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1. Einleitung

1.1 Pathogenese der Osteopor ose

Die Osteoporose ist die haufigste chronische Erkrankung des Knochenstoffwechsels. Sie ist
eine typische Erkrankung des hoheren Lebensalters, bei der es zu einer Verringerung der
Knochenmasse und ener Verschlechterung der Knochenstruktur kommt. ,, Osteoporosis is a
skeletal disease characterized by low bone mass and micro architectural deterioration of bone
tissue, with a consequent increase in bone fragility and susceptibility to fracture” (Consensus
statement on Osteoporosis, 1993).

Die osteoporotische Fraktur ist als Endpunkt des Krankheitshildes fir den einzelnen Patienten
der Hauptfaktor in der Einschrankung seiner Lebensqualitét.

Es kommt vor alem zu Frakturen am Oberschenkelhas, dem Unterarm und der Wirbelséule.
Die Haufigkeit, Schwere und Prognose dieser assoziierten Frakturen stellen ein grof3es
gesundheitsbkonomisches Problem dar, das sich durch die demographische Entwicklung der
Industrienationen noch verscharfen wird. Bis zum Jahr 2040 wird sich der Anteil der Uber 65
jahrigen in der européschen Union verdoppeln, d.h. bei gleich bleibender Inzidenz wird die
Anzahl von Schenkelhass und Wirbelkorperfrakturen um 135% bzw. 57% ansteigen
(Compston et d., 1998).

Diese Prognosen zeigen, dal3 der frihzeitigen Diagnose und der sich daraus ergebenden
Therapie eine immer grofRere Bedeutung zukommen wird.

Verschiedene therapeutische Ansdize sind je nach Form der Osteoporose méglich: Zur
medikamenttsen Unterstiitzung, um dem weiteren Verlust der Knochenmasse vorzubeugen,
werden Bisphosphonate, Ostrogene, Ostrogen-Rezeptor-Modulatoren, Calcitonin - und
Parathormon eingesetzt. Erganzt werden diese medikamenttsen Therapien durch eine
Neuausrichtung der Erndhrung, d.h. eine Sicherstellung der Kalzium- und Vitamin-D-Zufuhr
und einer Anderung der Lebensumstande, mit Ausschaltung der Risikofaktoren und gezielter
korperliche Betétigung (Woolf und Akesson, 2003)

Unterschieden wird die Osteoporose in eine primare und sekunddre Form. Die primare
Osteoporose bezeichnet die Osteoporose mit unbekannter Atiologie und wird weiter in Typ |
und Typ Il differenziert. Typ |, die durch Hormonmangel verursachte Osteoporose, ist
insbesondere bel der Frau in der Postmenopause zu finden und tritt im Vergleich zur
Osteoporose beim Mann mit einer Haufigkeit von 6:1 auf, ca. 510% der 50-70 jahrigen sind
von dieser Form betroffen (Seibel MJ und Stracke H, 1997). Der primér trabekulare
Knochenverlust wird vorwiegend im Bereich der distalen Brustwirbelsdule, der



Lendenwirbelsdule und am distalen Radius biomechanisch relevant, so dass in dieser
Lokalisation Frakturen gehéauft auftreten (Kanis, 1994)

Typ Il der priméren Osteoporose, die senile Osteoporose, tritt bel Frauen gegentber Mannern
doppelt so héufig auf. Nach Erreichen des 70ten Lebengahres leiden 90-95% der
Osteoporosepatienten an dieser Form, sie fuhrt im Gegensatz zur postmenopausaen Form
auch zur Ausdinnung des kortikalen Knochens. Ein weiterer zusétzlicher Pradispositionsort
ist bel diesen Patienten der Schenkelhals (Riggs et al., 1998).

Urs&chlich fur das Auftreten einer sekundéaren Osteoporose konnen der Morbus Cushing, die
Hyperthyreose, der Hypogonadismus, sowie en Malabsorptionsyndrom sein. Auch
Medikamenten-induzierte Formen sind bekannt, wie z.B. unter der Therapie mit Heparin und
Kortikostereoiden (Hawker GA, 2003).

Die klinische Manifestation der kortikoid-induzierten Osteoporose ist von den Formen
anderer Genese nicht zu unterscheiden. Im Gegensatz zur postmenopausalen Osteoporose, el
der es primé& zum Verlust der horizontalen Trabekel im Wirbelkérper kommt, ist bel der
Form unter Kortisontherapie mit einer generellen Reduktion der Trabekelstruktur zu rechen
(Marcus, 1996). Dies wirkt sich auch in der radiologischen Darstellung aus. die
medikamenten-induzierte Form fihrt zu einem verschwommenen und filigranen Bild der
Trabekelstruktur, hingegen ist bei dem Fehlen der Sexuahormone eine deutliche Betonung
der vertikalen Trabekel zu erkennen.

1.2 Bildgebende Verfahren zur Diagnostik der Osteoporose

In den letzten Jahren sind neue, zum Tell konkurrierende Methoden auf dem Gebiet der
Osteoporosediagnostik und Forschung etabliert worden.

Konventionelle Rontgenaufnahmen sind nicht in der Lage die Frihformen zu erfassen, erst
wenn 1/3 der Knochenmasse abgebaut ist, kann nativradiologisch eine verminderte
Mineraisation vermutet werden (Caniggia und Nuti, 1991; Jergas und Schmid, 1999). Die
klinisch manifeste Osteoporose mit Frakturen und Formverdnderungen im Achsenskelett und
peripheren Frakturen kann dagegen sicher erkannt werden.

Zur Diagnosesicherung und der Verlaufsbeurtellung der Osteoporose unter Therapie haben
sich die quantitative Computertomographie (QCT) und die duale Roéntgenabsorptiometrie
(DEXA=Duad Energy xRay Absorptiometry, Synonym: DXA = Dud xRay Absorptiometry)
etabliert (Kanis, 2000).

Die QCT berunt auf der unterschiedlichen Schwéachung von Rontgenstrahlung abhangig vom
durchstrahlten Objekt. Die Standardiserung der Messung erfolgt durch einen miterfassten



Prufkorper definierter Dichte und Zusammensetzung. Die Kalibrierung des Systems mit dem
Prifkorper ermoglicht die Angabe des Dichtedquivalentes in mg Hydroxilapatit (HA)/cm?
(Kalender et al., 1988). Problematisch bei der QCT als Einenergietechnik ist der Fettfehler. Er
resultiert aus dem Vorhandensein von Fettmark in der Wirbelkorperspongiosa. Dieser
individuell variable Fettantell des Knochenmarks fihrt zu ener Unterschdtzung des
Knochenmineralgehaltes. Der Fettfehler wird drastisch reduziert durch Vergleich mit den
entsprechenden Normalwerten, ermittelt an einem gleichartigen CT-Typ. Die Messungen
sollten im Energiebereich um 80kV erfolgen (Gluer und Genant, 1989)

Das am haufigste verwendete Verfahren fur die Knochendichtemessung ist die DEXA. Se ist
gegentiber der QCT ein zweidimensionales Verfahren. Das Messprinzip beruht auf der
Schwéchung zweier Photonenstrahlen mit unterschiedlicher Energie. Beim Durchtritt durch
den Korper ist die Schwéachungsdifferenz im  Knochen deutlich grofer as im
Weichteilgewebe. Da es sich bei der DEXA nur um ein Projektionsverfahren handelt, erfolgt
die Angabe des Knochenmineralgehaltes im mg Hydroxilapatit (HA)/cm?.

Gegentber der QCT, bel der kortikaler und spongitser Knochen getrennt ausgewertet
werden, kann bel der DEXA nur der gemeinsame Minerasazgehat von Kortikalis und
Spongiosa bestimmt werden.

Im Alter zwischen 25 und 35 Jahren wird bereits die maximale Knochenmasse erreicht,
danach kommt es zu einem stetigen Abfall der bel Frauen ca. 30-40%, bei Mannern ca. 10-
20%  betragt (Melsen und Melsen, 1976). Nach Definition der WHO ist von einer
Osteoporose auszugehen, wenn der T-Score unterhalb der 2,5-fachen Standardabwelchung
liegt. Der T-Score beschreibt die Differenz des Patientenwertes zum Mittelwert gesunder
junger Menschen in Standardabweichungen. Das Risko eine osteoporotische Fraktur zu
erleiden betrégt dann ca. 20% (Kanis, 1994).

Die Rontgenabsorptionsmethoden erfassen den allgemeinen Verlust der Knochenmasse, sie
sind jedoch nicht in der Lage, die strukturellen Verénderungen zu erkennen. Dieser Verlust an
Knochenmasse geht sicher auch mit einer Strukturveranderung einher, und beides resultiert
dann in einer Reduktion der mechanischen Belastbarkeit, offenbar aber disproportional. Dal3
die Veranderungen der Knochenstruktur entscheidender fir die mechanische Belastbarkeit
sind, zeigen die Untersuchungen von Kleerekoper et al., (1985) und Parfitt et a., (1983;
Parfitt, 1987): Die Versagenslast des Knochens ist kleiner as es der reine Verlust der
Knochenmasse erwarten lief2e.

Zahlreiche Studien haben bereits die mechanischen Eigenschaften des trabekuldren Knochens

und die Beziehungen zu seiner Struktur untersucht (Carter und Hayes, 1977; Keaveny et a.,



1993; Linde et a., 1989; Linde et al., 1991; Odgaard et al., 1997). Die atersabhéngigen
Verdnderungen wurden an Proben aus unterschiedlichen Bereichen mehrfach beschrieben
(Ding et al., 2002; Lindahl, 1966; Mosekilde et al., 1985; Mosekilde und Mosekilde, 1986).

In den letzten zwel Jahrzehnten fokussierte sich das Interesse auf die Auswertung der
morphometrischen Parameter des vertebralen und iliacalen trabekul&ren Knochens. Es wurden
signifikante atersabhéngige Veranderungen zahlreicher Strukturparameter wie z.B. der
relativen Knochendichte, der Oberflachendichte und des Verhdtnisses von Knochen
Oberfléche zur relativen Knochendichte gefunden (McCaden et al., 1997; Mosekilde und
Mosekilde, 1986; Thomsen et al., 2002).

Ein weiterer negativer Zusammenhang zwischen Alter und Knochenstruktur besteht bel der
trabekuldren Dicke (TbTh) und dem Structure-Model-Index (SMI). Ding und Hvid stellten an
tibiadlen Knochenzylindern jenseits des 80. Lebengahres eine signifikante Reduktion der
Trabekeldicke fest (Ding und Hvid, 2000). Ein Ansteigen des SMI zeigte ihnen eine
Umwandlung der Trabekelstruktur vom platten- zum zylinderartigen Typ an.

Fur das Knochenvolumen (BV) und die Volumenfraktion (BV/TV) wurden mit 75-80 % die
besten Korrelationen mit der Kompressionskraft bel Beckenkamm- und Wirbelkorperbiopsien
gefunden (Kabel et al., 1999; Thomsen et al., 1998).

1.3 Die Mikro-Computertomographie (Mikro-CT)

Als neue Methode und potentielle Alternative zur qualitativen Histologie hat sich im letzten
Jahrzehnt die Technologie der Mikro-CT in der ex-vivo Forschung etabliert. Zahireiche
Untersuchungen wurden in den letzten Jahren auf dem Gebiet der Osteoporoseforschung
vorgenommen und es haben sich beeindruckende Ergebnisse in der Darstellung und
Quantifizierung pathol ogischer Knochenverénderungen gezeigt.

Ein erster Ansatz, die Knochenstruktur in dreidimensionalen Mikro-CT Datensdtzen zu
quantifizieren, wurde von RUegsegger und Mitarbeitern unternommen (RUegsegger et d.,
1996). In dieser methodischen Arbeit konnte gezeigt werden, dald es mdglich i,
Knochenproben mit einer GrofRe von bis zu 14mm und einer Auflésung von 28um
darzustellen. Weiterfuhrende Arbeiten von Hildebrand et al. und Muller et al. haben durch
geeignete Segmentations- und Extraktionsalgorithmen eine lickenlose Andyse und
Quantifizierung von verschiedenen Knochenparametern (BV, TV, ThTh, ThN, ThSp, SMI)
durchgefiihrt (Hildebrand und Riegsegger, 1997; Mller et al., 1998)

Ausgehend von diesen Erkenntnissen wurden aus verschiedenen Regionen des Skelettsystems

Knochenproben analysiert, deren morphometrische Parameter bestimmt und miteinander
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verglichen (Hildebrand et al., 1999). Es wurden aufRerdem zahlreiche Untersuchungen
durchgefuhrt, deren Zie es war, die im Mikro-CT gewonnen Parameter in Bezug zur
Biomechanik der Knochenstruktur zu stellen (Ding et a., 1998; Ding et a., 2002; Goulet et
al., 1994; Ito et a ., 2002).

Die hier verwendeten Knochenproben waren dabei unterschiedlichen Lagerungsbedingungen
bis zur Darstellung im Mikro-CT und den biomechanischen Tests ausgesetzt. Die
Uberpriifung der mechanischen Stabilitdt von Knochenproben mit Kompressionsversuchen ist
ein etabliertes Verfahren und wird von der FDA empfohlen (Ding und Hvid, 2000).

In der Literatur finden sich unterschiedliche Angaben Uber den Effekt einmaliger oder
mehrmaliger Gefriervorgange:

An langen Rohrenknochen von Katzen und Hunden wurden Torsions- und Biegebelastungs-
versuche nach Kryoasservation und Formaldehydlagerung durchgeftihrt (Goh et al., 1989).
Die Katzenfemora liefien keine Verdnderungen ihrer Biomechanik erkennen, die
Hundeoberschenkel hingegen, die ebenfals einer Reihe von Gefriervorgdngen ausgesetzt
waren, zeichneten sich durch eine verringerte Steifigkeit aus.

Untersuchungen an spongitsen Knochenzylindern (50 x 25mm), die bei minus 20°C oder
minus 60°C fur 6, 12 und 24 Monate gelagert wurden und anschliefiend einer
Kompressionsprifung unterzogen wurden, prasentierten hingegen identische Ergebnisse
(Matter et al., 2001).

Spongiosascheiben von Rindern aus der Tibia mit ener Dicke von 20mm, die in
Kochsalzlésung und trockenem Zustand mehreren Gefrier- und Auftauvorgangen unterzogen

waren, zeigten keine signifikante Anderung der mechanischen Parameter (Kang et al., 1997).

1.4 Zielsetzung und Fragestellungen der Arbeit

Die Food and Drug Administration empfiehlt fir die mechanische Prifung osteoporotischer
Knochen verschiedene Verfahren. Die Testung von trabekul&ren Knochenproben sollte mit
Kompressionsverfahren erfolgen. Fiir die Uberpriifung von kortikalen Knochenproben sollten
Zug- Biegungs- und Torsionstests angewandt werden. Empfehlungen Uber die vorherige
Lagerung und Behandlung existieren dagegen nicht (Food and Drug Administration, 1994).

Die Zusammenhdnge zwischen verschiedenen Lagerungsumstanden von Knochenproben,
deren Auswirkung auf biomechanische Prifungen und auf die mit Hilfe der Mikro-CT
bestimmten Knochenparameter sind bisher nicht ausreichend untersucht. Insbesondere sind
uns keine Studien bekannt, die diese Zusammenhénge an Biopsien aus trabekuldren Knochen
aufkléren.



Es ergaben sich daraus fur uns folgende Fragestellungen:

1.

Ist die mechanische Belastbarkeit von direkt post mortem entnommenen bovinen
Knochenstanzzylindern, von formainfixierten oder von tiefgekihlten Proben mit
unterschiedlicher Lagerungszeit gleich oder hangt sie von den Lagerungsbedingungen
ab?

Hat das Durchlaufen mehrerer Gefrier- und Auftauvorgange Einfluss auf die
Stabilitét?

Wird die Knochenarchitektur durch zyklische Auftauvorgange geschédigt und kdnnen
diese Verdnderungen durch die im Mikro-CT bestimmte dreidimensionae

Morphometrie erfasst werden?

Bestelt en Zusammenhang zwischen den im  Mikro-CT  ermittelten
Strukturparametern  und  der  verrichteten Kompressionsarbeit bel  zyklisch

kryoasservierten bovinen Stanzzylindern?



2. Material und Methoden

Der hier vorgelegten experimentellen Studie gingen Untersuchungen von Plonissen (1995)
und Braune (1998) voraus, deren Ziel es war, die Stabilitét von Wirbelkdrpern mit der
Stabilitdt von Knochenstanzen aus Wirbelkdrpern und dem Beckenkamm zu vergleichen.
Eine weitere Fragestellung betraf die Korrelation des im QCT gemessenen Mineralsalzgehalts
mit projektionsradiographisch ermittelten Strukturparametern von Knochenstanzen.

In Fortsetzung dieser Untersuchungen wurden zunédchst bei 7 Rindern je vier
Knochenstanzzylinder entnommen, die vor der Durchfihrung eines Kompressionsversuches
unterschiedlichen Lagerungsbedingungen ausgesetzt waren. In eéinem zwelten Schritt wurden
bei 8 Tieren je vier Knochenstanzen entnommenen und nach mehreren Gefrier- und
Auftauzyklen im Mikro-CT untersucht. Anschlie?end wurden auch diese Knochenproben
einer Kompressionsprifung zugefuhrt.

Aus den im Mikro-CT gewonnenen Datensétzen wurden standardisierte Strukturparameter der
knochernen Trabekelstruktur ermittelt. Die Kompressionstests lieferten Daten Uber die
mechanische Stabilitét der bovinen Knochenstanzzylinder.

Abschlieffend wurden aus einem Rinderwirbelkdrper 4 Knochenproben enthommen. Diese
Proben wurden vor und nach Durchlaufen von einem bis vier Gefrier- und Auftauzyklen im
Mikro-CT untersucht. Im Anschluss erfolgte die histologische Aufarbeitung der Proben in
unentkalktem Zustand.

2.1 Versuchstiere

In die Studie wurden Rroben von insgesamt 16 Schlachtrindern aus dem Schlachthof der Stadt
Gief3en einbezogen. Die Toétung erfolgte mit Hilfe eines Bolzenschussgerétes entsprechend
der gultigen Tierschutzschlachtverordnung (TierschV.1997), die standardisierte Weiter-
verarbeitung gemd? der Heschhygieneverordnung. Nach dem Entbluten, Enthéuten und
Auswaiden des Tieres erfolgte die Zerteilung entlang der Langsachse mit einer Sage. Die
Wirbelsdule der Tiere wird somit in ihrer gesamten sagittalen Ausdehnung gespalten. Eine
sichere Zuordnung der Wirbelkoérperhdhen durch Abzdhlen ist somit moglich. Nach der
Zerteilung wurden die Tierhdften Uber ein automatisches Fordersystem in die Vorkuhlanlage
gebracht, dies geschah ca. 30-60min. nach dem Ableben des Tieres. Das durchschnittliche
Alter der Tiere betrug ca. 1-3 Jahre. Nach Erreichen der Vorkihlung erfolgte die unmittelbare
Entnahme der Knochenzylinder im Vorkihlraum. Die Rinderschlachtung wird am

Schlachthof der Stadt Gief3en immer an zwel festen Tagen pro Woche vorgenommen. Die
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Entnahme der Knochenproben erfolgte im Verlauf eines Monats an drei unterschiedlichen
Schlachttagen.

2.2 Proben

2.2.1 Probenentnahme

Direkt nach dem Erreichen des Vorkihllagerraumes wurden die Wirbelkorperstanzen
entnommen. Die Tierhdften waren an einem Transportsystem in cranio-caudaler Orientierung
aufgehangt. Die gesamte geteilte Brust- und Lendenwirbelsdule war somit gut einer
Intervention zuganglich (Abb. 1 und Abb. 2).

Der erste Lendenwirbelkorper wurde durch Abzéhlen von caudal nach crania ermittelt.
Parallel der Mittellinie des Wirbelkdrpers wurden dann mit einer Jamshidi-Nadel die
Knochenstanzzylinder entnommen.

Abb. 2 Entnahmestellen der Knochenzylinder aus dem
ersten Lendenwirbelkorper

Abb. 1 Rinderhalfteim Vorkihlraum



Bei der Jamshidi-Nadel handelt es sich um eine Knochenschneidbiopsienadel, die aus einer
Hohlnadel (Durchmesser 2mm Innenlumen) mit innenliegendem Stilett besteht. Die
Probenentnahme erfolgte mit ca. 3-5mm Abstand von der Grund- oder Deckpl atte.

Die verwendete Biopsienadel wurde hierbel ohne das innenliegende Stilett eingesetzt, ein
DurchstofRen der Kortikalis war bei der durch die Tellung der Wirbelkorper bereits gut
zuganglichen Spongiosa nicht erforderlich.

Durchschnittlich konnten mit einer der hier verwendeten Einwegnadeln (Fa. Bauer; Florida,
USA) ca. 3-5 Biopsien gestanzt werden. Nach diesem Gebrauch war die Hohlnadel durch die
sehr harte Spongiosa abgestumpft und wurde ersetzt, um die Rate von artifiziellen
Mikrofrakturen der Trabekel zu minimieren. Die gewonnen Spogiosazylinder haben einen
Durchmesser von 2mm und erreichen im Mittel eine Lange von bis zu 15mm (Abb. 3),

kortikaler Knochen wurde nicht entnommen.
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Abb. 3 Knochenstanzzylinder

2.2.2 Probenlagerung

Nach Entnahme der Knochenzylinder erfolgte die umgehende Lagerung entsprechend der drei
Versuchseinheiten.

Im ersten Abschnitt wurden sieben Rindern je vier Knochenstanzen entnommen. Jede der vier
Knochenstanzen wurde unter vier unterschiedlichen Umsténden gelagert. Entsprechend der
Lagerungsumsténde erfolgt die Einteilung in vier Gruppen, fir jede Gruppe ergibt sich damit
eine Anzahl von sieben Proben.



Gruppe la -unbehandelt (n=7)

2a -Formalin 3-5% gepuffert fir 11 Tage (n=7)
3a -minus 40°C fir vier Tage (n=7)
da -minus 40°C fur zehn Tage (N=7)

Im Anschluss an das entsprechende Lagerungsintervall erfolgte die sofortige Kompression der
Knochenstanzen, die in Formalin eingelegten Proben wurden nach 11 Tagen komprimiert. Die
unbehandelten Proben der Gruppe 1aam Tag der Probenentnahme.

Der zweite Abschnitt der Untersuchung bestand aus der Gewinnung von je vier
Knochenstanzen aus acht Rindern. Auch hier wurden vier Gruppen gebildet mit je acht
Stanzen. Die erste Gruppe wurde einmal bis auf minus vierzig Grad gekiihlt und anschlief3end
im Mikro-CT untersucht und komprimiert. Die Gruppen zwel, drel und vier wurden zweimal,
dreima und vierma einem Gefrier- und Auftauzyklus unterzogen, bevor sie im Mikro-CT
untersucht und abschlief3end komprimiert wurden. Zum Auftauen waren die Proben ca. 30
Minuten Zimmertemperatur ausgesetzt, dies geschah periodisch im Abstand von vier Tagen.

Gruppe 1b -Ein Gefrier-Auftauzyklus (n=8)
2b -Zwei Gefrier-Auftauzyklen (n=8)
3b -Drei Gefrier-Auftauzyklen (n=8)
4b -Vier Gefrier-Auftauzyklen (n=8)

Im letzten Abschnitt der Untersuchung wurden vier Proben (CA-CD) aus enem
Rinderwirbelkdrper in unbehandeltem Zustand im Mikro-CT untersucht. Nachdem die Proben
ein- bzw. zwei-, drei- und vierma den Gefrier- und Auftauzyklus durchlaufen hatten wurden
se erneut im Mikro-CT untersucht. Abschlief3end wurden von diesen Proben histologische
Schnittpraparate angefertigt.

2.3 Mikro-CT

Der offensichtlichste Unterschied zwischen einem klinischen Computertomographen und
einem Mikro-CT-Scanner besteht in der unterschiedlichen Qualitét der OrtsauflGsung.

Mit einem medizinischen Gerdt der neueren Generation lasst sich eine nicht isotrope
Ortsauflésung von 0,5 bis 1,0 Millimeter erzielen, bei einem Mikro-CT liegt dieser Wert je

nach Objektgréfe zwischen 5 und 50um.
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Das uns zur Verfigung stehende Mikro-CT ist ein Gerét der Firma Skyscan (Belgien) mit der
Typenbezeichnung ,, SkyScan-1072 High-resolution desk-top micro-CT system“. ES besteht
aus dem Scanner, der in ein rontgendichtes Gehause eingebracht ist, sowie zwel PC-Einheiten
zur Gerdtesteuerung und Bildrekonstruktion (Abb. 4).

Im Scanner it zwischen einer Mikrofokusrontgenrohre und einem CCD (Charge-Coupled-
Device)-Detektor auf einer drehbaren Achse der Probenschlitten angebracht. Dieser fuhrt
eine Rotationsbewegung in frei definierbaren Winkelschritten durch und kann entlang der
Langsachse zwischen Rontgenréhre und CCD-Detektor bewegt werden, d.h. der Objekt-
Fokusabstand kann je nach gewtinschter Vergrof3erung verschoben werden, so dal3 Proben bis

zu einem maximalen Durchmesser von ca. 1,5cm untersucht werden kdnnen.

- P ™
i. \7\"\_

Abb. 4 SkyScan-1072 High-resolution desk-top micro-CT system

Die luftgekihlte Rontgenréhre besitzt einen Fokus kleiner 8um und kann bei einer Spannung
von 20-80kV bel einem Rohrenstrom vom 0-100pA betrieben werden. Die Fokusgrofie
bestimmt die maximal erreichbare Auflésung: Je kleiner der Fokus jedoch ist, desto geringer
wird auch die Leistung der Rontgenréhre. Daraus ergeben sich fur die Mikro-CT geringe
Probengrof3en bei langen Messzeiten. Der CCD-Detektor (Abb. 5) ist elektronisch gekihlt,
hat eine Matrix von 1024x1024 Pixeln und &8sst einen maximalen Bildausschnitt (field of
view, FOV) von 25mm zu. Eine kontinuierliche Uberwachung der Probe ist durch eine kleine
optische Kamera gewdhrleistet. Die Spannungsguelle und die Steuerelektronik sind im
Scanner untergebracht.
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Abb. 5 Mikro-CT mit Probenhalterung und CCD-Detektor

Fur die Bilderzeugung durch die Mikrofokusréhre werden Réntgenquanten erzeugt und kegel-
oder facherformig fokussiert. Beim Durchtritt durch das Objekt werden sie geschwécht, und
der CCD-Detektor misst die ankommende Rontgenstrahlung, die in ein digitadles Signd
umgewandelt wird. Es werden so in 0,45° oder 0,90° Winkelschritten Absorptionsbilder des
Objektes erzeugt. Diese kénnen dann mit Hilfe einer Rickprojektionstechnik, dem Feldkamp-
Algorithmus, in axiale Schnittbilder umgewandelt werden. Es entstehen so Bilder mit einer
Grofe von ca. einem Megabyte (MB) aus isotropen Voxeln bei einer Akquisitionsmatrix von
1024x1024 Pixeln. Bei einer gewahlten Matrix von 512x512 Pixeln betragt die Datenmenge
pro Bild 257 Kilobyte (kB).

Die Auflésung im Mikro-CT ist von mehreren Faktoren abhéngig: Die Fokusgrofe der
Rontgenrdhre sollte so klein wie moglich sein, je kleiner diese jedoch ist, desto geringer wird
ihre Leistung, und somit ergeben sich bel diesen Gerdten wesentlich léngere Messzeiten as
bei den klinisch eingesetzten Computertomographen, die sich im Sekundenbereich befinden.
Durch die Verschieblichkeit des Probenschlittens zwischen Strahler und CCD-Detektor |&sst
sich der VergrolRerungsfaktor in einem weiten Bereich anpassen. Einschrdnkungen bestehen
jedoch durch die Fokusgréfie von ca. 8um. Die theoretische Moglichkeit, ein sehr kleines
Objekt dicht an die Strahlenquelle heranzuftihren, um so enen moglichst grofen
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VergrofRerungsfaktor zu erzielen, ist durch die geometrische Unschéarfe des Projektionsbildes
auf dem CCD-Detektor begrenzt, denn die Strahlenquelleist nicht punktformig.

Eine weltere Einschrankung ist durch die maximale Probengrof3e gegeben: Das
Projektionsbild des Objektes auf dem CCD-Detektor darf nicht breiter sein as der Detektor
selbst, da sonst Artefakte bel der Bildberechnung entstehen.

Die maximale geometrische Auflosung des Projektionsbildes und der daraus errechneten
Querschnittshilder betragt somit 1/1000 des Objektdurchmessers. Die tatséchliche Aufldsung
nimmt jedoch wegen der Brennfleckgrofe (in unserem Fall 8um) in dem Mal3e ab, in dem der
VergrofRerungsfaktor durch Anndherung des Probenschlittens an die Rontgenrdhre gesteigert

wird.

2.3.1 Bildakquisition

Nach Entnahme der Knochenproben aus der Klvette, in der sie in entsprechender Umgebung
lagerten, wurden sie in Celofanfolie eingehillt und auf der Probenhalterung mittels
Formmasse zentriert fixiert. Die Cellofanumhtllung verhinderte das Austrocknen der Probe.
Die Formmasse stellte sich as unkomplizierte und variabel ste Fixationsmdglichkeit heraus.

Der Probenhater wurde dann in den Scanner verbracht und seine optimale Positionierung

durch Anfertigen eines Ubersichtsbildes (Scout view) tberpriift (Abb. 6).

Abb. 6 Scout view zur Abb. 7 Scout view mit
Aquisitionsplanung Absorptionskurve
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Zeigte sich hierbei eine falsche oder suboptimale Einstellung, d.h. war die Probe evtl.
dezentriert, zu niedrig oder zu hoch abgebildet, konnte dies durch Manipulation des
Knochenzylinders und Ansteuerung der Probenhaterung beeinflusst werden. Kontrollieren
liefd sich dies durch zwei in 90°- Stellung zu einander aufgenommenen Topogrammen. Alle
Proben wurden mit den gleichen Parametern untersucht. Die Réhrenspannung betrug 80kV,
der Rohrenstrom 100pA, die Vergroferung war mit dem Faktor 13 immer konstant. Eine
Matrix von 512x512 Pixeln bel einem Rotationswinkelschritt von 0,68° und einer 180°
Drehung diente der schnellen Bildakquisition. Die Expositionszeit wurde nach der
Auswertung einer Absorptionskurve im Topogramm ermittelt, dies diente der Vermeidung
von Uber- und Unterbelichtungen (Abb. 7).

Bel einer durchschnittlichen Expositionszeit von ca. 1,8s und ca. 265 Einzelbildern ergab sich
eine reine Gesamtexpositionszeit von ca. 8 Minuten. Die Gesamtscannzeit war jedoch ca
dreimal langer, da zwischen jedem Einzelbild eine Abspeicherung der aufgenommenen
Rohdaten, in sogenannten WTS-Dateilen erfolgen musste. Vor dem Entfernen des
Knochenzylinders aus dem Gerét liel3 sich die ausreichende Bildqualitét mit der Anfertigung

eines einzelnen Rekonstruktionsbildes Gberprifen.

2.3.2 Bildberechnung

Durch den priméren Scanvorgang existierten zunéachst nur Rohdaten, die im WTS-Format mit
einer Grof3e von 180kB (Matrix 5122) vorlagen. Aus diesen Daten wurden axiale Schnittbilder
rekonstruiert.

| . 0.016 | 0.344

Apply I Auto |
Presets :
o 1l 23]

Abb. 8 Axiales Schnittbild einer Knochenstanze mit der grafischen Darstellung der

Grauwertverteilung zur Planung der Bildrekonstruktion
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Nach der Anfertigung einer enzelnen Rekonstruktion und der Optimierung der
Grauwertdarstellung, d.h. der Festlegung des minimalen und maximalen Grauwertes (Abb.8),
erfolgte die serielle Rekonstruktion der axialen Schnittbilder der gesamten Probe.

Fur die Rekonstruktion der axialen Schnittbilder war nur eine Rotation der Probe um 180°
notwendig. Die weitere Rotation von 180° bis 360° wirde nur eine zusdtzliche spiegel-
bildliche Information erbringen und das entgultige Schnittbildergebnis nicht beeinflussen.
Aul¥erdem wiirde dadurch die erforderliche Bildakquisitionszeit (Scanzeit) verdoppelt.

Es konnte wahlweise die Darstellung in positivem oder negativem Kontrast gewahlt werden,
wir verwendeten die positive Darstellung, die Strukturen hoher Dichte sind dadurch schwarz
abgebildet. Die erzeugten axialen Schnittbilder im Bitmap-Format besitzen eine Grofe von
ca. 257kB, sie sind damit einer schnellen Darstellung und morphometrischen Auswertung

zuganglich. Erzeugt wurden ca. 500 Schnittbilder bel einer Pixelgrof3e von 32,5um.

2.4 Bildanalyse

Die Auswertung der im Mikro-CT untersuchten Knochenproben der Gefrier-Auftauversuche
erfolgte mit dem Programm ,, 3D-Calculator” der Fa. Skyscan (Belgien). Dieses Programm
ermoglicht die automatische Bestimmung mehrerer Knochenstrukturparameter an ener
beliebigen Anzahl von Schnittbildern eines Knochenvolumens. Von jeder Knochenprobe sind
300 Schnittbilder in die Analyse einbezogen worden. Damit ergibt sich bel einer Voxelgrofie
von 32,5x32,5x32,5um eine ausgewertete Zylinderlange von 9,75 Millimetern. Die 300
Schnittbilder wurden aus dem Zentrum der Probe bestimmt, um sicher zu gehen, daf3
artifiziell verdnderter Knochen am Anfang und Ende des Zylinders nicht berlicksichtigt wird.
Zu Beginn der Strukturparameter-Auswertung erfolgte die Grauwertfestlegung zur Definition
des Hintergrundes, der Knochenstruktur und der Nicht-Knochenstruktur, d.h. der in den
Trabekelrdumen befindlichen Welichteilmasse. Hierzu wurde als erstes elne quantitative
Analyse samtlich in den Bildern vorkommender Grauwerte durchgefihrt. Die Anayse bezog
alle Schnittbilder mit ein und wurde grafisch dargestellt (Abb. 9). In dem angefertigten
Histogramm der Grauwertverteilung konnten die Haufigkeitsgipfel far Knochen,
Nichtknochengewebe und Hintergrund erkannt werden. Mit Hilfe der ermittelten
Haufigkeitsgipfel wird ein in das Auswerteprogramm implementierter Algorithmus zur
Grauwertfestlegung parametrisiert. An enem reprasentativen Schnittbild konnen die

entsprechenden Schwellenwerte visuell Gberprift werden.
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Abb. 9 Darstellung der Haufigkeitsverteilung sdmtlicher Grauwerte aus dem
dreidimensionalen VVolumendatensatz einer Knochenprobe

2.4.1 Struktur parameter

Nach Festsetzung der Schwellenwerte wurden folgende Strukturparameter aus den axiaen
Schnittbildern der Proben ermittelt.

Gesamtvolumen TV (Tissue Volume)

Gesamtvolumen der Probe mit Knochen und Nichtknochengewebe,

bestimmt im zweidimensionalen Bild und multipliziert mit der Pixelgréf3e in Z-Richtung.
Einheit mm?

(Parfitt et ., 1987)

Knochenvolumen BV (Bone Volume)

Volumen der Knochenstruktur, bestimmt im zweidimensionalen Bild und multipliziert mit der
Pixelgrof3e in Z-Richtung. Einheit mm?

(Parfitt et ., 1987)

Relatives Knochenvolumen BV/TV (Bone Density)
Volumen Fraktion= _I?V—V x100 %

(Parfitt et al., 1987)
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K nochenaoberflache BS (Bone Surface)

Knochenoberflache. Bestimmt im zwedimensionalen Bild und multipliziert mit der
Pixelgrofie in Z-Richtung. Einheit mn?.

(Parfitt et al., 1987)

Trabekuldre Dicke TbTh (Trabecular Thickness)
2 ,BvV

(Parfitt et al., 1987)

Trabekelanzahl TbN (Trabecular Number)

_BVITV
ThTh

(Parfitt et al., 1987)

ThN Einheit /mm

Trabekelabstand ThSp (Trabecular Spacing)

ThSp = 1 TbTh Einheit mm
TbN

(Parfitt et al., 1987)

Struktur Modell Index SMI (Structure modd index)

Gibt an ob in ener Knochenstruktur mehr Platten oder Stabe vorhanden sind

BV dBS
SMI =6 dr dimensions os
B32
SMI (Platten )0 (Stébe)3

dBS/dr= Differential der Knochenoberflache (dBS) zu ihrem Radius d(r)
(Hildebrand und Ruegsegger, 1997b)
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Euler Zahl (N)

N=n-b dimensiondos

n= Anzahl der Knotenpunkte; b= Anzahl der Streben

1-N = Anzahl der Trabekelverbindungen die entfernt werden muissen, bevor die Struktur in
zwel Teile zerfallt.

(Odgaard und Gundersen, 1993)

2.4.2 Berechnung der multiplanaren und dreidimensionalen Bildrekonstruktionen

Die grafische Weiterverarbeitung der Mikro-CT-Datenséize wurde mit dem medizinischen
Bildverarbeitungsprogramm Analyze AVW (Lenexa, USA) vorgenommen.

Unter direkter visueller Kontrolle wurde bel vier der auch histologisch untersuchten
Knochenproben, aquivalent zur histologischen Schnittebene, eine identische multiplanare
Bildrekonstruktion aus den axialen Mikro-CT-Bildern angefertigt.

AulBerdem wurden aus diesen Mikro-CT-Datensdtzen dreidimensionale  Oberfléchen-

Rekonstruktionen zur Veranschaulichung der Spongiosastruktur berechnet.

2.5 Kompressionsver suche

Das hier verwendete Kompressionsgerat wurde bereits in zwei vorherigen Studien eingesetzt.
Der Versuchsaufbau wurde im Vergleich zu den damaligen Studien mit einem optimierten
digitalen Mehrkanamessverstarker (Faa HBM-Messtechnik; Darmstadt) versehen. Im
Gegensatz zu dem friher verwendeten Messverstdrker konnen nun die Kraft- und
Wegmessung wahrend der Kompressionspriifung direkt grafisch dargestellt werden. Die
grafische Darstellung war zum Erreichen ener kontinuierlichen  Kompressions-

geschwindigkeit hilfreich.

2.5.1 Kompressionsger &t

In einem Metalrahmen sind zwel Uber Fihrungsbolzen verbundene Kompressionsbldcke
gegeniberliegend angebracht. In den Blocken ist zur Aufnahme der Knochenzylinder auf
beiden Seiten eine Rinne, mit ener Tiefe von 0,5 mm bel einer Breite von ca 1,5mm
eingebracht. Der obere Block kann mit ener Mikrometerschraube, in  manueller
Feinabstimmung, entlang der Bolzen dem unteren Block vollstdndig angendhert werden.
Diese zurlickgelegte Wegstrecke wird mit einen Wegaufnehmer (W10 K 18533, Fa. HBM;

Darmstadt) Uber eine Impedanzanderung registriert.
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Zwischen der Mikrometerschraube und dem oberen Kompressionsblock ist ene
Kraftmessdose (Typ C9a 2 kN, Fa. HBM; Darmstadt) installiert. Diese misst Uber eine
Widerstandsanderung die auftretende Kraft zwischen Schraube und oberem Block.

Die gemessene Kraft ist abhéngig von der Kraftlbertragung der beiden Blécke und somit
auch von dem dazwischen liegenden Material. Uber eine paralele Schnittstelle werden die

analogen Messwerte an den Mehrkanal messverstarker im Zweikanalmodus weitergel eitet.

Mikrometerschravbe

&
. |

Kraftmessdose

Abb. 10 Kompressionsgerat

2.5.2 Mehrkanalmessver stér ker

Zur Erfassung der andlogen Messsignde des Kompressionsgerdtes wird en
Mehrkanalmessverstérker (Spider 8; Fa. HBM-Messtechnik; Darmstadt) eingesetzt, der Uber
eine parallele Schnittstelle mit einem PC (Pentium 1) verbunden i<t.

Die Steuerung des Messverfahrens lauft Uber ein Programm (Catman; Fa. HBM-Messtechnik;
Darmstadt), welches die Parametrisierung des Messverfahrens sowie verschiedene Arten der
direkten grafischen Darstellung der Messwerte zulésst. Das Signal des Wegaufnehmers liegt
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in einem Messbereich von 125mV/V, des Kraftaufnehmers be 3mV/V, d.h. be einem Volt
Nenngpannung der Messaufnehmer ist die Signalspannung 125mV  oder 3mV. Die
Messwertfrequenz betragt 25Hz, damit werden pro Sekunde 25 Messwertpaare erzeugt.

2.5.3 Datenerfassung

Nach Lagerung der Knochenprobe im Kompressionsgerét erfolgte zundchst unter visueller
Kontrolle eine fast vollsténdige Anndherung der Kompressionsbldcke bis kurz vor Erreichen
des Kraftschlusses. Dieser Kraftschluss ist Uber die direkte Kontrolle der Kraftmesswerte zu
erkennen. Der Messwertaufnenmer wird dann genullt und die Probe vollstandig komprimiert.
Die Kompressionsgeschwindigkeit lasst sich bei der manuellen Kompression mittels der
Mikrometerschraube abschétzen und im Anschluss aus den registrierten Zeitintervallen und
Wegstrecken berechnen. Bel einer durchschnittlich angestrebten Kompressionsstrecke von
1,8mm und einer Zeit von 15s ist die Kompressionsgeschwindigkeit 0,12mm/s. Bel einer

Messwertfrequenz von 25 Hz stehen somit fir jede Probe ca. 375 Messwerte zur Verfligung.

2.5.3 Kompressionsar beit

Fir jede Knochenprobe lagen "originde' Wertepaare des registrierten Weges
X_0i und der gemessenen Kraft y Oi an i= 1, ..., n0O Messpunkten vor. Die Berechnung der
Kompressionsarbeit W und die Bestimmung der Maximalkraft Fmax. aus den Kraft-Weg-
Daten der Kompressionsversuche erfolgten nach folgendem Algorithmus.

1. Als erster Schritt erfolgt ein Vorzeichenwechsel bel den originalen Wegwerten: x_Oi
wird zu -x_Oi (fur dlei =1, ..., n0). (Aus diesen "neuen" Kraft-Weg-Wertepaaren
wird das Kraft-Weg-Diagramm erstellt.)

2. Die Kraft-Weg-Daten werden eingeschrankt auf digenigen nt Messpunkte, die
sowohl @nen (nun nach Schritt 1!) positiven Weg- als auch einen positiven Kraftwert
aufweisen. Wir bezeichnen ab jetzt diese Wegwerte mit x_i und die Kraftwerte mit y i
furi=1, .., n+.

3. Im Anschluss erfolgt die Bestimmung derjenigen Messpunkte aus Schritt 2, deren
Wegwerte weniger as 1,854 mm von x_1 (dem ersten verwendbaren Wegwert)
entfernt liegen: Fur welche n Messpunkte gilt x_i - x_1 <= 1,854. Diese Messpunkte i
= 1, .., n liefern die Kraft- und Wegwerte, aus denen (in Schritt 4) die
Kompressionsarbeit W berechnet wird. (Diese Messpunkte definieren auf3erdem den

schraffierten Bereich im Kraft-Weg-Diagramm.)
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4. Die Kompressionsarbeit ist das Integral unter der Kraftkurve entlang der Wegstrecke.

Da es sich in den Daten um diskrete Wegschritte handelt und die Kraft nur an jeder
dieser Wegstellen aufgezeichnet wurde, wird der (an sich stetige) Kraftverlauf durch
eine Treppenfunktion approximiert. Integrale fir Treppenfunktionen ergeben sich
durch Summation der "Saulenfléchen” unter den (hier sehr kurzen) Konstanzbereichen
des Funktionsverlaufs (also hier der Kraftfunktion). Wir berechnen die
Kompressionsarbeit W daher wiefolgt: W =(x_ 2-x 1)*y 1+ (X 3-x2)*y 2+
.+ (X n-x(n1) *y (n-1). Die Arbet entspricht der Summe der Saulenfl&chen
unter den Konstanzbereichen der Kraftfunktion. In den Kraft-Weg-Diagrammen wird
die Arbeit a's schraffierte Fl&che dargestellt.

2.5.4 Kompressionskr aft

Bestimmt wird die maxima erreichte Kraft im Scheitelpunkt des Kraft-Weg-Diagrammes,

d.h. das Kraftmaximum vor Erreichen des exponentiellen Kraftanstieges der nur noch durch

den direkten Kraftschluss der beiden Kompressionsbltcke herbeigefihrt wird. Folgendes

Verfahren wird hierzu angewandt:

1.

Festsetzen der groften Wegldnge (ab dem ersten Messpunkt), auf der
Fmax bestimmt werden soll: L = 1,8 mm.

Far welche n_max Messpunkte  gilt X - X1 <= L?
(Diese Messpunkte i = 1, ..., n_max liefern die Kraftwerte, deren Maximum im
nachsten Schritt bestimmt wird.

3. BestimmeFmax :=max{ y_1,..,y_(n_max)

4. Optische  Uberprifung, ob das gefundene Fmax im  Kraft-Weg

Diagramm "passt’. Wenn ja, gehe zu 5. ; wenn nein, setize L auf den
néchstkleineren Wert aus{0,7, 0,8, 1,2} und gehe wieder zu 2..

Einzeichnen des gefundenen Fmax-Wertes ins Kraft-Weg-Diagramm  as
waagrechte Linie mit Ordinate y = Fmax.

Falls kein eindeutiger Scheitelpunkt vorhanden war, wurde unter visueller Kontrolle
das erste Kraftplateau als Scheitel punkt bestimmt.

Die Festlegung auf eine zu berticksichtigende Wegstrecke von 1,3mm ergab sich aus der

Geometrie der Rinne in den Kompressonsblocken. Die tatsdchlich zurlickgelegte

Kompressionsstrecke war mit 1,8mm deutlich langer, die aufgenommenen Werte der letzten

0,5mm sind nur noch bedingt durch die direkte Kraftlbertragung der Kompressionsbldcke.
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Aus den bekannten Malen der Aussparung (Abb. 11) und der Tatsache, dass sie enen
Kreisausschnitt bildet, kann zunéchst der Radius des Kreises, der diesen Ausschnitt beschreibt
bestimmt werden.

Der Radius r dieses Kreises steht gemdld dem Satz des Pythagoras in der folgenden
aB o

Beziehung: r=(r-T)?+¢—
e2g

Auflésen der Gleichung nach r (nachdem erst (r-T)2 gemdl3 der binomischen Formel

multipliziert wurde) liefert

T, 1.880
2 2T &24
Das ergibt im vorliegenden Fall mit T=0,5mm und B=1,5mm schliefdich
r=0,8125mm
B=1.5mm
Iﬁ >I
| |
1 |
L pe—— - - - -
! ! T=0.5mm
_____ B/2
El r_T r E2
Abb. 11 Schemazeichnung Kompressionsblock <2
Jromp r=(r-T)2+§9
el2g

Diese relativ grofe Abweichung vom geplanten Sollwert (r=1mm) ist offenbar auf eine zu
grof3e Toleranz bei der Herstellung des Kompressionsgerates zurtckzufihren. Wir wurden
Uber die ungenaue Fertigung Uberrascht und miissen den Fehler im Nachhinein mathematisch
berticksichtigen.

Es ist klar, dass jede zylinderférmige Probe, die einen Radius von mehr als r besitzt die
Aussparung nicht ganz ausfullen kann, sondern an den Ecken E,und E,aufsitzt (Abb. 11).

Um die Frage nach dem Anfangsabstand der Kompressionsbltcke zu beantworten, muss also
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geklart werden, wie welt eine zylinderférmige Probe vom Radius R, der grol3er als r ist, Uber
die Aussparung hinausragt.

In der Abbildung (Abb. 12) bezeichnen die Punkte K, und K, die Stellen des Probenrandes,
an denen er die Aussparung in den Ecken E, und E, beriihrt. Die Strecke a ist der Abstand
des Mittelpunktes der Probe von der Verbindungdinie zwischen K,und K,und somit der
Abstand des einen Kompressonsblock zum Zentrum des Spaltes zwischen den
Kompressionsbl dcken.

Wie die Abb. 12 veranschaulicht, liefert auch hier der Satz von Pythagoras die Beziehung
zwischen den bekannten Groféen(n), denn es gilt:

.2

R? = a? +(§EE9 ,
e2g
woraus sich sofort
L2
a=|R?- EEEQ
e2g

ergibt. Diesist offensichtlich auch nur fir R>B/2, d.h. fir Probendurchmesser 2R grol3er als
Aussparungsbreite B definiert. Die Gleichung resultierte fir den vorliegenden Fall mit
R=1mm und B=1,5mmin
a=0,66144mm,

so dass der Abstand A der Kompressionsblcke nach dem Einsetzten der Probe und der
» Kontaktaufnahme" schliefdich
A=2a=1,32288mm

betréagt.
B=1.5mm

2 4 2B 92
€2 g
Abb. 12 Schemazeichnung Knochenstanze im Querschnitt

R? = a
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2.6 Histologie

2.6.1 Grundlagen

Zur histologischen Untersuchung von Knochenproben stehen zwel Verfahren zur Verflgung:
Das entkakte Knochengewebe wird entweder in Paraffin oder in unentkalktem Zustand in
Methacrylat eingebettet. Die Einbettung in Paraffin ist die haufiger angewandte und technisch
einfachere Methode. Der Nachteil ist jedoch, dass der mineralisierte Antell der
Knochenstruktur einer Beurtellung entzogen wird. Technisch schwieriger ist die Einbettung
des nicht entkalkten Knochens in Methacrylat. Bei diesem Verfahren konnen nach der
Anfertigung von Dinnschichtschnitten auf3r dem minerdliserten Antell auch die
Weichtellstrukturen und deren Lagebeziehung zum Knochengewebe beurtellt werden. Das
Auftreten von Schrumpfungsartefakten ist durch die fehlende Entkalkung und die
Methacrylat-Fixierung wesentlich geringer.

2.6.2 Herstellung der histologischen Schnittpr&parate

Die Fixierung der Proben nach den Mikro-CT Untersuchungen erfolgte in 35% gepuffertem
Formalin fir ca. 3-5Tage. Entwéssert und entfettet wurden die Proben in einer aufsteigenden
Alkoholreihe Uber 24 Stunden. Die Proben wurden dann in ener Plastikkapse mit
Methylmethacrylat (Technovit 9100; Fa. Heraeus-Kulzer, Werheim) und Benzoylperoxid (Fa
Heraeus-Kulzer, Werheim) bei 4°C fir ca 24 Stunden durchtrankt. Nach dieser Vorbereitung
wurden die Proben Uber ca. 24 Stunden bei 40°C auspolymerisiert.

Die erzeugten Kunststoffblocke wurden mit einem Hartschnittmikrotom (Fa.  Jung,
Heldelberg) geschnitten. Als Schichtdicke wurden 3um eingestellt. Die Schnitte wurden auf
einen Objekttrager gebracht, mit einer Streckfliissigkeit aus 70% Athanol gegléttet und mit
einer Polyethylenfolie abgedeckt. Mehrere Objekttrager wurden Ubereinandergestapelt und in
einer Schraubzwinge fir mindestens 4 Stunden getrocknet. Nach der Trocknung wurden die

Schnitte mit der von-Kossa- und Goldner-Farbung geférbt.

2.7 Statistik

Die hier aufgefihrte statistische Ausarbeitung erfolgte mit Hilfe von Dr. Gerrit Eichner,
Mathematisches Institut der Justus Liebig Universitét Giefen.

Statistische Hypothesen dienen der Uberpriifung wissenschaftlicher Vermutungen. Bei der
Durchfuhrung eines Gruppenvergleiches wird die Ablehnung dieser Hypothesen durch den

Anwender Uberprift.
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Will man ene Hypothese mit enem geringen Fehler ablehnen, so <sollte die
Wahrscheinlichkeit, mit der man die Hypothese féschlicherweise ablehnt, gering sein, d.h.
das Signifikanzniveau sich in den dblichen Schranken von 1% (p=0,01) und 5% (p=0,05)
befinden.

Vorraussetzung hierfir ist eine Normalvertellung der Daten. Die Normalverteilung konnte mit
dem Test nach Mandia und Kent best&tigt werden.

Die Unterschiede oder die Verénderung der Variablen, zwischen den vier Gruppen jedes
Untersuchungsabschnittes, konnte mit dem Hotdling T2-Test(MANOVA) Uberprift werden.
Hierzu erfolgte die Bildung der drel Differenzen aus den vier Gruppen fir jeden Parameter.
Der Hotelling T2-Test(MANOVA) berticksichtigt dabel nicht nur die individuellen Werte
jedes Tieres, sondern auch die Gesamtheit des entsprechenden Kollektives.

Der Zusammenhang zwischen zwel oder mehr Variablen wird mit der Korrelationsanayse
erfasst, die Mal3zahl ist der Korrelationskoeffizient (r). In dieser Arbeit werden zwel Formen
der Unkorreliertheit Uberprift: Die Paersonsche Korrelation misst den linearen
Zusammenhang zweier Parameter. Hingegen Uberprift die Spearmansche Korrelation die
monotone Beziehung.

Der Korrelationskoeffizient ist eine standardisierte und dimensionslose Grolde, die Werte
zwischen =1 und +1 annehmen kann. Werte um +1 signalisieren dabel einen perfekten
linearen oder monotonen Zusammenhang. Die Bestimmung der Koeffizienten erfolgte fur ale
Strukturparameter mit der Kompressonsarbeit (W) und maximaen Kompressonskraft

(Fmax.).
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3. Ergebnisse

3.1 Kraft-Weg Diagramme

Dargestellt sind in Diag.l exemplarisch die Kraft-Weg-Kurven von Knochenproben eines
Rindes bel verschiedenen Lagerungsbedingungen. Die berechnete Arbeit W (schraffierte
Flache) und die bestimmte maximale Kompressionskraft Fmax. (gestrichelte Linie) sind
eingezeichnet sowie ihre numerischen Werte in den Legenden dokumentiert.

Natur Rind 3 -40° 4 Tage Rind3
|  w- 30085 e| | w- zaew
1 Fmax = 4.5026 ' Fmax= 3.2259
81 2

20

=
n
N o
'_Z_| -02 0.4 1.0 1.6 22 28 -D.2 04 1.0 1.6 22 2.8
=<,
dc:'s -40° 10 Tage Rind3 Formalin 10 Tage Rind3
— X T
X | .
g W= 3.147 = W= 2.0654
' Fmax = 3.4044 Fmax= 24572

30

20

0 5 1D

Diag. 1 Kompressionskurven bel unterschiedlichen L agerungsbedingungen

Die Kompressionskurve der naturbelassenen Wirbelkorperstanze zeigt ein typisches
Kompressionsprofil: Nach einem langsamen Ansteigen der Kompressionskraft und Erreichen
eines frihen Maximalwertes, des ersten Peaks, erfolgt ein exponentieller Anstieg. In die
Berechnung der Kompressionsarbeit gehen nur die Wertepaare ein, die vor dem zweiten
Anstieg der Kurve liegen.

Dies konnte bei allen Kompressionskurven direkt grafisch Gberprift werden.
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Dargestellt sind in Diag. 2 die Kraft-Weg-Kurven der Kompressionsversuche von
Knochenproben eines Rindes mit unterschiedlichen Auftauzyklen. Die berechnete Arbeit W
(schraffierte Flache), die bestimmte maximale Kompressionskraft Fmax. (gestrichelte Linie)

sind eingezeichnet und die numerischen Werte angegeben.

Auftau1l.RA3.1 Auftau2.RA3.2
2{ w= asa =3 W= 7.7152
! Fmax = 4.552% Fmax = B.8731

30
30

20
20

o o
0 e
=1 fa
Z
=,
% Auftau3.RA3.3 Auftau4.RA3.4
= _ 1
X gl . w-  3Ti51 o] ' W= 82582
. Fmax— 5.4 | : Fmax = 2298
= 3
& o
o
O :
™ N 9
N — — — —gyy—— = — — — — 4
ez ?
O P = A A A A A A A A N N N L I N +
(=}

Weg [mm] (Integral von 0-1.323)

Diag. 2 Kompressionskurven bei verschiedenen Gefrier-Auftauzyklen

Auller der Probe RA3.3 lassen dle Proben den typischen Kraftverlauf erkennen. Der
entsprechende Knochenzylinder zeigte in der Mikro-CT Untersuchung keine Besonderheiten

seiner trabekuldren Struktur.
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3.2 Vergleich der Kompressionsarbeit und max. Kompressionskraft der

L ager ungsver suche
Die erforderliche Kraft und die verrichtete Arbeit zur Kompression der Wirbelkorperstanzen,
die unterschiedlichen Lagerungsumsténden ausgesetzt waren, werden fur jedes Individuum

vergleichend im Bakendiagramm dargestellt.

Kompressionsarbeit

1 2

unbehandelt ®m Formalin 10d ® minus 40°C 4d minus 40°C 10d

4 5 6 7
Rind (n)

Diag. 3 Kompressionsarbeit bei verschiedenen L agerungsbedingungen

Fur jedes Rind erhielten wir vier Kompressionsarbeitswerte (fur jeden Lagerungsumstand
einen), so dass sich pro Rind ein vierdimensionaler Messvektor ergab. Zu prifen war die
Hypothese, dass die vier Lagerungsumstdnde hinsichtlich ihres Einflusses auf die mittlere
Kompressionsarbeit gleich sind. Diese Hypothese ist &quivalent zu der Hypothese, dass die
drei Differenzen zwischen ,,Formalin 10d* und , unbehandelt, zwischen , unbehandelt* und
»minus 40° 4 d* sowie zwischen ,,,minus 40° 4 Tage" und ,minus 40° 10 d“ im Mittel gleich
Null sind. Aus diesem Grund wurde ein jeder der vierdimensionalen Messvektoren durch
Bildung der drei o. g. paarweise Differenzen in einen dreidimensionalen Differenzen-Vektor
transformiert, so dass sich die folgenden Werte ergaben:

-0,499 -1,672 1.012
0,074 -0,565 0,678
-1,053 1,546 -0,269
-1,26 1,892 -1,669
-1,71 1,673 -1,221
1,535 -1,75 -0,819
0,0129 -0,623 0,472

Tab. 2 Differenzen der Kompressionsarbeitswerte
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Unter der Annahme, dass die dreidimensionalen Differenzenvektoren aus einer multivariaten
normalverteilten Grundgesamtheit stammen, kann die Hypothese, dass die Differenzen
zwischen den Lagerungsumstanden im Mittel gleich Null sind, mit Hilfe des T>Tests von
Hotelling (Mardia et a., 1997; Timm, 2002) getestet werden. Um die Zuldssigkeit der
multivariaten Normalverteilungsannahme zu Uberprifen, wurden die empirische multivariate
Schiefe (Engl.: ,, skewness*) und die empirische multivariate Krimmung (Engl.: ,, kurtosis*)
der Daten bestimmt, wobel sich fir keine der beiden Maldzahlen ein Wert ergab, der
signifikant gegen die Normavertellungsannahme spricht (Schiefe: 4,30, asymptotischer p-
Wert: 0,933) (Mardia et al., 1997), approximativer p-Wert (auf Basis empirischer kritischer
Werte fur die Schiefe bel kleinen Stichproben (n = 25) der Dimension 3): >> 0,1 (Timm,
2002): kritischer Wert (alpha): 12,21 (0,1), 14,26 (0,05), 18,42 (0,01)); Krimmung: -1,60,
asymptotischer p-Wert: 0,11 (Mardia et a., 1997), approximativer p-Wert (auf Basis
empirischer kritischer Werte fur die Krimmung be kleinen Stichproben (n = 25) der
Dimension 3): > 0,02 (Timm, 2002): [unterer kritischer Wert, oberer kritischer Wert] (alpha):
[-1,38, 0,63] (0,2), [-1,49, 0,91] (0,1), [-1,67, 1,61] (0,02). Damit erscheint die Anwendung
von Hotellings T>-Test zuldssig und a's Resultat dieses Tests ergab sich ein p-Wert von 0,385
(bei T? = 1,32), woraus der Schluss zu ziehen ist, dass die gemessenen Daten nicht signifikant
gegen die Gleichheit der vier Lagerungsumsténde sprechen.

Die mechanische Stabilitét unterliegt in dieser Versuchsreihe nicht der Vorbehandlung der
Knochenzylinder.

Fir die Andyse der maximalen Kompressionskraft wurde analog vorgegangen: Aus jedem
vierdimensionalen Messvektor pro Rind wurde ein dreidimensionaler Differenzenvektor
berechnet. Die erhatenen Vektoren wurden auf Vertraglichkeit mit der multivariaten
Normalverteilungsannahme auf Basis von empirischer Schiefe und Krimmung untersucht und
schlieflich wieder Hotellings T%Test durchgefilhrt, da sich keine signifikanten
Abweichungen von der Normalverteilungsannahme ergaben (Schiefe: 3,80, asymptotischer p-
Wert: 0,956 (Mardia et al., 1997), approximativer p-Wert (wie zuvor): >> 0,1 (Timm, 2002):
kritische Werte wie zuvor); Krimmung: -1,58, asymptotischer pWert: 0,114 (Mardia et a.,
1997), approximativer pWert (wie zuvor): > 0,02 (Timm, 2002): untere und obere kritische
Werte wie zuvor).

Als p-Wert fur Hotellings T-Test ergab sich 0,246 (bei T° = 2,074), so dass auch hier die
Hypothese der fehlenden Beeinflussung durch die Lagerungsumstande nicht verworfen

werden kann.
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Maximale Kompressionskraft

z
=
-
=
T
S
X

4
Rind (n)

unbehandelt mFormalin 10 Tage ® minus 40°C 4d 'minus 40°C 10d

Diag. 4 max. Kompressionskraft bei verschiedenen L agerungsbedingungen

Die Kompressionskraft verhdlt sich in  dieser Versuchsrethe &quivaent  zur
Kompressionsarbeit.

Zusammenfassend wird eine tabellarische Ubersicht (iber die Ergebnisse von Hotellings T-
Test und der Analysen auf Normalverteltheit dargestellt. Gezeigt ist jeweils der (bei
Hotelling exakte und sonst approximative) pWert des Tests und in Klammern der Wert der

Teststatistik:

p (T9) p") (Schiefe) | p” (Krimmung)
Arbeit (W) 0385(1,32) | >>0,1(430) | >0,02(-1,60)

max. Kraft (Fmax.) | 0,246 (2,074) | >>0,1(3,80) > 0,02 (-1,58)
™) Bemekung: Die angegebenen p-Waerte beseren auf empirischen Untersuchungen fir den Stichprobenumfang
25; die tatsichlichen p-Werte sind flr den vorliegenden Fdl (n=7) grofer.

Tab. 3 Ergebnisse Hotelling T2-Test Lagerungsversuche
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3.3 Vergleich der Kompressionsarbeit und max. Kompressionskr aft der

Auftauversuche
Die Anayse der Kompressionsarbeit und Kompressionskraft der Auftau-Versuche erfolgt

identisch zu 3.2.

Kompressionsarbeit

[EEN
o

=
Z
=
‘©
y=
<

1 2 4 5 6 7 8
Rind (n)

1xAuftauen m 2xAuftauen B 3xAuftauen 4xAuftauen

Diag. 5 Kompressionsarbeit bei verschiedenen Auftauzyklen

Maximale Kompressionskraft

1 2 4 5 6 7 8

Rind (n)

1xAuftauen m 2xAuftauen B 3xAuftauen 4xAuftauen

Diag. 6 Max. Kompressionskraft bei verschiedenen Auftauzyklen
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Zusammenfassend eine tabellarische Ubersicht (iber die Ergebnisse von Hotellings T-Test
und der Analysen auf Normalverteiltheit. Gezeigt ist jeweils der (bel Hotelling exakte und
sonst approximative) p-Wert des Tests und in Klammern der Wert der Teststatistik:

p (T9) p") (Schiefe) | p” (Kriimmung)
Arbeit (W) 0538 (0,72) | >>01(456) | ~0,1(-150)

max. Kraft (Fmax.) | 0,324 (1,49) | >>0,1(3,73) > 0,02 (-1,60)
*) Bemerkung: Die angegebenen p-Werte basieren auf empirischen Untersuchungen fir den Stichprobenumfang
25; die tatschlichen p-Werte sind fiir den vorliegenden Fdl (n=7) groer

Tab. 4 Ergebnisse Hotelling T2-Test Auftauversuche

Entsprechend den Ergebnissen in 3.2 ist die Hypothese der fehlenden Beeinflussung, durch
Uberpriifung des Differenzvektors von Kompressionskraft und Kompressionsarbeit auch bei
den Auftauversuchen nicht zu verwerfen. Das mehrmalige Auftauen scheint aso ebenfalls
keinen bedeutsamen Einfluss auf die mechanische Belastbarkeit, getestet durch axiade

Kompressionskraft und Kompressionsarbeit, zu haben.
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3.4 Vergleich der Knochenstrukturparameter im Verlauf der

Auftauversuche
Dargestellt wird die Entwicklung von funf Strukturparametern im Verlauf der Auftauzyklen.

Diag. 7 Verlauf Knochenvolumen (BV)

T
E
>
m
L} LJ L} LJ
1 2 3 4
Auftauzeitpunkte
Diag. 8 Verlauf Probenvolumen (TV)
160 =
140 =
= 120 =
£
E
>
~ 100 =

80 =

60 o -

T T T T
2 3 4

Auftauzeitpunkte
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Thth[mm]

ThN

Diag. 9 Verlauf Trabekeldicke (TbTh)

Auftauzeitpunkte

Diag. 10 Verlauf Trabekelanzahl (TbN)

Auftauzeitpunkte



Diag. 11 Verlauf Struktur-Modell-Index (SM1)

Auftauzeitpunkte

3.4.1Hoteling T2-Test der Strukturparameter

Analog zur Vorgehensweise der Untersuchung, ob sich die mittlere Kompressionsarbeit (bzw.
-kraft) mit der Zeit &ndert, wurden auch fur ale Strukturparameter die vierdimensionalen
Messvektoren in dreidimensionae Differenzenvektoren transformiert und letztere mit
Hotellings T%Test auf Null-Gleichheit getestet (nachdem jeweils die multivariate Normal-

verteilungsannahme gepriift und fir keinen der Strukturparameter verworfen worden war).

BV TV TbTh TbN SMI

p 0,16 0,0095 0,0151 0,0017 0,014

(T?) (2,65) (12,33) (9,934) (26,52) (10,3)
p® >>0,1 >>0,1 >>0,1 >>0,1 >>0,1
(Schiefe) (3,63) (4,23) (5,76) (4,91) (4,57)
p® > 0,02 > 0,02 > 0,2 > 0,02 >0,1
(Krimmung) (-1,65) (-1,54) (-1,18) (-1,61) (-1,46)

) Bemerkung. Die angegebenen p-Waerte baseren auf empirischen Untersuchungen fiir den Stichprobenumfang
25; die tatschlichen p-Werte sind fiir den vorliegenden Fal (n=7) groler.

Tab. 5 Ergebnisse Hotelling T2- Test Strukturparameter

Fir die Differenzwerte der Knochenparameter Probenvolumen (TV), Trabekuldre Dicke
(ThTh), Trabekelanzahl (ThN) und den Struktur Modell Index (SMI) kann jeweils festgestellt
werden, dass diese Werte sich signifikant wahrend der Auftauvorgédnge andern. Die
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Hypothese hingegen, dal3 das Knochenvolumen (BV) konstant bleibt, kann beibehaten
werden, p-Wert 0,16.

3.5 Korrelation der Strukturparameter mit der Kompressionsar beit und

der maximalen Kompr essionskr aft

In Beziehung gesetzt werden die aus den Mikro-CT-Daten bestimmten Knochenparameter mit
der verrichteten Arbeit und der maxima aufgewendeten Kraft der durchgefihrten
Kompressionsversuche. Uberpriift wird mit dem Pearsonschen und Spearmanschen
Korrelationskoeffizienten auf enen linearen bzw. monotonen Zusammenhang. Die
Korrelation eines jeden Strukturparameters zur Arbeit bzw. Kraft darf nur getrennt fir jede
der Auftaugruppen berechnet werden, da die Gruppen miteinander durch die Versuchstiere in
Verbindung stehen und somit keine unabhdngigen Beobachtungen liefern. Eine Analyse von
gruppentbergreifenden  und gepoolten Daten, dh. ohne Berlcksichtigung der
Gruppenzugehorigkeit, ist statistisch nicht erlaubt. Damit erhalten wir pro Strukturparameter
vier Pearsonsche Korrelationswerte (fur jede Auftaugruppe einen) und vier Spearmansche
Korrelationswerte, wobel diese beiden Korreationstypen im Folgenden getrennt betrachtet
werden.

Fir enen jeden Strukturparameter lauft die zusammenfassende Darstellung seiner
gruppenspezifischen Korrelationen mit der Arbeit (bzw. Kraft) auf den Test einer so
genannten (undifferenzierten) Globalhypothese der Art ,Fir jede der vier Gruppen sind
Arbeit und Strukturparameter X unkorreliert.” auf Basis von vier (statistisch abhéngigen)
simultanen Einzeltests hinaus. Damit dieser Test der Globahypothese das Signifikanzniveau
alpha einhdlt, muss fir die Einzeltests eine alpha-Fehler-Adjustierung vorgenommen werden,
die wir hier durch eine Bonferroni-Korrektur umgesetzt haben. Dazu wird das angestrebte
»Globalniveau* alpha durch die Anzahl k der Einzeltests (hier ist k = 4) dividiert und der
resultierende Wert apha = alphak as Signifikanzniveau fir jeden der Einzeltests
verwendet. (Bemerkung: Dies ist ein sehr konservatives Verfahren, so dass das effektive
Globalniveau deutlich kleiner als apha sein kann.)

Ausgehend von einem globaen Signifikanzniveau von 5%, kann bel der Betrachtung von vier
p-Werten nach der Methode von Bonferroni die Globahypothese der Unkorreliertheit also
verworfen werden, falls einer dieser vier p-Werte die Schwelle 0,0125, d. h. 1,25 %

unterschreitet.
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3.5.1 Kompressionsar beit

Diag. 13 Pearsonschen Korrelation fir die Kompressionsarbeit

Pearsonsche Korrelation der Kompressionsarbeit

1K
]
F

Auftaugruppe

BV
TV

m BS

u BV/TV
TbTh
TbSp
TbN

uN
SMI

BV TV BS BV/TV TbTh ThSp TbN N SMI
Probe
1 0,9234 0,649 08093 | 07281 | 0,7485 | 0,7912 | 06588 | 04227 0,724
2 00183 | 0893 | 05632 | 00192 | 01111 | 03601 | 05378 | 0,7151 | 0,0503
3 0,4671 0,407 08269 | 02704 | 02976 | 0,7032 | 06586 | 04096 | 05424
4 04888 | 0,6641 0,278 09646 | 05985 | 0,7819 | 06933 | 03768 | 03817
p-Werte des Tests auf Unkorrdierthat

Tab. 6 Werte der Pearsonschen Korrelation fur die Kompressionsarbeit

Spearmansche Korrelation der Kompressionsarbeit

2

Auftaugruppe

Diag. 14 Spearmansche Korrelation fir die Kompressionsarbeit

BV

TV
uBS
mBV/TV

TbTh

TbSp

TbN
u|N

SMI

Probe BV TV BS BV/TV | TbTh ThSp TbN N SMI
1 0,7768 | 01966 | 05923 | 05923 | 0,7768 0431 05923 | 05495 | 0,7768
2 0,1082 0,899 08749 | 00298 | 00472 | 0391 | 09749 | 08749 | 00616
: 0391 | 04859 | 08749 | 02193 | 03951 | 08255 | 08749 | 02193 | 02703
© 0,6366 | 06366 | 02986 | 06366 | 06822 | 08255 | 06822 | 01227 | 0,6366
p-Werte des Tests auf Unkorrdiertheit

Tab. 7 Werte der Spearmanschen Korrelation fir die Kompressionsarbeit
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Samtliche p-Werte des Tests auf Unkorreliertheit der Knochenstrukturparameter befinden sich

bei der linearen und monotonen Korrelationsanalyse tber einem Niveau von 1,25%. Es gibt

bei den hier untersuchten Knochenstanzzylindern von Rindenlendenwirbelkorpern keinen

Hinwels auf einen Zusammenhang der geleisteten Kompressionsarbeit mit den ermittelten

morphometrischen Werten.

3.5.2 Maximale K ompr essionskr aft

A

Diag. 15 Pearsonsche Korrelation Kompressionskraft

Probe BV TV BS BV/TV | TbTh ThSp TbN N SMI
1 04604 01833 04979 023574 07725 02641 02595 03606 0354
2 00444 08775 03256 00474 02813 02478 03612 06227 00662
3 06054 00676 09519 01493 07095 02392 03555 04983 0589
© 02834 09409 0334 07004 08364 0628 05751 05518 0,2909
p-Werte des Tests auf Unkorrdiethet

Tab. 8 Werte der Pearsonschen Korrelation fir die Kompressionskraft
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Spearmansche Korrelation

Auftaugruppe

Diag. 16 Spearmansche Korrelation fir die Kompressionskraft

Probe BV TV BS BVITV TbTh ThSp TbN N SMI
1 0,2986 0,0215 0,5923 0,0832 0,5083 0,0726 0,0832 0,3951 0,2703
2 0,1227 0,8491 0,4688 0,0547 0,1388 0,2439 0,5083 0,9749 0,0395
3 0,8255 0,0995 0,6366 0,1564 0,361 0,431 0,4688 0,6366 0,431
4

01388 | 08749 | 05495 | 09247 | 05083 | 08749 | 08749 | 05083 | 0,4688

p-Werte des Tests auf Unkorrdierthat

Tab. 9 Werte der Spearmanschen Korrelation fur die Kompressionskraft

Fur alle neun Parameter lief3 sich weder bei der linearen noch der monotonen Korrelation die
Hypothese der Unkorreliertheit verwerfen, denn keiner der Parameter erreicht in einer der vier
Gruppen ein Signifikanzniveau von unter 1,25 %.

3.6 Vergleich der histologischen Schnittprparate mit den multiplanaren
Bildrekonstruktionen

Aus den axialen Mikro-CT-Bildern lassen sich multiplanare Rekonstruktionsbilder erzeugen
die identisch zur histologischen Schnittebene liegen. Damit besteht die Mdglichkeit einer
gualitativ visuellen Auswertung zur Vergleichbarkeit der Mikro-CT und konventionellen
Histologie. Der bovine Knochenstanzzylinder in Abb. 13 zeigt sowohl in dem Schnittpréparat
as auch in den Rekonstruktionsbildern Mikrofrakturen in den Randbereichen. Diese
Mikrofrakturen sind durch die Probenentnahme bedingt und nicht auf die Lagerung
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zurlickzufUhren. Zusétzlich zu diesen Veranderungen sind in dem histologischen Préparat

noch zahlreiche weitere Schnittartefakte mit Zerstérung einzelner Knochentrabekel erkennbar.

Einmaliger Von-K ossa-
Gefrierzyklus Farbung

unbehanddt

Abb. 13 Multiplanare Rekonstruktionen und von-Kossa Farbung im Vergleich Probe CA

Die Mikrofrakturen in den Randbereichen der Proben wurden nicht durch das einmalige
Einfrieren und Auftauen beeinflusst.
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In Abb. 14 sind die multiplanaren Rekonstruktionen eines weiteren Knochenstanzzylinders
vor und nach dem viermaligen Einfrieren und Auftauen zu sehen. Das histologische Préparat
wurde nach den Gefrier- und Auftauzyklen angefertigt. Auch bel dieser Probe sind gegentiber
den Mikro-CT Aufnahmen zahlreiche neu aufgetretene Schnittartefakte des histologischen

Préparates erkennbar.

Viermaliger Von-K ossa-
Gefrierzyklus Farbung

unbehanddt

Abb. 14 Multiplanare Rekonstruktionen und von-Kossa Farbung im Vergleich der Probe CD
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4. Diskussion

4.1 Probengewinnung und Probenlagerung

Bovine und porcine Knochenzylinder wurden von zahlreichen Untersuchern  zu
Stabilitétsprifungen nach  unterschiedlichen Lagerungsmodalitdten und Lagerungszeiten
eingesetzt.

Die Untersuchungen von Swartz et a. (1991) ergaben identische Werte des relativen
Knochenvolumens (BV/TV), des Aschegehalts und der Kompressionskraft von bovinen und
humanen Wirbelkorpern. Knochenzylinder aus Rinderwirbelkdrpern sind ein akzeptiertes
Modell.

Wittenberg et a. (1990) haben die Kompressionskraft von Fibula-, Rippen- und Becken
kammspéanen nach einer Ethylenoxidsterilisation verglichen. Sie verwendeten hierzu
Knochenproben mit Kortikalis und Spongiosa, wie sie bei Wirbelkorperspondylodesen zur
ventraen Verblockung eingesetzt werden. Der Fibulaspan zeigte eine deutlich grofiere
mechanische Stabilitédt gegentber der Rippen- und Beckenkammprobe. Nach der
Ethylenoxidsterilisation kam es zu keiner wesentlichen Minderung der Festigkeit bei alen
drel Proben.

Biegeprifungen an vollsténdigen Rattentibiae wurden von Voggenreiter et a. (1995)
durchgefuihrt. Die Rohrenknochen wurden vor der Stabilitétsprifung autoklaviert, bei minus
70°C tiefgefroren oder mit 1-5kGy bestrahlt. Der tiefgefrorene Knochen zeigte keine
wesentliche Beeintrachtigung  seiner mechanischen Stabilitét. Bei der Bestrahlung und
Autoklavierung kam esindes zu einem Verlust der Biegefestigkeit auf 74 bzw. 82%.

Pereira et a. (1999) asservierten Réhrenknochen ausgewachsener Hunde bel minus 70°C und
in flussigem Stickstoff bei minus 150°C. Torsionstests liefen auch hier keinen Unterschied
zwischen diesen beiden Gruppen erkennen, jedoch kam es nach dem Auftauen und dem
Uberschreiten der minus 40°C Grenze in beiden Gruppen zu kleinen longitudinalen
Haarrissen der Kortikalis. Diese aterierten Rohrenknochen waren in ihrer Torsionsfestigkeit
auf bis zu 48% reduziert. Die Autoren diskutierten hier als Ursache die Rekristallisation der
wéssrigen Knochenmarksanteile. Tatsachlich kam es nicht zu diesen Frakturen, wenn der
Rohrenknochen vorher von seinen intramedulléren Anteilen befreit wurde. Eine deutlich
geringere Reduzierung der Torsionsfestigkeit um ca. 5% wurde in einer Serie von Stromberg
und Dalen (1976) bei tiefgefrorenen Réhrenknochen von Hunden gefunden.

Matter et al. (2001) haben trabekulére Knochenzylinder von 6-8 Monate alten Hausschweinen
mit einer GrofRe von 50 x 25mm bei minus 20°C und minus 80°C fur 6,12 und 24 Monate
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gelagert. Im Anschluss wurde ein Screw-pull-out Test durchgefihrt. Bei dem Screw-pull-out
Test wird eine Spongiosaschraube in den trabekuldren Knochen verschraubt und ihre
Festigkeit wahrend eines Zugversuches Uberprift. Es konnte in alen drei Gruppen kein
signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.

Zerstorungsfreile  Kompressionsversuche an bovinen Tibia-Knochenscheiben wurden von
Kang et a. (1997) angefertigt. Die Knochenscheiben setzten sie vier Gefrier- und
Auftauvorgangen in Luft und physiologischer Kochsazlosung aus. Zwischen allen vier
Gruppen wurden bel der Auswertung der Kompressionstests keine signifikanten Differenzen
festgestellt. Entgegen der von uns verwendeten Konpressionsmethode wird bei der
zerstorungsfreien Kompression die Probe nur bis zu einem deutlich geringeren Kraftwert be-
und entlastet. Die entstehende Kraft wahrend der Belastung und die auf den elastischen
Eigenschaften beruhende Kraft wéhrend der Entlastung werden dabel registriert.

Die Fixierung in Formalin wurde von Currey et a. (1995) und Goh et al. (1989) untersucht.
Sie verwendeten lange Rohrenknochen von Hunden und Rindern. Beide Untersucher fanden
unter der Formalinfixierung eine Abnahme der Torsionskraft.

Bel keiner der uns bekannten Studien zur Lagerungsabhangigkeit von Knochenproben wurden
ausschliefdich trabekulére Knochenproben einer Kompressionsprifung unterzogen. Die zu
diagnostischen Zwecken aus dem Beckenkamm gewonnenen Knochenzylinder bestehen
jedoch fast ausnahmsl os aus Spongiosa.

Wir verwendeten zur Probenentnahme der bovinen Knochenzylinder ene etablierte
handelstibliche Jamshidi-Nadel. Die Knochenbiopsie aus dem Beckenkamm oder der
Wirbelsdule ist ein sandardisierter Eingriff  zur Abklarung h@matologischer und
onkologischer Fragestellungen. Zur Abklérung von metabolischen Knochenerkrankungen wie
z.B. der Osteoporose, der Osteomalazie oder anderen Osteopathien kommt sie ebenfalls
regelmadg zum Einsatz (Frisch et al., 1982).

Mit der von uns verwendeten Jamshidi-Nadel (Fa. Bauer; Florida, USA ) konnten etwa drei
bis funf Proben entnommen werden. Dies geschah innerhalb eines 3 Stunden Intervalls nach
Totung der Tiere. Die Untersuchungen von Kaab et al. (1998) belegen, dal3 es innerhab eines
Zeitraums von 3,5 Tagen post mortem zu keinem Verlust der mechanischen Stabilitét der
Wirbelkérper kommt. Die Autoren haben in einer Serie an 48 Lendenwirbelkorpern in einem
Intervall von 0O, 24, 60 und 84 Stunden post mortem Screw-Pull-Out Tests durchgefihrt und
erst nach 3,5 Tagen post mortem Verdnderung der Kraftverhdltnisse vorgefunden. Die Proben

waren dabel Zimmertemperatur ausgesetzt.
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Ein Interval von weniger as drei Stunden post mortem fir die Knochenzylinderentnahme ist
somit akzeptabel und sollte keinen Einfluss auf die Kompressionsversuche haben. Die
Fixierung in Formalin erfolgte direkt, das Gefrieren der Knochenzylinder in einem Zeitraum

von bis zu zwel Stunden nach Probenentnahme.

4.2 Analyse der Knochenstrukturparameter mit der Mikro-CT

Seit EinfUhrung der Mikro-Computertomographie zur Darstellung der Knochenstruktur durch
Feldkamp et al. (1989) steht aul3er der konventionellen Histologie ein weiteres Verfahren zur
Verflgung, das die Strukturanalyse auf zwei- und dreidimensionaler Ebene erlaubt. Der grof3e
Vortell der Strukturanalyse mit der Mikro-Computertomographie ist die zerstorungsfreie
Analyse des Knochens und somit eine uneingeschrankte weitere Nutzbarkeit der Proben.
Histopathologische oder biomechanische Untersuchungen sind auch nach der Untersuchung
im Mikro-CT noch moglich. Ein Nachteil gegentiber den histologischen Verfahren ist, dass
die Mikro-CT-Technik nur die mineralisierten Antelle des Knochens durch ihren hohen
Dichteunterschied zu den organischen Knochenbestandteilen darstellen kann. Die organischen
Komponenten wie Knochenzellen, kollagene Fasern, glykoproteinhatige Kittsubstanz,
Osteoid und das Knochenmark in den Markraumen sind nicht zu differenzieren.

Demgegeniiber stehen die Nachteile der konventionellen Histologie. Bel der Anfertigung
histologischer Préparate mit nicht entkalktem Knochen sind Schnittartefakte der in Kunststoff
eingebetteten Knochenproben nicht zu vermeiden. Selbst bei optimierter Vorbereitung und
der Durchfiihrung durch einen erfahrenen Untersucher sind diese Beeintrdchtigungen, wie in
Kap. 2.6 abgebildet, nicht zu vermeiden. Wird das Knochengewebe fir die weitere
histologische Beurteilung entkalkt, entziehen sich die mineraisierten Anteile des Knochens
der direkten Beurtellung und es kommt zu Schrumpfungsartefakten. Die Beeinflussung der
morphometrischen Analyse von Knochstrukturparametern erscheint unvermeidbar.

Die exakte Darstellung der Knochenstruktur, d.h. die Korrelation zwischen
Histomorphometrie und der im Mikro-CT ermittelten Strukturparameter wurde von Uchiyama
et al. (1997) Uberprift. Sie fanden Korrelationen zwischen r=0,759 ( TbN, P<0,005) und
r=0,949 (BV/TV, P<0,005) bel dem Vergleich der beiden Methoden.

Zur ausreichenden Ubereingtimmung der im Mikro-CT bestimmten Parameter und der
konventionellen Histomorphometrie wird von Mdller et al. (1996,1998) und Uchiyama et a.
(1997) eine Auflésung von mindestens 100um gefordert. Zwischen einer Auflésung von 14-
100um sind die ermittelten Werte fir das relative Knochenvolumen konstant (Muller et a.,
1996). Systeme die eine Auflésung von 100um nicht erreichen, sind nach Parfitt (1992)
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ungeeignet fur die Anadlyse der Knochenstruktur. Die von uns verwendeten bovinen
Knochenstanzzylinder wurden daher mit einer nominellen Aufldsung von 32,5um untersucht.
Wir verwendeten fir die Binabildumwandlung der Mikro-CT-Bilder eine
Grauwertfestlegung (thresholding), die abhangig it von der Haufigkeitsvertellung der
Grauwerte im gesamten Volumen. Die Grauwertfestlegung ist entscheidend fur die
anschlief3ende Auswertung der Strukturparameter. Dies zeigen die Beobachtungen von Ding
et a. (1999) und Riegsegger et a. (1996). Bei einer nominglen Aufldsung von 14um
ermittelten RUegsegger und Mitarbeiter eine lineare Beziehung zwischen dem relativen
Knochenvolumen (BV/TV) und der Grauwertfestlegung. Eine Veranderung des
Schwellenwertes um 10%, d.h. eine Veranderung der Grauwertgrenze fir Knochen um 10%,
resultierte in einer Verdnderung des relativen Knochenvolumens von 5%.

In der Literatur werden unterschiedliche Methoden fir ein optimaes ,thresholding”
diskutiert. Mller et al. (1998) fordern, dass fur die Auswertung eines Probenkollektivs ein
einheitliches ,tresholding” angewandt werden muss, um die ermittelten Strukturparameter in
Beziehung setzen zu konnen. Geschieht dies nicht, so ist die Vergleichbarkeit nur
unzureichend. Fur das ,thresholding” wird dabei von Ding et a. (1999) folgendes System
vorgeschlagen: Die exakte Parametriserung der Grauwertfestlegung erfolgt durch den
Vergleich der relativen Knochendichte, die fir einen kleinen Stichprobenumfang nach dem
archimedischen Prinzip und im Mikro-CT ermittelt wird. Die Auswertung aler Proben wird
dann mit diesen geeichten Werten vorgenommen.

Dagegen wird von Feldkamp et a. (1989) und Kuhn et a. (1990) en an die
Probenbeschaffenheit adaptiertes ,thresholding” vorgeschlagen. Fir jede Probe wird eine
guantitative Anayse aler vorhandenen Grauwerte durchgefihrt und dann erfolgt die
entsprechende  Schwellenwertezuordnung. Die  Autoren  argumentieren mit  den
intraindividuellen Dichteunterschieden in einer Probe und der daraus resultierenden Tatsache,
dal3 gleich dichte Strukturen in unterschiedlicher Lokalisation verschieden abgebildet werden.
Wir verwendeten in der vorliegenden Studie das oben erwéhnte Verfahren, da auch in unseren
Proben Dichte-Unterschiede zu sehen waren. Ein einheitliches proben-Ubergreifendes
Verfahren erscheint daher problematisch zu sein.

Die computergestitzte Auswertung der Strukturparameter wurde mit dem Programm ,,3D-
Calculator” (Fa. Skyskan, Belgien) durchgefiihrt. Die Tabelle 10 stellt einige ausgewahite
Strukturparameter im Vergleich zu einer Studie mit humanen Wirbelkorperbiopsien von
Hildebrand et a. (1999) dar. Die Werte fur die Trabekelanzahl, den Trabekelabstand und die

trabekuldre Dicke der bovinen Proben sind mit den Werten aus humanen Wirbelkorper-
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Biopsien vergleichbar. Das relative Knochenvolumen (BV/TV) unterscheidet sich deutlich.

Die anderen Strukturparameter wurden von den Autoren leider nicht angegeben.

Struktur parameter Bovine Proben (n=38) Humane
Wirbelkér perbiopsien (n=52)
Mittelwert/SD Mittelwert/SD
Trabekeanzahl (ThN) /mm 1,03 0,18 1,16 0,18
Trabekularer Abstand (ThSp) pm 865,7 192,5 854 143
Re. Knochenvolumen (BV/TV) % 15,8 2,69 8,7 3,3
Trabekuldre Dicke (TbTh) pHm 154,59 7,18 139 28

Tab. 10 Vergleich humane und bovine Knochenstrukturparameter

Die Veranderungen an funf Strukturparametern wurden wahrend der Gefrier- und Auftau
Vorgange untersucht: Knochenvolumen (BV), Probenvolumen (TV), trabekuldre Dicke
(TbTh), Trabekelanzahl (TbN) und dem Struktur-Modell-Index (SMI). Eine Betrachtung
sdmtlicher Parameter scheint nicht sinnvoll, da diese teilweise in mathematischem
Zusammenhang d<ehen, wie z.B. Knochenvolumen und reatives Knochenvolumen:

relatives Knochenvolumen= % x100.

Das Knochenvolumen lasst als enziger der betrachteten Parameter keine signifikante
Veranderung der Werte wahrend der Auftauvorgange erkennen (p=0,16). Es ist also davon
auszugehen, dald das mehrmalige Einfrieren und Auftauen von Knochenproben keinen
Einfluss auf das reine Knochenvolumen hat. Hingegen l&ésst sich dies fir das Gesamtvolumen
der Knochenproben nicht feststellen, eine signifikante Anderung des Probenvolumens (TV)
ist daher nicht auszuschlief3en. Das Probenvolumen setzt sich zusammen aus dem Volumen
des Knochert und Nichtknochengewebes. Da wir davon ausgehen konnen, dal3 sich das
Knochenvolumen nicht &andert, ist die Zunahme des Gesamtvolumens nur durch die
Veranderung des Nichtknochengewebes erklérbar.

Das Knochengewebe besteht aus zwel Komponenten, den anorganischen und organischen
Anteilen. Bei dem anorganische Anteil, der ca. 65% des Knochengewebes ausmacht handelt

es sich v.a. um Calciumhydroxilapatit [Ca,,(PO,),(OH),]. Es finden sich auRerdem geringe

Spuren von Magnesium, Fluor und Citrat. Das Calciumhydroxilapatit ist fur 75% des
Knochentrockengewichtes verantwortlich, dagegen sind 20% des Feuchtgewichtes durch
Wasser bedingt.

Die organischen Anteile setzen sich zu 90 % aus Kollagen Typ | und zu 10 % aus den nicht-
kollagenen Proteinen zusammen. Beim Erwachsenen liegt das Kollagen in ca. 4um dicken
Lagen auf der dem Markraum zugewandten Seite des trabekuldren Knochens. Im Mikro-CT
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ist dieser Kollageniberzug durch die geringen Absorptionsunterschiede zwischen
Knochenmark und Kollagen nicht zu differenzieren.

Das Nichtknochengewebe befindet sich in den Markréaumen des trabekul&ren Knochens und
besteht aus Knochenmark. Das Knochenmark enthalt aktive und fettig atrophierte zellulare
Antelle der Hamatopoese. In den Markraumen befindet sich damit ein hydro- und lipophiles
Kompartiment.

Die in dieser Studie verwendeten bovinen Knochenstanzzylinder wurden bei minus 40°C in
einem Gefrierschrank asserviert. Bel dem Einfrieren und Auftauen der Proben kann es daher
zur mehrmaligen Bildung von Eiskristallen und dem Effekt der Eissprengung kommen. Geht
die hydrophile Phase des Markraumes von einem flissigen in einen festen Zustand Uber, tritt
eine Volumenvermehrung (Dichtanomalie des Wassers) dieses Kompartimentes ein. Infolge
der Volumenzunahme kann es zu ener Schadigung der Trabeke kommen. Werden
Trabekelplatten oder Stabe zerstort, andert sich ihre Oberflache (BS), d.h. die Grofde der
Oberfl&che nimmt durch diese Frakturen zu. Fiur die Trabekeldicke konnten wir mit p=0,015
eine Veranderung durch die Gefrier- und Auftauvorgédnge nicht ausschlief¥en. Allerdings
konnen wir nicht differenzieren ob die Dicke zu oder abnimmt. Die Trabekeldicke ist definiert

2 BV

durch TbTh=———*——. Vedndeungen der Knochenoberflache be konstantem
11999 BS

Knochenvolumen resultieren also in einer Zu- oder Abnahme der Trabekeldicke.
Verdndern sich die Trabekeldicke (TbTh) und das Probenvolumen (TV), so ist mit
konstantem Knochenvolumen (BV) auch bel der Trabekelanzahl (ThN) mit der Definition

BVITV
ThN= ToTh eine Vednderung zu erwarten. Wir konnten dies mit dem von uns
untersuchten Kollektiv bestétigen (p=0,0017).
BY dBS
Der Struktur-Modell-Index (SMI) ergibt sich aus folgender Gleichung: SMI =6 BS(;lr

Mit einem p-Wert von 0,014 missen wir auch bei diesem Wert die Hypothese ablehnen, dai3
es zu keiner Werténderung durch die Gefrier- und Auftauzyklen kommt. Der Struktur-
Modell-Index beschreibt die Spongiosastruktur hinsichtlich ihres Aufbaus durch Platten oder
Stébe. Er ist abhéngig von der Knochenoberflache (BS) und dem Abstand der Oberflachen (r).
Patten kdnnen sich durch Frakturen oder Locher in Stébe umwandeln. Die Veranderung der
Knochenoberflache, z.B. durch artifizielle Frakturen wirde sich wie bel den anderen
untersuchten Parametern, auch bei dem Struktur-M odell-Index manifestieren.
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Welche Ursachen fir die Verénderung der Strukturparameter ausschlaggebend sind, ist aus
den ermittelten Daten nicht ersichtlich. Statistisch signifikant (p=0,16) sind jedoch sicher die
fehlende Beeinflussung des Knochenvolumens (BV), die Verdnderung der trabekuldren Dicke
(ThTh), der Trabekelanzahl (ThN), des Probenvolumens (TV) und des Struktur-Modell-Index
(SMI).

Die Zusammenhdnge zwischen den im Mikro-CT bestimmten Strukturparametern und der
Kompressionskraft und -arbeit wurden fir die Gefrier- Auftaugruppen anaysiert. Betrachtet
wurden die Parameter abhangig von ihrer Gruppenzugehdrigkeit, d.h. fir jede der nGefrier-
und Auftaugruppen erfolgte ein separater Test auf Unkorreliertheit.

Die Knochenstanzzylinder gesunder junger Rinder lief3en keinen Zusammenhang zwischen
den Strukturparametern und der Kompressionsprifung erkennen. Der  Test auf
Unkorreliertheit konnte fir ale vier Gruppen mit einem Signifikanzniveau von 1,25% nicht
verworfen werden.

In der Literatur werden die Parameter Knochenvolumen (BV), reatives Knochenvolumen
(BV/TV) und der Trabekelabstand (ThSp) als die besten préadiktiven Faktoren fir die
Einschétzung der mechanischen Stabilitét favorisiert. Thomsen et a. (2002) haben bei 21
Frauen (19-96 Jahre) und 24 Mannern (23-95 Jahre) Knochenstanzen aus dem Wirbelkorper
und dem dorsalen Beckenkamm entnommen. Verglichen wurde die maximae
Kompressionskraft mit der konventionellen Histomorphometrie. Sie fanden die beste
Korrelation mit r=0,86 fur das relative Knochenvolumen (BV/TV) und den Trabekelabstand
(ThSp).

Vergleichende Untersuchungen mit den im Mikro-CT bestimmten Strukturparametern und der
mechanischen Belastbarkeit von Ulrich et al. (1997) bestdtigen diese Zusammenhange bei
humanen Knochenproben aus dem peripheren Skelettsystem und dem Achsenskelett.

In unserem Kollektiv der gesunden jungen Rinder sind Zusammenhange zwischen den
Strukturparametern  und  der  mechanischen  Belastbarkeit, getestet durch die
Kompressionskraft und -arbeit nicht zu erkennen.

Die Proben wurden bel alen Tieren aus dem ersten Lendenwirbelkdrper entnommen. Die
Entnahme erfolgte in gleicher Distanz zur Mittellinie und der Grund- oder Deckplatte des
Wirbelkorpers. Wir kdnnen daher davon ausgehen, dal? der intraindividuelle Unterschied der
Proben hinsichtlich der Strukturparameter gering sein muss. Ist die Streuung der
Strukturparameter und der mechanischen Testung sehr gering, ist ein Stichprobenumfang von

8 evtl. nicht ausreichend um eine eindeutige Korrelation zu berechnen.
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Ausgeprégte pathologische oder artifizielle Veranderungen in den Knochenzylindern wurden
bei der Untersuchung im Mikro-CT nicht detektiert. Bereits bei der Anfertigung der
Topogramme, zur Planung der Mikro-CT Untersuchungen, wéren derartige Veranderungen
erkannt worden. In den Abbildungen 15 und 16 sind Oberflachenrekonstruktionen von vier
Knochenstanzen aus einem Rinderwirbelkdrper abgebildet. Die Proben wurden vor dem
Einfieren im Mikro-CT untersucht (CA-CD). Nachdem sie den Gefrier und Auftauzyklus ein-
bis viermal durchlaufen hatten wurden sie im Mikro-CT nachuntersucht (CA1-CD4).

Abb. 15 Dreidimensionale Oberflachenrekonstruktion der Proben CA (CA1) und CB (CB2)

Grobe Zerstorungen der Spongiosaarchitektur durch die unterschiedliche Lagerung oder evtl.
sogar iatrogen, durch die Entnahme oder die Untersuchung im Mikro-CT sind nicht

erkennbar. Nur in den Randbereichen findet sich kleiner Knochenabrieb der durch die
Biopsieentnahme erklarbar ist.
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Abb. 16 Dreidimensionale Oberfl&chenrekonstruktion der Proben CC (CC3) und CD (CD4)

In ihrer Grundstruktur zeigen die Proben einen verwandten Aufbau. Sie bestehen
Uberwiegend aus einer stébchenartigen Spongiosastruktur mit wenigen Platten in paraleler
Orientierung. In der Abb. 17 sind vier Oberfl&chenrekonstruktionen eines Knochenzylinders
wéahrend der Rotation um seine Langsachse in 45 °- Schritten zu sehen. In 45°- und 135°-
Stellung sind die Trabekelplatten in ihrer Aufsicht gut erkennbar. Die Aufnahme in 0°-
Stellung zeigt die Trabekelplatten in seitlicher Ansicht. Verbunden sind dese Platten durch
ein Netzwerk stédbchenartiger Trabekel. Dieser anisotrope Aufbau wurde von zahlreichen
Untersuchern auch im humanen Wirbelkorper gefunden (Mosekilde et al., 1985; Smit et al.,
1997).
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Abb. 17 Oberflachenrekonstruktion e ner bovinen Knochenstanze in 45°-Rotationsschritten

4.3 M echanische Stabilitatspr tfung

Die mechanischen Eigenschaften der Knochen setzen sich aus mehreren Tellqualitéten
zusammen. Die Zug- Biege- und Torsionsfestigkeit sind Eigenschaften des kortikalen
Knochens. Sie kdnnen mit entsprechenden Testverfahren Uberprift werden. Trabekul&rer
Knochen ist fur die Kraftwelterleitung und Kraftverteilung zustandig, d.h. er ist somit
Uberwiegend einer besonderen Druckbelastung ausgesetzt. Fir seine mechanische Testung
werden daher statische Kompressionsverfahren eingesetzt (Athanasiou et al., 2000).

Carter und Hayes (1977) beschreiben zur Erklarung der Phd@nomene, die wahrend der
Kompressionstestung von Spongiosaproben auftreten, den Knochen as Zwei-Phasen-Modell:
Die solide Phase entspricht den mineraliserten Anteilen der Knochenstruktur. Blut und
Blutgefélle, interstitielle Flussigkeit, Knochenmark und Nervengewebe bilden die flUssige
Phase.

Der Beitrag der interstitiellen Flussigkeit an der mechanischen Belastbarkeit von
Knochenproben wurde von Kafka (1983) untersucht. Er fand bel trabekuléren
Knochenproben, die mit dem Knochenmark und der darin befindlichen Flissigkeit

komprimiert wurden, eine deutlich hdhere Belastbarkeit als bel getrockneten Knochenproben.
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Abhangig war diese Belastbarkeit von der Kompressionsgeschwindigkeit. Kafka fihrte dies
auf die Viskositét der im Markraum vorhandenen fliissigen Anteile zurtick. Ist die Viskositét
grol3, kann der liquide Anteil wéhrend der Kompression nur langsam entweichen und
resultiert in einem hoheren Kraftaufwand.

Nuccion et a. (2001) stellten nach der Entfernung der interossaren Flussigkeit aus intakten
Kaninchenfemurkopfen eine Reduktion der Belastbarkeit von 30% fest. Die Untersuchungen
von Ochoa et al. (1991) zeigten, dal3 nach dem Einfrieren und Auftauen von intakten
Kaninchenfemurkdpfen die Beastbarkeit um ca. 33% zurtickging. Als Ursache wurde auch
hier die Zerstorung der trabekularen Markraumgrenzen durch die Bildung von Eiskristallen
angenommen.

Wir konnten diese Verdnderungen bei den von uns untersuchten  bovinen
Knochenstanzzylindern nicht feststellen. Weder bei der Gruppe der unterschiedlichen
Lagerungsbedingungen, noch bel der Gruppe der Gefrier- und Auftauzyklen fanden wir
Hinweise auf eine signifikante Verdnderung der Kompressionskraft und -arbeit.

Eine Veranderung des Probengesamtvolumens konnten wir, wie bereits in Kap. 4.2
beschrieben, jedoch nicht ausschlief3en. Verursacht ist diese Verdnderung durch die Zu- oder
Abnahme des Nicht-Knochenanteils. Wir konnen nicht unterscheiden, ob es sich hierbel um
eine Verdnderung des Flissigkeitsgehaltes handelt oder ob sich der Fettanteil verandert. Einen
Einfluss auf die mechanische Belastbarkeit, getestet durch die Ermittlung der maximalen
Kompressionskraft (Fmax.) und der Arbeit, stellten wir nicht fest.

Entgegen den von uns durchgefiihrten Kompressionsversuchen, bei denen wir nur trabekuldre
Knochenstanzzylinder testeten, wurden von Nuccion et al. (2001) und Ochoa et a. (1991)
komplette Femurkopfe von Kaninchen verwendet. Sie benutzten damit ein Modell mit einem
Kompartiment aus Spongiosa das von einer kortikalen Hille umgeben ist. Die fllissige Phase
wird dadurch einma von den trabekul&ren Markraumen umschlossen und auf}erdem als
aulere Umhillung von der Kortikalis. Der Druck der damit auf die fliissige Phase ausgelibt
wird, dirfte sehr viel grolker sein, as bel der Kompression von rein trabekuldren
Knochenstanzzylindern. Bei einem Durchmesser der Knochenstanzen von 2mm ist der Antell

an geschlossenen Markraumen sehr klein.
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Die Abb. 18 zeigt die dreidimensionale Rekonstruktion einer Knochenprobe vor dem Gefrier-

und dem Auftauvorgang.

Abb. 18 Oberflachenrekonstruktion der Probe CA (2mm Durchmesser) aus einem Mikro-CT
Volumendatensatz.

Zur besseren Einsicht in das Zentrum des Knochenzylinders wurde ein kleiner Tell des
Bilddatensatzes nicht in die Oberflachenrekonstruktion mit einbezogen. Abgeschlossene
Markrdume sind bel dieser Probengrofe nicht zu erwarten. Es bestehen fast Uberall
Verbindungen zur Oberfl&che der Knochenzylinder. Werden bei Knochenproben dieser Grof3e
Kompressionsversuche durchgefihrt, konnen die flussgen Markraumanteile leicht
entweichen und tragen nur gering zur Kraftentstehung bei.

Es it daher anzunehmen, dal3 Verénderungen in der Zusammensetzung des Markraumes,
durch die unterschiedliche Vorbehandlung unserer Knochenproben, sich nur gering in der
mechani schen Belastungsprifung manifestieren.
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5. Zusammenfassung

Die demographische Entwicklung der néchsten Jahre wird zu einer deutlichen Zunahme der
Osteoporose und deren Komplikationen fuhren. Einer adaguaten Diagnostik und vor allem
auch Therapie wird eine immer grofere Bedeutung zukommen. Es gilt das aktuelle
Frakturrisko des Patienten abzuschdtzen und geeignete therapeutische Malinahmen
einzuleiten. Die bisher in der Osteoporosediagnostik etablierten radiologischen Verfahren
leiden unter dem entscheidenden Nachteil, nur die Knochendichte und nicht die Struktur als
wichtigen Parameter der Stabilitét zu berticksichtigen.

Zied dieser Studie war es, die Grundlage zu schaffen fir die morphometrische und
biomechanische Auswertung humaner Knochenstanzbiopsien mit der Mikro-CT und der
K ompressionstestung.

Zu diesem Zweck wurden in einem ersten Abschnitt bovine Knochenstanzzylinder aus dem
ersten Lendenwirbelkdrper  unterschiedlichen Lagerungsbedingungen  unterzogen und
anschlieRend der mechanischen Kompressionsprifung zugefihrt. Im  zweiten Abschnitt
wurden bovine Knochenzylinder nach dem ein- bis viermaligen Einfrieren und Auftauen im
Mikro-CT untersucht und anschlief?end einer Kompressionsprifung unterzogen. Aus den im
Mikro-CT gewonnenen Datensdtzen wurden neun unterschiedliche Knochenstrukturparameter
ermittelt.

In dieser experimentellen Studie konnte gezeigt werden, dald unterschiedliche
Lagerungsbedingungen keinen Einfluss auf die mechanische Belastbarkeit von bovinen
Knochenstanzzylindern haben.

Das mehrmalige Durchlaufen von Gefrier- und Auftauvorgangen hatte keinen Einfluss auf die
Stabilitdt, wohl aber auf die im Mikro-CT bestimmten Strukturparameter. Das
Knochenvolumen (BV) lieR als einziger Parameter keine signifikante Anderung erkennen, alle
anderen Parameter wurden durch die Gefrier- und Auftauvorgange beeinflusst.

Einen Zusammenhang zwischen den im Mikro-CT ermittelten Strukturparametern und der
Kompressionskraft und -arbeit konnten wir bei den zyklisch kryoasservierten Knochen
zylindern gesunder junger Rinder nicht feststellen.

Daraus ergeben dich fur wetere Studien an humanen Knochenzylindern folgende
Schlussfolgerungen: Die Untersuchung von Knochenzylindern im Mikro-CT sollte ohne
vorherige Kryoasservation erfolgen, da ene Beeinflussung der bestimmbaren
Strukturparameter  nicht  ausgeschlossen  werden  kann.  Die  Durchfihrung  von



Kompressionsversuchen ist bel den von uns verwendeten Knochenstanzzylindern, mit einem
Durchmesser von zwel Millimetern unabhangig von den vorherigen Lagerungsbedingungen.

In Anbetracht dieser Ergebnisse kann das zeitliche Intervall, zwischen der Untersuchung im
Mikro-CT und der mechanischen Kompressionsprifung unproblematisch durch die Lagerung

der Proben in einer Formalinldsung tberbriickt werden.
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Summary

The demographic development of the forthcoming years will bear a noticeable increase in
prevalence of osteoporosis and its complications. Adequate diagnostics and especialy therapy
will have a continuoudly rising impact. A main issue is the calculation of the individual and
effective fracture risk for the initiation of appropriate therapeutic efforts. The so far
established radiological procedures have one major disadvantage in common - solely the
bone-density rather than the morphological structure as another important parameter of
stability is taken into consideration.

The am of this study was to establish a basis for the morphometric and biomechanical
assessment of cylindrical human bone samples with micro-computed-tomography (Micro-CT)
and compression testing.

In a first step, bovine cylindrical bone samples were taken from the first lumbar spine and
randomised to different storage conditions and subsequently subjected to a compression
testing. In the second step, bovine cylindrical bone samples were investigated in micro-
computed tomography after passing through a procedure of freezing and defrost one to four
times. Afterwards also these samples underwent a compression testing. Nine different
parameters of bone structure were derived from the datasets generated in uCT.

The results from this experimental study indicate, that different storage conditions do not have
an influence on the mechanical resistance of bovine cylindrical bone samples.

The repeated exposure to a freezing and defrost procedure did not influence stability, but
structural parameters determined with uCT imaging. Except the bone volume - the only stable
parameter — al structural parameters were significantly influenced by the procedure of
freezing and defrost. That means, we could not find a correlation between the structura
parameters derived from UCT and the stability parameters in compression testing in cyclic
cryopreserved cylindrical bone samples of young cattle.

For further studies with human bone cylinders the following conclusions can be drawn: the
investigation of bone cylinders in uCT should be carried out without earlier cryopreservation,
as an influence on structural parameters can not be excluded Results from compression testing
in bone cylinders with a diameter of 2mm used in our study are independent of the storage
conditions.

In consideration of this results a time interval between investigation in uCT and mechanical
compression testing can be bridged in case of adequate storage of the samples without

influence on stability parameters.
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