCT scanners are
available.Thus, it is very likely that this new,accu-
rate and promising method for three-dimensio-
nal and non-destructive quantitative evaluation
of intact tissues including vessels will be applied
more frequently.The review provides a survey of
the basic technology of pCT and its current use
for high resolution three-dimensional morpho-
metric and functional analysis within the
cardio-pulmonary vascular system.

Keywords
Imaging - Coronary arteries - Aorta - Lung -
Restenosis
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Abb. 5a—c A Dreidimensionale Rekonstruktion einer humanen Koronar-
arterie in der pCT. In allen Raumrichtungen kann das Gefaf betrachtet,
geschnitten und analysiert werden (a). Exemplarisch an Verkalkungen
lassen sich Plaquekomponenten volumetrisch erfassen (b1,c1). Um eine
raumliche Orientierung der Plaquekomponenten zu erhalten, konnen
gleichzeitig die transversalen Schnittbilder berechnet werden (b2, c2).
Dabei konnen die Verkalkungen jeweils quantitativ im transversalen

Schnittbild planimetrisch erfasst werden (b2)

Ausgehend von diesen Erkenntnissen
war die Arbeitsgruppe um Lerman und
Ritman [19, 26, 29] in der Lage, die pCT-
Technologie in der systematischen Struk-
tur-Funktions-Beziehung von isolierten,
fixierten und perfundierten Organen ein-
setzen. Zur Evaluierung von Gefif§volumi-
na, Oberflichen- und Gefifidichten wur-
den Vasa vasorum von Koronargefaflen [13,
14,16,26,27,29 ], Nierenarterien [30,10], Le-
berarterien [29] und Pulmonalarterien [19]
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der Ratte mit dergleichen Technik unter-
sucht. Durch die pCT konnte ein therapeu-
tischer Effekt von Simvastatin auf die Ge-
fafldichte der Vasa privata von Koronarge-
faflen aufgezeigt werden [33].

Mikrocomputertomographiebefunde
humaner Koronararterien

Atherosklerotische Verdnderungen hu-
maner Koronararterien lassen sich mit

Abb 6a-d A Konventionelle Angiographie zur Darstellung des Stents in
der infrarenalen Bauchaorta eines Kaninchens (a). Die Stentstreben sind
in der angiographischen Kontrolle lediglich schemenhaft darstellbar

(a, weiBer Pfeil). In der Ubersichtsaufnahme in der pCT lassen sich Stent
und Stentstreben sehr gut erkennen (weiB3er Pfeil, b). Histologisch besteht
eine deutliche Intimahyperplasie (c, blauer Pfeil; die Stentstreben wurden
vor der Schnittherstellung entfernt, schwarzer Pfeil). In der pCT (d) lasst
sich die Intimahyperplasie (d, blauer Pfeil) luminal der Stentstreben

(d, schwarzer Pfeil) quantitativ erfassen

der uCT in hoher Auflosung ebenfalls
quantitativ erfassen. Die 3-dimensiona-
le Rekonstruktion einer humanen epi-
kardialen Koronararterie ist in @ Abb.2
dargestellt. Das zu untersuchende Ge-
faflsegment kann in allen 3 Raumrich-
tungen betrachtet, digital geschnitten
sowie quantitativ analysiert werden.
Auch die intramyokardialen Koronarar-
teriendste sind der Quantifizierung zu-
gdnglich.



Abb 7 A Dreidimensionale,multi intensity
projection” (MIP) einer Rattenlunge nach
intravenoser In-vivo-Perfusion mit Kontrast-
mittel in der pCT. Die Pulmonalarterien

sind nahezu liickenlos mit Kontrastmittel
perfundiert

Zur elektronischen Beurteilung eines
etwa 2 cm langen Segmentes menschli-
cher Koronararterien lassen sich bis zu
44.000 transversale pCT-Schnittbilder
(Schichtdicke bis 8 um) erstellen. Werden
anschliefend korrespondierende histolo-
gische Schnittpréparate von 2-3 mm lan-
gen Segmenten angefertigt und konven-
tionell morphometrisch analysiert, ergibt
sich zwischen den entsprechenden digita-
lisierten pCT-Segmenten und der Histo-
morphometrie eine hoch signifikante Kor-
relation (r=0,98; p<0,001) hinsichtlich al-
ler gemessener Plaquekriterien (Gefdf3-
durchmesser, Plaquegrofle, Mediadicke,
Lumendurchmesser, und Kalzifizierung;
O Abb.3) [22].

Die liickenlose Gefdf3darstellung erlaubt
Kkleinste intimale Strukturveranderungen,
z.B.subendotheliale schaumzellreiche Athe-
rombeete zu detektieren, die zunichst in
der konventionell segmentalen histologi-
schen Aufarbeitung ohne vollstindige Auf-
arbeitung in Serienschnitten nicht erfasst
worden wiren (B8 Abb.4).In beiden Schnitt-
ebenen zeigt sich ein kleines subendothe-
liales Atherombeet. Die uCT ermdglicht eine
exakte Lokalisation von Gefdf3alterationen
zur gezielten Gewebsentnahme fiir weiter-
fithrende histologische/immunhistologi-
sche Untersuchungen.

Abb. 8a—d A Transversale, hoch auflosende Rekonstruktion einer normalen (a) und einer mit Endo-
toxin () perfundierten Rattenlunge in der pCT. Nach Endotoxinperfusion zeigen sich eine erhebliche
interstitielle Volumenzunahme (interstitielles 0dem) und eine Reduktion des lufthaltigen Alveolar-
volumens. In der 3-dimensionalen Rekonstruktion lassen sich in der Kontrollgruppe (b) die Alveolar-
septen (roter Stern) sowie die Alveolarlichtungen scharf abgrenzen (weiBer Stern). Nach Endotoxin-
perfusion sind die Alveolarsepten (d, roter Stern) (6dematos) verdickt und die Volumina der Alveolar-

lichtung (weiBer Stern) vermindert

Durch die rdumliche Darstellung iiber
den Gefifiverlauf lassen sich verschiede-
ne Plaquekomponenten quantitativ erfas-
sen (B Abb.5). Die gleichzeitig durchfiihr-
baren Grauwertmessungen erlauben eine
zuverldssige radiographische Kategorisie-
rung der Lisionen in Atherome, Fibro-
atherome und kalzifizierte Lisionen
(8 Abb.6).

Stentbedingte Restenosen
in der Aorta

Die Quantifizierung der Restenose nach
Ballonangioplastie und Stentimplantati-
on ist ein ebenfalls zeit-, personal- und la-
borintensives Verfahren und erfolgt in der
Regel histomorphometrisch an Serien-
oder Stufenschnitten. Die gewonnenen
quantitativen Daten werden dabei auf das
gesamte Geféfisegment interpoliert.

Im Tiermodell kann nach Endothel-
denudierung mit konsekutiver Stentim-
plantation (B Abb. 6a) eine reproduzier-
bare Intimahyperplasie erreicht werden.
In der pCT lassen sich an den explantier-
ten Aortensegmenten die Stentstreben von
der umgebenden Gefdflwand und der
verbreiterten Intima differenzieren
(8 Abb. 6b). Die morphometrische Ana-
lyse zeigt eine deutliche Intimahyperpla-

sie (B Abb.6d), die mit korrespondieren-
den histologischen Schnitten verglichen
wurde (B Abb. 6¢). Auch hier bestanden
hohe Korrelationen im quantitativen Ver-
gleich beider Methoden. Der Vorteil der
nichtdestruktiven Analytik mit der pCT
ergibt sich aus der gezielten Detektion
morphologischer Verdnderungen, bevor
einzelne Stentsegmente der histopatho-
logischen Untersuchung zugefiihrt wer-
den, sowie der Moglichkeit zur quantita-
tiven Bestimmung von Gefédflparametern
vor der Einbettung des Gewebes.

Intrapulmonale GefaRe
und Alveolarsepten

Grundvoraussetzung zur Volumetrie des
pulmonalen Gefdf3systems ist eine homo-
gene und vollstindige Perfusion der
Pulmonalgefidfle durch Kontrastmittel
(B Abb.7).

Zur Perfusion von Kontrastmittel wird
spontan atmenden, jedoch final narkoti-
sierten Tieren ein Kontrastmittelgemisch,
bestehend aus Barium und Gelatine, iiber
einen zentralvendsen Katheter (V.jugula-
ris interna) appliziert. Nach Abkiihlung
der Tiere sind die Lungen durch die ausge-
hértete Gelatine stabilisiert und frei ent-
faltet. Durch diese Methode konnten wir
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erstmals eine gleichzeitige quantitative vo-
lumetrische Analyse des Lungengeriistes,
der Alveolen und der intrapulmonalen Ge-
faf3e durchfiihren (B Abb.8).Im lipopoly-
saccharidinduzierten Sepsismodell der
Ratte (LPS; Escherichia coli O55:Bs; Sigma,
Deisenhofen, Deutschland) lieflen sich 3-
dimensional quantitative Verdnderungen
des Lungengeriistes dokumentieren. Die
Endotoxinperfusion fithrte zu einer Volu-
menzunahme des Interstitiums
(58,09%4,6 pm? vs. 8,31+ 1,63 um?; p<0,001),
die in erster Linie einem interstitiellen
Odem zugeordnet werden kann, mit be-
gleitender Reduktion der lufthaltigen Vo-
lumens der Alveolen (49,74%1,72 pm3
vs.101,0£1,16 pm?; p<0,001) im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Verdnderungen der
kapillaren Dichte und des kapillaren Volu-
mens wurden nicht beobachtet [23].

Fazit fiir die Praxis

Mit der pCT steht uns heute ein neues, schnel-
les und zuverlassiges Verfahren zur nichtde-
struktiven Darstellung und kontinuierlichen
morphometrischen Analyse von Weichgewe-
be, Parenchym und GefaBen zur Verfiigung.
Verglichen mit konventionellen histomorpho-
metrischen Verfahren bietet die pCT die Mog-
lichkeit einer vollstéandigen und liickenlosen
Quantifizierung von GefaBBparametern. Die
Methode hat somit das Potenzial, die quanti-
tative Histologie in der vaskularen Forschung
speziell in der Analytik der Mikrozirkulation zu
ergdnzen, da funktionelle Veranderungen von
Arteriolen und Kapillaren umfassend quantifi-
ziert werden konnen.Im humanen und expe-
rimentellen Untersuchungsgut werden we-
sentlich detailliertere Untersuchungen intra-
parenchymatdser GeféB3e, z. B.intramyokar-
dialer Arterien, als bisher ermdglicht. Insbe-
sondere segmentale GefdB3ldsionen konnten
primar mit der puCT lokalisiert und anschlie-
Rend histologisch/immunhistologisch verifi-
ziert werden, so dass dieses bislang noch teu-
re Hilfsmittel kiinftig in bestimmten Kdrperre-
gionen das Auge wissenschaftlich arbeitender
Pathologen/-innen unterstiitzen und sei-
ne/ihre Hand fiihren konnte.
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