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Einleitung

1. Einleitung

Die Osteoporose =zdhlt zu den héufigsten Erkrankungen des Skelettsystems.
Charakterisiert ist sie durch eine Abnahme der Knochenmasse und eine Stérung der
Mikroarchitektur der Knochen sowie durch eine verminderte Knochenfestigkeit mit
erhohtem Frakturrisiko (Melton et al., 1997). In den Vereinigten Staaten wird die
Pravalenz der Osteoporose auf 25 Millionen Fille geschitzt. In der Bundesrepublik
Deutschland geht man von ca. 2-10 Millionen erkrankten Menschen aus (Ringe 1985,
1991; Kunzcik et al., 1994).

Weltweit ereignen sich jahrlich ungefdhr 1,3 Mio Frakturen (Compston 1990), in
der Altersgruppe der iiber 85-jdhrigen stehen zwischen 75 und 95 Prozent aller
Frakturereignisse in direktem Zusammenhang mit der Osteoporose (Melton et al.,
1997). Man geht von einer Verdreifachung der Frakturinzidenz in den néichsten
60 Jahren aus (Schacht und Dambacher 1995). Hinsichtlich Morbiditdt, Mortalitdt und
Therapiekosten riickt die Osteoporose als soziodkonomisches Problem zunehmend in
den Blickpunkt des Interesses. Daher sind auch die Fritherkennung und damit
verbundene Préventiv- bzw. TherapiemaBBnahmen von groB3er Bedeutung. Ziel dabei ist,
die Abnahme der Knochenmasse rechtzeitig zu erkennen, um moglichst friithzeitig
entsprechende therapeutische MaBnahmen einleiten zu konnen und moglichst
osteoporotisch bedingte Knochenfrakturen zu verhindern.

Zur Bestimmung des Knochenmineralgehaltes wurden in den letzten 25 Jahren
verschiedene nicht-invasive Messverfahren entwickelt, die heute im klinischen Alltag
zur Verfigung stehen (Genant et al., 1996a). Die Zwei-Energie-Rontgen-
Absorptiometrie (Dual-Energy X-ray Absorptiometry - DXA) ist darunter derzeit die
am  weitesten  verbreitete = Methode zur quantitativen  Beurteilung des

Knochenmineralgehaltes in vivo und dient als methodische Grundlage der aktuellen
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Definition der Osteoporose durch die Weltgesundheitsorganisation (WHO, 1994;
Genant et al., 1996a, 1999; Adams, 1997). Bei dieser Methode handelt es sich um ein
bildgebendes Verfahren, welches mit zwei Rontgenstrahlen unterschiedlicher
Beschleunigungsspannung arbeitet und so eine ndherungsweise quantitative Messung
der Knochendichte erméglicht. Eine Limitation der Methode besteht jedoch in dem
unbekannten Einfluss der umgebenden Weichteile (sog. Fettfehler) (Gotfredsen et
al.,1988; Hangartner et al., 1990; Tothill et al., 1992; Fischer et al., 1993; Svendsen et
al., 1995).

Zur Bestimmung der Wertigkeit dieses Verfahrens wurden neben klinischen
Studien (Genant et al., 1996a; Hans et al., 1996; Schott et al., 1998) eine Reihe
experimenteller Untersuchungen durchgefiihrt, welche die Korrelation zwischen der
DXA und den mechanischen Versagenslasten der Knochen bestimmt haben (Bouxsein
et al., 1995, 1999; Cheng et al., 1997a, b; Lochmiiller et al., 1998a, b, ¢, 2000, 2002a, b,
2003; Eckstein et al., 2002, 2004). In Anbetracht der groBen Anzahl neuer
(konkurrierender) Methoden in der Osteoporosediagnostik, wie z.B. der Ultraschall des
Kalkaneus, der Phalangen und der Tibia (Bouxsein et al., 1995, 1999; Hans et al., 1996;
Cheng et al., 1997a, b, 1998; Njeh et al., 1997; Lochmiiller et al., 1998a, b, Schott et al.,
1998; Blanckaert et al., 1999), die periphere, quantitative Computertomographie
(pQCT) der oberen und unteren Extremitit (Gugliemi et al., 1997; Groll et al., 1999),
die Magnetresonanztomographie des distalen Radius und des Kalkaneus (Genant et al.,
1999a, b; Majumdar et al., 1998; Gnudi et al., 2000; Beuf et al., 2001; Lochmiiller et al.,
2002a), besteht ein groBes Interesse an weiteren experimentellen Untersuchungen mit
groBen Fallzahlen. Der Vorteil experimenteller gegeniiber prospektiven klinischen
Studien besteht darin, dass sie in einem viel kiirzeren Zeitrahmen durchgefiihrt werden

konnen und dass sie nicht das Problem einer kumulativen Rontgenbelastung oder
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mangelnden Compliance von Probanden oder Patienten aufweisen. Biomechanische
Untersuchungen sind sehr gut geeignet, die vielversprechendsten Techniken und
Parameter der Knochendichtemessung zu bestimmen, bevor sie in aufwendigen
klinischen Untersuchungen gepriift werden.

Die aus pathologischen Instituten zur Verfiigung stehenden Pridparate schlieBen
Personen mit meist schweren Krankheiten ein und bilden daher kein repridsentatives
Kollektiv. Es wire daher vorteilhaft, wenn formalinfixierte Préparate aus
makroskopischen Sezierkursen der Anatomie verwendet werden konnten, bei denen das
einzige Einschlusskriterium die einige Jahre vor Tod gegebene testamentarische
Verfiigung ist. Wenn die DXA jedoch - als Referenzmethode - mit anderen Techniken
der quantitativen Knochenmessung verglichen wird, sollte der Weichteilmantel fiir die
Messungen unversehrt bleiben. Der Grund hierflir ist, dass relevante Messfehler
beschrieben worden sind, die bei den In-situ-DXA-Messungen auftreten und die durch
eine variable Gewebetiefe (Laskey et al, 1992) sowie die Inhomogenitit
(unterschiedlicher Fettanteil) des Weichteilgewebes (Carter et al., 1992; Adams, 1997,
Lochmiiller et al., 2000) und extraskelettale Verkalkungen (Adams 1997) verursacht
werden.

Analysen der Auswirkung inhomogener Weichteilgewebe auf DXA-Messungen
sind bislang nur an kleinen Fallzahlen durchgefiihrt worden (Gotfredsen et al., 1988;
Tothill et al., 1992; Svendsen et al., 1995). In Bezug auf die Formalinfixierung wurde
gezeigt, dass diese keine relevante Auswirkung auf die Messung des
Knochenmineralgehaltes (BMC) an freipriparierten Knochenproben hat (McElhaney et
al., 1964; Greenberg et al., 1968; Blanton et al., 1968; Boskey et al., 1982; Edmondston

et al., 1994). Es gibt jedoch bislang keine Untersuchung, die zeigt, ob die DXA durch
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die Formalinfixierung beeinflusst wird, wenn diese einschlieBlich der umgebenden
Weichteile durchgefiihrt wird.

Dariiber hinaus ist unklar, welche exakten Abweichungen sich zwischen In-situ-
Messungen (inhomogene Verteilung der Weichteile, d.h. Fett und Muskelgewebe,
Fettfehler) und Ex-situ-Messungen an humanen Priparaten ergeben. Unser Interesse
galt dabei auch der Frage, welchen Einfluss die posterioren Wirbelelemente
(Wirbelbogen, Processus, Gelenkfortsdtze) auf die anterio-posteriore (ap) DXA-
Messung haben, wenn diese mit einer Analyse nur des Wirbelkorpers (laterale
Messung) verglichen wird.

Allgemeines Ziel der vorliegenden Studie war es, den FEinfluss der
Formalinfixierung, Weichteilumgebung und Messrichtung (ap versus lateral) auf
Knochendichtemessungen mit der Zweienergie-Rontgen-Absorptiometrie (DXA) an

einer grofen Zahl menschlicher Praparate zu untersuchen.

10
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2. Literaturiibersicht

2.1. Epidemiologie der Osteoporose

Aufgrund der steigenden Lebenserwartung der Bevolkerung und aufgrund des
zunehmenden Anteils der élteren Menschen an der Gesamtbevolkerung gewinnen
altersbedingte Funktionsstorungen und Erkrankungen als sozio-6konomisches Problem
zunehmend an Bedeutung (Raspe et al., 1998). Vor diesem Hintergrund bildet die
Osteoporose als weitverbreitetste Erkrankung des Skelettsystems einen wichtigen
Schwerpunkt in der gegenwértigen biomechanischen Forschung (Melton et al., 1997,
Raspe et al.,, 1998). Bei vielen Patienten verlduft die Osteoporose bis zum
fortgeschrittenen Stadium (manifeste Osteoporose =  Wirbelkorperfrakturen)
asymptomatisch.

Bis zum Erreichen der sogenannten ,,Peak Bone Mass*“ (hochstmdgliche
Knochenmasse eines Individuums), die ungefihr mit dem dreilligsten Lebensjahr
erreicht wird, werden jdhrlich 10% des Knochens durch kontinuierlichen An- und
Abbau erneuert (Fischer, 1992). Danach (vom 40. - 45. Lebensjahr an) erfolgt ein
Abbau vom Ausgangswert um 0,5-1,5% pro Jahr durch ein Uberwiegen der
Osteoklastentitigkeit (Fischer 1992; Radspieler 1996, 1997a, b). Bei einem Verlust des
Knochenmineralgehalts von mehr als 1% kann man bereits von einer pathologischen
Verlustrate sprechen, die mit zunehmendem Ausmall zum Strukturdefekt und somit zum
Funktionsverlust des Knochens mit erniedrigter Frakturschwelle fiihren kann
(Radspieler 1997a, b). Eine Verminderung der Knochendichte (BMD = bone mineral
density in g/cm?) um 2,5 Standardabweichungen fiihrt zu einer Erhohung des
Frakturrisikos von iiber 50%, (Mazess et al., 1988; Fischer et al., 1992; Cummings et

al., 1993; Riggs and Melton, 1995; Seibel, 2001). Hauptlokalisationen dieser Frakturen

11
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sind die Wirbelsdule, der Schenkelhals und der distale Radius (Riggs et al., 1982;
Cummings et al, 1993, 1995a, b; Lenchik et al., 1997).

In den USA ereignen sich jihrlich schéitzungsweise  500.000
Wirbelsdulenfrakturen, 250.000 Schenkelhalsfrakturen und 240.000 distale Radius-
frakturen (Consensus Development Conference, 1991). Weltweit zihlt man sogar 1,5
bis 2 Millionen proximale Schenkelhalsfrakturen (Cooper et al., 1992, 1999). Fiir einen
Grofiteil dieser Frakturen ist eine osteoporotisch verdnderte Knochenstruktur
verantwortlich (Melton et al., 1993, 1997).

Frakturen des proximalen Femurs flihren in der élteren Bevolkerung hiufig zu
dauerhafter Behinderung und Institutionalisierung der Patientinnen und Patienten
(Hayes et al., 1997). Ein GroBteil der Patient(innen)en ist dabei nicht mehr in der Lage,
dauerhaft ohne fremde Hilfe zurechtzukommen. Nur ca. 20-50% der Patient(inn)en sind
nach einer Fraktur wieder so mobil wie zuvor (Schacht und Dambacher, 1995).
Aufgrund von peri- oder postoperativen Komplikationen betrigt die Mortalitit im ersten
Jahr nach der Operation 5-20% (Lauritzen, 1995).

Die Inzidenz osteoporotischer Frakturen nimmt mit dem Alter sowohl bei
Mainnern als auch bei Frauen deutlich zu (Lauritzen et al., 1993a, b, 1995). Im Rahmen
epidemiologischer Studien beschrieben Melton et al. (1997) , dass das Risiko im Laufe
des Lebens eine Fraktur durch Osteoporose zu erleiden fiir Frauen bei 40% und fiir
Minner bei ca. 13% liegt. Die Gesamtkosten fiir Osteoporose (Krankenhausversorgung,
Dienstausfall, Dauerversorgung zu Hause oder in Pflegeheimen, Medikamente und
anderes) werden in den USA auf jahrlich 13 Milliarden US-Dollar geschétzt (Ray et al.,
1997). In Deutschland geht man von Kosten um ca. 2 Milliarden Euro pro Jahr aus

(Ringe, 1991); die Folgekosten werden sogar mit 5 Milliarden Euro angegeben (Gotte,

12
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2001). Bis ins Jahr 2030 wird mit einer Verdopplung der Kosten gerechnet (Gotte,
2001).

Derzeit stehen als Therapieoptionen der Osteoporose mehrere medikamentose
Behandlungsmethoden (Ostrogene, Bisphosphonate, Calcitonin, Fluoride) zur
Verfiigung, deren positiver Effekt auf die Knochendichte und die Reduktion von
Frakturen gezeigt werden konnte (Burckhardt et al., 1993, Delmas, 2002). So kdnnen
beispielsweise die nach der Menopause durchgefiihrte Hormonersatz- oder
Bisphosphonattherapie den Verlust der Knochenmasse und die Frakturrate reduzieren.
Aufgrund hoher Medikamentenkosten sowie nachgewiesener Nebenwirkungen bei
Hormonsubstitution, z.B. erhohtes Mammakarzinomrisiko und erhohtes Risiko einer
Thromboseentwicklung (Grodstein et al., 1997; Coldiz et al., 1999; Persson et al., 1999;
Cauley et al., 2001; Hulley et al., 2002), verbietet sich jedoch eine prophylaktische
Behandlung aller Patient(inn)en und die Entscheidung einer Langzeittherapie sollte
sorgfiltig abgewogen werden. Aus diesem Grund ist es erstrebenswert, die Osteoporose
bereits in ihrem schmerzlosen, préklinischen Stadium zu diagnostizieren. Hierzu bedarf
es nicht-invasiver diagnostischer Messverfahrens, die in der Lage sind, den
Knochenmineralverlust frithzeitig und prézise zu erfassen. Hierdurch kénnen potenziell
gezielt diejenigen Patienten identifiziert werden, die einer Therapie bediirfen. Dariiber
hinaus konnen die Verfahren dazu eingesetzt werden, den individuellen Therapieerfolg

im Verlauf exakt zu iiberpriifen.

2.2. Quantitative Methoden der Knochendichtemessung (Osteodensitometrie)
Zur quantitativen Erfassung des Knochenstatus kommen heute verschiedene Verfahren

zur Anwendung, die sich hinsichtlich Genauigkeit, Reproduzierbarkeit,

13
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Strahlenbelastung, Kosten, physikalischen Hintergrund und Messparameter deutlich
unterscheiden. Zu diesen zéhlen:
o Zwei-Energie-Rontgenabsorptiometrie (Dual Energy X-ray absorptiometry =

DXA)

« Quantitative Computertomographie (QCT)

« Periphere quantitative Computertomographie (pQCT)

« Quantitativer Ultraschall (QUS)
Mit diesen Verfahren soll die noch vorhandene bzw. die schon verlorene Knochenmasse
erfasst und ein individuelles und zukiinftiges Frakturrisiko abgeschétzt werden.

Die konventionelle Rontgenaufnahme birgt das Problem, dass Mineralisations-
storungen und Knochendichteverluste erst ab 25 — 30% feststellbar sind (WHO, 1994;
Sturtridge et al., 1996). Bei solchen Verlusten ist eine Osteoporose meist schon
manifest, d.h. es sind bereits Frakturen der Wirbelkdrper eingetreten.

Im Jahr 1963 wurde das Verfahren der Single-Photon-Absorptiometry (SPA)
von Cameron und Sorenson (1968) -eingefilhrt, um bestehende Probleme der
radiographischen, photodensitometrischen Verfahren zu iiberwinden (Adams, 1997).
Als Strahlenquelle diente iiberwiegend 'Jod (27 keV) in Verbindung mit einem
Szintillationszdhler. Messungen wurden am Humerus, Femur, den Mittelhandknochen
und am Fersenbein durchgefiihrt, den Hauptmessort stellte jedoch der Radius dar. Die
Berechnung des Knochenmineralgehalts des vom kollimierten Strahlenbiindels
durchdrungenen Gewebes erfolgte durch den Vergleich der Strahlenabschwéchung in
Knochen und Weichteilgewebe mit der Strahlenabschwichung im Weichteilgewebe
(Mazess et al, 1988). Um den Anteil des den Knochen umgebenden Weichteilmantels
ermitteln zu konnen, wurde die zu messende Extremitit entweder in einem Wasserbad

gemessen oder eine fliissigkeitsgefiillte Manschette angebracht. Der Wert fiir den

14
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Knochenmineralgehalt wurde auf die Knochendicke (g/cm) oder die gemessene
Projektionsfldche (g/cm?) bezogen und etwas irrefithrend als Knochendichte bezeichnet.
Ein Nachteil dieser Methode lag in der kurzen Halbwertszeit (60 Tage) des verwendeten
'Jods, was einen zwei- bis dreimaligen Austausch der Strahlenquelle jahrlich zur
Folge hatte. Im Verlauf wurde die SPA von der SXA (Einenergie-Rontgenstrahl-
Absorptiometrie, Single-Energy X-Ray Absorptiometry) abgelost, wobei hier anstelle
des Isotops ein Rontgentrahlgenerator als Strahlenquelle Verwendung fand. Probleme
entstanden sowohl bei der SPA als auch bei der SXA an Messorten im Bereich des
Achsenskeletts, da hier das Eintauchen in ein Wasserbad als schwer durchfiithrbar bis
nicht moglich war.

In den sechziger Jahren wurde dann die Zweienergie-Photonen-Absorptiometrie
(Dual-Photon-Absorptiometry = DPA) eingefiihrt, um den Knochenmineralgehalt auch
an klinisch relevanten Messorten (Wirbelsdule, proximales Femur) bestimmen zu
konnen (Dunn et al., 1980; Peppler et al., 1981). Als Photonenquelle diente wie bei der
SPA ein Radionuklid, zumeist '>Gd, welches Photonen mit zwei verschiedenen
Energieniveaus, ndmlich 10 keV und 44 keV, emittierte (Adams, 1997). Die so
gewonnen Daten wurden als Knochenmineralgehalt (BMC = Bone Mineral Content in
g) sowie als Knochenmasse pro projizierte Flicheneinheit (BMD = Bone Mineral
Density in g/cm?) angegeben. Die hohen Kosten des Isotops und die relativ kurze
Habwertszeit (240 Tage) stellten jedoch auch hierbei einen Nachteil der Methode dar.
Spater wurde die DPA von der Zweienergie-Rontgen-Absorptiometrie (Dual-Energy X-
Ray Absorptiometry, DXA) abgeldst, wobei die y-Strahlenquelle durch Rontgenstrahl-
engeneratoren ersetzt wurde (Mazess et al., 1988). Der Ersatz des Isotops durch die
Rontgenrohre fiihrt zu einem tausendfach hoheren Photonenfluss und dadurch zu

besserer Bildauflosung mit genauerer Konturfindung (Gowin, 1997).
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2.2.1. Zweienergie-Rontgen-Absorptiometrie (DXA)

Die ersten DXA-Gerite wurden 1987 in den klinischen Alltag eingefiihrt und finden mit
mehr als 6000 Messsystemen weltweit seither erfolgreich Anwendung in der
Osteoporosediagnostik (Genant et al., 1996a). Die DXA wird fiir Messungen des
Ganzkorpers der lumbalen Wirbelsédule, des proximalen Femurs und des distalen
Unterarms eingesetzt. Sie erlaubt sehr gut reproduzierbare Analysen (relative
Standardabweichung bei Wiederholungsmessung < 1-2%). Die Untersuchungszeit der
DXA-Messung ist sehr kurz und betrdgt ca. zwei bis fiinf Minuten. Vorteil des DXA-
Verfahrens ist die gute Verfiigbarkeit, die vielseitige Anwendbarkeit und vor allem die

geringe Strahlenbelastung (Tab. 1), (Kalender, 1991).

Verfahren effektive Strahlendosis (uSv)
DXA (LWS) 1-3
QCT 60
pQCT <1
Laterale Rontgenaufnahme LWS 700
Rontgen-Thorax 200
Angiographie 30.000
Schrittmacherimplantation 100.000
natiirliche Strahlenbelastung/Jahr 2400
Transatlantikflug 1000

Tab. 1: Effektive Strahlendosen im Vergleich (Kalender, 1991)
LWS = Lendenwirbelséule; pSv = Mikro-Sievert

Das Funktionsprinzip der DXA (Dual Energy X-ray Absorptiometry) basiert dabei auf

der Absorption von Rontgenstrahlen durch ein Untersuchungsobjekt. Dazu wird ein
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Rontgenstrahl aus einer potentiell niedrigdosierten Rontgenquelle (mit konstanter
Rontgenenergie 78 kVp) mittels Luftfilter (K-edge) in eine niederenergetische
Strahlung mit 38 KeV und eine hochenergetische Strahlung mit 70 KeV aufgespalten.
Da fiir verschiedene Korperbestandteile (z.B. Knochen, Muskel, Wasser, Fett)
spezifische Absorptionskoeffizienten (Schwichungskoeffizienten) bekannt sind, kann
so bei einer Messung zwischen zwei verschiedenen Geweben (z.B. Knochen und
Weichteil) differenziert werden.

Nach Transmission durch den Messbereich werden die Rontgenstrahlen von
einem oberhalb des Objektes platzierten Detektor registriert und als Photonenenergie
direkt gemessen. Nimmt man also bei der Messung das Vorhandensein von zwei
Materialien (beispielsweise Knochenmineral und Weichteilgewebe) an, so lésst sich aus
der Ermittlung der Eingangs (Ip)- und Ausgangsintensititen (I) der beiden
Rontgenstrahlen, unter Zugrundelegung des

Schwichungsgesetzes:

-uA*1A -uB*1B
[=I*e™ H

mit: Iy Strahlungsintensitét ohne Absorber
I Strahlungsintensitit nach Absorption
u linearer Schwichungskoeffizient (cm™)
1 Dicke des Absorbers (cm)
A Absorbermaterial A
B Absorbermaterial B

17
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und bei bekannten Schwichungskoeffizienten, die Masse bzw. Dichte pro Messpunkt
(kleinste Messflacheneinheit) berechnen. Die Umrechnung der
Schwichungskoeffizienten in Dichtewerte erfolgt durch Abgleichung an
Standardphantomen. Dies sind kiinstliche Objekte mit jeweils standardisierten
Dichtewerten. Hydroxylapatit dient dabei als Aquivalentmaterial (Vergleichsmaterial),
da es sich durch seine gute Ndherung an die anorganischen Verhiltnisse des Knochens,
der zu 85% aus dieser Verbindung besteht, als geeignet erwiesen hat (Fischer et al.,
1992). Das Weichteildquivalent besteht iiberwiegend aus Plexiglas (Fett) und Wasser
(Muskel). Die Kalibrierung mit Phantomen bekannter Hydroxylapatitkonzentration wird
bei der DXA durch ein automatisches Referenzsystem ermoglicht, welches auf einer
Scheibe zwischen Rontgenquelle und Detektor montiert ist und bei der Messung
synchron mit dem Rontgenstrahl rotiert.

Weiterhin sind die DXA-Gerdte in der Regel mit einem Dreikammmer-
Standardblock ausgestattet, mit dem das System bei der Qualitdtskontrolle nachgeeicht
werden kann. Der Standard ist ein Block, der in drei Kammern unterteilt ist, die

wiederum Knochengewebe mit bekanntem Knochenmineralgehalt simulieren.

2.2.2. Messprinzip der DXA

DXA-Gerite werden von verschiedenen Firmen angeboten. Scanner der Firma Hologic
(Waltham/Massachusset, USA) zeichnen sich durch rasch alternierende (60/sec)
Rontgenstrahlpotentiale (70 kVp bis 140 kVp) aus. Wéhrend der Messung wird ein
Material definierter Knochen- oder Weichteilzusammensetzung synchron zur
Rontgenstrahlfrequenz  kalibriert (Adams, 1997). Die Gerdte der Firma Lunar

(Madison/Wisconson, USA) und Nordland (Atkinson/Wisconsin USA) sind dagegen
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mit einer konstanten Rontgenstrahlquelle ausgestattet (sieche oben) und messen die
Rontgen/Photonenenergie. Da die fiir die Kalibrierung und Auswertung eingesetzten
Verfahren fiir die verschiedenen DXA-Gerite unterschiedlich sind, kann ein Vergleich
der Messwerte zwischen Gerdten Abweichungen ergeben (Fischer et al., 1990;
Felsenberg et al., 1993, 1999). In der Standardkonfiguration besteht das DXA-System
aus finf groBeren Teilen (Abb. 1): Bei dem in der vorliegenden Studie verwendeten
Gerit findet sich 1) ein Scantisch, auf dem der Patient wiahrend der Messung zu liegen
kommt, und 2) eine Rontgenrohre mit K-Kanten Filter zur Erzeugung von zwei
Energiespektren (44 und 70 KeV). Dieser aufliegend ist 3) die rotierende
Kalibrierungsscheibe plaziert. Unmittelbar unter der Liegefliche biindelt 4) der Lunar
DPX-L Kollimator (Blenden fiir den Rontgenstrahl) die Photonen-/Rontgenenergie vor
Transmission des Untersuchungsobjekts. Zur Erfassung der absorbierten Strahlen ist
eine der Rontgenquelle gegeniiberliegende 5) C -formige Detektoreinheit mit der

fahrbaren Geridtemechanik verbunden.

J.E. Adams: Single and dual X-ray absorptiometry

5) xoy cetector systern

Abb. 1: Standardkonfiguration der Zweienergie-Rontgen-Absorptiometry (Adams, 1997)
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Die Mechanik kann das Detektorgehduse und die damit verbundene Rontgenrdhre in
zwei Richtungen bewegen, und zwar sowohl entlang der x- als auch der y-Achse. Quer
zur Knochenachse durchdringt der Messstrahl das zu scannende Objekt. Die DXA-
Einheit erzeugt auf diese Weise eine Serie transverser Scanlinien in Ein-Zentimeter-
Intervallen. Dabei werden pro Scanlinie bis zu 120 Pixel erfasst (5 x 10mm/Pixel), die
fir die Erzeugung des DXA-Bildes berechnet werden. Die Dosis fiir eine
Ubersichtsaufnahme liegt bei 1uSv, diejenige fiir eine Messung des proximalen Femurs
bei 6uSv. Die Belastung fiir aulenstechende Personen oder Untersucher ist dank
Ausblendung des Nutzstrahls vernachldssigbar gering. Der Scanner misst den
Knochenmineralgehalt (BMC, bone mineral content), wihrend er in einzelnen Linien
quer lber die Lendenwirbelsdule oder andere Messorte (,,regions of interest, ROI)
bewegt wird. Die auf diese Weise erhaltenen Messprofile bilden die Grundlage fiir die
quantitative Analyse. Die Messung des BMC wird mit Hilfe der beschriebenen
Kalibrierung geeicht. Im Einzelnen werden durch die DXA die folgenden Parameter

mittels der zur Verfiigung stehenden Software bestimmt:

1. Knochenmineralgehalt/Knochenmasse (BMC), angegeben in Gramm (g)
2. die kndcherne, zweidimensionale Projektionfliche (Area) in cm?

3. die flichenhafte Knochendichte (BMD) in g/cm?

Dariiber hinaus konnen der Fettanteil und die sogenannte lean mass (in erster Linie
Muskelmasse) aus der Ganzkorperaufnahme bestimmt werden. Die BMD stellt den
Knochenmineralgehalt bezogen auf die Knochenprojektionsfliche dar. Hier wird
deutlich, dass es sich bei dieser Methode um eine planare, das heiflt zweidimensionale

Methode handelt, bei der nicht die volumetrische, physikalische Dichte in g/cm?
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ermittelt wird, sondern lediglich eine flichennormierte Dichte (g/cm?). Zudem kann
nicht zwischen kortikalem und trabekuldren Knochenkompartiment unterschieden

werden. Mit der DXA kann lediglich die integrale Knochenmasse analysiert werden.

2.2.3. Fehlerquellen der DXA

Stellt man sich zwei Knochen mit derselben volumetrischen Dichte (g/cm’)
(zweidimensionalen Projektionsfliche) vor, wobei letzterer eine groBBere Tiefe aufweist,
so wird dieser den Rontgenstrahl stirker schwéchen als der mit der geringeren Tiefe.
Der Strahl muss hier eine groBere ,,Distanz im Knochen zuriicklegen und wird folglich
starker absorbiert, so dass ein hoherer BMD (g/cm?) gemessen wird (Abb. 2). Das fiihrt
dazu, dass Personen mit grolen Knochen eine groBBere BMD aufweisen als solche mit
kleinen Knochen, ohne dass Unterschiede der volumetrischen Dichte bestehen miissen

(Carter et al., 1992; Lochmiiller et al., 2000).

Knochen X | Knochen Y
Strahlung Strahlung
H T =
A
B
A\ 4

\_J K

BMD X>BMD Y
> d . < d ;

_/
Y

d = identischer Durchmesser

Abb. 2: Einfluss Dichte/GroBe des Knochens auf BMD
A = Langsdurchmesser Knochen X; B = Langsdurchmesser Knochen Y; C = Differenz

der Langsdurchmesser; d = identischer Querdurchmesser; BMD = bone mineral density [g/cm?].
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Bei einer DXA-Messung konnen aufgrund der zwei Energiemaxima immer nur
zwei Gewebe getrennt voneinander registriert werden. Da der Weichteilmantel allein
schon aus mindestens zwel Komponenten mit unterschiedlichen
Schwichungseigenschaften (z.B. Fett und Muskel) besteht, wird das Verhéltnis von
Muskel und Fett zunédchst in einer Region neben dem Knochen analysiert. Die gleichen
Verhiltnisse werden anschlieBend auch vor und hinter dem zu messenden Knochen
angenommen, um den BMD bestimmen zu koénnen. Diese Annahme kann aber bei einer
inhomogenen Weichteilzusammensetzung zu dem sogenannten ,, Fettfehler“ der DXA-
Messung fithren (Abb. 3). Dieser Fehler der In-situ Messung kann insbesondere an
Femur und Wirbelsdule mehr als 10 % betragen (Fischer und Kempers 1990;
Hanggartner und Johnston, 1990; Tothill und Pye, 1992; Svendsen et al., 1995;
Gotfredsen et al., 1998). Ein weiterer Fehler kann durch die Zusammensetzung des
Gewebes im Knochenmark entstehen, die ebenfalls nur geschétzt, aber nicht deutlich

gemessen werden kann.

Zwei-Energie Rontgenquelle

L R U

%,

.:W eichteil—i EKnochen— E
fenster ! ! fenster !
7 ‘7,

7

77

g 1

Rontgendetektor

Abb.3: Darstellung des ,,Fettfehlers. Der im Weichteilfenster erhobene Weichteilwert

wird als konstanter Weichteilwert vor und hinter dem Knochen angenommen.
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Weiterhin konnen degenerative Erkrankungen der Wirbelsaule, z.B. Sklerosierung und
Osteophytenbildung, hypertrophierte Processus spinosi, osteoarthrotisch verdnderte
Wirbelgelenke (von der Recke et al., 1996; Adams, 1997), Verkalkungen der
Abdominalgefde und Lymphknoten sowie rontgendichte Kontrastmittel oder
Metallgegenstiande falsch hohe Dichtewerte vortduschen, da jede verkalkte Struktur im
Strahlengang mitgemessen wird (Frohn et al., 1991; Hoshino et al., 1996; Adams, 1997;
Gowin und Felsenberg, 1997). Durch degenerative Verdnderungen der Wirbelsdule
bedingte Artefakte lassen sich auch durch laterale Messungen der Wirbelkdrper
reduzieren (Uebelhart et al., 1990); nachteilig wirken sich hier allerdings
Uberlappungen des Beckenkamms und der Rippen sowie die lingere Weichteilstrecke
(Fettfehler) auf Praktikabilitit, Validitdt und Reproduzierbarkeit der Messungen aus
(Duboef et al., 1994; Jergas et al., 1995). Zum Ausschluss von Wirbelsdulenfrakturen
sollte einer geplanten DXA-Messung eine konventionelle Rontgenaufnahme
vorangehen, da auch durch Frakturen falsch hohe BMD-Werte an den Wirbelkorpern

vorgetiuscht werden konnen.

2.3. Messwertanalyse / Referenzwerte

Fiir eine aussagekriftige Interpretation der mittels DXA gewonnen Messergebnisse sind
bei Erstmessung normierte Referenzdaten mit Beriicksichtigung von Alter und
Geschlecht unverzichtbar. Die Messwerte der Patienten konnen als Differenz vom
Mittelwert in Standardabweichungen (SD) einer gesunden Referenzgruppe ausgedriickt
werden. Der sogenannte T-score zeigt dabei die Differenz des Messergebnisses des
Patienten zum Mittelwert der maximal erreichbaren Knochenmasse (peak bone mass)

von jungen gleichgeschlechtlichen Erwachsenen (20-40 Jahre) an, der Z-score zeigt die
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Differenz  zum Mittelwert einer gleichaltrigen und gleichgeschlechtlichen
Referenzpopulation an. Die Angabe des Z-score erfolgt wie beim T-score in Form von
Standardabweichungen vom Normalwert. Die Weltgesundheitsorganisation spricht bei
einem Knochendichtewert, der 1 bis 2,5 SD unter dem Durchschnittswert junger
Erwachsener liegt, von Osteopenie. Eine Osteoporose ist mit einer Reduktion von mehr
als 2,5 Standardabweichungen vom Durchschnittswert definiert. Der Begriff der
manifesten Osteoporose wird durch das Auftreten von einer oder mehreren

pathologischen Frakturen gekennzeichnet (Tab.2), (Kanis, 1994, 1995 ,2000; Adams,

1997).

1. Manifeste Osteoporose: BMD >2.5 Standardabweichungen (SD) unterhalb des mittleren Wertes
eines Referenzkollektives und das Vorhandensein von Frakturen.

2. Osteoporose: BMD >2.5 SD unterhalb des mittleren Wertes der spezifischen Knochenmasse
eines Referenzkollektives.

3. Niedrige Knochenmasse (oder Osteopenie): BMD zwischen -1 und -2.5 SD der mittleren
spezifischen Knochenmasse eines Referenzkollektives.

4. Normal: BMD nicht niedriger als 1 SD unterhalb der mittleren spezifischen Knochenmasse eines

Referenzkollektives.

Tab. 2 : Definition der Osteoporose basierend auf dem messbaren Knochenmineralgehalt (unter
Verwendung der DXA-Messung) und dem Mittelwert dieser maximalen Knochenmasse einer

Population (WHO, 1994)

Wetzel et al. (1996) erhoben mit der DXA an der Wirbelsdule Werte fiir ein weibliches
Referenzkollektiv deutscher Frauen. Nach Ausschluss von Patientinnen mit Frakturen,
Einnahme bestimmter Medikamente und Fehlerndhrung in der Anamnese wurden die
Knochendichtewerte von insgesamt 1744 weiblichen deutschen Patientinnen im Alter

von 20 bis 89 Jahren gemessen und mit den von der Herstellerfirma (hier der Firma
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Lunar) zur Verfligung gestellten Referenzdaten verglichen. Der maximale BMD betrug
1,26 g/cm? und wurde zwischen dem 32. und 36. Lebensjahr erreicht. Danach fielen die
Knochendichtewerte der Frauen ab; in der sechsten Dekade betrugen die Dichtewerte
dann nur noch durchschnittlich 1,10 + 0,16 g/cm?, in der siebten Dekade 1,00 = 0,15
g/cm? und im achten und neunten Lebensjahrzehnt 0,98 + 0,17 g/cm? bzw. 0,99 £ 0,16
g/cm? bei Frauen ohne Wirbelkorperfrakturen. Der Vergleich der erhobenen Werte mit
den Referenzdaten der Herstellerfirma lieB eine Ubereinstimmung fiir die dritte, vierte
und fiinfte Dekade erkennen. In der sechsten Dekade lagen die Referenzwerte jedoch
signifikant niedriger (p< 0,01, Lunar-Wert 1,081 g/cm?). Die Ergebnisse sollten zeigen,
dass amerikanische Referenzdaten nicht kritiklos iibernommen werden diirfen, sondern

um Referenzwerte fiir Europa ergénzt werden sollten.

2.4. Validitat und Reproduzierbarkeit der DXA

Die DXA-Methode bietet bei sorgfiltiger Positionierung des Patienten eine gute
Reproduzierbarkeit mit einer Pridzision von 1-2% (CV% = Variationskoeffizient =
Standardabweichung bei Wiederholungsmessung geteilt durch den Mittelwert der
Messungen) (Gliier et al., 1995). Prinzipiell kann man mit der DXA den gesamten
Korper, die Lendenwirbelsdule in anterior-posteriorer (ap) und lateraler Richtung, das
proximale Femur sowie den distalen Radius messen. In-vivo-Studien haben gezeigt,
dass ap-Messungen an der Lendenwirbelsdule mit einer Prizision von ca. 0,5 - 1,5% bei
Standardfehlern von 5 - 10% durchgefiihrt werden konnen (Wahner et al., 1988; Gliier
et al., 1990). Da die ap-Messungen der Wirbelsdule durch degenerative Verdanderungen,
besonders bei idlteren Menschen, beeinflusst werden konnen, wurde zeitweise die

Durchfithrung lateraler Wirbelsdulenmessungen zur Bewertung des einzelnen
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Wirbelkorpers und Minimierung der Artefakte empfohlen (Uebelhart et al., 1990).
Vergleiche zwischen DXA-Messungen der lateralen Wirbelsdule und QCT Messungen
zeigten dabei hohere Korrelationen (r = 0,78) als der Vergleich zwischen ap-DXA-
Messungen mit vertebralen QCT Messungen (r = 0,57) (Finkelstein et al., 1994; Yu et
al., 1995). Die Ergebnisse zeigten auch, dass sich der altersbedingte
Knochendichteverlust (BMD) in lateralen Wirbelsdulenmessungen besser detektieren
lasst und bessere Vorhersagen iiber vertebrale Frakturen getroffen werden konnen als
aus ap-Messungen. Die Reproduzierbarkeit der lateralen Wirbelsdulenmessungen ist
allerdings aufgrund der gréBeren Dicke und Heterogenitit der umgebenden Weichteile
geringer als bei ap-Messungen. (Tothill und Pye, 1992; Duboef et al., 1994; Jergas et al,
1995).

Eine Studie von de Maggio et al. (1998) untersuchte die Reproduzierbarkeit der
BMD im Bereich des proximalen Femurs. Dabei wurden 17 dltere Frauen mit einem
mittleren Altersdurchschnitt von 74,7 & 4,7 Jahren, 13 frithpostmenopausale Frauen mit
Osteopenie (Alter 56,2 + 3,7 ) und 17 altere Ménner (Alter 73, 8 = 6,7) untersucht. Die
Femurmessungen wurden dreimal hintereinander durchgefiihrt, mit jeweiliger
Neupositionierung der Patienten zwischen den einzelnen Messungen. Die Ergebnisse
zeigten in allen drei Gruppen die groBten Fehler in der Region ,,Ward“, mit
Variationskoeffizienten von 2,3 bis 3,3 %, verglichen mit Variationskoeffizienten von
0,7 bis 1,7% fiir die anderen Lokalisationen. Die niedrigste Fehlerquelle war fiir die
Lokalisation ,,Gesamtfemur® zu verzeichnen. Dabei waren die Fehler fiir die altere
Probandengruppe groBer als bei der jiingeren Gruppe, unabhéngig vom Geschlecht.

Eine Ubersichtsarbeit von Adams (1997) fasst zusammen, dass die Prizision fiir

ap-Messungen der Wirbelsdule zwischen 0,5 und 1% und fiir laterale Wirbelséule nur
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selten iiber 1% liegt; fiir das proximale Femur soll sie zwischen 1% und 5% betragen,

abhingig von der Region des Femurs (Hals und Trochanter 1 - 2%; Ward 2,5 - 5%).

2.5. Beurteilung des individuellen Frakturrisikos mit der DXA

In zahlreichen Studien wurde der Zusammenhang zwischen dem femoralen
Knochenmineralgehalt und dem Frakturrisiko im Bereich des proximalen
Schenkelhalses analysiert. Eine prospektive Studie von Cummings et al. (1993)
untersuchte iiber 4 Jahre an 8134 Frauen, ob durch Knochendichtemessungen des
Femurs eine verlésslichere Einschidtzung des Frakturrisikos gewonnen werden kann als
durch Messungen anderer Korperregionen. Die Ergebnisse zeigten, dass niedrige
Knochendichtewerte am  Schenkelhals einen besseren Vorhersagewert fiir
Femurfrakturen aufweisen als Messungen an der Lendenwirbelsdule, am Radius und am
Kalkaneus. Einige Jahre spéter legten Cummings und Black (1995a) eine Metaanalyse
mehrerer prospektiver Studien vor, welche bestitigt, dass Knochendichtemessungen im
Bereich des proximalen Femurs einen hoheren Vorhersagewert fiir Femurfrakturen
aufweisen als Messungen an anderen Lokalisationen. Fiir Frakturen der Wirbelsdule und
des distalen Radius konnte dagegen keine klare Priferenz eines bestimmten Messortes
nachgewiesen werden. Eine Metaanalyse von Marshall et al. (1996) fiihrte ebenfalls zu
dem Ergebnis, dass Frakturen des proximalen Femurs am zuverldssigsten durch die
femorale DXA vorhergesagt werden kann (Odds Ratio [OR] = 2,6). Die Odds ratio
(OR) gibt das relative Risiko an, eine Fraktur zu erleiden (oder erlitten zu haben), wenn
der Messwert beispielsweise um eine Standardabweichung unter dem Mittelwert liegt.
Eine Odds Ratio von 2,6 besagt folglich, dass das Risiko eine Schenkelhalsfraktur zu

erleiden 2,6-fach hoher ist als fiir eine Person, deren Messwert dem Mittelwert
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entspricht (Genant et al., 1996a). Andere Messlokalisationen erbrachten niedrigere Odds
Ratios (Radius 2,1; LWS 1,6; Kalcaneus 2,0) fir Frakturen des Femurs. Die
Verhéltnisse bei Frakturen der Wirbelsdule (OR: LWS 2,3; Radius 2,2; proximales
Femur 1,8; Kalkaneus 2,4) und des distalen Radius (Radius 1,8; proximales Femur 1,4;
LWS 1,5; Kalkaneus 1,6) waren dagegen weniger eindeutig. Schott et al. (1998)
konnten in einer prospektiven Studie einen geringeren Vorhersagewert der Ganzkorper-
DXA im Vergleich zur femoralen DXA fiir Frakturen des proximalen Femurs
nachweisen.

Zusammenfassend schlossen Marshall et al. (1996) , dass die Vorhersage des
Frakturrisikos mittels DXA ebenso effektiv ist wie die Abschitzung eines
Schlaganfallrisikos durch Blutdruckmessungen. Fiir das proximale Femur lag der
Vorhersagewert sogar noch hoher. Fiir ein flichendeckendes Screening mit dieser
Methode sahen die Autoren jedoch aufgrund der Uberlappung der Messwerte mit
gesunden Personen keine Indikation. Radspieler (1996, 1997a, b) pladiert hingegen fiir
ein einmaliges Screening als sogenannte Basismessung bei allen Frauen mit Einsetzen
der Menopause sowie bei allen Personen, die ein potentielles Risikoprofil aufweisen
(z.B.  Kortisontherapie, Hyperthyreose, frithzeitige = Ovarektomie, familidre
Osteoporosebelastung). Diese diskrepanten Einschédtzungen zeigen, dass es von grof3er
Bedeutung ist weitere Bemiihungen auf diesem Gebiet zu unternehmen, damit das
Risiko fiir eine zukiinftige Fraktur durch exakte Erfassung des Knochenstatus frithzeitig
und zuverléssig erfasst werden kann. Da der zukiinftige Ort der Fraktur nicht bekannt
ist, miissten fiir eine optimale Beurteilung alle klinisch relevanten Lokalisationen

evaluiert werden (O’Gradaigh et al., 2003).
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2.6. Einfluss der Formalinfixierung auf die Messung der Knochendichte
und Knochenfestigkeit

Wiéhrend einige Studien zeigen konnten, dass die Formalinfixierung keine relevante
Auswirkung auf den Knochenmineralgehalt (BMC) an freipraparierten Knochenproben
hat (McElhaney et al., 1964; Greenberg et al., 1968; Blanton et al., 1968; Boskey et al.,
1982; Edmondston et al., 1994), gibt es bislang keine Untersuchungen, die nachweisen,
ob die DXA durch die Formalinfixierung beeinflusst wird, wenn sie in situ, d.h.
einschlieBlich der verbleibenden Weichteile, durchgefiihrt wird. In der Studie von Mc
Elhaney et al. (1964) wurden 8 Rinderfemora untersucht. Diese wurden in Scheiben
geschnitten und 15 Stunden lang in unterschiedlich konzentrierten Formalinldsungen
fixiert. Die Autoren beschrieben, dass die Formalinfixierung keinen signifikanten
Einfluss auf die Festigkeit bzw. auf die Elastizitdt des Knochens gegeniiber Zug- und
Scherkriften zu haben scheint. Unter Druckspannung war die Festigkeit jedoch nach
Fixierung um 12% gegeniiber den Frischpraparaten reduziert. Greenberg et al. (1968)
konnten in ihren Untersuchungen eine leichte Zunahme der Bruchlast bei
Formalinfixierung nachweisen. Auch Blanton und Biggs (1968) fanden in fritheren
Studien, dass die BMD-Werte vor und nach Formalinfixierung nahezu identisch waren
und die Knochendichte nicht durch die Formalinfixierung beeinflusst zu werden scheint.
Edmonston et al. (1994) untersuchten mittels DXA und quantitativer
Computertomographie zunichst die Knochendichte zweier menschlicher Wirbelkorper
iiber einen Zeitraum der vierwdchigen Formalinfixierung, wihrend der sich keine
Anderung in der Korrelation von Knochendichte und Versagenslast ergab. Da es sich
aber in den bisherigen Studien nicht um In-situ-Messungen handelt und die gewonnenen
Untersuchungsergebnisse sich lediglich auf die Knochensubstanz explantierter Knochen

bezieht, ergibt sich hier die Frage, inwieweit die mittels DXA gewonnenen
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Knochendichtewerte bei intaktem Weichteilmantel durch die Konservierung beeinflusst
werden. Auch wurden in den genannten Studien die Praparate nur kurzzeitig (fiir einige
Stunden bis zu einer Woche) aber nicht wie bei anatomischen Pridparaten iiblich tiber

Monate fixiert.
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3. Fragestellung

In der vorliegenden Untersuchung wurden die folgenden konkreten Fragen untersucht:

1. Welcher Zusammenhang bzw. welche Unterschiede bestehen zwischen In-situ-
DXA-Messungen des Ganzkorpers, des Femurs und der Lendenwirbelsdule an
Frischpraparaten und nach einer 10- monatigen Konservierung in Formalin-

Alkohol Losung?

2. Wie hoch sind die Prézisionsfehler der Messungen bei fixierten Leichen unter
In-situ-Bedingungen im Vergleich zu freipraparierten Knochen und im

Vergleich zu klinischen Messungen?

3. Wie grof} sind die Abweichungen der In-situ-DXA-Messungen an Femur und an
der Wirbelsdule mit intaktem Weichteilgewebe im Verhéltnis zu Ex-situ-

Messungen der explantierten Knochen?

4. Welchen Effekt haben die posterioren Elemente (Wirbelbogen, Wirbelgelenk,
Kostal- und Spinalfortsatz) auf die anterio-posteriore Messung der
Lendenwirbelsdule mit der DXA bzw. weisen laterale Messungen, in welche nur
die Wirbelkdrper eingeschlossen sind, unter In-situ oder Ex-situ Bedingungen

einen hohen linearen Zusammenhang mit anterio-postereoren Messungen auf?
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4. Material und Methodik

4.1. Material

4.1.1. Untersuchungskollektiv / Praparate:

Als Untersuchungsgut dienten uns formalinfixierte Leichen aus den Prédparierkursen der
Wintersemester 1997/1998 und 1998/1999, die im Rahmen des Praparierkurses an der
Anatomischen Anstalt der LMU Miinchen zur Verfiigung standen. Die Einwilligung fiir
die Verwendung zu Forschungs- und Lehrzwecken hatten die Spender zu Lebzeiten
testamentarisch gegeben. Unser Untersuchungsgut reprasentierte aufgrund seiner Grof3e
und der zufilligen Zusammenstellung einen geeigneten randomisierten Querschnitt der
entsprechenden Altersgruppe der bayrischen Bevilkerung. An 7 Praparaten wurde der
Einfluss der Formalinfixierung untersucht. Wiederholungsmessungen zur Bestimmung
der Reproduzierbarkeit wurden fiir 14 Prdparate sowohl In-situ als auch Ex-situ
durchgefiihrt. An 83 Priparaten mit einem Durchschnittsalter von 80,4 = 10,3 Jahren
untersuchten wir den Weichteileinfluss (In-situ/Ex-situ) fiir Wirbelsdule und Femur

sowie den Einfluss der Messrichtung (ap/lateral) an der Wirbelséule.

4.1.2. Ausschlusskriterien

4.1.2.1 Rontgen und Befundung der Wirbelsiulen

Um Vorfrakturen und radiologisch sichtbare Metastasen ausschliessen zu konnen,
wurden im Anschluss der Untersuchung die Wirbelsdulen entnommen, vom umgebenen
Weichteilmantel befreit und anschlieBend in anterior-posteriorer (ap) und in lateraler
(lat) Projektion nach den ,,Guidelines for Quality Assurance in Radiographic
Examinations of the Spine* der Osteoporosis Research Group (Genant et al., 1996b)

gerontgt. Die Aufnahmen wurden mit einem Polyphos 30 M Rontgengerét (Siemens

32



Material und Methode

Erlangen, Deutschland) und einer Belichtungszeit von 42 - 50kV und 16 - 20 mA auf
einem 35 x 42 cm Film (SH-R, Konicas Medical Film, Konica, Hohenbrunn,
Deutschland) angefertigt. Die radiologische Befundung wurde freundlicherweise von
Herrn Dr. J. Grimm (Osteoporosediagnostik, Kiel) durchgefiihrt. Nach Befundung
wurden insgesamt 17 Pridparate mit einem Deformitdtsgrad der interessierenden

Wirbelkorper von > 2 ausgeschlossen.

4.1.2.2. Histomorphometrische Analyse

Zur Kliarung der Frage ob ossire Metastasen, Neoplasien oder andere
Knochenerkrankungen vorlagen, welche nicht der Osteoporose zuzurechnen sind,
wurden nach dem anatomischen Priparierkurs Knochenbiopsien des Beckenkamms
entnommen und einer histomorphometrischen Analyse (Hahn et al., 1991) unterzogen.
Aufgrund der Untersuchungsergebnisse wurden nachtraglich drei Préparate mit
Malignomen und sieben mit Mineralisationsstorungen (u.a. renale Osteopathie) von der

Studie ausgeschlossen.

4.2. Methode

4.2.1. Bestimmung der Auswirkung der Formalinfixierung

Zundchst wurden 7 Leichen im Alter von 85.3 £ 4.8 Jahren, (2 ménnliche, 5 weibliche)
innerhalb von 48 Stunden nach Todeseintritt mit der DXA untersucht. Es wurden
Messungen des Gesamtkorpers, des Femurs sowie ap-Messungen der LWS (LWK 2-4)
durchgefiihrt. Die Haut und die Weichteilgewebe waren vollstindig erhalten. Laterale

Messungen der LWS konnten nicht durchgefiihrt werden, da es nicht moglich war, die
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Leichen auf dem Rontgentisch in die erforderliche seitliche Dekubitusposition zu
bringen. Fiir die Messungen stand ein DPX-L (Lunar Corporation, Madison, Wisconsin,
USA) der 1. Universitétsfrauenklinik zur Verfiigung. Der DPX-L Scanner arbeitet mit
einer Rontgenquelle, die bei einer konstanten Hochspannung (76 kVp, 3 mA) und einer
Vorfilterung (Ceriumfilter) den Rontgenstrahl in zwei verschiedene Spektren (38 und

76 kVp) aufteilt (Abb. 4).

Abb. 4: Schematische Darstellung eines Osteodensitometers Lunar DPX-L; Patient in Positionierung fiir

die ap-Messung der LWS. D = Detektor; Rontgenquelle befindet sich unter dem Patienten.

Alle DXA-Analysen wurden mit der Lunar DRX-IQ 4.5 Software vorgenommen, wobei
der Knochenmineralgehalt (BMC in g), die Projektionsfliche des Knochens (in cm?)
und die flichenbezogene Knochenmineraldichte (BMD in g/cm?) fiir Gesamtkdrper,
Femur (Hals, Trochanter) und die Lendenwirbelkorper 2-4 (L2-L4) bestimmt wurden

(Abb. 5).
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ID: 92 198.S32 SCAN DATUM:@9.18.97
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Abb. 5: ap-DXA-Messung Wirbelsdule

AnschlieBend wurden die Leichen per intraarterieller Injektion mit 10-15 Litern einer
konventionellen 5%-igen Formalin/95%-igen Ethanol- Ldsung konserviert. Die
Konservierungslosung bestand aus: 1 kg Polyethylen-Glycol 300, 1 kg Polyethylen-
Glycol 1500, 3.2 kg Trichlor-Acetaldehyd-Hydrat, 0.8 kg Alkyl-Benzyl-Dimethyl-
Ammonium-Chlorid, 2 I Glyzerin und 0.8 1 Tetrahydro-1,4-Oxazin. Die intraarterielle
Injektion tiiber die A. carotis oder A. femoralis wurde mit ungefdhr 150ml/Min.
durchgefiihrt. Die Leichen wurden dann in einer 1% Formalin/1% Phenol Ldsung
aufbewahrt. 10 Monate spdter wurden die DXA-Messungen unter identischen
Bedingungen wiederholt. Systematische Abweichungen wurden untersucht, indem die
paarweisen Unterschiede der Messwerte bestimmt und in Hinblick auf ihre Signifikanz
mit dem Wilcoxon Test flir Paardiferenz statistisch ausgewertet wurden. Der lineare

Zusammenhang der Messungen wurde durch eine Regressionsanalyse bestimmt, indem
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das Bestimmungsmaf$ (r?) und der prozentuale Standardfehler (y/x) ermittelt wurde

(SEE%).

4.2.2. Reproduzierbarkeit unter In-situ-Bedingungen bei konservierten Leichen

im Vergleich zu frei- priparierten Knochen
Um die Reproduzierbarkeit (Prézision) der Messungen bei konservierten Leichen In-situ
und an freipraparierten Knochen Ex-situ zu vergleichen, wurden 14 Priparate aus dem
makroskopischen Sezierkurs zufillig ausgewdhlt (7 ménnlich, 7 weiblich, Alter
75.6 £12.0 Jahre). DXA-Messungen des Gesamtkorpers, des Femurs und der
Wirbelsdule (L2-L4) wurden zundchst unter In-situ-Bedingungen (mit intakter Haut und
Weichteilgewebe) insgesamt viermal an unterschiedlichen Tagen mit jeweiliger
Neukalibrierung des Systems und Neupositionierung der Leichen durchgefiihrt. Die
Scans wurden anschlieBend einzeln ohne Vergleich mit den Voraufnahmen von
derselben Person ausgewertet, um die Situation einer Querschnittsstudie moglichst
genau einzuhalten. Bei jedem einzelnen Individuum wurde der Variationskoeffizient
(CV%) fiir die verschiedenen Messparameter ermittelt, indem der Mittelwert der vier
Messungen durch ihre Standardabweichung dividiert wurde. Von den einzelnen CV%
bestimmten wir das quadratische Mittel (root mean square = RMS) als
durchschnittlichen CV%, entsprechend den Empfehlungen von Gliier et al., 1995.
Hierbei wird der Mittelwert der 14 Quadrate der Variationskoeffizienten berechnet und
daraus die Wurzel gezogen.

Nach dem Sezierkurs wurden die Femora und Lendenwirbelsdulen von den
umgebenden Weichteilgewebe freipriapariert. Die DXA Messungen wurden in einer

homogenen Umgebung wiederholt, wobei die Knochen in eine definierte Position
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gebracht wurden. Die Femora wurden in einem Plexiglasbehilter, analog zur Situation
am Lebenden, 6 cm tiber dem Rontgentisch platziert. Der Behélter wurde bis zu einer

Hohe von 18 cm mit Wasser gefiillt (Abb. 6a, b).

Abb. 6a: Femur auf Plexiglasvorrichtung

Abb. 6b: Femur im Wasserbad
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Um ap-Messungen der LWS zu simulieren, wurde der Lendenwirbelabschnitt so
positioniert, dass die Dornfortsitze (Processus spinosi) in etwa 0.5 cm iiber dem
Rontgentisch positioniert waren. Die Messungen wurden ebenfalls viemal an

verschiedenen Tagen durchgefiihrt.

Abb. 7: Wirbelsdule vor dem Wasserbad

Um laterale Messungen zu simulieren, wurden die spinalen Segmente so auf einem
Plexiglastablett positioniert, dass ihr Zentrum analog zur Situation am Lebenden in etwa
12 cm iiber dem Rontgentisch lokalisiert war (Abb. 7). Um zu bewerten, ob die
Reproduzierbarkeit (CV%) unter In-situ- und Ex-situ-Bedingungen signifikant

unterschiedlich war, wurde ein zweizeitiger T-Test verwandt.

4.2.3 Auswirkung des Weichteilgewebes und der Messrichtung auf die
DXA
Um die Auswirkung des (formalin-konservierten) Weichteilgewebes auf DXA

Messungen zu bestimmen, wurden bei allen Leichen aus dem makroskopischen
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Sezierkurs In-situ-Messungen mit intakter Haut und Weichteilgeweben durchgefiihrt
(n=83; 31 ménnlich; 52 weiblich; Alter 80.4 + 10.3 Jahre; Altersspanne 46-83 Jahre).
Aufgrund von Hiiftendoprothesen konnten nur 77 Femora untersucht werden. Die
Messungen wurden spiter an freipréparierten Knochen wiederholt. Zu beachten ist, dass
aus didaktischen Griinden wéhrend des Sezierkurses der Spinalkanal bei 44 Priparaten
von dorsal eroffnet wurde, um das Riickenmark zu demonstrieren. In-situ-ap-
Messungen konnten daher nur in 39 Fillen mit Ex-situ-Messungen verglichen werden.
Laterale Messungen konnten jedoch in allen 83 Fillen unter Ex-situ-Bedingungen
vorgenommen werden. In-situ-ap-Messungen wurden mit lateralen Messungen
verglichen, um den Gesamteffekt des Weichteilgewebes und der posterioren Elemente
auf die lumbale DXA zu beurteilen. Systematische Abweichungen wurden gepriift,
indem der Mittelwert der paarweisen Unterschiede ermittelt und mit dem zweizeitigen

T-Test auf Signifikanz getestet wurde.

4.3. Auswertung der Messdaten

4.3.1. Ganzkorpermessung

Bei den In-situ-DXA-Messungen wurden die Leichen in Riickenlage nach Ausgleich
der Lendenlordose gescannt, damit die Wirbelsdule moglichst parallel ohne
Uberlagerungen auf dem Untersuchungstisch zu liegen kam. Die Messungen des
gesamten Korpers iliber die gesamte Lénge eines Préparates erfolgte mit dem
Scanmodus Fast 150 (150uA, Quellenkollimator 168mm, Auflosung 4,8 x 9,6mm). Die
Auswertung erfolgte mit der automatischen Scananalyse der handelsiiblichen Software
des Herstellers Lunar DPX-IQ 4.5. Die Analysesoftware legte automatisch Trennlinien
durch 9 anatomische Regionen, die alle einzeln analysiert werden konnen. Dabei

wurden vier Hauptregionen vom Analyseprogramm definiert: Kopf, Arme, Beine und
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Abdomen, welches weiterhin in Rippen, Becken und Wirbelsdule (Brust-, und
Lendenwirbelsdule) unterteilt wurde. Diese Profillinien konnten im Bedarfsfall manuell
nachbearbeitet werden, was sich bei Pridparaten mit sehr geringer
Knochenmineraldichte, Skoliosen und starken osteophytiren Randanbauten héufig als
notwendig herausstellte. Das Programm berechnet einen BMD—-Wert fiir jede Region
und fiir den gesamten Korper, weiterhin errechnet die Software zusétzlich fiir das Fett-
und Muskelgewebe den Anteil in g bezogen auf das zuvor gemessene
Gesamtkorpergewicht. Der Anteil des Fetts am gesamten Weichteil wird zudem noch
separat angegeben. Abschliefend lagen uns dann die quantitativen Durchschnittswerte
fiir den gesamten Korper und die einzelnen Regionen vor. Die Auswertung eines

Ganzkorperscans bendtigte ca. 10 bis 15 Minuten.

4.3.2. Femurmessung

Die Messungen der Femora erfolgten jeweils rechts und links mit dem schnellen
Scanmodus Fast 3000 (3000pA, Quellenkollimator 1,68mm, Auflosung 1,2 x 1,2mm).
Das Lunar Programm errechnet am Femur BMD-, BMC- und Flidchenparameter
folgender Regionen: Oberschenkelhals, Trochanter, Ward'sches Dreieck, Schaft und
Gesamtfemur. Manuell wurde die ROI in die korrekte Lage, senkrecht zur Achse des
Oberschenkelhalses, an das proximale Ende verschoben. Das Programm berechnet von
dieser ~ Ausgangsposition  ausgehend  die  beschriebenen =~ ROI’s des
Oberschenkelknochens. Ein Rechteck zeigt dabei die Region des Oberschenkelhalses;
zwei von diesem ausgehende Linien markieren die Trochanterregion (Abb. 8 ROI am

Femur). Ein Femurscan dauerte ca. 2-5 Minuten.
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4.3.3 Wirbelsiule in anteroposteriorer Messrichtung

Die posterioren Elemente (Processus spinosus, articulares und transversus/costales) der
Wirbelsdule wurden bei den ap-In-situ Messungen mit eingeschlossen. Die Messung der
Lendenwirbelsdule (LWS) in (ap) Projektion erfolgte mit dem schnellen Scanmodus
Fast 3000 (3000nA, Quellenkollimator 1,68mm, Auflésung 1,2 x 1,2mm). Die
Analysesoftware legte automatisch Trennlinien durch die Zwischenwirbelscheiben, um
die einzelnen Wirbelkorper voneinander abzugrenzen, bedarfsweise wurden auch hier
die Profillinien der Knochen und die Abgrenzungen manuell nachbearbeitet, um die
Genauigkeit der Messergebnisse zu gewihrleisten. Bei der ap-Messung der LWS
wurden die Lendenwirbelkdrper LWK 2 - 4 zusammen ausgewertet und jeweils BMD,
BMC und Area berechnet. Die In-situ Messungen der Lendenwirbelsdule in lateraler
(lat) Projektion waren, wie oben beschrieben, bei dem verwendeten Untersuchungsgut

nicht moglich. Die Auswertungszeit betrug zwischen 7- 15 Minuten.

4.3.4 Wirbelsiule in lateraler Messrichtung

Die Ex-situ DXA-Messungen in der lateralen (lat) bzw. seitlichen Projektion waren in
68 Fillen moglich. Bei dieser Messung wurde BMC, BMD und Area nur der
Wirbelkdrper selbst, ohne posteriore Elemente, erfasst. Fiir die Messung in lateraler
Projektion wurden die Wirbelsdulen mittels einer speziellen rontgendurchlédssigen
(diinne Plexiglashalterung = zusitzliches Weichteildquivalent) Vorrichtung in der Mitte
eines 18 cm hohen Wasserbades in “Rechtsseitenlage” positioniert. Die Ex-situ DXA-
Messung erfolgte wie die In-situ Messung mit dem schnellen Scanmodus Fast 3000
(3000pA, Quellenkollimator 1,68mm, Auflosung 1,2 x 1,2mm). Bei der Messung der

LWS im lateralen Strahlengang wurden die Lendenwirbelkérper LWK 2 - 4 in die
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Auswertung einbezogen, der dritte Lendenwirbelkorper (LWK 3) wurde wiederum
selektiv ausgewertet. Die ,regions of interest® (ROIs) wurden iiber die
Lendenwirbelkorper gelegt und manuell an den Wirbelkorper angepasst, die
Wirbelbdgen und kleinen Wirbelgelenke (Facettengelenke) wurden ausgeschlossen. Die
ROIs konnten bei allen Wirbelkorpern in Subsegmete unterteilt werden. Ein in der
GroBe verdnderbarer Bereich grenzte jeweils die Deck- und Bodenplatten ein, dieser
Teil markierte hauptsdchlich den kortikalen, subchondralen Knochen. Der mittlere
Bereich des Wirbelkorpers, jener zwischen der markierten Deck - und Bodenplatte,
stellte den weitgehend trabekuldren, spongiosen Knochen dar. Diese ROI war in der
Auswertung mit ,,Mid Body“ gekennzeichnet. Alle Segmente zusammen wurden als
,»Total Body* in der Auswertung bezeichnet. Der dritte LWK wurde wiederum selektiv

ausgewertet.

4.4. Statistische Auswertung

Zur statistischen Analyse der Daten wurde das Programm Statview 4.5 (Abacus
Concepts, Berkley, California, USA) verwendet. Korrelationen zwischen den
gemessenen Parametern wurden durch eine lineare Regressionsanalyse bestimmt, indem
das BestimmungsmafB (r*) und der prozentuale Standardfehler (y/x) ermittelt wurde
(SEE%), sowohl fiir das gesamte Untersuchungskollektiv als auch fiir Manner und
Frauen getrennt. Systematische Abweichungen wurden ausgewertet, indem die
paarweisen Unterschiede der Messwerte bestimmt und in Hinblick auf ihre Signifikanz

mit dem Wilcoxon - Paardifferenztest statistisch beurteilt wurden.
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5. Ergebnisse

5.1.  Einfluss der 10-monatigen Formalinfixierung auf die In-Situ-DXA-Messung
Die DXA-Messungen des Gesamtkorpers, Femurs und der LWS nach 10-monatiger
Konservierung korrelierten hoch (1* > 0,97; SEE < 10%) mit den Messungen an frischen
Leichen (Tab. 3). Es gab keine signifikante Abweichung der Werte auller fiir die
Gesamtkorper BMD, die eine geringe Abnahme von durchschnittlich 3,1% zeigte (Tab.

3, Abb. 8).

Tab. 3: Einfluss der 10-monatigen Formalinfixierung auf In-Situ-DXA-Messungen

Systematische Signifikanz-

Abweichung niveau Korrelation SEE
(%) () (r*) (%)
Ganzkdorper BMC -2,0% n.s. 0,98 5,5%
BMD -3,1% p<0,05 0,99 1,0%
Gesamtfemur BMC -0,6% n.s. 0,97 9,7%
BMD +2,2% n.s. 0.98 3.8%
L2-L4 BMC +7,0% n.s. 0,97 7,6%
BMD +3,1% n.s. 0,99 3,3%

SEE (%) = Prozentualer Standardfehler (y/x) bezogen auf Messwerte der frischen Leichen; BMC = Bone
Mineral Content = Mineralgehalt des Knochens (in g); BMD = Bone Mineral Density = Mineraldichte

des Knochens in g/cm?; LWK = Lendenwirbelkdrper; n.s.= nichtsignifikant
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Abb. 8: Regressionsgrade der DXA-Messungen (Gesamtkérper BMC) vor und nach

10-monatiger Formalinfixierung (n=7)

5.2. Reproduzierbarkeit der DXA Messungen unter In-situ und Ex-situ-

Bedingungen
Die Prézision der Gesamtkorpermessung betrug 1,6% fiir den BMC und 0,8% fiir die
BMD. Mit Ausnahme des Oberschenkelhalses (p< 0,05) war die Reproduzierbarkeit
unter In-situ- und Ex-situ-Bedingungen nicht signifikant verschieden (Tab. 4), der
Variationskoeffizient lag zwischen 1,7% (LWK 2-4) und 6,9% (Trochanter major) fiir
den BMC und zwischen 0,7% (L2-L4) und 3,0% (Trochanter major) fiir die BMD.

Die Messungen wiesen hohere BMC und BMD Werte unter In-situ-
Bedingungen auf als unter Ex-situ-Bedingungen (Abweichung = +0,2% bis +12,7%)
(Tab. 5). Das lineare Verhiltnis war relativ hoch bei den Analysen des Gesamtfemurs
(r* > 0,92; SEE%<9% (Tab. 5), aber niedriger fir den Oberschenkelhals, den

Trochanter major und die LWS (1? = 0,78-0,90; SEE% = 8-22% ) (Tab. 5; Abb. 9a, b)
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Tab. 4: Prizision der DXA-Messungen unter In-situ gegeniiber Ex-situ-Messungen

Signifikanz der
In-situ CV% Ex-situ CV% Differenz (p)

Gesamtfemur  BMC 2,9 2,8 p=0,44
BMD 1,5 2,2 p=0,07
Schenkelhals BMC 2,2 2,7 p=0,06
BMD 0,9 2,4 p <0,05
Trochanter BMC 6,9 5,8 p=0,21
BMD 3,0 1,8 p=0,18
LWK 2-4 BMC 1,7 1,3 p=0,33
BMD 0,7 1,0 p=0,16

BMC = Bone Mineral Content = Mineralgehalt des Knochens (in g); BMD = Bone Mineral Density =
Mineraldichte des Knochens in g/cm?, L = Lendenwirbelsdule unter In-situ gegeniiber Ex-situ

Bedingungen (n=14)

Tab. 5: Einfluss des Weichteils auf femorale (n = 77) und vertebrale (n = 39) DXA-Messungen

Systematische Signifikanz-

Abweichung niveau Korrelation  SEE

(%) () (r?) (o)
Gesamtfemur BMC +5,1 p <0,001 0,92 8,6
BMD +0,2 p <0,05 0,94 53

Schenkelhals BMC +11,4 p <0,001 0,88 11,7
BMD +4.3 p <0,001 0,87 9,3

Trochanter BMC +12,7 p <0,001 0,78 22,0
BMD +4,9 p <0,001 0,88 7,7

L2-L4 BMC +7,7 p<0,01 0,86 15,2
BMD +10,0 p <0,001 0,90 9,5

SEE = Prozentualer Standardfehler bezogen auf Ex-situ-Messwerte; BMC = Bone Mineral Content =
Mineralgehalt des Knochens (in g); BMD = Bone Mineral Density = Mineraldichte des Knochens in

g/cm?; L = Lendenwirbelsdule
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Abb. 9: Regressionsgerade der DXA Messungen (BMD) mit und ohne Weichteil:
a) Schenkelhals BMD (n=77); b) ap-Wirbelsdule BMD (L2-L4) (n=39)

5.3. Einfluss posteriorer Wirbelanteile auf die DXA-Messung

Die laterale Wirbelkorpermessung wies Werte von 40,2 = 7,2% des BMC und 62,0 +
11,2% der BMD der entsprechenden Segmente in ap-Richtung unter Ex-situ-
Bedingungen auf (Tab. 6). Die Variabilitit der Messwerte war hoch und betrug 26% -
58% fiir den BMC und 38% - 91% fiir den BMD. Das lineare Verhéltnis zwischen den
Werten war relativ niedrig mit einem Bestimmungsmal (*) von 0.80 (BMC),
beziehungsweise 0.69 (BMD) und einem SEE% von 41% bzw. 26% (in Bezug auf die
Werte der Wirbelkdrper in den lateralen Aufnhahmen). Wenn man In-situ-ap-Messungen
in Beziehung zu den lateralen Ex-situ-Messungen setzt (Tab. 6, Abb. 10), betrug das

Bestimmungsmaf3 0.73 (BMC) und 0.63 (BMD) und der SEE% 52% bzw. 26%.
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Tab. 6: Einfluss der poterioren Wirblkérperanteile auf DXA-Messungen

Systemische

Abweichung Korrelation SEE* SEE"

(%) () (%) (%)
Ex-situ BMC -59, 8 0,8 40,9 16,3
(n=39) BMD -38,0 0,69 26,0 16,1
In-situ BMC -62,1 0,73 52,1 194
(n=283 BMD -43,2 0,63 26,3 15,0

SEE* = Prozentualer Standardfehler bezogen auf Messwerte der lateralen Wirbelsdulenmessungen;
SEE’= Prozentualer Standardfehler bezogen auf ap-Messungen; BMC = Bone Mineral Content =
Mineralgehalt des Knochens (in g); BMD = Bone Mineral Density = Mineraldichte des Knochens in
g/cm?; alle Standardabweichungen waren hoch signifikant mit p< 0,001 im Vergleich der ap-Messungen

von L2-L4 (In-situ und Ex-situ) mit den lateralen Wirbelsdulenmessungen
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Abb. 10: Regressionsgerade der lumbalen DXA Messungen (BMC von L2-L4) erzielt in ap-Projektion

In-situ gegeniiber Ex-situ-Messungen in lateraler Projektion (n=83)
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6. Diskussion

Ziel der vorliegenden Studie war es, den Einfluss zehnmonatiger Formalinfixierung auf
Knochendichtemessungen zu untersuchen. Eine weitere Zielsetzung der Studie war es,
die Reproduzierbarkeit der Methode anhand von Wiederholungsmessungen unter In-situ
und Ex-situ-Bedingungen zu bestimmen. Weiterhin priiften wir den Effekt des
umgebenen Weichteilmantels auf densitometrische Untersuchungen an Femur und
Wirbelsdule mittels DXA. Zuletzt interessierte uns, inwieweit der posteriore Anteil der
Wirbelsdaule (Wirbelbogen, Kostal- und Spinalfortsatz) zur ap-Messung der
Lendenwirbelsdule beitrdgt und ob ein linearer Zusammenhang zwischen In-situ und
Ex-situ ap-Messungen mit lateralen Messungen (bei denen nur die Wirbelkorper
eingeschlossen sind) besteht. Diese Untersuchungen sind von Bedeutung, um die
Wertigkeit densitometrischer Messverfahren, insbesondere der DXA-Methode, (unter
In-situ-Bedingungen bei vorhandenen Weicheilen) zu bewerten und um Riickschliisse
fiir die klinische Beurteilbarkeit der individuellen Therapieindikation und -kontrolle

gewinnen zu konnen.

6.1. Methodikdiskussion

Im Vergleich mit in der Vergangenheit durchgefiihrten experimentellen Studien
(Courtney et al., 1995; Bouxsein et al., 1995, 1999; Cheng et al., 1997a, b, 1998) stand
fiir unsere Studien insgesamt ein sehr groBes Untersuchungsgut (n = 120) aus zwei
aufeinander folgenden Préparierkursen zur Verfiigung. Die Situation des
Priparierkurses ermoglichte es uns dariiber hinaus die Knochendichtemessungen mittels
DXA bei erhaltenem Weichteilmantel und anschlieBend an explantierten Knochen

durchzufithren.

48



Diskussion

Das ausschlaggebende Einschlusskriterium fiir die Studie war die einige Jahre
vor dem Tod gegebene testamentarische Verfiigung des Leichnams an die Anatomische
Anstalt Miinchen. Detaillierte Angaben zur medizinischen oder sozialen Vorgeschichte
lagen uns nicht vor, ebenso gab es keine Informationen iiber den Gesundheitszustand
oder vorbestehende Knochenerkrankungen. Es wurden jedoch Individuen mit
Malignomen, Mineralisationsstorungen, Wirbelkdrperfrakturen und
Extremititenfehlstellungen ausgeschlossen, die wahrend des Priparierkurses sowie
nachtraglich anhand konventionell angefertigter Rontgenbilder der explantierten
Wirbelsdulen und mittels Beckenkammbiopsien aus dem hinteren Beckenkamm
diagnostiziert wurden. Somit kann davon ausgegangen werden, dass unser
Untersuchungsgut einen reprasentativen Querschnitt der nicht von diesen Krankheiten
betroffenen dlteren bayrischen Bevolkerung darstellt. Die Altersgruppe ist mit 50 bis
100 Jahren ziemlich hoch und stellt daher eine frakturgefdhrdete Population dar.

In fritheren Studien wurde gezeigt, dass die Fomalinfixierung sich nicht
signifikant auf mit der DXA oder CT gewonnene Knochendichtemessungen auswirkt
(Blanton et al., 1968; Boskey et al., 1982; Mockenhaupt et al., 1994; Edmondston et al.,
1994; Augat et al., 1998). Wir konnten in der vorliegenden Studie belegen, dass
langerfristige Applikation von Formalin (10 Monate) keinen signifikanten Effekt auf die
knochernen, mechanischen oder morphologischen Eigenschaften hat, die mittels DXA
oder CT gemessen wurden.

Bevor  Korrelationskoeffizienten der  Knocheneigenschaften  zwischen
verschiedenen skelettalen Lokalisationen beurteilt und statistisch analysiert und
interpretiert werden konnen, ist es von grofer Bedeutung, die individuelle
Messprizision an diesem Untersuchungsort zu bestimmen (Hassager et al., 1991). So ist

es moglich zu bewerten, inwieweit der Korrelationkoeffizient tatsdchlich eine skelettale
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Inhomogenitdt widerspiegelt und nicht lediglich Ausdruck mangelnder technischer
Prazision der Messung ist. Es wird generell empfohlen, Reproduzierbarkeitsmessungen
moglichst realititsnah, d.h. im Fall der DXA mit intakter Haut und intaktem
Weichteilmantel (In-situ), durchzufiihren. Bei der DXA stellt die Positionierung des zu
messenden Priparates wie auch bei CT- oder Ultraschallmessungen (Evans et al., 1995)
hiufig einen limitierenden Faktor in der zu erreichenden Gerdteprizision dar. Um im
klinischen Alltag eine realisierbare Prdzision erreichen zu konnen und eine bessere
Vergleichbarkeit der Messungen verschiedener Individuen gewéhrleisten zu konnen,
wurden fiir die In-situ-Messungen eigens angefertigte Positionierungshilfen benutzt. Fiir
die Ex-situ-Messungen wurde der zu untersuchende Knochen (Wirbelsdule, Femur)
nach dem Priparierkurs explantiert und fiir die Messung analog der Situation am

Lebenden, ebenfalls mit Positionierungshilfen, in eine definierte Position gebracht.

6.2. Ergebnisdiskussion

In dieser Untersuchung haben wir die Auswirkung der Konservierung
(Formalinfixierung) und der Weichteilumgebung auf Messungen des Knochenstatus mit
der DXA beurteilt. Dies ist die erste experimentelle Studie, welche den Einfluss einer
langerfristigen Konservierung einschlieBlich des natiirlichen Weichteilgewebes
untersucht. Die Erkenntnis einer nur unwesentlichen Auswirkung der Konservierung ist
wichtig im Kontext experimenteller, biomechanischer Untersuchungen und der
Beziehung zwischen dem Knochenmineralstatus und der mechanischen Bruchfestigkeit.
Es kann somit davon ausgegangen werden, dass Messergebnisse formalinfixierter
Priparate mit intaktem Weichteilmantel Riickschliisse auf Messergebnisse an lebenden

Individuen derselben Altersgruppe zulassen. Frithere Studien ohne Weichteilmantel
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haben ebenfalls gezeigt, dass die kurzfristige Konservierung keine signifikante
Auswirkung auf Messungen des Knochenmineralgehaltes hat (Mc Elhaney et al., 1964;
Greenberg et al., 1968; Blanton et al., 1968; Boskey et al., 1982). Unsere Ergebnisse
demonstrieren, dass dies auch bei In-situ-Messungen mittels DXA und bei relativ
langen Fixationszeitraumen der Fall ist. Da sehr geringe BMC- und BMD-Zunahmen in
einigen Messungen gefunden und kleine Abnahmen in anderen bedeutenden Regionen
beobachtet wurden, gehen wir davon aus, dass diese Anderungen zufillig und nicht
systematisch sind. Edmondston et al. (1994) beobachteten anhand der Korrelation
zwischen dem BMC und der Versagenslasten von Schafsknochen, dass eine Fixierung
durch Formalinfliissigkeit zu keiner signifikanten Verdnderung des Zusammenhangs
zwischen mechanischer Festigkeit und Knochenmineralstatus bei Schafswirbelsdulen
fiihrte.

Unsere Arbeitsgruppe konnte in fritheren Studien zeigen (Popperl et al., 1999),
dass die Ultraschallgeschwindigkeit (SOS) durch das Fersenbein eine signifikante
Abnahme wihrend der Konservierung zeigte, dass aber die Messungen im konservierten
Zustand eine hohe lineare Beziehung zu Knochen von gerade verstorbenen Personen
aufwies.

Die Abweichungen der DXA-Messungen mit gegeniiber Vorhandensein der
umgebenden Weichteilgewebe kann mehrere Ursachen haben: Basierend auf zwei
verschiedenen Energiegipfeln bei der DXA konnen nur zwei der drei Gewebe in dem
Strahlenfeld (Knochen, Fett und mageres Gewebe) getrennt werden. Da jedoch die
Zusammensetzung (Fett versus Muskel) der Weichteilgewebe vor, hinter und im
Knochen die Messungen des BMC in den untersuchten Regionen beeinflusst, muss ihre
Zusammensetzung neben dem Knochen gemessen werden. Dieses Verhiltnis wird dann

vorausgesetzt, um es auf das gesamte umgebende Weichteilgewebe anzuwenden. Wenn

51



Diskussion

jedoch das Fettgewebe inhomogen Tiber diesen Regionen verteilt ist, treten
Genauigkeitsfehler auf (Genant et al., 1996; Adams et al., 1997; Gotfredsen et al., 1988;
Svendsen et al., 1995). Andere Fehlerquellen schlieBen Variationen der Gewebetiefe
und extraskelettale Verkalkung ein, wie beispielsweise Plaques der Aorta und der
femoralen Arterien (Adams et al., 1997; Gotfredsen et al., 1988; Laskey et al., 1992;
Frohn et al., 1991). Prazisionsfehler konnen zu Abweichungen zwischen den In-situ-
und Ex-situ-Messungen am Trochanter major beigetragen haben, aber es ist
unwahrscheinlich, dass sie eine signifikante Rolle an anderen Lokalistationen spielten,
da die Reproduzierbarkeit < 3% fiir den BMC und < 2% fiir die BMD betrug. Svendsen
et al. (1995) verglichen In-situ- DXA mit Ex-situ-Messungen von freipriparierten und
mazerierten, entfetteten Knochen an einer kleinen Auswahl von 14 Leichen. Sie
berichteten von Genauigkeitsfehlern (SEE%) bei In-situ gegeniiber freipraparierten
Knochen von 7,6/6,7% am gesamten Femur (BMC/BMD), 7,6/6,2% am
Oberschenkelhals, 5,9/3,4% am Trochanter major, 6,1/5,2% an Lendenwirbeln und
3,0/2,9% fiir den Unterarm. Wihrend der Genauigkeitsfehler, der in unserer
Untersuchung beobachtet wurde, fiir den Gesamtfemur in einer &dhnlichen
Grossenordnung lag, war er flir den Oberschenkelhals, den Trochanter major und die
Lendenwirbelsdule hoher. Diese Diskrepanz mag folgende Urspriinge haben: Svendsen
et al. (1995) fiihrten je zwei Messungen In-situ beziechungsweise Ex-situ durch und
verwendeten dazu Positionierungsgerdte, um die Positionen im Verhiltnis zum
Rontgentisch ideal anzupassen. Auf diese Weise wurden die Prézisionsfehler reduziert.
Wir hingegen haben den Gesamtfehler bestimmt (Genauigkeit und Prizision), der
auftritt, wenn eine einzelne Messung vorgenommen wird. Der zweite Grund mogen die
unterschiedlichen Untersuchungspréiparate sein. Die 14 Individuen, die von Svendsen et

al., 1995 untersucht worden waren, hatten ein durchschnittliches Alter von 61 Jahren,
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wéhrend unser Untersuchungsgut deutlich umfangreicher war und éltere Individuen mit
einem Durchnittsalter von 80 Jahren einschloss. Bei diesen Individuen variierte der
relative Fettgewebegehalt sehr stark (von 4,2% bis 52,2% Korpergewicht), und diese
groBere Variation mag auch die Ursache dafiir sein, dass die Fettgewebsverteilung im
Korper inhomogener ist und es so zu einer Zunahme der Genauigkeitsfehler der DXA-
Messung kommt.

Bei dem Vergleich der ap-Messungen mit den lateralen Messungen an der
Lendenwirbelsdule fanden wir eine nur moderate Korrelation zwischen beiden
Messmethoden, die in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen vorheriger klinischer
Untersuchungen steht (Uebelhart et al., 1990; Slosman et al., 1990; Duboef et al., 1994),
in welchen beide Scan-Projektionen direkt miteinander verglichen wurden. Duboeuf et
al. (1994) fanden einen Korrelationskoeffizienten von 0.64 fiir die laterale BMD
gegeniiber der ap-BMD der LWK 2-4 bei 101 jungen, gesunden Frauen. Der laterale
BMD-Wert betrug ca. von 58% des ap-BMD-Wertes. Grampp et al. (1997)
untersuchten 47 Frauen in der Prdmenopause (33 + 7 Jahre) und 41 Frauen in der
Postmenopause (70 £+ 6 Jahre) und beobachtete eine Korrelation von 0,74 fiir die BMD
der lateralen versus ap-Messung. Die lateralen BMD Werte betrugen ca. 80% der ap-
Werte vor der Menopause und 72% nach der Menopause (Grampp et al., 1997). Wir
fanden eine relativ geringe Korrelation zwischen beiden Messungen, ebenso unter Ex-
situ-Bedingungen (r> = 0,69). Dies ldsst den Schluss zu, dass die Abweichungen nicht
nur durch die inhomogene Fettverteilung verursachte Genauigkeitsfehler entstehen,
sondern durch die Variabilitit im Knochenmineralstatus des vorherrschenden
trabekuldren Wirbelkorpers und der eher kortikalen posterioren Elemente. Im
Durchschnitt enthielt der Wirbelkdrper 40% des BMC und die dorsalen Anteile 60%

des Gesamt ap-BMC, das Verhéltnis variierte dabei in individuellen Fillen zwischen
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26% und 58%. Sowohl die niedrigen Werte des Wirbelkdrpers als auch das sehr
variable Verhiltnis bei den posterioren Elementen im Vergleich zu unseren Ergebnissen
sind hochstwahrscheinlich durch das hohere Alter unseres Untersuchungskollektives
bedingt. Bei einigen von ihnen zeigten sich schwere trabekuldre Knochenverluste im
Wirbelkdrper, bei anderen degenerative Verdnderungen in der LWS (mit einer
zunehmenden Verkalkung der Bandscheiben und der Apophysengelenke) und bei
einigen lag ein Mischbild beider Verdnderungen vor. Dieses Ergebnis zeigt, dass es bei
dlteren Menschen problematisch ist, genaue Schéitzungen des trabekuldren
Knochenverlustes im Wirbelkorper durch ap-Messungen anzustellen. Diese Tatsache
scheint jedoch in der unmittelbaren Postmenopause weniger problematisch zu sein, da

hier degenerative Verdnderungen weniger haufig sind.
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6.3. Schlussfolgerung
In Beantwortung der anfangs gestellten Fragen lassen sich die folgenden konkreten

Schlussfolgerungen ziehen:

1. Die mittels DXA gewonnenen Messwerte weisen nach 10-monatiger
Formalinfixierung gegeniiber unfixierten Priparaten keine signifikanten
Unterschiede auf. Wir kommen daher zu dem Schluss, dass fiir vergleichende
osteodensitometrische und biomechanische Untersuchungen exakte DXA-
Messungen bei Leichen mit intaktem Weichteilmantel unternommen werden

konnen, die liber einen betrichtlichen Zeitraum konserviert worden sind.

2. Im Rahmen der experimentellen Studie wird eine relativ hohe Prézision fiir In-
situ-Messungen mit der DXA fiir Gesamtkorper, Wirbelsdule (L2-L4) und
Gesamtfemur erzielt, die es erlaubt, reproduzierbare Messungen an diesen
Lokalisationen im Rahmen einer experimentellen Querschnittstudie

durchzufithren.

3. Die Weichteilgewebe verursachen eine leichte Uberschitzung der DXA
Messungen (bis zu 13%) mit Genauigkeitsfehlern (SEE%) von weniger als 9%
beim Gesamtfemur, aber einem Messfehler von 8-22% bei regionalen Analysen

des Femurs und der Lendenwirbelsdule gegeniiber der Ex-situ-Messung.

4. Relativ groBe Abweichungen von der Linearitdt werden zwischen ap-Messungen
der Wirbelsegmente und der lateralen Messungen der Wirbelkorper sowohl unter

In-situ- als auch unter Ex-situ-Bedingungen beobachtet. Diese Abweichungen
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sind zum einen auf eine hohen Variabilitdt des trabekuldren Knochenverlustes
im Wirbelkdrper zuriickzufiihren, zum anderen trdgt wahrscheinlich das
Vorhandensein degenerativer Verdnderungen in den Wirbelkorpersegmenten

alterer Individuen zu dieser Abweichung bei.

Hieraus schliessen wir insgesamt, dass DXA-Messungen an Préipariersaalgut mit hoher
Prizision durchgefiihrt werden konnen und dass die Formalinfixierung nur einen sehr
geringen Einfluss auf das Ergebnis hat. Die inhomogene Weichteilverteilung
(Fettfehler) fiihrt dagegen zu leichten Abweichungen von tatsdchlichen Werten.
Inwiefern sich diese Abweichungen auf die exakte Beurteilung des Knochenstatus und
auf die Vorhersage des mechanischen Versagens auswirkt, wurde anhand von

biomechanischen Untersuchungen im Rahmen des Projekts weiterfiihrend untersucht.
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7. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Studie war es, den Einfluss der Formalinfixierung sowie der
Weichteile (Fettfehler) um die interessierenden Skelettregionen auf die DXA-Messung
Zu priifen. Desweiteren untersuchten wir den Unterschied der
Knochendichtemessergebnisse ~ zwischen lateralen und  herkommlichen ap-
Wirbelsdaulenmessungen.

An 7 Leichen wurden jeweils kurz nach dem Tod und nach 10-monatiger
Formalinfixierung (5% Formalin/95% Ethanol), DXA-Messungen mittels eines DPX-L
Gerdts (Lunar) an  verschiedenen  Lokalisationen (Ganzkorper, Femur,
Lendenwirbelsdule ap- und lateral) bei erhaltener Haut und intaktem Weichteilmantel
durchgefiihrt. Die fiir die jeweiligen Lokalisationen berechneten Knochenmassen
(BMC) und flichenhaften Knochendichten (BMD) vor und nach Konservierung zeigten
dabei mit einem r> > 0,97 und einem SEE% von < 10% relativ hohe Korrelationen.
DXA-Messungen werden durch die Formalinfixierung folglich nicht systematisch
beeinflusst, ausgenommen von der Gesamtkdrper BMD mit -3,1%).

Die Préizision der DXA-Messung wurde an 14 Individuen durchgefiihrt. Bei 4-
fach Bestimmung ergaben sich fiir die Ganzkdrpermessung Variationskoetfizienten von
1,6% fiir den BMC und von 0,8% fiir die BMD. Die Prézision fiir femorale und
vertebrale Messungen wurde unter In-situ- und Ex-situ-Bedingungen verglichen, wobei
sich mit Ausnahme des Schenkelhalses kein signifikanter Unterschied zwischen In-situ-
und Ex-situ-Bedingungen ergab. Die Variationskoeffizienten lagen zwischen 0,7%
(LWK 2-4) und 3% (Trochanter major) fiir die BMD und bei < 2% fiir die BMC,
(Ausnahme Trochanterregion = 6,9%). Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass

DXA-Messungen an Préipariersaalgut mit hoher Prazision durchgefiihrt werden konnen.
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Der Einfluss der inhomogenen Weichteilverteilung (Fettfehler) wurde an 83
Praparaten (Alter 80,4 4+ 10,3 Jahre) untersucht. Auf die Messergebnisse des
Gesamtfemurs hat das Weichteilgewebe nur einen geringen Effekt (r> > 0,90; SEE% <
9%), wihrend der Weichteilmantel bei regionalen Analysen fiir Femur und Wirbelsédule
(r* = 0,78 - 0,90; SEE% = 8 - 22%) zu groBeren Fehleinschitzungen der DXA-
Messungen fiihrt.

Der Vergleich von ap-Messungen und lateralen Messungen der vertebralen
Segmente erbrachte eine relativ niedrige Korrelation mit Koeffizienten von r* = 0,69 -
0,80 und einen SEE% von 41% bis 26% (bezogen auf Wirbelkorperwerte der lateralen
Messungen). Der Vergleich zwischen ap-In-situ- und lateralen Ex-situ-Messungen
zeigte eine Zunahme des Fehlers (1> = 0,63 fiir BMD und 0,73 fiir BMC) und einem
SEE% von 27% - 52%. Wir gehen davon aus, dass schwere trabekuldre
Knochenverluste im Wirbelkorper und degenerative Verdanderungen in der LWS alterer
Individuen fiir diese Abweichungen verantwortlich sind. Aus diesem Grund erscheint es
problematisch, genaue Schitzungen des trabekuliren Knochenverlustes im
Wirbelkorper anhand von ap-DXA-Messungen zu diagnostizieren. Dieser Umstand
konnte jedoch in der unmittelbaren Postmenopause weniger problematisch sein, da hier
degenerative Verdnderungen der Wirbelsdule weniger hdufig sind. Aus den
vorliegenden Daten ldsst sich schlieBen, dass es im Rahmen vergleichender
densitometrischer biomechanischer Studien moglich ist, prizise Messungen an

formalinfixierten Priparaten zu erheben.
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