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ABSTRAKT

Die Mikroarchitektur eines Knochens ist eng verkniipft mit seiner biomechanischen Funk-
tionalitdt. Der Einfluss dieser knéchernen Mikrocharchitektur wird in Bezug auf Patho-
genese und klinische Einschéatzung von Krankheiten wie Osteoporose, Rheumatoider
Arthritis und Stoffwechselerkrankungen sowie im Rahmen der Entwicklung pharmako-
logischer und invasiver Interventionen intensiv untersucht. Entsprechende Eingriffe sind
die Implantation von Bioimplantaten und Osteosynthesematerial - hdufig zunachst tier-
experimentell getestet - zur Verbesserung der Knochenheilung. In beiden Fallen basiert
der Therapieerfolg unter anderem auf einer guten Integration des Materials in den Kno-
chen und férderlichen Wechselwirkungen zwischen Implantat und umgebenden Gewebe.

Diese Arbeit zielt darauf einzelne Parameter der ossaren Mikroarchitektur (BV/TV,
Tb.Th, Tb.N, und Knochendichte) in Relation zu einem konkreten Ausgangspunkt —
in diesem Fall einem Defekt - zu setzen und dessen Einfluss in allen rdumlichen Di-
mensionen iibersichtlich und dennoch differenziert betrachten zu kénnen. Hierfiir wurde
zunachst das etablierte Vorgehen angewandt einzelne ROIs in verschiedenen Positionen
zum Defekt auszuwerten. Da diese Methode bezogen auf den verwendeten Probensatz
nicht zufriedenstellend war, erfolgte als Ergebnis dieser Arbeit die Entwicklung eines Al-
gorithmus, der die Verteilung der Trabekelparameter in der gesamten Probe mit Bezug
auf ihre rdumliche Positionierung zum Defekt tibersichtlich visualisiert. Die erhaltene
grafische zweidimensionale Darstellung umfasst drei quantitative Informationen: (1) Di-
stanz des Parameters zum Ausgangspunkt, (2) Hohe des Parameters innerhalb der Probe
und (3) Anteil der erfassten Pixel an dieser Position.

Diese zweidimensionale Darstellungsform der computertomographischen 3D-Bilder
ermoglicht trotz hohen Informationsgehalts eine iibersichtliche Visualisierung der ossé-
ren Mikroarchitektur in Abhéngigkeit von ihrer Distanz zum Defekt. Sie erméglicht eine
verbesserte Auswertung der Zusammenhange zwischen Implantaten und ihrem Einfluss
auf den umgebenden Knochen unabhéngig von ROIs, einzig bezogen auf ihre Distanz
zum Defekt, und wird hoffentlich dadurch zur Entwicklung von Materialien fiir die Kno-

chenheilung beitragen.



ABSTRACT

The biomechanical functionality of bones is, among other things, based on their microar-
chitecture. There is ongoing and intensiv research on the influence of bone architecture on
the pathogenesis and the clinical evaluation of diseases such as osteoporosis, rheumatoid
arthritis or metabolic diseases as well as its role in the development of pharmacological
and invasive interventions. One such intervention, often first tested in animal models, is
the implantation of biomaterial-based implants and osteosynthesis materials, designed to
improve bone healing. In both cases a solid integration of the implant into the bone and
supportive interactions between implant material and surrounding tissue is fundamental
to therapy success.

This thesis elaborates a way to assess bone microarchitectural parameters such as
BV/TV, Tb.Th, Th.N and bone density in relation to a specific starting point — in this
case a defect — and evaluate its influence clearly on all spatial dimensions. To this pur-
pose, a well-established procedure was first applied on individual ROIs in specific spatial
positions to the defect. Because this method was insufficient to properly characterize
the architecture an algorithm was developed, that enables us to clearly visualize the dis-
tribution of trabecular parameters throughout the sample with respect to their spatial
positioning to the defect. The two-dimensional representation obtained comprises three
quantitative forms of information: (1) Distance of the parameter to the starting point,
(2) height of the considered parameter within the sample and (3) quantity of considered
pixels at that position.

This approach to summarize three dimensional information into a two dimensional
graphic allows us to offer a clear and intuitiv visualiation of bone microarchitecture in
relation to the distance from the defect while retaining a high density of information in
the same visualiation. It enables us an improved evaluation of interactions between im-
plants and surrounding bone without using ROIs, only depending on the spatial relation
to the defect, and will hopefully help to improve the development of materials for bone

healing.






1. EINLEITUNG

1.1 Physiologie und Mikroarchitektur des Knochens

Der menschliche Korper zéhlt {iber 200 einzelne Knochen. Sie werden in ihrer Gesamt-
heit als Skelettsystem bezeichnet, erfiillen jedoch unterschiedliche Funktionen und sind
diesen entsprechend in Form, Anordnung und Struktur angepasst. Ein komplexes Zu-
sammenspiel von langen Rohrenknochen, Sehnen und Muskeln erméglicht beispielsweise
aktive Bewegungen. Andere Knochen wie Rippen und der Schédel umgeben und schiitzen
empfindliche innere Organe oder sind als Tréger des Knochenmarks an der Blutbildung
beteiligt. Durch die gesteuerte Einlagerung und Freisetzung von Calcium und Phos-
phat sind sie wichtiger Bestandteil des Calcium-Phosphathaushaltes und interagieren
mit dem Hormonsystem.!' Besonders stark mineralisierte Gehérknochelchen iibertragen
Schallwellen vom Trommelfell in das Innenohr® und tragen so zur Sinneswahrnehmung
bei. Knochen erfiillen also vielfialtige Funktionen, die weit iiber den Bewegungsapparat
hinausgehen, und sind eng verzahnt mit den komplexen physiologischen Abldufen des
Koérpers ™ Die hohe Variabilitit der funktionalen Anspriiche spiegelt sich in den indivi-
duellen Eigenschaften der einzelnen Knochen wider. Das menschliche Skelettsystem ist
beispielsweise darauf ausgelegt einer Vielzahl unterschiedlicher mechanischer Belastun-
gen standzuhalten. Um Gewicht tragen zu kénnen miissen Knochen fest und stabil sein.
Bei jeder Bewegung muss beispielsweise Kompressionsenergie abgefedert werden kénnen
ohne die Knochenstruktur zu beschidigen. Die Eigenschaften des Knochens sind daher
ein Kompromiss zwischen Festigkeit und Flexibilitdt, der je nach Belastungsanspruch in
die eine oder andere Richtung gewichtet ist. So zeigen die Knochen des Skelettsystems
unterschiedliche strukturelle und anatomische Eigenschaften und kénnen diese auch in

begrenztem Umfang an ihre Funktion adaptieren

Der makro- und mikroskopische Aufbau des Knochens bildet die Grundlage fiir
seine Funktionalitdt. Knochengewebe besteht aus Zellen sowie organischen und nicht-
organischen Anteilen. Der wichtigste organische Bestandteil sind Fibrillen vom Kollagen-
Typ-1 zwischen denen Hydroxyapatitkristalle aus Calcium und Phosphat ausfallen und
den Knochen mineralisieren.® Die Verkniipfung von zugfestem Kollagen und druckfesten
Kristallen verleiht dem Knochen seine Biegefestigkeit.? Ein erhohter Anteil minerali-
sierter Hydroxyapatitkristalle bedingt dabei eine erhohte Festigkeit des Knochens bei
verminderter Flexibilitdt.? Zwei Knochentypen werden aufgrund ihrer Fibrillenstruk-
tur unterschieden: Unreifer Knochen zeigt netzartig miteinander verwebte Fibrillen und
wird daher als Geflechtknochen bezeichnet. Wahrend der Knochenreifung werden die
Fibrillen in ihrer Anordnung optimiert und bilden etwa 3-5pm dicke Knochenlamellen
aus dhnlich ausgerichteten Kollagenfibrillen. Aufgrund der schichtartigen Anordnung der

Knochenlamellen wird dieser Knochen als Lamellenknochen bezeichnet ™

Makroskopisch werden zwei Knochentypen voneinander differenziert (exemplarisch
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dargestellt in Abb. . Die Substantia compacta (=Kortikalis) besteht aus sehr kom-
pakten, dicht und konzentrisch geordneten Knochenlamellen. Sie bildet die &uflere Rin-
denschicht des Knochens, kann je nach Beanspruchung unterschiedlich stark ausgepragt
sein® und macht etwa 80% der gesamten Knochenmasse aus® Im Inneren der Knochen
befindet sich die Substantia spongiosa. Hierbei handelt es sich um eine poros erscheinende
Struktur, in der die Knochenlamellen zu Trabekeln angeordnet und ihre Zwischenrdu-
me mit Knochenmark gefiillt sind? Die inneren Knochenoberflichen werden von En-
dost ausgekleidet, einer Schicht aus Knochenzellen.” Von auBen umgibt das Periost den
Knochen® Der Anteil von Kortikalis und Spongiosa variiert und ist abhingig von der
mechanischen Funktion des Knochens®® Durch ihre Architektur ist die Spongiosa trotz

geringer Knochenmasse extrem belastbar /24

distale proximale
Epiphyse Diaphyse Epiphyse
—— —f—
3 Apophyse

(Spongiosa)
Epiphysenlinie mit Fettmark compacta mit rotem,
(Kompakta) blutbildendem  knécherne
Knochenmark  Epiphysenlinie

R %
Substantia

spongiosa e

Gelenkknorpel knicherne Markhéahle Periost Substantia / :

Gelenkknorpel

Abb. 1: Rohrenknochen

Schematischer Aufbau eines langen Rohrenknochens (Quelle: Aumiiller et al. 2014%)

Abbildung gibt eine Ubersicht iiber die komplexen Interaktionen verschiedener Zel-
len, die fiir den Auf- und Abbau des Knochengewebes verantwortlich sind und den Grad
der Mineralisation regulieren. Etwa 90% dieser Knochenzellen sind Osteozyten ! Sie be-
finden sich eingemauert von mineralisierter Knochenmatrix in kleinen Lakunen und inter-
agieren untereinander und mit anderen Zellen iiber lange Fortsatze, die sich durch kleine
Kanilchen im Knochengewebe ziehen.'* Thnen wird eine wichtige Rolle fiir die Vitali-
tit sowie fiir die Erkennung der mechanischen Belastung des Knochens zugesprochen.t
Osteoblasten gelten als Zellen des Knochenaufbaus, da sie Kollagene, Proteoglykane,
Glykoporteine und weitere Bestandteile der organischen Extrazellulirmatrix syntheti-
sieren und die Grundlage fiir Mineralisation und Entstehung neuer Knochenlamellen
bilden.” Gleichzeitig interagieren sie mit Osteoklasten, grofen mehrkernigen Zellen, die
mineralisierten Knochen durch enzymatische Auflésung der Calcium-Phosphat-Kristalle
und Kollagene in definierten Arealen abbauen koénnen.? Knochenstellen an denen kei-
ne Umbauprozesse stattfinden werden von Bone Lining Cells bedeckt, die iiber Gap
Junctions miteinander in Kontakt stehen und insbesondere Resoprtionsvorgéinge durch
Osteoklasten hemmen Jihrlich werden durch diese Zellen etwa 10% der gesamten

Knochenmasse umgebaut.® Dieser als Remodelling bezeichnete Prozess ermdglicht die



1.1. Physiologie und Mikroarchitektur des Knochens 3

standige Anpassung des Knochens an belastungsabhingige, hormonelle und metaboli-
sche Verdnderungen® und wird gewihrleistet durch das balancierte Zusammenspiel von
Knochenab- und —neubau!! Es wird angenommen, dass Osteozyten als Mechanosensoren
geschédigte oder zu iiberarbeitende Knochenareale identifizieren und die Zellen fiir den
Knochenumbau aktivieren!' Osteoklasten resorbieren die entsprechenden Knochenareale
innerhalb definierter Abbauzonen und interagieren ihrerseits mit Osteoblasten, welche
anschlieBend diese Regionen mit neuen Kollagenfibrillen und weiteren organischen Be-
standteilen fiillen* Die Mineralisation dieser organischen Matrix durch die Ablagerung

von Calcium-Phosphat-Kristallen hértet die neue Knochenstrukturt

\ Bone Lining Cells
&

-

- Osteoblasten.«

_ M0steoklasten /\ :
~/\:A | |

. \ ' ’
Mikrolasion ‘ t§
" e Osteozyten

’ < .
s =

Abb. 2: Remodelling (Quelle: adaptiert nach Seeman und Delmas 20064)

Die Trabekel der Spongiosa werden in diesem Prozess deutlich hdufiger umgebaut und
neu ausgerichtet als die Lamellen in der Kortikalis'? Die Umbauprozesse orientieren sich
dabei unmittelbar an den biomechanischen Anforderungen. Die Trabekel der Spongiosa
werden beispielsweise ab- und in optimierter Ausrichtung zur gréfiten Krafteinwirkung
neu aufgebaut, sodass ihre Zug- und Druckstabilitidt der Belastung bestmoglich ange-
passt wird 4 Dass sich der Aufbau des Knochens an seiner Belastung orientiert beschreibt
auch das Wolft’sche Gesetz. Beanspruchung eines Knochens induziert demnach Knochen-
aufbau und vermehrte Stabilitédt, wohingegen mangelnde Beanspruchung eines Knochens
zu dessen Abbau fiihrt. Zugleich kann durch eine optimierte Ausrichtung der Knochen-
trabekel die gesamte Knochenmasse reduziert und der Knochen zugleich leicht und stabil
gestaltet werden® Seine Funktionalitit basiert unter anderem auf dieser dreidimensio-
nalen Ausrichtung und Gestalt der Trabekel, welche durch verschiedene Parameter be-
schrieben werden kénnen. Dabei spielen unter anderem die Anzahl der Trabekel, ihre
Dicke, ihre Vernetzung untereinander und ihr Abstand eine Rolle. Die Gesamtheit der
Eigenschaften der Knochentrabekel wird als Mikroarchitektur des Knochens bezeichnet*

und ist ein wichtiger Parameter fiir die Knochenqualitit 252
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1.2 Klinische Relevanz der knéchernen Mikroarchitektur

Zahlreiche Erkrankungen sind mit einer Verdnderung der Knochenfunktion und —quali-
tat assoziiert. Neben offensichtlichen Pathologien wie beispielsweise einer Fraktur gehen
auch subtilere Prozesse wie Osteoporose, Arthrose, Rheumatoide Arthritis und Stoff-
wechselerkrankungen mit einer gestérten Knochenphysiologie einher' und haben einen
entscheidenden Einfluss auf die Mobilitdt und Belastbarkeit. Pathophysiologisch sind
héufig die Prozesse des Remodellings und somit des addquaten Umbaus des Knochens
gestort 2 Dies fiihrt letztendlich aufgrund reduzierter Belastungsfahigkeit zu Lésionen
auf mikroskopischer Ebene, die bis zu Fraktur und Funktionsverlust akkumulieren kon-
nen.

Von Bedeutung ist hierbei die Komplexitdt des Systems. Die Verdnderungen einzel-
ner Parameter im Stoffwechsel, in der Belastung oder in der Aktivitdt der Knochenzellen
konnen bereits groffe Auswirkungen auf das Skelettsystem zeigen. Im Rahmen der Osteo-
malazie oder Rachitis kann eine gestorte Einlagerung von Calcium und Phosphat, hadufig
aufgrund eines pathologischen Vitamin-D-Stoffwechsels, zu einer verminderten Minerali-
sation und Stabilitdt des Knochens fiihren. Folge hiervon kénnen Knochenschmerzen und
Deformierungen der Knochen bis hin zu Frakturen sein! Aus einem Ungleichgewicht
im Remodelling mit verstiarkter Osteoklastenaktivitdt und inaddquater Osteoblastenak-
tivitdt kann ein Verlust von Knochensubstanz resultieren, ein Pathomechanismus der
Osteoporose X Im Gegenzug hierzu ist bei Osteopetrose der Knochenumbau unter ande-
rem durch eine genetisch bedingte reduzierte Osteoklastenaktivitiat eingeschréankt. Eine
hierdurch bedingte Zunahme der Knochenmasse kann letztlich aufgrund eines inadiaqua-
ten Remodelling und einer pathologischen Mikroarchitektur trotz erhohter Knochendich-

te und Knochenmasse zu einer verminderten Knochenqualitét und letztlich zu Frakturen
p)

fithren .t

Abb. 3: Computertomographische Darstellung einer pathologischen Knochenstruktur

Human; (A) Knochenstruktur bei Osteoporose und (B) bei Morbus Paget. (Quelle: Chappard et
al. 20051)

Im Rahmen des Morbus Paget ist der Knochenumbau insgesamt erhéht. Eine gestei-

gerte Osteoklastenaktivitat fiihrt zu einem iiberdurchschnittlich hohen Knochenabbau,
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der kompensatorisch erhéhte Knochenaufbau durch Osteoblasten erfolgt unorganisiert
und fithrt langsam zu einer pathologischen Verdickung und Verformung der Knochen
(siehe Abb. . Die dadurch reduzierte Knochenqualitiat und inadaquate Belastungsfa-
higkeit begiinstigt weitere Deformationen und Frakturen™ Auch im Rahmen entziind-
licher Prozesse des Knochens und der Gelenke wird die Knochenstruktur angegriffen,
die Stabilitdt reduziert und das Remodelling beeinflusst. So kénnen entziindliche Ge-
lenkerkrankungen des rheumatoiden Formenkreises, Knochenentziindungen infektitser
Genese oder (aktivierte) Arthrosen die Knochenqualitét und —funktionalitidt nachhaltig
beeintrichtigen 1416

Bis in die 1980er Jahre wurden Pathophysiologien des Skelettsystems jedoch weitest-
gehend ohne Beriicksichtigung der kndchernen Mikroarchitektur erforscht und behan-
delt. Osteoporose beispielsweise wurde ausschliefllich als reduzierte Knochendichte (=
Bone mineral density = BMD = Anteil mineralisierten Gewebes pro Knochenvolumen)
definiert 18 Zahlreiche Forschungsergebnisse der letzten Jahrzehnte beweisen jedoch,
dass nicht die Knochendichte allein, sondern auch die Knochenqualitét einen entschei-
denden Einfluss auf die Funktionalitit und Belastungsfihigkeit hat/2171920 Felsenberg
und Doonen stellten 2005 den bone quality framework vor, in dem relevante Faktoren
fiir die Knochenqualitat kombiniert werden. Ihnen zufolge ist die Qualitdt des Knochens
abhéngig von der Geometrie (wie Form, Durchmesser, mechanische Orientierung), der
Mikroarchitektur (Anzahl, Dicke, Ausrichtung, Abstand und Verkniipfung der Trabekel),
der Porositat der Kortikalis, der Qualitit der Kollagenfibrillen und ihrer Mineralisation
sowie dem Vorhandensein von Mikrolisionen 8821

Auch die World Health Organisation (WHO) und die International Osteoporosis Fun-
dation (IOF) beschreiben die Osteoporose seit den 1990er Jahren als generalisierte Kno-
chenerkrankung, assoziiert mit geringer Knochendichte und Verdnderungen der knocher-
nen Mikroarchitektur (exemplarisch dargestellt in Abbildung [4)), welche gemeinsam zu
einem erhohten Frakturrisiko fithren?2 Die diagnostisch relevanten Parameter einer Os-
teoporose umfassen demnach sowohl eine Einschidtzung der Knochenmasse - routinemé-
Big, mit geringem Aufwand und flichendeckend mittels Dual-Réntgen-Absorptiometrie
(DXA-Scans) durchgefiihrt - als auch eine Beurteilung der Knochenqualitéit.22

Abb. 4: Physiologische und pathologische Mikroarchitektur

A) Physiologisch: dichte Substantia compacta und stabile Spongiosa B) Postmenopausale Osteo-
porose C) Schwere Osteoporose unter Glucocorticoidtherapie (Quelle: adaptiert nach Chappard
et al. 2008%)
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Die Beurteilung der Knochenqualitét ist jedoch aufgrund der Vielzahl an assoziierten
Faktoren ungleich schwieriger. Bislang fehlt eine klinisch etablierte Methode, sodass im
Alltag die Diagnose der Osteoporose weitestgehend auf der BMD-Auswertung mittels
DXA-Scans beruht %22 Die friihzeitige Diagnose einer Osteoporose ist wichtig, um das
Frakturrisiko einschétzen und gegebenenfalls therapeutisch entgegensteuern zu kénnen.
Unter der Annahme, dass auch die rdumliche Gestaltung der Knochentrabekel einen
von der Knochendichte unabhéngigen Einfluss auf das Frakturrisiko hat, kénnte durch
die gezielte Einbeziehung der Trabekelparameter als einen Faktor der Knochenqualitat
die Einschétzung des Frakturrisikos verbessert werden 222023 Ein Ansatz hierfiir ist die
Kombinierung der Messwerte des DXA-Scans mit klinischen Parametern des Patienten
wie Alter und Geschlecht zu sogenannten FRAX-Scores (fracture risc assesment tools),
die eine verbesserte Risikoeinschiitzung des Frakturrisikos erméglichen sollen 222427 Als
Erweiterung konnen auch Mikroarchitektureigenschaften hinzugezogen werden (z.B. der
Trabecular bone score TBS),% die jedoch ebenfalls auf der zweidmensionalen DXA-
Messung basieren, nur in lumbaren Wirbelkérpern bestimmt werden und deren Aussa-
gekraft beziiglich der Knochenstabilitit nicht eindeutig geklirt scheint “2? Aufgrund
der volkswirtschaftlichen und globalen Relevanz der Osteoporose und damit verbunde-
nen Frakturen wird hier intensiv nach zuverldssigen, kostengiinstigen und flachendeckend

einsetzbaren Analysemethoden gesucht.??

Die Bedeutung der knoéchernen Mikroarchitektur zeigt sich exemplarisch auch in
der chirurgischen Intervention knécherner Pathologien. Die osteosynthetische Versor-
gung von Frakturen beispielsweise ermoglicht iiber das Einbringen von Materialien wie
Schrauben und Platten eine hohe Stabilitiat und bildet die Grundlage einer verbesserten
Frakturheilung auch bei komplizierten Briichen. Endoprothesen wie kiinstliche Knie-
und Hiiftgelenke werden seit vielen Jahren und immer h&ufiger in das Skelettsystem
integriert."Y Der Erfolg solcher eingebrachten Implantate ist aber grundsitzlich auch
von der Knochenqualitdt und damit auch von der knéchernen Mikroarchitektur abhéan-
gig in welche sie eingebettet werden. Verminderte Knochenqualitidt wie bei Osteoporose
erhoht nicht nur das Frakturrisiko sondern reduziert gleichzeitig die Stabilitdt und Wirk-
samkeit von Knochenimplantaten 21734 was insgesamt die therapeutischen MaBnahmen
bei osteoporotischen Patienten begrenzt. Es ist vorstellbar unter Kenntnis der lokalen
Knochenqualitéit eine bessere Nutzen-Risiko-Abschitzung fiir den Einsatz von Prothe-
sen und Implantaten und dadurch ein besseres Outcome in der Versorgung insbesondere

alterer Patienten zu erzielen. 34754

Anhand der klinischen Beispiele der Osteoporose sowie der Implantation von Fremd-
materialien in Knochen wird deutlich, dass die Beurteilung der Knochenqualitat, und als
ein Aspekt dieser die Mikroarchitektur eine entscheidende Rolle spielt. Die klinische Be-
deutung einzelner Parameter der Trabekelarchitektur wurde bislang jedoch nicht grund-
legend genug erforscht, als dass ihre Erhebung zum Beispiel in Form von Algorithmen
zur Einschétzung des Frakturrisikos Verwendung finde. Eine notwendige Voraussetzung

hierfiir sind umfassende Datenerhebungen und Referenzwerte, um ein Verstdndnis davon
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zu ermoglichen wie die Architektur des Knochens in gesunden Individuen aufgebaut ist,
wie sie sich im Laufe des Lebens und unter physiologischen Einfliilssen verdndert und in
welchem Mafe sie mit Pathologien des Skelettsystems korreliert 192083735 Grundlegend
werden hierfiir technische Methoden benétigt, die diese Parameter unverfilscht erfassen
und analysieren kénnen und potenziell klinisch etablierbar sind. Unter Anderem auf-
grund der zunehmenden Relevanz der Osteoporoseforschung in einer demographisch alter
werdenden Gesellschaft wird vielfach an der Entwicklung entsprechender technischer Ver-
fahren gearbeitet. Unter anwendungsorientierten Gesichtspunkten gilt es zurzeit einen
methodischen Mittelweg zwischen qualitativ hoher Auflésungen zur akkuraten Darstel-
lung der Mikroarchitektur und umsetzungsrelevanten Kriterien wie Invasivitat, Strahlen-
belastung und Verfiigbarkeit zu finden. Von Besonderem Interesse sind fiir den klinischen
Alltag daher Ansétze, die auf eine strahlenarme oder strahlenfreie in vivo Analyse der
Trabekelarchitektur und damit potenziell der Knochenqualitéit zielen. Ein tiefgreifen-
des Versténdnis dieser Prozesse durch umfassende Datenerhebung und Forschung kann
langfristig sowohl in der Pravention als auch in der Therapie knécherner Erkrankungen
von entscheidendem Vorteil sein. Hier seien beispielsweise eine mogliche Ergénzung der
aktuellen DXA-Scans zur Prédiktion von Frakturrisiken oder die verbesserte Evaluation
der Wirksamkeit von pharmakologischen oder chirurgisch-interventionellen Therapien
bei Knochenpathologien erwihnt 22318236039 Ty Folgenden wird auf die derzeitig ver-
fligbaren technischen Moglichkeiten zur Beurteilung der knéchernen Mikroarchitektur
eingegangen, um die Rolle der radiologischen Bildgebung in der Knochenforschung fiir

die weitere Arbeit zu erlautern.

1.3 Darstellung der Mikroarchitektur

Da die Darstellungsmethoden der kndchernen Mikroarchitektur lange Zeit technisch
stark limitiert waren galt auch die gezielte Analyse von Knochentrabekeln und ihrer
komplexen Architektur als schwierig. Trabekel sind mikroskopisch kleine Strukturen mit
einer durchschnittlichen Groéfie von 80 bis max 200pm, deren erste Untersuchungen hi-
stomorphometrisch erfolgten. Im Folgenden werden zunéchst die technischen Verfahren
beschrieben, die eine Darstellung der Knochenstruktur erlauben und so eine Auswer-
tung ermoglichen. Hierbei stellt die Histomorphometrie die Grundlage zur Darstellung
der Trabekelarchitektur dar. Es folgte die Entwicklung radiologischer Darstellungsmetho-
den, von denen die Mikro Computertomographie (nCT) aufgrund der hohen Auflésung
insbesondere ex vivo als Goldstandard dient. In der klinischen Anwendbarkeit in vivo
néhern sich qualitativ unter anderem die hochauflésende periphere quantitative Compu-
tertomographie (HR-pQCT), die Multidetektorcomputertomographie (MDCT) und die

Magnetresonanztomographie (MRT) dieser Referenzmethode an.
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1.3.1 Histomorphometrie

In der Histomorphometrie werden seit den 1950ger Jahren Knochenbiopsien in mikro-
skopischen Schnitten ausgewertet. Sie galt fiir viele Jahre als Standard zur Beurteilung
der Knochenarchitektur und findet hdufig Verwendung um neben mineralisiertem Kno-
chen auch Zellen, Proteine und Remodellingprozesse histologisch zu analysieren, wofiir
radiologische Verfahren ungeeignet sind %10 Die Histomorphometrie ist jedoch zwei-
dimensional und die Extrapolierung der Trabekelparameter zur Beurteilung der Tra-
bekelstruktur im Raum insbesondere im Vergleich zu dreidimensionalen Messverfahren
wie der pCT fehleranfillig 194l Zysitzlich ist die Probengewinnung invasiv, die Proben
stehen anschlieBend keinen weiteren Untersuchungen zur Verfiigung und die Auswertung
ist zeitaufwéindig und untersucherabhéngig, sodass die klinische Anwendbarkeit fir die
Analyse der knéchernen Mikroarchitektur eingeschréankt ist.

Relevante Parameter der Trabekelstruktur in der Histomorphometrie sind der pro-
zentuale Anteil mineralisierten Knochens am Gesamtknochenvolumen (BV/TV = bone
volume/ total volume), die Anzahl der Knochentrabekel pro Millimeter (Tb.N = tra-
becular number), die Dicke der Trabekel (Th.Th = trabecular thickness) sowie der Ab-
stand zwischen einzelnen Trabekeln in Millimetern (Tb.Sp = trabecular separation).*!
Das BV/TV kann direkt anhand der zweidimensionalen Bilder berechnet werden. Die
dreidimensionalen Parameter Th.N, Th.Sp und Th.Th werden durch mathematische Be-
rechnungen aus den zweidimensionalen Schnittbildern der Histomorphometrie abgeleitet
basierend auf der Annahme, dass ein bestimmtes Strukturmodell zugrunde liegt. Im Ge-
gensatz zur Berechnung des BV /TVs sind diese Werte entsprechend fehleranfilliger 2%
Diese und weitere von Parfitt 1987 standardisierte Parameter bilden die Grundlage der
quantitativen Morphometrie und werden heute auch auf die radiologische Auswertung
iibertragen 202 Sie werden im Folgenden bei Bedarf als Trabekelparameter zusammen-

gefasst.

1.3.2 Micro-Computertomographie

Die Einfihrung der hochauflésenden Mikro-Computertomographie (nCT) durch Feld-
kamp et al., 1989, ermoglichte erstmalig die nicht-destruktive Auswertung der knécher-
nen Mikroarchitektur in vitro#? Die Bildgenerierung erfolgt analog zu reguliren Com-
putertomographen mit einer polychromatischen Strahlenquelle (siehe Abb. . Ein Kegel
aus Rontgenstrahlen wird auf die Probe gerichtet und je nach Beschaffenheit der Pro-

be bei seinem Durchtritt unterschiedlich abgeschwécht. 44

Die elektronendichten Hydro-
xyapatitkristalle des Knochens schwéchen die Rontgenstrahlen besonders deutlich ab,
was eine gute Differenzierung zwischen Knochen und Weichteilen ermoglicht 1244 Die
Strahlen treffen auf einen hinter der Probe befindlichen Detektor und generieren einen
Messwert, der digital gespeichert wird. Anschliefend wird je nach Gerét entweder die
Probe oder der Komplex aus Strahlenquelle und Detektor um einen definierten Winkel,

meist 0,5° rotiert und eine weitere Messung durchgefiihrt. 24 Die Rotation erfolgt bis 180°
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oder 360°. Die typische Aufnahmedauer ex vivo liegt je nach Probengroéfie und Auflésung

zwischen einigen Minuten und mehreren Stunden1?

Projection

'. 4 X-ray beam

T Collimator and filters Detector

Micro-focus X-ray tube Sample holder

Abb. 5: Funktionsweise eines pCT (Quelle: Bouxsein et al. 2010%0)

Mithilfe einer Rekonstruktionssoftware koénnen die aus zahlreichen Positionen er-
haltenen Werte in Form von Grauwerten zu Schnittbildern umgerechnet werden. Diese
stehen in Relation zur Hydroxyapatitkonzentration des Knochens und kénnen daher zur
Analyse der Knochenstruktur herangezogen werden1? Je kleinschrittiger die einzelnen
Messungen, desto hoher die Auflésung. Erreicht das Verfahren eine Auflésung im Bereich
von 1-100pm wird es als pCT bezeichnet 19 Von allen derzeit verfiigbaren radiologischen
Messmethoden verfiigt die pCT mit Abstand iiber die hchste Auflosung 1%

Die Voxelgrofie beschreibt die dreidimensionalen Ausmafle der kleinsten gemesse-
nen Einheit. Sie umfasst einen zweidimensionalen Bereich im Schnittbild (Pixel) sowie
die Schichtdicke und ist idealerweise isotropisch, das heifit in allen drei Dimensionen
gleich 2940 Um die Strukturen von Interesse darstellen zu kénnen sollte die Voxelgro-
Be kleiner sein als diese®? Bei Grofitieren und Menschen sind die Knochentrabekel
mit einer Grofle von 30-200pm durch die hohe Auflésung der pCT grundsétzlich gut
darstellbar 2240 Mit entsprechend kleinen VoxelgroBen konnen auch feinere Trabekel in
Kleintiermodellen gut wiedergegeben werden“? Generell sehr niedrige Voxelgrofien fiir
alle Fragestellungen zu verwenden ist nur bedingt umsetzbar, da hierdurch deutlich lan-
gere Aufnahmezeiten und gréfere Datensétze entstehen®Y Grundsitzlich zeigt die pCT
Analyse der Trabekelstruktur eine hohe Korrelation mit histomorphometrischen Aus-
wertungen und erreicht eine sehr hohe Auflésung, sodass sie unter den radiologischen
Verfahren als Goldstandard gilt 4045

Durch die hohe Auflésung und die mittlerweile flichendeckende Verfiigbarkeit ver-
fiigt die pCT insbesondere in der Knochenforschung iiber einen hohen Stellenwert 2044
Der hohen Auflésung und entsprechend qualitativ hochwertigen Aufnahmen stehen eine

hohe Zahl an Einzelmessungen und damit einhergehend eine lange Messdauer sowie ei-
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ne hohe Strahlenbelastung gegeniiber. Auflerdem ist die Probengrofie limitiert, weshalb
die pCT aktuell vor allem bei Biopsien in vitro oder Kleintiermodellen in vivo (hier
aber nicht-invasiv moglich) Verwendung findet 224%46 Fiir die klinische in vivo Analyse
werden zunehmend andere radiologische Verfahren entwickelt und eingesetzt. Alle ra-
diologischen Schnittbildverfahren verfiigen gegeniiber der Histomorphometrie iiber den
entscheidenden Vorteil, dass die Proben erhalten bleiben und weiteren Untersuchungen
zur Verfiigung stehen. Des weiteren basiert die Analyse der Knochenmorphometrie durch
die Auswertung von Schnittbildern auf dreidimensionalen Berechnungsmethoden (bei-
spielsweise durch die Einpassung von Kugeln) und ist dadurch préaziser als die indirekte

Ubertragung aus zweidimensionalen Strukturen in der Histologie.

1.3.3 Hochauflésende periphere quantitative Computertomographie

2005 wurde die hochauflésende periphere quantitative Computertomographie (HR-pQCT)
vorgestellt, welche bei einer Voxelgrée von bis zu 82pm!Udie differenzierte Darstellung
von kortikalem und trabekuldrem Knochen in vivo erméglicht #” Es ist die erste in vivo
Methodik, deren Auflésung hoch genug ist, um die Trabekelarchitektur zu erfassen 4’
Es handelt sich um eine nicht-invasive Methode der Computertomographie, die aktu-
ell allerdings auf die Messung von distalem Radius und distaler Tibia beschréankt ist
und damit die Hauptmanifestationsorte der Osteoporose wie Wirbelsdule und Femur
nicht beurteilen kann1%3% Weitere Nachteile sind die Strahlenbelastung von etwa 3puSv
pro Scan und eine vermehrte Anfélligkeit fiir Bewegungsartefakte aufgrund der durch-
schnittlichen Messdauer von etwa 3 Minuten in vivol%48 Die HR-pQCT ist auBerdem
aktuell aufgrund geringer Verfiigbarkeit vor allem der Forschung vorbehalten. Potenziell
ist sie jedoch auch in der Klinik einsetzbar 2% Die HR-pQCT hat langfristig das Potenzial
einen Einblick in die knécherne Mikroarchitektur des Menschen in vivo in verschiedenen
Altersgruppen, Ethnizitdten, Geschlechtern und Erkrankungen zu geben und so auf-
schlussreiche Informationen iiber die Funktion und Entwicklung der Trabekelarchitektur

zu liefern =28

1.3.4 Multidetektor-Computertomographie

Die Multidetektor-Computertomographie (MDCT) ist ein gangiges CT-Verfahren, wel-
ches in der klinischen Anwendung flichendeckend eingesetzt wird. Mehrere Detektor-
zeilen ermdglichen die gleichzeitige Aufnahme mehrerer Schichten und erlauben so eine
deutliche Verkiirzung der Messdauer auch bei hochauflosenden Scans. Im Gegensatz
zu HR-pQCT ist die MDCT auch fiir Aufnahmen von proximalen Skelettregionen wie
Wirbelsédule und Femurkopf geeignet und daher bei osteoporoserelevanten Fragestellun-
gen von Interesse*” Hochauflosende Aufnahmen des proximalen Skeletts gehen dabei
mit einer hohen durchschnittlichen Strahlenbelastung von 3mSv sowie vermehrten Be-
wegungsartefakten einher. Eine weitere Limitation ist die geringe maximale Auflésung

von 150-300pm bei einer Schichtdicke von mindestens 300-500pm in vivo, was iiber der
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durchschnittlichen Gréfe der Knochentrabekel liegt 1Y Bei Ito et al. ermoglichte jedoch
die Auswertung der MDCT-Trabekelparameter eine zuverléssigere Differenzierung osteo-
porotischer Frakturen als die Bestimmung der BMD mittels DXA-Scan5Y Auch Issever
et al. halten die MDCT trotz geringer Auflésung zur Beurteilung der Trabekelarchitek-
tur fir grundsatzlich geeignet, da viele Parameter trotz der geringen Auflésung gut mit
Vergleichswerten aus Histomorphometrie und pCT korrelieren #2913 Alg
DXA in der Evaluation des Frakturrisikos erscheint die MDCT daher durchaus geeignet.

Im klinischen routineméfligen Einsatz wird die Anwendung der MDCT jedoch durch

Ergénzung der

die hohe Strahlenbelastung limitiert, in der Forschung je nach Fragestellung durch die

verhdltnisméfig schlechte Bildqualitét.

1.3.5 Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist ein strahlungsfreies, nicht-invasives radiolo-
gisches Verfahren. Unter Anlegung eines Magnetfeldes zeigen Atome unterschiedliche Re-
laxationszeiten. Abhéngig von der Zusammensetzung der Gewebe lassen sich diese durch
charakteristische Relaxationszeiten differenzieren. Kalzifiziertes Gewebe stellt sich auf-
grund eines niedrigen Wasser- und Fettgehaltes hypointens dar. Fiir die Beurteilung der
Mikroarchitektur wird daher insbesondere das fett- und wasserreiche und dadurch hy-
perintense Knochenmark zwischen den Trabekel dargestellt, wodurch im Umkehrschluss
eine Aussage iiber die Trabekelarchitektur getroffen werden kann.2"4 Abhéngig von der
Magnetfeldstirke und dem Signal-Rausch-Verhaltnis (signal to noise ratio = SNR) kon-
nen im peripheren Skelett in vivo Auflésungen von etwa 100pm und Schichtdicken von
300-1000pm erreicht werden.23Y Eine hohere SNR sowie eine geringe VoxelgroBe hiingen
unmittelbar zusammen und kénnen unter anderem durch eine néhere Positionierung an
der Magnetspule (z.B. periphere versus proximale Messpunkte) oder eine hohere Ma-
gnetfeldstéirke optimiert werden2%° Das Verfahren ist in vitro und in vivo einsetzbar.
Zahlreiche Studien an peripheren Messpunkten zeigen eine zunehmend gute Korrelation
der Messwerte mit computertomographischen Verfahren2%°% Die zunehmende Verfiig-
barkeit von Gerdten mit hoherer Magnetfeldstérke (insbesondere 7 Tesla Geréte) fiihrt
zudem zu einer wachsenden Anzahl an Daten aus proximalen Messpunkten wie Hiifte und
Wirbelkorper 227 Die Beurteilung der knéchernen Mikroarchitektur mittels MRT ist ins-
besondere aufgrund der fehlenden radioaktiven Strahlenbelastung und Nicht-Invasivitét
in der Klinik sehr vielversprechend 2272 Aktuelle Limitationen sind verhiltnisméBig

42755

lange Messzeiten,?” ein hoher Zeit- und Kostenaufwan eine geringere Verfiigbar-

keit der Gerite> eine erhohte Anfilligkeit fiir Bewegungsartefakte sowie eine bislang

limitierte Anwendbarkeit und Studienlage beziiglich proximaler Messpunkten 22752

1.3.6 Thresholding

Neben der technischen Bildgenerierung stellt in allen radiologischen Aufnahmen auch die

Bildprozessierung einen entscheidenden Schritt dar. Diese erfolgt anhand der generierten
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Grauwerte am Computer und umfasst den Umgang mit Bildrauschen, die sinnvolle Aus-
wahl der auszuwertenden Region sowie eine Binarisierung der Grauwerte, die moglichst
exakt die Struktur der Probe wiedergibt. Letzteres ist eine entscheidende Vorausset-
zung fiir die Bestimmung der Strukturparameter Trabekeldicke, -anzahl und -abstand
analog zu Parfitt et a*! und beruht auf der Wahl eines geeigneten Thresholds. Alle
Grauwerte eines Schnittbildes werden durch die Zuteilung zu , Knochen*“ oder ,,Nicht-
Knochen® binarisiert. Hierzu wird auf Grundlage der Histogramme der Schnittbilder
ein Wert gewéhlt, der die beiden Peaks fiir ,Knochen“ und ,,Nicht-Knochen“ differen-
ziert. Abbildung@demonstriert beispielhaft die Verarbeitung eines Graubildes (A) durch
Anwendung eines Thresholds in ein binarisiertes Bild (B). Hierfir stehen zahlreiche Al-

gorithmen zur Verfiigung.

Abb. 6: Beispiel Binarisierung

Computertomographische Schnittbildaufnahme, Knochenprobe: ovine Femurkondyle; A) Grau-
bild B) binarisiert

Die Wahl des Thresholds hat grofien Einfluss darauf, welche Grauwerte in die Analyse
einflieffen. Abbildunglﬂ zeigt eindriicklich, wie unterschiedliche Thresholds zu einer Uber-
oder Unterschitzung des vorhandenen Knochens fithren und dadurch Parameter wie
Knochendichte, Trabekeldicke und -anzahl sowie Porengrofie verfilschen kénnen. Die
Analyse der Texturparameter wie Anisotropie und Muster erfolgt ohne Binarisierung

am Graustufenbild und ist daher unabhéngig von einem Threshold.
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Abb. 7: Auswirkung der Wahl des Thresholds

Grafik A) zeigt das urspringliche Graubild (distaler Femur, Maus) und B) eine Binarisierung
dieses Bildes, die den urspriinglichen Knochen recht zuverlissig wiedergibt. C) zeigt eine Binari-
sierung mit einem zu hohen Threshold, welcher zum Ausschluss von relevantem Knochenmaterial
fithrt. D) wurde im Gegenzug mit einem zu niedrigen Threshold generiert, durch welchen die Tra-
bekelstruktur ebenfalls verfilscht wird. (Quelle: Bouxsein et al. 20104

1.4 Grundlagen der knéchernen Mikroarchitektur in der Forschung

Aus dem besseren Verstdndnis der Physiologie und Pathophysiologie der mikroskopi-
schen Knochenstruktur erhofft man sich in zahlreichen klinischen Fragestellungen einen
therapeutischen Nutzen. Die knécherne Mikroarchitektur wird daher im Rahmen der
Forschung verstarkt bei der Entwicklung therapeutischer Interventionen ausgewertet.
Ein Beispiel stellen Knochenimplantate dar wie neue Osteosynthesematerialien, Endo-
prothesen oder die Knochenheilung unterstiitzenden Scaffolds 232 Dem klinischen Ein-
satz am Patienten gehen hierbei hiufig tierexperimentelle Versuche voraus, bei denen
die Methoden gezielt getestet und ihre Auswirkungen auf den Knochen in vivo prézise

analysiert werden konnen 2207163

Eine besondere Herausforderung stellt die Versorgung osteochondraler Defekte, kli-
nisch haufig im Rahmen einer Arthrose, dar. Mit der Erforschung therapeutischer Verfah-
ren derartiger Defekte setzte sich auch die dieser Arbeit zugrundeliegende Studie ausein-
ander. Ein osteochondraler Defekt zeichnet sich durch eine kombinierte Beeintréachtigung
von Knorpel und Knochen aus. Seine Versorgung gestaltet sich anspruchsvoll, da der the-
rapeutische Ansatz zwei verschiedene Gewebe ansprechen muss, von denen insbesondere
der Knorpel nur bedingt regenerationsfihig ist.27%0 Einen seit mehreren Jahren inten-
siv beforschten Ansatz zur therapeutischen Beeinflussung von Knochendefekten stellen
Scaffolds dar deren Implantation in den Defekt die lokale Gewebeheilung férdern soll.
Scaffolds funktionieren wie ein Geriist, das den Defekt stabilisiert und das Einwachsen
von Knochen und Knorpel férdert. Das Outcome wird von mehreren Eigenschaften der
Scaffolds wie Material, Porositit, Biomechanik, Degradierbarkeit oder Freisetzung von
Wachstumsfaktoren beeinflusst, deren Optimierung zurzeit Gegenstand der Forschung
ist 5762

Grundsétzlich muss nach therapeutischer Intervention eines Knochendefektes durch
ein implantiertes Material das regenerierte Gewebe unter quantitativen wie qualitativen

Gesichtspunkten analysiert werden, um die Wirksamkeit objektivieren und langfristig
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eine Ubertragung in die Klinik erméglichen zu kénnen. Verschiedene Analysemethoden
wie eine makroskopische Evaluation, Histomorphometrie, pCT und andere bildgebende
Verfahren sowie biomechanische Tests zielen darauf, die Auswirkungen der angewendeten
Methode im Gesamtbild darzustellen. Die Beurteilung der knéchernen Mikroarchitektur
ist hierfiir ein entscheidender Teilaspekt, welcher entsprechend bei der Auswertung neuer
Therapieformen einbezogen werden kann.

Das Ziel derartiger Implantate ist in der Regel ein Einwachsen von neuem Knochen-
material in den Defekt. Analyseziel ist dementsprechend héufig eine quantitative und
qualitative Beurteilung dieses neuen Knochengewebes innerhalb des Defektes. Hierzu
kann der urspriingliche Defekt beispielsweise in computertomographischen Aufnahmen
markiert und eine definierte ROI ausgewertet werden. Wiederholt iiber mehrere Zeit-
punkte kann so eine Aussage iiber eine Zu- oder Abnahme einzelner Trabekelparameter
in diesem definierten Bereich getroffen werden. Eine ROI iiber mehrere Schnittbilder
hinweg beschreibt ein Volumen, in welchem der durchschnittliche Wert des Parameters
angegeben wird, zum Beispiel die gesamte Knochenmenge innerhalb des Defekts. In der
Entwicklung neuer Implantate ist neben der Auswertung innerhalb des Defektes oder
Implantats auch eine mogliche Auswirkung des eingebrachten Fremdmaterials auf die
umgebende Mikroarchitektur von Bedeutung. In diesem Fall muss eine Auswertung tiber

die Defektgrenzen hinausgehen. Dies trifft auch auf die hier zugrundeliegende Studie zu.

1.5 Zugrundeliegendes Studienmodell

In der Studie, die dieser Arbeit zugrunde liegt, wurden osteochondrale Defekte im Schaf-
modell durch die Implantation von Scaffolds versorgt (siche Abb. . In der in vivo Tes-
tung von implantierten Biomaterialien oder Osteosynthesematerialien in der Orthopédie
wird héufig auf das Schafmodell zuriickgegriffen, da das Skelettsystem des Schafes dem
des Menschen in Morphologie, Belastung, Knochenstruktur, Zellstoffwechsel und Defekt-

t 0409 Fiir die potenzielle Ubertragbarkeit der Forschungsergebnis-

heilungszeit dhnlich is
se ist dies von Vorteil. Als Lokalisation fiir Defekte und Implantate werden bevorzugt
Humerus und Femur gewéhlt 270064

In der hier zugrundeliegenden Studie wurde in den gewichtstragenden Bereich einer
Femurkondyle ein Defekt mit 5,4mm Durchmesser gebohrt. Knochen — und Knorpel-
wachstum induzierende Faktoren sowie inhibierende Antikérper wurden in unterschied-
liche Schichten der Scaffolds eingearbeitet, um je Schicht entweder spezifisch Knochen-
oder Knorpelwachstum zu férdern. Die Scaffolds trugen entweder (i) keine Wachstums-
faktoren oder (ii) Wachstumfaktoren in unterschiedlichen Schichten: eine chondroge-
ne Schicht mit thTGFS zur Induktion des Knorpelwachstums, eine osteogene Schicht
mit thBMP-2 sowie eine trennende Schicht mit anti-TGF( sowie anti-thBMP-2. Wi-
der Erwarten zeigte sich nach 4 und 12 Wochen Standzeit kein vermehrtes Knochen-
und Knorpelwachstum sondern eine Ausdehnung des urspriinglich zugefiigten Defektes.

Die behandelten Femurkondylen wurden explantiert, um sie histomorphometrisch und
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Abb. 8: Beispiel Scaffold im Schafmodell

Ovine explantierte Femurkondyle mit zentralem Bohrlochdefekt, der hier zur Demonstration mit
einem Scaffold gefiillt wurde.

mikroskopisch zu untersuchen. Zur Darstellung der Mikroarchitektur wurde die pCT
verwendet, da sie als Goldstandard der Bildgebung in diesem Bereich gilt und fiir eine
qualitativ hochwertige Auswertung der Trabekelparameter eine hohe Auflésung Vor-
aussetzung war. Um auswerten zu kénnen welchen Einfluss verschiedene Bereiche des
Defektes auf das umgebende Knochengewebe hatten und so die Verdnderungen in der
Mikroarchitektur kausal einordnen zu koénnen sollten die Trabekelparameter rund um

den osteochondralen Defekt mit ihrem rdumlichen Bezug zum Defekt beurteilt werden.

1.5.1 Ziele dieser Arbeit

Die Funktionalitit des Knochens im Skelettsystem hadngt neben seiner Masse auch von
seiner Qualitdt ab. Die knoécherne Mikroarchitektur ist ein entscheidender Parameter
fiir Knochenstabilitdt und in den letzten Jahren verstarkt Gegenstand der Forschung,
nicht zuletzt aufgrund ihrer Funktion in der Pathogenese relevanter Volkskrankheiten wie
Osteoporose. Neben dem Verstdndnis der Physiologie der Mikroarchitektur spielt auch
ihre therapeutische Beeinflussung eine zunehmend groflere Rolle. Zahlreiche Ansétze
zielen auf eine verbesserte Knochenqualitiat und damit Stabilitdt ab, darunter biologisch
abbaubare Scaffolds zur Behandlung osteochondraler Defekte.

Die trabekuldren Parameter konnen in verschiedenen relevanten Lokalisationen, meis-
tens definiert durch ROIs ausgewertet werden. Der rdumliche Bezug der Parameter zum
Defekt oder Implantat ist von grofier Bedeutung, um die Auswirkungen und moglichen
kausalen Zusammenhénge besser evaluieren zu kénnen. In der zugrunde liegenden Studie
ergab sich das Ziel, die auflerhalb des urspriinglichen Defekts verdnderte Mikroarchitek-
tur in direktem rdumlichen Bezug zum Defekt zu analysieren. Dies sollte zunéchst mit-
hilfe etablierter Methoden der pnCT-Analyse durch die Platzierung von ROIs erfolgen,
auch um die Anwendbarkeit dieses Ansatzes unter den vorliegenden Anforderungen zu

evaluieren. In einem zweiten Schritt wurde die Darstellung der Knochenparameter in



16 1. Einleitung

ihrem rdumlichen Bezug zum Defekt ohne Verwendung von ROIs angestrebt.

Zusammenfassung der Ziele dieser Arbeit:

1. Analyse der rdumlichen Verteilung der Trabekelparameter im behandelten osteo-
chondralen Defekt durch etablierte nCT-Auswertung mittels ROIs

2. Eigenstédndige Entwicklung einer neuen Methode zur visuellen zweidimensionalen
Darstellung der Trabekelparameter mit ihrem dreidimensionalen rdumlichen Bezug
zum Defekt



2. KONZEPT UND ENTWICKLUNG DER DARSTELLUNGSMETHODE

Die Knochenparameter der vorhandenen Proben sollten in ihrem rdumlichen Bezug zum
Defekt ausgewertet werden, um die Auswirkungen der implantierten Scaffolds auf den
Defekt und das umliegende Knochengewebe einordnen zu kénnen. Ziel dieser Arbeit war
es, ein hierfiir geeignetes Verfahren zu finden. Hierzu wurden die Proben zunéchst nach
dem géngigen Standard computertomographisch analysiert, wofiir drei unterschiedliche
platzierte ROIs gewdhlt wurden. Im Rahmen dieser Analyse ergaben sich weitere Fragen
und Anforderungen an die Auswertung der Proben, die eine Auswertung iiber das eta-
blierte ROI-basierte Verfahren nicht befriedigend beantworten konnte. Dieser Abschnitt
gibt einen Uberblick iiber die Schritte von der Anwendung des etablierten Verfahrens

hin zur Entwicklung der neuen Methodik.

2.1 Erste makroskopische Einschétzung der Proben

Aus dem Aufbau des Versuches (Implantation eines wachstumsinduzierenden Scaffolds in
einen osteochondralen Defekt) liefl sich eine Neubildung von Knochen im herbeigefithrten
Defekt erwarten. Die makroskopische und bildgebende Analyse zeigte jedoch scheinbar
unabhéngig von den Versuchsgruppen in vielen Proben sowohl Knochenneubildung als
auch ausgedehnte osteolytische Bereiche. Der sichtbare Knochenabbau erstreckte sich bei
den Tieren mit langerer Standzeit dabei ausgepriagter in den umgebenden Knochen als
bei den Tieren mit kiirzerer Standzeit. Ein Verteilungsmuster der Osteolysen zu erkennen

war makroskopisch nicht moglich.

2.2 Regions of Interest

Um das Ausmafl an Umbauprozessen zu quantifizieren und zu lokalisieren wurden ein-
heitliche, auf alle Proben anwendbare und somit vergleichbare ROIs gewéhlt. Diese um-
fassten neben dem urspriinglichen Knochendefekt auch umliegende Areale um die Aus-
breitung der Prozesse im Knochen und ihre Relation zum Defekt zu bewerten. Aufgrund
der Grofle und Beschaffenheit der Proben waren die Mafle und Platzierungen von ein-
heitlichen ROIs allerdings begrenzt. Die Ergebnisse aus der Auswertung dieser ROIs
gaben nur einen limitierten Einblick in das tatsdchliche Ausmafl der Prozesse in und
um den Defekt herum, da sie nur einen kleinen Teil des Knochens einbeziehen und die
Ergebnisse einen Mittelwert je ROI darstellen. Auflerdem gestaltete es sich mit diesen
ROIs schwierig eine Aussage iiber die rdumliche Verteilung und die Ausdehnung von Os-
teolysen und Umbauprozessen zu treffen. Eine differenzierte Analyse dieser Problematik
erfolgt im ersten Ergebnisteil und leitet die Entwicklung einer eigenen Methodik

ein .
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2.3 Visuelle Differenzierung von Knochentypen

In den pCT-Bildern fielen visuell neben ausgepriagten Osteolysen auch Areale mit unter-
schiedlich formiertem Knochengewebe auf. In Proben mit geringen Umbauprozessen war
eine homogene Verteilung eines scheinbar einheitlichen Knochentyps zu finden, wiahrend
sich in Proben mit ausgedehnten Umbauprozessen Knochenherde visuell deutlich von-
einander abgrenzen lielen. Diese Areale spiegelten sich in der Analyse durch ROIs nicht
wider. Die Quantifizierung und Lokalisierung dieser Beobachtungen in der gesamten Pro-
be versprach jedoch einen hohe Erkenntnisgewinn iiber die Dynamik der stattfindenden
Umbauprozesse. Der zweite Schritt der Probenanalyse beschéftigte sich daher zunéchst
mit der Charakterisierung der visuell auffalligen Knochentypen. Die Ergebnisse flielen
anschlieend in die Optimierung der entwickelten Methodik ein. Die Definition der bei-
den visuell unterschiedlichen Knochentypen erfolgte iiber einen zusétzlichen Threshold
(Separation Threshold), welcher die Knochentypen anhand ihrer Dichtewerte voneinan-
der abgrenzt. Die Anwendung dieses Separation Thresholds zeigte in vielen Schnittbil-
dern eine nicht-homogene Verteilung der beiden Knochentypen mit Herden von weniger

mineralisiertem Knochen.

2.4 Algorithmus zur Visualisierung von Knochenparametern in Relation zum

osteochondralen Defekt

Die axiale Verteilung von wenig mineralisiertem sowie hartem Knochen in Relation zum
Defekt ist durch die Anwendung des Separation Threshold bereits in den einzelnen
Schnittbildern zu erkennen. Das Ergebnis des letzten Abschnitts besteht darin, diese
Verteilung in einem einzigen frontalen zweidimensionalen Bild zusammenzufassen und
dadurch auswertbar zu machen. Eine derartige Darstellung soll {ibersichtlich die Kno-
chenparameter in ihrem raumlichen Bezug zu einem Ausgangspunkt (beispielsweise einen
Defekt) darstellen und so kausale Uberlegungen zulassen. Es wurde ein Algorithmus ent-
wickelt, der den Bezug eines Knochenparameters zum Defekt iiber die gesamte Probe
iibersichtlich visualisiert. Die erhaltene grafische Darstellung umfasst die Dimensionen
(1) Distanz zur Mitte des Defektes, (2) Verteilung in der Hohe des Defektes, (3) Wert

des betrachteten Parameters.

2.4.1 Anwendung anhand der Dichteparameter

Bei der Auswertung der Knochendichte wurden die Grauwerte durch den Separation
Threshold in zwei Kategorien eingeteilt. Hierdurch erfolgte die Abgrenzung von zwei
Knochentypen durch eine Binarisierung der Graubilder. Daraus ergaben sich nach An-
wendung des Algorithmus zwei frontale grafische Darstellungen, welche durch farbliche
Kodierung zu einer 4-dimensionalen Grafik kombiniert wurden: (1) Distanz zur Mitte
des Defektes, (2) Verteilung in der Hohe des Defektes, (3) Knochentyp (Farbton), (4)
Durchschnittliche Knochenmenge (Helligkeit).
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2.4.2 Ubertragung der Methode auf weitere Knochenparameter

In den verwendeten Proben wurden zwei Knochentypen anhand ihrer Dichtewerte diffe-
renziert und durch die neue Darstellungsmethode in ihrer rdumlichen Verteilung vergli-
chen. Grundsétzlich kann die Darstellung einzelner Knochenparameter jedoch auch ohne
eine derartige Zuweisung erfolgen. Um dies zu demonstrieren wurde in dieser Arbeit ne-
ben den Dichtewerten auch die Porositét der zu Beginn visuell auffalligen Knochenherde
mit dem entwickelten Algorithmus dargestellt. Die Auswertung des Porenanteils erfolgte
ohne vorherige inhaltliche Zuordnung der Werte, die konkreten Werte kénnen feinstufig
beispielsweise liber Heatmaps eingefarbt werden. Durch diese beiden beispielhaften Vor-
gehensweisen werden zwei mogliche Anwendungsoptionen des Algorithmus présentiert.
Der Ergebnisteil unter Abschnitt 4 wird sich diesem Konzept folgend zusammenset-
zen aus (1) der Anwendung etablierter Methoden zur Analyse von Knochenparametern
im osteochondralen Defekt (Auswertung von ROIs) und ihrer rdumlichen Verteilung so-
wie (2) der Entwicklung einer Methodik zur Darstellung einzelner Parameter mit ihrem

rdumlichen Bezug zum Defekt.






3. MATERIAL UND METHODEN

Die Beschreibung der Methodik teilt sich in drei Abschnitte: (1) Die Gewinnung des
Datensatzes aus der zugrundeliegenden Studie, an welchem die Analyse der osséren
Mikroarchitektur vorgenommen werden kann, (2) die Analyse mit etablierter Methodik
sowie (3) die Entwicklung der Darstellung und Analyse der ossidren Mikroarchitektur in

ihrem rdumlichen Bezug zum Defekt unabhéngig von einer Zuteilung zu ROIs.

3.1 Gewinnung des Datensatzes

Die verwendeten Knochenproben wurden einem Experiment im Schafmodell entnom-
men, das den Effekt von biologisch degradierbaren Scaffolds mit Wachstumsfaktoren in

osteochondralen Defekten untersuchte.

3.1.1 Herstellung der implantierten Scaffolds

Es wurden Scaffolds aus Poly(D,L-lactide-co-glycolide) (PLG) mit einem Molekularge-
wicht von 120kDa und einem Stoffmengenanteil von 85% Laktid und 15% Glykolid
(8515DLGTE, Lakeshore Biomaterials, Birmingham, USA) hergestellt. PLG Mikrokii-
gelchen wurden durch doppelte Emulsion unter Einbringung von Wachstumsfaktoren
und neutralisierenden Antikorper hergstellt und mit Natrium-Chlorid-Partikeln (@ 250-
425 um, Mengenverhéltnis von 5% PLG zu 95% NaCl) vermischt. Zur Herstellung der
mehrschichtigen Scaffolds, welche verschiedene Wachstumsfaktoren und Antikérper tra-
gen konnen, wurde das PLG-NaCl-Gemisch in eine stéhlerne, rostfreie Form (Durchmes-
ser 6mm) gefiillt und vorsichtig mit einem Hammer Schicht fiir Schicht komprimiert.
Unter einem Druck von 5000 N iiber 5min (Statische Priifmaschine Z010, Zwick, Ulm)
wurden die Schichten und Bestandteile zu mehrschichtigen Zylindern komprimiert. Diese
wurden mit 55,2 bar COs fiir 24 h equilibriert. Durch Absenken des Drucks auf Umge-
bungsbedingungen fusionierten die Mikrokiigelchen unter Freisetzung des COy. Durch
Immersion in destilliertem Wasser wurden die NaCl-Salze ausgewaschen. Im Resultat
entstanden so die PLG Scaffolds mit einer Porositdt von 95%. Die Scaffolds wurden fiir
30 min in 70% Ethanol sterilisiert und anschlieend zur Auswaschung etwaiger Ethanol-
riickstédnde aus den Poren mit Dulbeco’s Phosphat-gepufferter Salzlésung (Sigma-Aldrich
D8537) gespiilt. Die mehrschichtigen Scaffolds bestehen aus drei Schichten: die chondro-
gene Schicht misst 1,2mm, die zentrale Pufferzone 3,1 mm und die osteogene Schicht
3,5 mm.

Es wurden zwei Arten von Scaffolds hergestellt: (i) 3-schichtige leere Scaffolds oh-
ne eingearbeitete Proteine sowie (ii) 3-schichtige Scaffolds mit einer zentralen Puffer-
zone mit 21,2 ng anti-BMP-2 (MAB3552, R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt) und
34,5 ng anti-TGFB (MAB1835, R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt), einer chondro-
genen Schicht mit 2,3 ng rhTGFB3 und einer osteogenen Schicht mit 8,5 g rhBMP-2
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und 39,2 pg anti-TGFB.

3.1.2 Einteilung in Versuchsgruppen

In den Versuch wurden 14 Schafe eingebunden. Um eine Differenzierung der Effekte der
verwendeten Scaffolds zu erméglichen wurden anhand der implantierten Scaffolds zwei
verschiedene Gruppen gebildet. Dabei wurde den Tieren der Gruppe E ausschlieflich
der Poly(D,L-lactide-co-glycolide) (PLG) Scaffold implantiert (,empty scaffold*) und
in Gruppe G die Scaffolds mit Wachstums- und Inhibitionsfaktoren (,growth factor
scaffold“). Durch eine weitere Unterteilung in Standzeiten von 4 oder 12 Wochen ergaben
sich vier Gruppen. Aufgrund unerwarteter negativer Ergebnisse wurde die Implantation
jedoch vorzeitig beendet, sodass in einer Gruppe nur zwei Schafe einbezogen werden

koénnen.

Tab. 1: Versuchsgruppen

4 Wochen | 12 Wochen || Gesamt je Scaffold
Empty Scaffold 2 4 6
Growth Factor Scaffold 4 4 8
Gesamt je Standzeit 6 8

3.1.3 Vorgehen bei der Implantation
3.1.3.1 Versuchstiere

Bei den eingebundenen Tieren handelte es sich um weibliche, zwischen 56 kg und 96 kg
schwere Merinomix-Schafe, die von einem konventionellen Ziichter bezogen wurden. Die
Schafe waren zwischen 2,5 und 5 Jahre alt, wodurch eine vollstdndige Entwicklung des
Knochenskeletts gewédhrleistet sowie das Risiko altersabhéngiger Knochen- und Struk-
turschiden vermindert wurde und veterindrmedizinisch untersucht. Der gesundheitliche
Zustand wurde wihrend der Standzeit durch regelméflige Gewichts-, Futteraufnahme-
und Gesundheitskontrollen durch Fachpersonal sichergestellt. Die Schafe wurden im Stall
auf Stroh oder auf der Weide in Gruppen von vier bis acht Tieren gehalten. Jedes Tier
wurde bei Aufnahme mit einer Ohrmarke zur Identifikation versehen. Die Genehmigung
fiir den Versuch erfolgte durch das Landesamt fiir Gesundheit und Soziales Berlin (G
0216/13).

3.1.3.2 OP-Vorbereitung der Versuchstiere

Das zu operierende Tier erhielt im Anschluss an eine mindestens 12stiindiger Nahrungs-
karenz zur Einleitung der Narkose Thiopental-Natrium (15-20 ng/kg Korpergewicht; Ro-

texmedica GmbH, Trittau) iiber einen peripheren Venenverweilkatheter.
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Die Intubation erfolgte in Bauchlage mit einem 8-9mm Tubus (MallinckrodtTM,
Covidien, USA), die anschlielende Inhalationsnarkose mit 12-14 Atemziigen pro Minute
iiber das Beatmungsgerit (Ventilator 711, Siemens, Miinchen) mit Isofluran 1,5%-2%
(Forene®, Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland) und einem Gemisch aus Sauerstoff
und Lachgas (Verhéltnis 3:1). Die Vitalparameter sowie CO2-Gehalt in der Ausatemluft,
Sauerstoffsdttigung und Koérpertemperatur wurden konstant iberpriift. Zum Schutz der
Augen wurde Augensalbe verwendet (Bepanthen®, Bayer, Leverkusen). Eine Magensch-
lundsonde wurde in den Pansen geschoben um aufgasenden Mageninhalt abzuleiten. Die
Hufe wurden zur Vermeidung einer Kontamination verbunden. Am Riicken des Tieres
wurde zur Verwendung der Neutralelektrode des Kauters eine etwa 6 cm lange und breite
Fléche geschoren und befeuchtet. Das Tier wurde in Riickenlage gelagert und stabilisiert.
Der linke Hinterlauf wurde grofiflichig im Kniebereich geschoren, mit handelsiiblicher
und antimikrobieller Seife gewaschen und griindlich rasiert. Die anschliefende Desinfek-
tion erfolgte mit jodhaltigem Braunol (Braunoderm®, B. Braun Melsungen AG, Melsun-
gen). Die Kauterplatte wurde platziert, das Tier mit sterilen selbstklebenden Tiichern
abgedeckt und eine antibakterielle Folie (Ioban, 3M Health Care, Neuss) auf das Ope-

rationsgebiet aufgebracht.

3.1.3.3 Operatives Vorgehen

Die Analgesie erfolgte als Bolus vor der Hautinzision durch 3-5pg/kg Fentanyl iv (Ro-
texmedica GmbH, Trittau), zunédchst mit 3 ng/kg, anschlieend adaptiert nachdosiert bis
5ug/kg, und im Verlauf der Operation alle 30 bis 45 Minuten. Als Dauertropf wurden
1000 ml Sterofundin (B. Braun Melsungen AG, Melsungen) und 500 ml Volulyte® (6%,
Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg) angelegt. Auflerdem erhielt jedes
Tier intravends eine einmalige Antibiose mit 3mg Unacid (1g Sulbactam, 2g Amipi-
cillin) (Pfizer Pharmer GmbH, Berlin) in 50 ml NaCl gelost. Die Gelenkéffnung wurde
durch einen sechs Zentimeter langen medial parapatellaren Hautschnitt von der Mitte
der Patella bis auf die Hohe der Tuberositas Tibiae begonnen. Die darunter liegende
diinne subkutane Fettschicht und deutlich ausgebildete Bursa infrapatellaris subcutanea
wurden scharf durchtrennt und der Musculus vastus medialis abgesetzt. Die Gelenkkap-
sel wurde medial der Patellarsehne von proximal nach distal gespalten und die Patella
nach lateral luxiert.

Mithilfe einer diamantbeschichteten Hohlfrdse mit einem Auflendurchmesser von
5,4mm und einem Innendurchmesser von 4,6 mm, (Diamantfriase T20TL03, Karl Storz-
Endoskopie, Tuttlingen) wurde senkrecht auf den lasttragenden Bereich des lateralen
Femurkondylus ein osteochondraler Defekt mit einer Tiefe von 7 mm gesetzt. Wahrend
des Frisens wurde die aktuelle Tiefe des Defektes {iber eine milimetergenaue Markierung
an der Frése tiberpriift und kontinuierlich durch Spiilung mit isotonischer Kochsalzlésung
eine Kihlung herbeigefiihrt, um Hitzeschidden im Gewebe zu vermeiden. Mit einem Ex-
traktor (Extraktor T21TLO03, Karl Storz-Endoskopie, Tuttlingen) wurde der ausgefréste
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Zylinder aus dem Bohrloch entfernt. Zur Entfernung von potenziell gelenkschéadigen-
den und Inflammation begiinstigenden Knochensplittern durch das Bohren wurde das
Gelenk mit isotoner Kochsalzlésung gespiilt. Die gewonnenen Knochenzylinder wurden
zur spateren Verwendung in 4% para-Formaldehydlosung (Electron Microscopy Sciences,
Hatfield USA) fixiert. Der Scaffold wurde im Press Fit Verfahren in den Defekt einge-
setzt. Dies sollte einen mdoglichen Eintritt von Synovia zwischen Scaffold und Gewebe
sowie ein Losen des Scaffolds aus dem Defekt verhindern. Um den Defektdurchmesser
zu bestimmen, der fiir den verwendeten Scaffold und das Press Fit Verfahren am bes-
ten geeignet war, wurden vor Studienbeginn Tests an Kadavern durchgefithrt und das
Einsetzen der Scaffolds geiibt. Nach Fiillung des osteochondralen Defektes und Repo-
sition der Patella wurde die Wunde schichtweise verschlossen. Kapsel, Musculus vastus
medialis und Fascia cruris wurden mit Ethibond 0 (Ethicon, Johnson & Johnson GmbH,
Norderstedt, Deutschland) genédht, die Bursa infrapatellaris subcutanea und die Subcutis
mit Vieryl® 2-0 (Ethicon, Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt). Fiir die ab-
schlieffende Hautnaht in Einzelstichnahttechnik wurde Prolene 2-0 verwendet (Ethicon,
Johnsons & Johnson GmbH, Norderstedt, Deutschland). Die Wunde wurde zur Redu-
zierung des Infektrisikos erneut mit Braunol desinfiziert und mit Aluminium-Spray (Alu
Spray ,trocken“, Pharma Partner Vertriebs-GmbH, Hamburg, Deutschland) bedeckt.
Vor der Narkoseausleitung erhielt jedes Tier ein transdermales analgetisches Hautpflas-
ter (Durogesic® SMAT 75pg/h, Janssen-Cilag GmbH, Neuss), welches fiir 72 Stunden
postoperativ 75 ng/kg Fentanyl pro Stunde freisetzte.

3.1.3.4 Postoperative Versorgung

Die Tiere wurden nach der Narkoseausleitung und schonenden Extubation im Stall bei
der Herde auf Heu gelagert. Das erfolgreiche Aufstehen der Tiere wurde kontrolliert.
Waéhrend der ersten drei Tage postoperativ erhielt jedes Tier gewichtsadaptiert subkutan
Flunixin (Flunidol® RPS, cp-pharma, Burgdorf, Deutschland) zur Schmerzlinderung. Es
wurde téglich auf Anzeichen von Schmerzen wie Isolation, verminderte Futteraufnahme
und Zahneknirschen geachtet. 10 bis 14 Tage nach der Operation erfolgte die Entfernung
der Hautfdden.

3.1.4 Probengewinnung
3.1.4.1 Tétung und Sektion der Versuchstiere

Abhéngig von der Standzeit des Tieres erfolgte die Tétung 4 oder 12 Wochen nach der
Implantation des Scaffolds. Das entsprechende Tier wurde, analog zur Implantation, von
der Herde getrennt und erneut mit einem periphervendsen Zugang versehen. Anschlie-
Bend erfolgte die Totung unter einer tiefen Thiopental-Sedierung (20 mg/kg) schmerzfrei
mit 100 ml Kaliumchlorid (1 mmol/l) intravends (7,45% Kaliumchlorid, B. Braun Mel-
sungen AG, Melsungen, Deutschland). Der Tod durch Herzstillstand wurde durch den

anwesenden Tierarzt auskultatorisch festgestellt. Das Kniegelenk wurde ertffnet und die
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Gelenkflachen zur makroskopischen Dokumentation fotografiert. Die Femora wurden im
Knie- und Hiiftgelenk abgesetzt. Getrinkte Tiicher schiitzten die freiliegenden Femur-

kondylen fiir die folgenden Prozessschritte vor dem Austrocknen.

3.1.4.2 Gewinnung und Fixierung der Proben

Der generierte Knochendefekt mit Scaffoldimplantat sowie das vergleichbar lokalisierte
gesunde Areal auf der Gegenseite wurden mit einem Aufmafl von lem viereckig aus der
Femurkondyle herausgesédgt. Hierzu wurde unter konstanter Wasserkiihlung ein Trenn-
schleifsystem (Trennschleifsystem Makro, Exakt Apparatebau GmbH, Norderstedt) ver-
wendet. Es folgte eine detailliertere makroskopische Beschreibung des Defektes sowie
des umliegenden Gewebes. Anschliefend wurden die Proben unter Lichtausschluss bei
Raumtemperatur fiir 48 Stunden in 4%-iger para-Formaldehydlosung fixiert und wéh-
renddessen auf einer Schiittelplatte gelagert. Nach Ablauf der 48 Stunden wurde das
para-Formaldehyd ausgewaschen und die Proben bei 4 °C in DPBS (Gibco Life Techno-
logies, Carlsbad, USA) verwahrt.

3.2 Vorbereitung der Proben und Bildgewinnung mittels pCT

Zur Erhebung der Referenzparameter wurden sowohl die Proben mit den osteochondra-
len Defekten als auch die extrahierten Knochenzylinder computertomographisch aufge-
nommen. Die zugrundeliegende Technik wurde bereits ausfiihrlich beschrieben89 Fir
die Gewéhrleistung einer guten Bildqualitdt und sicheren Fixierung im CT wurden die
zu testenden Knochenpréparate zundchst in DPBS-getrankte Tiicher gewickelt und in
einem 50 ml fassenden Rohrchen platziert, welches luftfrei mit DPBS aufgefiillt wurde.
Der Flacon wurde in einem pCT Vivad40 (Scanco Medical AG, Briittisellen, Schweiz)
eingesetzt und fixiert. Die Vorbereitungen orientierten sich an den Empfehlungen von
Bouxsein et al beziglich qualitativ hochwertiger und vergleichbarer Analysen mittels
nCT A Durch eine Ubersichtsaufnahme (,,ScoutView“) konnte die vollstindige Probe
ausgewahlt werden, welche daraufhin mit einer Rohrenspannung von 70kVp und einer
Rontgenstromstéarke von 114pA bei 180° Rotation gescannt wurden. Daraus ergaben
sich isotrope Voxel von 17,5 pm. Nach Aufnahme der Scans wurden die Proben erneut
bei 4°C in DPBS gelagert.

3.3 Etablierte pCT-Analyse

3.3.1 Definition der ROI

Die Scandaten wurden automatisiert als Graubilder in Stapeln im tiff Format zusam-
mengestellt. Um die notwendige Rechenleistung fiir die Verarbeitung der Daten zu re-
duzieren wurden in den Aufnahmen (trotz gezielter Auswahl durch die Nutzung des
Scout View etwa 15-20GB pro Messung) Schichtbilder entfernt, die keinen Probenanteil
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enthielten. Anschliefend wurden die Proben visuell optimiert ausgerichtet um eine pra-
zise Platzierung der ROIs zu erméglichen. Hierzu wurde das integrierte Scanco Medical
Evaluationsprogramm genutzt. Zur Auswertung der Knochenparameter wurden in jeder
Probe individuell drei verschiedene zylindrische Areale bestimmt. Ziel der Positionierung
der ROIs war es, eine Aussage iiber die rdumliche Verteilung der Parameter in ihrem
Bezug zum Defekt treffen zu kénnen. ROIinngr beschreibt in Durchmesser und Léange
den urspriinglich durch Bohrung herbeigefiihrten osteochondralen Defekt und hat daher
einen Durchmesser von 5,4mm. ROIarounp und ROIynprr beschreiben jeweils einen
Durchmesser von 150% des Bohrlochdurchmessers und liegen zentral um das Bohrloch.
Das Areal innerhalb des Bohrloches, ROIinngr, wurde in der Berechnung subtrahiert,
sodass ROIarounp und ROIynpgr einen Mantel an Material um das Bohrloch herum
beschreiben. ROIxrounp bezieht sich auf das Areal von 25% bis 75% der Bohrlochtiefe,
ROIynprR von 75% bis 125%, also 25% tiber das Ende des verursachten Defektes hinaus.
Die Lénge der ROI bezog sich dabei auf die Tiefe des Defektes. Diese wurde individuell
je Probe iiber die Lénge des extrahierten Knochenzylinders ermittelt. Der Beginn des
Bohrloches wurde definiert durch das erste Schnittbild in dem der Defekt vollstdndig

von Knochen umgeben war.
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Abb. 9: Schema der Regions of Interests

Schematische Darstellung der subchondralen Knochenplatte einer Femurkondyle mit einem zen-
tral platzierten Bohrlochdefekt. Knochenoberfliche bei 0%.

3.3.2 Binarisierung
3.3.2.1 Binarisierung der Knochenzylinder

Die durch das nCT aufgenommenen Messwerte werden in Form von Graubildern dar-
gestellt, in denen jedem Pixel ein bestimmter Helligkeitswert zugeteilt ist. Fiir die Aus-
wertung der Knochenanteile dieser Bilder ist es notwendig einen Wert zu bestimmen,
der zwischen den Grauwerten des Knochens und den iibrigen Grauwerten - beispiels-
weise von Hintergrund und Knochenmark, die nicht in die Auswertung mit einfliefen

sollen — differenziert. Der gewdhlte Schwellenwert (Threshold) stellt die Strukturen des
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Graubilds in schwarzen und weiflen Pixel dar. Vereinfacht werden die Pixel mit einem
Grauwert oberhalb des Thresholds (Knochen) schwarz, die mit einem niedrigeren Grau-
wert weifl dargestellt. So léasst sich definieren, welche Bildanteile in die Auswertung der
Strukturparameter einbezogen werden (siehe Abb. [6] und [7).

Um einen moglichst geeigneten Threshold zu verwenden wurden vor der Analyse
der eigentlichen Proben an den entnommenen Knochenzylindern zwei unterschiedliche
Thresholdingverfahren verglichen. Hierfiir wurden die entnommenen Knochenzylinder
verwendet, da diese nicht dem Einfluss der Intervention unterlagen und daher eine Aus-
wahl des Thresholdverfahrens anhand von physiologischem Knochenmaterial ermoglich-
ten. Alle Zylinder wurden mit einem standardisierten algorithmisch bestimmten Thres-
hold und einem visuellen Threshold ausgewertet und die Ergebnisse verglichen. Der
visuelle Threshold wurde durchgehend von der gleichen Person individuell fiir jeden
Plug bestimmt. Die Anwendung des histogrammbasierten Thresholdingalgorithmus er-
folgte iiber Matlab. Er bestimmt anhand der Peaks der Histogramme automatisch einen
Threshold fiir jeden Knochenzylinder. Die berechneten Thresholds aller Zylinder wurden
gemittelt und ergaben so einen fiir alle Proben verwendeten einheitlichen algorithmi-
schen Threshold. In sind die mit diesen Thresholds erzielten Ergebnisse dargestellt,
deren Vergleich zur Verwendung des algorithmischen Thresholds fiir die Auswertung der
Proben fiihrte.

3.3.2.2 Binarisierung der Proben

Analog zur Binarisierung der Knochenzylinder wurde durch die Anwendung des Thres-
holdingalgorithmus fiir jede Probe ein individueller Threshold bestimmt. Hierfiir wurde
der als ROIynpgr beschriebene Bereich (siehe Abb. E[) zugrunde gelegt. Aus den in-
dividuellen Thresholds wurde ein Wert gemittelt und fiir die einheitliche Binarisierung
aller Proben verwendet. Die Prézision dieses Thresholds wurde in allen Proben visuell

iiberpriift.

3.3.3 Berechnung der Knochenparameter

Mit dem Scanco Medical Evaluationsprogramm und dem aus [£.2] gewéhlten Threshold
wurde fiir jede der drei ROIs die Auswertung der Knochenparameter durchgefiihrt. Da-
bei wurden die Parameter BV/TV, Tb.Th sowie Th.N bestimmt. Die Erhebung der
Strukturparameter Th.Th und Tbh.N orientierte sich dabei an den Empfehlungen von
Bouxsein et al¥ Anhand dieser Vorgehensweise erfolgte die gesamte Auswertung von
Teil 1 dieser Arbeit.

3.4 Distanzorientierte Darstellung der ossdren Mikroarchitektur

Fiir die Entwicklung der distanzorientierten Darstellung wurde auf den ausgerichteten

Stapel an Graubildern im tiff-Format zuriickgegriffen, welche vor allem mit der frei ver-
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fiigbaren Bildanalysesoftware Fiji (ImageJ 2015, Version 2.0.0, Lizenz: GNU) ausgewer-
tet wurden. Die durch Anwendung des Separation Threshold erhaltenen schwarz-weif3-
Bilder wurden mit 8-bit Farbtiefe gesichert. Um eine hohe Prézision zu gewéhrleisten,
erfolgte die Berechnung der Ergebnisse im 16-bit Bereich und wurde entsprechend durch
Graubilder mit 16-bit Farbtiefe oder RGB-Bilder visualisiert.

3.4.1 Ausrichtung der Scans

Die rotierten Rohdaten wurden als 16-bit tiff-Bildstapel aus Scanco exportiert. Die Ori-
entierung wurde anschliefend durch die Analysesoftware Amira (Thermo Fischer Scienti-
fic) optimiert, sodass der Defekt senkrecht im Bildmittelpunkt stand. Alle Berechnungen

mit Fiji erfolgten ausschliellich an diesen einheitlich ausgerichteten Bildsétzen.

3.4.2 Analyse der Proben mit Fiji

Die Analyse ab[d.4]erfolgte mit Fiji unter Nutzung des PlugIns BonelJ. Zusétzlich wurden
eigene Makros und Plugins entwickelt und verwendet. Thre Entwicklung ist Bestandteil

des Ergebnisses dieser Arbeit.

3.4.2.1 Erstellung einer globalen ROI (ROIx)

Um den gesamten Probenbereich unabhéngig vom Bildhintergrund auswerten zu kénnen
wurde die gesamte Probe als ROI markiert. Aufgrund der Stapelgréfie von durchschnitt-
lich 1000 Schnittbildern war eine manuelle Auswahl nicht moéglich. Die prazise Auswahl
der einzubeziehenden Bildanteile stellt jedoch die Grundlage fiir eine korrekte Auswer-
tung dar®? Um diese zu gewihrleisten wurde ein Makro entwickelt, welches die ROI
automatisiert erstellt. Dafiir wahlt das Makro die ROI fiir jeden Slice als eine konvexe
Hiille um die Probe. Unter Verwendung von Fiji-Standardbefehlen geht es dafiir nach
folgendem Prinzip vor (schematische Darstellung der Schritte siehe Abb. [10)):

1. Der erste Schritt ist die Erstellung der Auswahl, die als Grundlage fiir die weitere
Berechnung dient. Es wird der Befehl Create Selection genutzt, der eine pixelba-

sierte Auswahl aller markierten (schwarzen) Pixel erstellt.

2. Um Fehler durch vereinzelte schwarze Pixel auBlerhalb der Probe zu vermeiden,
kann die Auswahl abhéngig von der Bildgréle durch die Funktion FEnlarge um
wenige Pixel verkleinert werden. Fiir die vorliegende Berechnung wurde der Wert

-2 gewahlt.

3. Um die konvexe Hiille generieren zu kénnen darf die Auswahl keine Locher enthal-
ten. Dazu wird die Auswahl derart vergroflert, dass alle Locher geschlossen sind.
Der Wert zur Vergréflerung durch die Funktion Enlarge wird abhéngig von der
Grofle der Locher gewahlt. Zusétzlich wird dabei die Verkleinerung in Schritt 2
korrigiert. Hier ergab sich der Wert 24042 = 242
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4. Die Funktion Interpolate (Parameter Interval 1.0, Smooth) wird angewendet um die
Auswahl von einer pixelbasierten in eine pfadbasierte Auswahl zu transformieren.

Dies ist Voraussetzung fiir die folgende Anwendung von Convezr Hull.

5. Zuletzt wird die Vergroflerung aus Schritt 3 korrigiert. Zusétzlich kann die Auswahl
um wenige Pixel nach auflen oder innen angepasst werden. Bei der Berechnung
wurde der Wert -240 - 5 = -245 verwendet (Damit wird die markierte Umrandung

der Probe insgesamt um 5 Pixel nach innen verkleinert).

6. Zur Beriicksichtigung des probenspezifischer Anomalien kann anschliefflend eine
manuelle Anpassung der erhaltenen ROIs vorgenommen werden. Hier wurde eine
kreisférmige Aussparung zur Beriicksichtigung des Defekts aus der ROI hinzuge-
fligt. Diese geht entsprechend nicht in die angestrebte Knochenauswertung mit

ein.

Die Parameter der einzelnen Schritte wurden heuristisch gewéhlt, sodass auf allen
Proben bei gleichen Parametern ein gutes Ergebnis erzielt wurde. Die Fixierung der Pa-
rameter fiir alle Proben stellt die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse sicher und reduziert
die subjektive Beeinflussung.

Fiir jeden Slice wurde so die ROI individuell erstellt. Die ROIx beschreibt die Men-
ge aller so erstellten ROIs fiir eine ausgewéhlte Anzahl an Schnittbildern (und damit
der Hohe) der Probe. Fiir die vorliegende Auswertung wurde der Bereich vom Beginn
des Defekts bis 300 Schnittbilder {iber den Grund des Defekts hinaus einbezogen. Der
Beginn des Defektes wurde definiert als der erste Slice mit einem vollstdndig von Kno-
chen umgebenen Bohrloch. Eine visuelle Bestimmung des Bohrlochgrundes gestaltete
sich aufgrund haufiger Osteolysen als schwierig. Es wurde daher die computertomogra-
phisch gemessene Lénge der entnommenen Plugs hinzugezogen und anhand dieser die

urspriingliche Defekttiefe bestimmt.

3.4.2.2 Axiale Distanzanalyse

Zur Darstellung der Verteilung von Trabekelparametern in der gesamten Probe mit ihrem
rdumlichen Bezug zum Defekt wurde ein Java-Plugin entwickelt. Dieses Plugin ist das
Kernstiick dieser Arbeit und wird im Ergebnisteil ausfiihrlich erldautert. Abbildung [I7]
zeigt zur Erlduterung eine schematische Darstellung dieser Auswertung. Zur Wahrung
der Vollstédndigkeit des Methodenteils wird die technische Vorgehensweise hier bereits

vorab dargestellt. Das Plugin geht vereinfacht nach folgendem Schema vor:

1. Analyse des betrachteten Datensatzes zur Bestimmung des benétigten Speicher-

platzes

(a) maximal mogliche Distanz zum Defekt, vereinfacht bestimmt durch die Di-
stanz zwischen oberem linken und unterem rechten Pixel zur Umgehung der

rechenintensiveren Bestimmung basierend auf der tatséchlichen ROIx
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schwarz = auszuwihlende Pixel grau = Hintergrund); Rechts umrandet

(

Abb. 10: Schematische Erstellung der globalen ROIx
beispielhafte Anwendung des schematischen Prinzips an einem Schnittbild einer Probe; Wichtig

Step 1-6 analog zur vorhergehenden schrittweisen Beschreibung; Links grau hinterlegt = sche-
in Step 2 die Vermeidung einer falschen Hiille durch Ausschluss des vereinzelten schwarzen Pixels

matische Darstellung

im linken unteren Bildbereich sowie in Step 3 das Schlieflen der Locher innerhalb des relevanten

Bereichs.
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(b) Anzahl der Schnittbilder, Differenz zwischen dem ersten und letzten Schnitt-

bild, welches in die Berechnung einbezogen werden sollte

2. Speicherallokation in Form von zweidimensionalen Listen (Arrays) aus 16-bit Wer-
ten indiziert durch Distanz zum Bohrloch und Héhe (Index des Schnittbildes).

Benoétigt wird je ein Array fiir

(a) Gesamtzahl der Pixel (ArrayroraLcounT)
(b) Zahl der Pixel innerhalb der ROIx (Arrayrorcount)

(c) Summe der Werte der Pixel (Arrayvarvg)

3. Berechnung der Werte fiir jede Distanz zum Zentrum des Bohrlochs pro Schnitt-
bild:

(a) Berechnung fir jeden Pixel des aktuellen Schnittbildes:

i. Berechnung des Abstands zum Mittelpunkt des Defekts und Bestimmung
des entsprechenden Index in den Arrays (durch Runden). Damit erfolgt
der Zugriff auf die Arrays in den anschlieBenden Schritten durch den
berechneten Distanzindex und den aktuellen Index des Schnittbildes

ii. Erhohung des entsprechenden Wertes im ArrayrorarcounT um 1

iii. Abbruch der Iteration (Auslassen der nachfolgenden Schritte) falls der
Pixel nicht innerhalb der ROIx liegt
iv. Erhohung des entsprechenden Wertes im ArrayrorcounT um 1

v. Erhohung des entsprechenden Wertes im Arrayy arygp um den Grauwert
des Pixels (bei vorliegenden binarisierten Datensétzen Beschrankung auf
die Werte 0 bzw. 255)

4. Ausgabe des Ergebnisses durch zwei 16bit Graustufenbilder, wobei jeder Wert im
Array einen Pixel beschreibt (Indices im Array = Koordinaten in der Ergebnisdar-

stellung)

(a) Abbildung des Verhéltnisses von Arrayyarvr zu ArrayrorcouNT

(b) Abbildung des Verhéltnisses von Arrayrorcount zu ArrayrorALCOUNT

Dabei entspricht a) dem durchschnittlichen Dichtewert je Distanz und Héhe. b)
zeigt das Verhéltnis der Anzahl an betrachteten Pixeln (innerhalb der ROIx) zur
Gesamtzahl der Pixel je Distanz und Hohe. Dies ermoglicht eine Einschétzung der

Aussagekraft der Werte in Darstellung a)

5. Ausgabe des Ergebnisses als eindimensionale Wertetabelle. Dabei wird analog zu
4a) das Verhéltnis von Arrayyvarvr zu Arrayrorcount ausgegeben, wobei die
Arrays zunéchst auf die Distanz reduziert werden (Berechnung des Durchschnitts-
wertes pro Distanz unter Vernachlissigung der Hohe). Anschlieflend erfolgte die
grafische Visualisierung der Wertetabelle im Koordinatensystem durch die Softwa-
re Prism (2016 GraphPad Software, Prism?7.0)



32 3. Material und Methoden

3.5 Statistik

Es erfolgten drei statistische Auswertungen: In Teil 1 der Arbeit (der Analyse mittels her-
kémmlicher Vorgehensweisen) die Auswahl des Tresholds zur Binarisierung der Proben
sowie der Vergleich der gewonnenen Knochenparameter. In Teil 2 wurde die quantitative
Analyse der neu entwickelten Darstellungsmethode statistisch ausgewertet. Die statisti-
sche Auswertung erfolgte unter Beratung durch das Institut fiir Biometrie und Klinische

Epidemiologie der Charité Universitdtsmedizin Berlin.

3.5.1 Binarisierung

In jeder Probe wurden drei Trabekelparameter jeweils mit dem visuellen und dem al-
gorithmischen Threshold ausgewertet. Es wurde der Mittelwert fiir die algorithmischen
und die visuellen Daten gebildet und die Pearson-Korrelation angewendet, um eine Aus-
sage iiber die Ahnlichkeit der beiden Thresholds treffen zu kénnen. Die Korrelation wird
durch Werte zwischen —1 und 1 ausgedriickt, wobei ein Wert nahe 1 fiir eine starke Kor-
relation steht, ein Wert nahe 0 fiir keinen Zusammenhang der Variablen und ein Wert
< 0 fiir eine antiproportionale Korrelation. Eine hohe Korrelation zeigt eine ndherungs-
weise lineare Abhiingigkeit der Variablen und wire ein Zeichen fiir eine Ahnlichkeit der
Thresholds.

3.5.2 Knochenparameterbestimmung mit Scanco

In jeder Probe wurden in je drei ROIs drei Trabekelparameter bestimmt. Durch zwei
Behandlungsgruppen mit je 2 Behandlungszeitraumen ergaben sich vier Gruppen. Um
eine statistische Aussage iiber den Einfluss der Behandlungsgruppe unabhéngig von der
Behandlungszeit treffen zu kénnen wurden die Tiere einzig nach Behandlungsgruppen
zusammengefasst. In einer zweiten Gruppierung erfolgte die Auswertung umgekehrt be-
zogen auf den FEinfluss der Behandlungszeit unter Vernachlassigung der Behandlungs-
gruppen. Diese Zusammenfassung erfolgte zur Vermeidung eines zu kleinen n und damit
zur Ermoglichung einer tibersichtlichen statistischen Auswertung. Zur Wahl des statisti-
schen Tests wurde tiber die Schiefe in jeder (Sub)Gruppe eine Einschitzung der Normal-
verteilung vorgenommen. Zur Ergdnzung wurde der D’Agostino-Pearson omnibus K2
angewendet. Die Testergebnisse und die Betrachtung der Schiefe lieflen auf eine nicht-
parametrische Verteilung schlieffen. Aufgrund der zusétzlich kleinen und ungepaarten
Stichproben wurde fiir den Vergleich der Gruppen der Mann-Whitney-U Test ange-
wandt. Das Signifikanzniveau wurde bei 5% gesetzt. Die Darstellung erfolgte insgesamt
tabellarisch. Der Vergleich der ROIs mit Schwerpunkt auf den Behandlungszeitraumen
wurde zusétzlich als Boxplot prasentiert. Die Gruppen sind hier unabhingig von der

Behandlungsmethode anhand des Behandlungszeitraums zusammengefasst.
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3.5.3 Distanzorientierte Darstellungsmethode

Die Auswertung der Graphen aus der entwickelten Darstellungsmethode basierte auf dem
Vergleich zweier nach Auffalligkeiten zusammengefasster Gruppen (Graphen und Grup-
pen erlautert in. Die Gruppen wurden iiber die Berechnung des Median /Mittelwert-
Quotienten und den Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung getestet. Die Varianzho-
mogenitiat wurde durch den F-Test tiberpriift. Da basierend auf diesen Ergebnissen von
einer Normalverteilung und Varianzhomogenitéit ausgegangen werden konnte wurde fiir
den Vergleich der Gruppen der t-Test herangezogen. Das Signifikanzniveau wurde fir die
beiden Hauptparameter nach Anwendung der Bonferoni-Korrektur auf 2,5% abgesenkt.

Das Signifikanzniveau fiir die Nebenparameter blieb bei 5%.






4. ERGEBNISSE
4.1 Visuelle Darstellung der pnCT-Scans

Um die Einfliisse der Implantate auf das umliegende Knochengewebe zu beurteilen wur-
den zunéchst die pCT-Bilder der Proben dreidimensional rekonstruiert (siehe Abb. .
Hierfir wurde ein Frontalschnitt mittig durch den Defekt gewéahlt. Angestrebtes Ziel
bei der Bohrung des Defektes war eine zur Gelenkoberfliche vertikale Einbringung der
Scaffolds. Die pCT-Rekonstruktion zeigt ein gemischtes Gelingen. Kein Defekt ist in der
beobachteten Zeitspanne vollstdndig mit Knochen gefiillt und geheilt. Die erkennbaren

Defekte unterscheiden sich in Gréfie und Ausdehnung deutlich voneinander.

4w 12w

Growth Factor

Abb. 11: Computertomographische Rekonstruktion der Proben

Frontaler Schnitt durch die Mitte des Defektes. Visuelle Thresholds. Links: Growth Factor =
Scaffold mit Wachstumsfaktoren, Empty = Scaffold ohne Wachstumsfaktoren; Oben: Standdauer
4w = 4 Wochen, 12w = 12 Wochen. Scalebar = 1 mm

Die Tiere mit vier Wochen Heilungszeit lassen bis auf eine Ausnahme in der G-
Gruppe (4wGs) den hinzugefiigten Defekt mit klar abgrenzbaren Réndern erkennen.
In den Defekt scheint kein radiologisch erfassbares Material eingewachsen zu sein. Zwi-

schen den Behandlungsgruppen ist mit Ausnahme eines Tieres der G-Gruppe (4wGs)
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deskriptiv makroskopisch kein Unterschied in der Defektheilung feststellbar. Die Tiere
mit zwolf Wochen Heilungszeit zeigen bis auf eine Ausnahme in der E-Gruppe (12wEy)
eine Vergroflerung des verursachten Defektes. Die AusmaBe des urspriinglichen Bohrlo-
ches lassen sich aufgrund von starken Knochenriickgdngen an diversen Lokalisationen
schwer bis nicht erkennen. Die Osteolysen dehnen sich nach visueller Einschitzung hau-
fig vor allem unterhalb des Defektes aus, aber auch die Seitenrdnder sind betroffen. Diese
Entwicklung war unerwartet. Um sie kausal einordnen zu koénnen ist eine objektivier-
bare Auswertung der Knochenparameter, insbesondere in ihrem rdumlichen Bezug zum

Defekt, von groflem Interesse.

4.2 Binarisierung

Um eine moglichst korrekte Binarisierung der nCT-Bilder zu erzielen (siehe Lespessail-
les 2006°”) wurden die Parameter BV/TV (Anteil Knochenvolumen am Totalvolumen),
Tbhb.N (Trabekelanzahl) und Th.Th (Trabekeldicke) der entnommenen Knochenzylinder
mit dem visuellen und algorithmischen Threshold erhoben und miteinander verglichen.
Ziel war die Wahl des geeigneteren Verfahrens fiir die Binarisierung der Proben.

Der Korrelationskoeffizient r, ermittelt durch die Pearson-Korrelation, lag bei allen
drei Parametern iiber 0,9. Dies spricht fiir eine starke Abhéngigkeit der Variablen. Auf
diese Daten bezogen steigt und féllt der ermittelte Wert des visuellen Thresholds im glei-
chen Mafle wie der des algorithmischen Thresholds. Es kann also von einer deutlichen
Ahnlichkeit des visuellen und algorithmischen Thresholds ausgegangen werden. Dies er-
moglicht keine direkte Aussage {iber die tatséchlich berechneten Werte, aber {iber ihre
Korrelation, also ihre (linear) abhéingige Entwicklung. Die Unterschiede in den absoluten
Werten lassen sich wie folgt interpretieren:

Die Auswertung mit dem visuellen Threshold zeigt bei BV /TV und Tb.Th durchgin-
gig hohere Werte als mit dem algorithmischen Threshold. Das bedeutet eine visuell ver-
starkte Einbeziehung von Knochen in die Auswertung, welche in ihrer Auspriagung aber
konstant ist (hohe Pearson-Korrelation). Da der Knochen physiologischerweise zum Rand
eines Trabekels hin weniger dicht wird liegt nahe, dass das insgesamt erhohte BV/TV
auf die groBziigigere Einbeziehung der Trabekelrdnder zuriickzufithren ist. Diese spiegelt
sich ebenfalls in einer erh6hten Trabekeldicke (Th.Th) in der visuellen Auswertung wi-
der, wéhrend sich die Anzahl an Trabekeln (Tb.N) zwischen beiden Thresholds nicht
nennenswert unterscheidet.

Beide Methoden ermoglichen demzufolge eine zuverlédssige Binarisierung. Der hohe
Korrelationskoeffizient zeigt, dass beide Verfahren prézise auf Verdnderungen in den
Grauwerten reagieren und demnach zuverléssige Ergebnisse liefern. Der visuelle Thres-
hold ist kleiner und bezieht dabei einen konstanten Anteil niedrigerer Grauwerte, also
weniger mineralisierten Knochen mit ein als der algorithmische. Um eine bessere Ob-
jektivitdt und Reproduzierbarkeit zu gewéhrleisten wurde fiir die folgende Analyse der

Proben die Binarisierung mit dem algorithmisch ermittelten Threshold gewahlt. Dadurch
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Abb. 12: Vergleich visueller und algorithmischer Threshold

Auswertung der Trabekelparameter BV/TV (1), Tb.Th (2) und Tbh.N (3) je entnommenem Kno-
chenzylinder mit dem algorithmischen (gelb) und visuellen Threshold (grau). Darstellung der

Mittelwerte je Parameter und Threshold (orange/dunkelgrau). r = Pearson-Korrelation
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wurde einer Uberschitzung des weniger dichten Knochens durch den visuellen Threshold
vorgebeugt. Aulerdem ist der Algorithmus unabhéngig vom Betrachter, wird nicht von
duleren Umstdnden wie Bildschirm- und Lichtverhéltnissen beeinflusst und ermdoglicht
so eine bessere Reproduzierbarkeit. Fiir jede Probe wurde mit den gleichen Messparame-
tern algorithmisch der individuelle Threshold bestimmt und aus diesen der einheitliche

Threshold von 270 gemittelt. Mit diesem Wert erfolgte die Binarisierung aller Proben.

4.3 Analyse der Daten durch ROIs

Fiir die Beurteilung des Knochens wurden die Parameter BV/TV, Tb.N und Tbh.Th be-
trachtet (Threshold = 270). In jeder Probe wurden drei unterschiedlich platzierte ROIs
ausgewertet um die Trabekelparameter in verschiedenen Lokalisationen vergleichen zu
konnen. Diese drei ROIs wurden so gewéhlt, dass das Innere des Defekts (ROIinnER) ge-
trennt von seiner Umgebung und in zwei verschiedenen Hohen des Defektes (ROIarounD
und ROIynpgr) ausgewertet werden konnte (siehe Abb. E[)

Verglichen wurden anschliefiend (i) die Behandlungsgruppen E und G sowie (ii) die
beiden Behandlungszeitriume 4w und 12w. Ubergeordnetes Ziel war eine Beurteilung
der Aussagekraft der verschiedenen ROIs iiber die rdumliche Verteilung der Trabekelpa-

rameter.

Tab. 2: Statistische Auswertung

Empty Growth Factor 4w 12w

I | | I
n 25% Median 75% n 25% Median 75% | p |n 25% Median 75% n 25% Median 75% | p

BV/TV 6 0.004 0.013 0.030:8 0.002 0.006 0.021:0.75 6 0.001 0.003 0.00?:8 0.007 0.020 0.045:0.005 *

Th.N 5 0.322 0476 0.508:8 0291 0558 1036 0.62 |4 0237 0268 0.301:8 0.397 0.481 0.582

I 0.01 **

I
I
I I | I

Th.Th 6 0.081 0.098 0.110;8 0.069 0.098 0.122; 0.75 |6 0.055 0.095 0.126 8 0.084 0.098 0.116| 0.85

ROlinneER

BW/TV 6 0.252 0104 039118 0217 0125 0.3571=0.99|6 0253 0343 038918 0.103 0.142 0.2191 0.04 *
I I | I

Tb.N 6 1.868 0.956 2.929:8 2279 1.646 2‘5?5: 0.75 |6 1.898 2.386 2.539:8 1.119 1.701 3.424: 0.66

ROlaround

I I | I
To.Th 6 0.157 0.136 01798 0142 0121 0186 049 |6 0.147 0171 01978 0121 0136 0.160) 0.11

T T 1 T
BVW/Tv 6 0.175 0.076 028218 0.150 0.047 0.2621 0.85 |6 0.168 0232 028318 0.038 0.088 0.1981 0.11
| I | |

Th.N 6 1.738 1.039 2.539:8 1.593 0.831 2,187: 0.85 |6 1.677 2.151 2.191:8 0.582 1.261 3.024: 0.28

ROlunber

Th.Th 6 0.129 0.108 0.144:8 0.122 0.115 0,152: 0.75 |6 0.119 0.135 0.165:8 0.106 0.115 0.143: 0.08

Statistischer Vergleich der Gruppen E und G (links) sowie 4w und 12w (rechts) je ROI durch
Anwendung des Mann Whitney U-Tests. Signifikanzniveau 5%. (*) p < 0.05, (**) p < 0.01.
Reduziertes n in ROIinnggr fiir Th.N: zu wenig Knochenmaterial, um verlésslichen Wert auszu-
geben (vom Auswertungsprogramm als unsichere Ergebnisse eingestufte Werte wurden nicht mit
eingeschlossen).

Die beiden Behandlungsmethoden zeigten unabhéngig von der betrachteten ROI kei-
nen signifikant unterschiedlichen Einfluss auf die Trabekelparameter. Im Vergleich der

Behandlungszeitrdume von 4 und 12 Wochen zeigten sich bei den Tieren mit ldngerer
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Standzeit ein signifikanter Zuwachs von BV/TV und Tb.N in der ROI;xngr und eine
signifikante Abnahme des BV/TV in der ROIarounp. Diese Ergebnisse deckten sich mit
der dreidimensionalen Rekonstruktion der Scans in Abbildung[I1]. Auch hier war visuell
ein Unterschied zwischen den Standzeiten, jedoch nicht zwischen den Behandlungsgrup-

pen erkennbar.

ROlyner ROIlsrounD ROlynper
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Abb. 13: Vergleich der Standzeiten im Boxplot
Darstellung der Ergebnisse je ROI und Parameter im Vergleich von 4 Wochen zu 12 Wochen

Um die Prozesse in der rdumlichen Relation zum Defekt und in der zeitlichen Ent-
wicklung nachvollziehen zu kénnen ist die Auswertung der einzelnen ROIs ausschlagge-
bend. In ROIiNngr war der Zuwachs des BV/TV von 4w (Median = 0,003) auf 12w
(Median = 0,02) signifikant (p = 0,005), das heifit bei langerer Standzeit fand sich
eine groffere Menge an Knochen im Defekt. Gemessen an der erwarteten Heilung des
Defektes war die absolute Knochenneubildung im Defekt jedoch gering. Der signifikante
Anstieg der Trabekelanzahl (p = 0,01) ohne gleichwertigen Anstieg der Trabekeldicke
lie} darauf schlieffen, dass das beobachtete Knochenwachstum in der ROIjnngr auf die
Bildung neuer Trabekel zuriickzufiihren ist.

Durch die Darstellung in Boxplots (Abb. sind Entwicklungen innerhalb und zwi-
schen den ROIs erkennbar, die Tendenzen aufzeigen obwohl sie oberhalb des Signifikanz-
niveaus liegen. In ROIprounD, die ausschliefflich die Umgebung des Defektes einbezieht,
nimmt das BV/TV von 4 w zu 12 w signifikant ab (p = 0,04); in der ROIynprr (ebenfalls
Umgebung des Defektes) zeigt der Median eine Tendenz in die gleiche Richtung (Median
4w = 0,232 ; 12w = 0,088). Bezogen auf die Abnahme der Trabekeldicke und -anzahl
in ROIarounp und ROIynpgr lésst dies die Vermutung zu, dass der Knochenverlust
zunédchst auf den Abbau der weniger dichten Trabekelrénder bis zum vollstdndigen Ver-
lust des Trabekels zuriickzufiihren ist. Ein Hinweis dafiir ist, dass die Trabekeldicke in
ROIaArounD und ROIynprr von 4 zu 12 Wochen starker abnimmt als die Trabekelan-
zahl (ROIarounD: Prbmh = 0,11 und pry,n = 0,66 ; ROIynper: prb.Th = 0,08 und
prbn = 0,28). Die Auswertung dieser drei ROIs zeigte, dass sich der Knochen durch
den Defekt an verschiedenen Lokalisationen unterschiedlich entwickelt. Sie lasst folgende

Aussagen iiber die Anwendbarkeit dieser Methodik zu, wenn die Relation der Knochen-
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parameter zum Defekt beurteilt werden soll:

(i) Eine Differenzierung der Parameter in ihrer Lage in und um den Defekt ist durch

die individuelle Wahl der ROIs prinzipiell moglich.
(ii) Je kleiner die ROI desto préziser die Aussagekraft iiber diesen Bereich der Probe.

(iii) Die vollstdndige Auswertung der Probe durch zahlreiche kleine ROIs liefert prézi-
sere (da nicht aus vielen Werten gemittelte) Ergebnisse. Schwierigkeiten ergeben
sich hier durch die Untibersichtlichkeit bei der Auswertung vieler einzelner ROIs,

deren vergleichbare Platzierung in allen Proben ebenfalls gewéhrleistet sein muss.

(iv) Die Grofle der ROIs und ihre Anzahl ist in der praktischen Anwendung begrenzt.
Wihrend im vorliegenden Datensatz die visuelle Betrachtung der Scans einen Ein-
fluss des Defektes bis nah an die Enden der Proben annehmen lie8 konnte keine ROI
gewdhlt werden, die dies addquat hatte darstellen kénnen. Die (heterogene) Pro-
bengrofle und die gewolbte Gelenkoberfliche verhinderten im Scanco-Programm
eine einheitliche groie ROI, die sowohl die gesamte Tiefe des Defektes als auch ein
ausreichendes Areal um den Defekt herum einbezogen hétte. Fiir die Vergleich-
barkeit der ROIs zwischen den Proben mussten diese jedoch einheitlich gesetzt

werden, weshalb weniger und kleinere Areale einbezogen wurden.

Die Auswertung innerhalb eines abgrenzbaren Defektes ist mit dieser Methode gut
durchfithrbar. Eine héufige Fragestellung in Versuchen dieser Art ist beispielsweise die
Analyse des neu gewachsenen Knochens innerhalb eines Defekts. Die ROI kann an den
Grenzen des urspriinglichen Defekts ausgerichtet werden. Die gesamte Region of Interest
befindet sich innerhalb des Defektes, sodass die weitere Grofie der Probe keinen limitie-
renden Einfluss auf die Platzierung der ROIs hat. Durch die Wahl verschiedener kleinerer
ROlIs innerhalb des Defektes kann auch auf die Verteilung der Parameter innerhalb des
Defektes eingegangen werden (beispielsweise oberes/mittleres/unteres Drittel oder nach
seitlicher Ausrichtung). Eine Herausforderung stellen Proben dar in denen der urspriing-
liche Defekt nicht mehr erkennbar ist, wie beispielsweise im vorliegenden Datensatz bei
ausgedehnter Osteolyse.

In diesem Versuch sollte aber zusétzlich der Einfluss der Behandlung auf das um-
liegende Gewebe untersucht werden. Die Quantifizierung der zusétzlich aufgetretenen
Osteolyse und eine Aussage tiber ihre Verteilung (beispielsweise ihr Bezug zu den Seiten-
randern/dem Grund des Defektes oder ihre Tiefe) liel sich durch die limitierte Auswahl
an ROIs nicht zufriedenstellend erreichen. Obwohl die verwendeten ROIs einen ersten
Eindruck der Knochenentwicklung vermittelten (an den Seitenrédndern des Defektes nach
12 Wochen Heilungszeit Abnahme von Knochen, innerhalb des Defektes eine Zunahme
an Knochen) reichten diese Ergebnisse in Deutlichkeit und Prézision nicht aus, um die
heterogenen deskriptiven Eindriicken der Scans zufriedenstellend zu quantifizieren und

zu objektivieren.
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4.4 Entwicklung der distanzorientierten Darstellungsmethode

4.4.1 Deskriptive Definierung ossarer Zonen

Die makroskopisch sichtbaren Knochenveranderungen in den Proben erstreckten sich
weiter um den Defekt als die ROIs im vorherigen Analyseprozess abzubilden vermoch-
ten. Grundlegend lieflen sich Proben mit klaren Defektrdndern und ohne erkennbare
Osteolyse, deren Trabekelstruktur sehr homogen wirkte, von solchen mit prominenten
Um- und Abbauprozessen unterscheiden. In letzteren stachen visuell zwei Knochenzo-
nen hervor, die sich deutlich voneinander differenzieren lieen. Knochen des Typus A
schien aus dichten, langen und diinnen Trabekeln mit wenigen, dafiir sehr weiten Zwi-
schenrdumen zu bestehen. Der sich davon abgrenzende Knochentypus B wirkte visuell
weniger dicht, die Trabekel schienen kurz und dick und die Zwischenrdume der Trabe-
kel klein, jedoch zahlreich. Diese Areale fanden sich in unterschiedlichem Ausmafl und
an verschiedenen Lokalisationen in den Proben wieder. Typ A wirkte wie reifes, dich-
tes, moglicherweise #lteres Knochengewebe, Typus B wie junger, weicher Knochen 2167
Insbesondere Knochentyp B war auffillig, da er sich deutlich von der homogenen Tra-
bekelstruktur der Proben mit klarem Defektrand unterschied. Es war daher von groflem
Interesse, die Verteilung dieser Knochentypen in der gesamten Probe darstellen und so
einen Eindruck von ihrer Beziehung zum Defekt erhalten zu konnen. Ziel der Analyse
stellte dar, (a) diese auffilligen Knochenherde zu charakterisieren und zu quantifizieren

und (b) ihre Relation zum Defekt zu bewerten.

4.4.1.1 Schritt 1: Selektion

In einem ersten Schritt wurden die Knochentypen definiert. Dazu wurden die Knochen-
typen A und B visuell in allen Proben aufgesucht und mit einer ROI (100x100x100 Pixel)
markiert (siehe Abb. Diese ROI fungierte wie eine technische Biopsie. Thre Analyse
ermoglichte es, den visuell auffilligen Knochenbereich anhand seiner Trabekelparameter
zu charakterisieren. Je Probe wurde, wenn moglich, eine ROI fiir Knochentyp A (ROI,)
und eine fir Typ B (ROIgp) gesetzt.

4.4.1.2 Schritt 2: Charakterisierung

Fiir jede ROI wurde ein Histogramm erstellt, welches die Verteilung der Knochendichte
widerspiegelt. Aulerdem wurden die Trabekelparameter Tbh.Sp, Tb.Th und Tb.N der
ROIs durch das BoneJ Plugin der Analysesoftware Fiji ausgewertet, um eine spétere
Charakterisierung anhand weiterer Parameter vornehmen zu kénnen. Die Differenzie-
rung der Knochentypen erfolgte jedoch zundchst anhand der Dichte, um den visuellen
Eindruck zu tiberpriifen. Hierzu wurden in Abbildung[15]die Histogramme der ROIs von
Knochentyp A und Knochentyp B aufgetragen und miteinander verglichen, was einem

etablierten Vorgehen bei der Trennung unterschiedlicher Gewebetypen entspricht 678
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Abb. 14: Visueller Eindruck Knochentyp A und B

Zweidimensionale Schnittbilder durch Probe 12wG4. Gelb = ROI (100x100x100px) (A) diinne,
lange Trabekel aus dichtem Knochen mit weiten Zwischenrdumen; (B) kurze, dicke Trabekel aus
weniger dichtem Knochen mit kleinen Zwischenrdumen

4.4.2 Separation Threshold

Die in [1.4.1.2] beschriebene Darstellung der Histogramme ergab folgendes Bild:

Die Histogramme der beiden Knochentypen unterschieden sich wie bereits visuell
angenommen deutlich voneinander. Wahrend die Histogramme der ROIg ihren Peak im
Mittel bei einem Grauwert von 8264 zeigten lag der Peak der Histogramme aus ROIx
bei 9617. Dies unterstiitzt die Annahme, dass der in ROIp erfasste Knochen weniger
stark mineralisiert war als der Knochen in ROI,.

Knochen, der zum Typus A gehort, ldsst sich demnach vor allem durch Dichtewerte
um 9617 beschreiben, wihrend in Knochentyp B vermehrt Dichtewerte um 8264 vor-
liegen. Anhand dieser Dichtewerte lassen sich die beiden Typen charakterisieren und
differenzieren. Um in der gesamten Probe alle Dichtwerte vereinfacht entweder Kno-
chentyp A oder B zuordnen zu konnen wurden die Dichtewerte zwischen den beiden
Peaks gleichméBig zu je 50% Typ A und Typ B zugeteilt. Dadurch ergab sich ein Thres-
hold von 8940, der mittig die Peaks der ROIp und ROIp Histogramme trennt. Durch
diesen Separation Threshold werden die Grauwerte einer Probe in einen ,High Thres-
hold Bereich“ oberhalb von 8940 sowie einen ,Low Threshold Bereich“ unterhalb von
8940 eingeteilt. Der Low Threshold Bereich umfasst nun die Grauwerte, die Knochentyp
B zugeteilt wurden, der High Threshold Bereich die des Knochentyps A. Die Bestim-
mung des Background Thresholds erfolgte anhand der ROIg-Histogramme: Fiir jedes
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Abb. 15: Histogramme von Knochentyp A und B

Histogramme der ROIs von Knochentyp A (grau) und Knochentyp B (griin); eingezeichnet:
gemittelte Peaks der Histogramme von ROI, und ROIg (gestrichelt), der mittig dazwischen
liegende Separation Threshold sowie der Background Threshold (dunkelgrau senkrecht)

Histogramm wurde visuell der Background-Threshold bestimmt und die einzelnen Wer-
te anschliefend gemittelt. Der erhaltene Background-Threshold von 6307 grenzte den
Low Threshold Bereich nach unten hin ab.

Das Ergebnis dieser Einteilung war eine Aufteilung aller Grauwerte der Proben in
Background (0-6307), Low Threshold Bereich (6308-8940) und High Threshold Bereich
(8941-16 000), wobei letztere die visuell differenzierten Knochentypen beschreiben.

4.4.2.1 Anwendung des Separation Threshold

Durch die Zuordnung der Dichtewerte des High Threshold Knochentyp A und die des
Low Thresholds Knochentyp B erhélt man nach Anwendung der Thresholds auf die Scans
eine Darstellung der Proben mit nur einem Knochentyp (Dichtetyp). Dies ermoglicht die
Beurteilung der Grauwerte in zwei Kategorien.

Nach diesem Schema wurden alle Proben binarisiert und in Lower Threshold Bereich
und Higher Threshold Bereich aufgeteilt.

4.4.2.2 Auswertung

Die Anwendung des Separation Thresholds ergab bei Tieren mit 4 Wochen Standzeit und
iiberwiegend klaren Defektrdnder ohne Knochenriickgang iibereinstimmend eine homo-
gene Verteilung der Trabekel. Die in ihrem Zentrum mineralisierten und dichten Trabekel
(Abb. schwarz in der Higher Threshold Grafik) sind von einer jeweils diinnen Schicht
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A Lower Threshold Higher Threshold B Lower Threshold Higher Threshold

Abb. 16: Binarisierung mittels Separation Threshold

Binarisierung der Proben anhand des Separation Thresholds mit der Darstellung der Grauwerte
des Lower Threshold (1. Schnittbild) und des Higher Threshold (2. Schnittbild). (A) Probe mit
4 Wochen Standzeit (B) Probe mit 12 Wochen Standzeit

weicherem weniger dichten Knochen umgeben (schwarze feine Trabekellinien der Lower
Threshold Grafik). Im subchondralen Bereich war der Knochen zunehmend dichter (Zu-
nahme von Knochen des Higher Thresholds, Abnahme von Lower Threshold Knochen)
und von weniger Zwischenrdumen durchsetzt. Die Verteilung von beiden Dichtewerten
erschien homogen und der physiologischen Trabekelstruktur entsprechend. Die Proben
mit 12 Wochen Heilungszeit zeigten mit der visuellen Darstellung iibereinstimmend un-
scharfe Defektrander mit Osteolysen und einer unregelméBigeren Verteilung der Dichte-
werte. In der Ndhe des Bohrloches zeigen sich beispielsweise in Abbildung [16] Herde von
weniger dichtem Knochen (Lower Threshold Area). An gleicher Stelle in der Auswertung
des Higher Thresholds findet sich kein Knochen. Diese Herde zeichnen sich daher durch
vermehrten weichen Knochen bei gleichzeitiger Abnahme von hartem Knochen aus. Der-
artige Herde, in denen ein Knochentyp tiberwiegt, bedingen ein inhomogenes Bild der
Knochenstruktur und sind beinahe ausschlielich in Tieren mit 12 Wochen Standzeit
zu finden. Diese Darstellung zeigt deutlich die Umbauprozesse in den Proben langerer
Standzeit und die Verteilung verschieden dichter Knochentypen. Die beschriebenen Her-
de deuten auf eine vermehrte Knochenneubildung hin und scheinen sich in Héhe und

Abstand zum Defekt unterschiedlich zu verteilen.

Der Erkenntnisgewinn aus dieser Darstellung basiert allerdings auf der einzelnen Be-
trachtung aller zweidimensionalen Schnittbilder. Eine tibersichtliche Darstellung oder
Quantifizierung ist nicht gegeben, daher bleibt es bei einem visuellen exemplarischen
Eindruck. Eine allgemeine Aussage iiber die Relation dieser Knochenherde zum Defekt
und Biomaterial ist ein erstrebenswertes tiefergehendes Analyseziel, um mogliche Kau-
salzusammenhénge zwischen Knochenentwicklung und Defekt oder Material erkennen zu
kénnen. Angestrebt wurde daher die zweidimensionale Darstellung von Knochenparame-
tern in ihrem rdumlichen Bezug (Distanz und Hohe) zu einem zentralen Ausgangspunkt,

in diesem Fall einem Defekt mit eingebrachtem Biomaterial.
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4.4.3 Grundlagen der distanzorientierten VpD-Methode
4.4.3.1 Methodische Entwicklung

Die in visuell beschriebenen Knochenherde unterscheiden sich in ihrer Verteilung
innerhalb der Probe sowohl in ihrem Abstand zum Defekt als auch in ihrer Héhe. Das Ziel
war die Beschreibung der Trabekelparameter in Bezug auf ihre Hohe und Distanz zum
Defekt zusammengefasst in einer zweidimensionalen Darstellung. So kann eine Aussage
dariiber getroffen werden, ob sich der Knochen abhéngig von seinem Abstand zu einem
Ausgangspunkt verdndert. Fiir die praktische Entwicklung der Methodik wurden die
Dichteparameter der entnommenen Knochenzylinder herangezogen. Dadurch erfolgte die
Entwicklung an physiologischem, weitestgehend unbehandeltem Knochengewebe.

Die Schnittbilder der Proben wurden binarisiert und dadurch alle Pixel entweder
Hintergrund oder auszuwertendem Material (Knochen) zugeordnet. Ausgehend von der
Mitte des Knochenzylinders wurden die Schnittbilder ringférmig aufgeteilt, wobei jeder
Ring einen Pixel breit war. Innerhalb des Ringes wurde der Anteil an Knochenpixeln
an den Gesamtpixeln bestimmt. Dadurch lésst sich erfassen wie viel Knochen auf einer
bestimmten Entfernung pro Schnittbild zu finden ist. Beispielsweise besteht die Probe
auf Distanz n zu 50% aus Knochen, wenn der Ring (= Kreisumfang) insgesamt 100 Pi-
xel erfasst, von denen 50 Pixel Knochen und 50 Pixel Hintergrund entsprechen. Diese
Berechnung wurde in Pixelschritten fiir alle Radien bis zum Probenrand durchgefiihrt
(Abb. von der Probenmitte ausgehend grolere Kreise). Dadurch werden alle Werte
auf einer Entfernung n zu einem Wert zusammengefasst (beispielsweise 100 Pixel ge-
samt, davon 50 Pixel Knochen = 50%). So ergibt sich fiir jeden Radius und damit jede
Entfernung zum Ausgangspunkt ein Wert. Diese Berechnung erfolgte in den Knochenzy-
lindern je Schnittbild von Beginn bis Ende der Probe. Basierend auf dieser methodischen
Grundlage wird die Methodik der Einfachheit halber auch als Value-per-Distance Me-
thode (VpD) bezeichnet.

Unter der Annahme eines kreisrunden Objektes wie in der schematischen Abbildung
gibt es einen maximalen Radius, der exakt die Pixel des Probenrandes erfasst. Bei
einem anders geformten Objekt werden ab einer Distanz x zur Mitte des Defektes bereits
Teile des Kreisumfanges auflerhalb der Probe liegen. Der entwickelte Algorithmus stellt
die auszuwertenden Pixel nicht als absoluten Wert dar sondern immer anteilig an den
Gesamtpixeln des Umfanges die in der ROIx liegen, welche an dieser Stelle entsprechend
verringert wéren (siehe Schritt 2 und 4). Das Verhéltnis bleibt daher aussage-
kraftig. Um beurteilen zu kénnen auf wie viel Knochenmaterial der Wert basiert wurde
das Makro um eine Kontrollfunktion erweitert. Sie stellt grafisch dar, wie viele Pixel je
Distanz innerhalb der Probe (technisch innerhalb der ROIx) liegen und entsprechend
in die Auswertung einbezogen wurden. Diese zusétzliche Kontrolle galt der Absiche-
rung der Funktionalitidt des entwickelten Makros. Auf die zusétzliche Darstellung der
einzelnen Kontrollgrafiken wird im Folgenden verzichtet, da keine die Aussagekraft der

Methode schmélernden Ergebnisse beobachtet wurden. Fiir die detaillierte Vorgehens-
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Abb. 17: Grundlage der distanzabhingigen VpD-Darstellung

(A) Aufsicht auf einen schematischen Knochenzylinder. Ausgehend von einem Mittelpunkt wer-
den alle Pixel der gleichen Entfernung betrachtet. Auf dem Umfang von Kreisen mit kleinen
Radien n (griin) werden weniger Pixel einbezogen als bei grofieren Radien (rosa). Je Distanz n
wird der Anteil von Hintergrund- zu Knochenpixeln berechnet. Dies erlaubt eine Aussage tiber
die durchschnittliche Knochenmenge je Entfernung. (B) Schrige Ansicht eines angeschnittenen
Knochenyzlinders: Die in (A) beschriebene Messung wird in die Tiefe fiir jedes Schnittbild fortge-
setzt. Dadurch wird als zusétzliche Komponente die Hohe in die Auswertung mit einbezogen. (C)
und (D): Die Addition der Werte fiir jede Entfernung n fithrt zur Zusammenfassung in einer zwei-
dimensionalen Darstellung. Sie beinhaltet die Informationen , Entfernung zum Ausgangspunkt®,
»,Hohe in der Probe“ sowie den Wert des betrachteten Parameters an dieser Stelle.

weise des entwickelten Makros sei hier auf die methodische Erlduterung unter Punkt
3.4.2.2] verwiesen.

4.4.3.2 Testung der VpD-Methodik an den unbehandelten Knochenzylindern

Da die Ausgangsfrage die Verteilung von Knochentyp A und B aus darstellte wurde
der dort bestimmte Separation Threshold auf die Knochenzylinder angewendet. Anschlie-
Bend erfolgte die VpD-Auswertung an den zwei resultierenden binarisierten Bildstapeln,
einmal mit dem Lower Threshold Bereich, der den weichen Knochen darstellt, sowie
dem Higher Threshold Bereich mit dem dichteren Knochen. Das Ergebnis dieser Ana-
lysemethode ist eine zweidimensionale grafische Darstellung der Parameter mit ihrem
rdumlichen Bezug zum Mittelpunkt der Probe. Um die Verteilung beider Knochenty-
pen in einer Grafik vergleichen zu kénnen wurden die individuellen Grauwertgrafiken als
RGB-Bild zusammengefasst und entsprechend farblich codiert. Das nachfolgend darge-
stellte Bild umfasst demnach sowohl die resultierende Einzelgrafik durch die Anwendung
des Lower Thresholds (griin) als auch die des Higher Thresholds (rot).

Die Grafiken Ag-Dy in Abbildung (18| zeigen die Verteilung von Knochentyp A (rot)
und B (griin) im Léngsschnitt vier exemplarischer Knochenzylinder. Die Trabekel sind
zentral dicht (Knochentyp A) und werden zu den Zwischenrdumen von diinnen Schichten
Knochentyp B ausgekleidet. Die Verteilung erscheint homogen, Knochentyp A iiberwiegt
gleichméflig. Die Grafiken A1-D; sind das zugehérige grafische Ergebnis der entwickel-
ten VpD-Darstellungsmethode. Linksseitig befindet sich die Mitte des Knochenzylinders,

von wo die Auswertung in den in Pixelschritten grofler werdenden Radien erfolgte. Oben
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Abb. 18: Grafisches Ergebnis der VpD-Methode

(A1-D;) Zweidimensionales grafisches Ergebnis der VpD-Darstellungsmethode an vier beispiel-
haften Knochenzylindern. Links jeweils Mittelpunkt des Knochenzylinders und Ausgangspunkt
der Auswertung. Y-Achse entspricht der Hohe des Knochenzylinders in mm, x-Achse = Distanz
zum Ausganspunkt (mm). Unten exemplarisch zum Vergleich (A2-Do) Léangsschnitte durch die
Knochenzylinder. Farbung: Knochentyp A = rot; Knochentyp B = griin; schwarz = Dichtewerte
auflerhalb der verwendeten Threshold-Bereiche. Scalebar = 1 mm

entspricht auch hier der Oberfliche des Knochenzylinders. Diese zweidimensionale Dar-
stellung beinhaltet folgende Informationen: (1) Entfernung zur Mitte der Probe, x-Achse,
(2) Verteilung in der Hohe der Probe, y-Achse, (3) Menge Knochentyp A, rot und (4)
Menge Knochentyp B, griin. Eine hohe Intensitéit an roten Pixeln entspricht einem Uber-
wiegen von Knochentyp A auf dieser Distanz zum Mittelpunkt. Entsprechend verhélt
es sich mit Knochentyp B in griin. Je weniger Knochenpixel auf einem Umfang gezéhlt
wurden (rot oder griin), desto hoher der Anteil an Hintergrundpixeln (schwarz). Dies er-
gibt in der Darstellung schwarz (kein Knochen auf diesem Umfang) oder einen schwachen
Farbton (wenig Knochen im Verhéltnis zu Hintergrund). Die farbliche Intensitét spiegelt
demnach die Menge an Knochen wider. In den Grafiken A;-D; ist die Verteilung von
Knochentyp A und B homogen (analog zur Darstellung in A-Dg). Durch das Zusam-
menfassen der Werte je Entfernung iiberlagert sich die Darstellung von Trabekeln und
Zwischenrdume (schwarz/geringe Farbintensitit), was zu einer Unschérfe in der Darstel-
lung der trabekuldren Struktur fiihrt. Dies ermoglicht eine iibergeordnete Beurteilung

der Homogenitdt der Trabekelstruktur, welche in den hier betrachteten Zylindern als
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gleichméflig zu interpretieren ist. Die hohe Intensitdt von Knochentyp A nahe der Ober-
kante der Knochenzylinder spiegelt die subchondrale Knochenplatte wider, die sich durch
sehr dichten massiven Knochen auszeichnet. Die grofl wirkenden Trabekelzwischenrau-
me nahe dem Zentrum der Probe (links) ergeben sich durch die mathematisch bedingte
geringe Pixelanzahl auf den Kreisumfingen mit kleinen Radien. Je grofler die Entfer-
nung zum Ausgangspunkt desto stirker gemittelt sind die Pixelwerte, da bei gréfierem
Umfang mehr Pixel einbezogen werden.

Eine diinne schwarze Linie in Ay spiegelt ein computertomographisches Ringartefakt
dar, welches sich in genau einem Schnittbild findet. In diesem fehlerhaften Slice wurde
weder dichter noch weniger dichter Knochen zugeordnet, der Slice wurde schwarz dar-
gestellt. In A; ist analog dazu eine gerade verlaufende, schwarze Linie zu erkennen, die
dem Slice in der entsprechenden Hohe entspricht. Dieses eine Ringartefakt kann durch
einen Pixeldefekt oder eine Verunreinigung der Detektorplatte entstehen®*” und hat in
dieser Arbeit keinen relevanten Einfluss.

Diese zweidimensionale Darstellung der Parameter (hier Knochentyp A und Kno-
chentyp B, differenziert tiber die Dichte) ist eine iibersichtliche Zusammenfassung von
vier Informationen, die eine Aussage iiber die Verteilung der Parameter in Hohe und

Distanz zum Mittelpunkt ermoglicht.

4.4.4 Anwendung und Auswertung anhand der Dichte

Nachdem die Methodik an physiologischem, homogen strukturiertem Knochen entwickelt
wurde folgte die Anwendung auf die auszuwertenden Proben. Da die Knochenanteile aller
Schnittbilder abziiglich ihres Hintergrundes in die Auswertung einfliefen sollten wurde
zunéchst ein Makro entwickelt, welches den Knochen markiert (Grundlage dieser Ent-
wicklung: siehe . Aufgrund der inhomogenen Probenrdnder war eine manuelle
Auswahl des Knochens in jedem Schnittbild (14 Proben zu etwa 1000 Schnittbildern)
nicht zu leisten und nicht objektivierbar. Die durch das Makro automatisiert erstellte
ROIx umfasst die gesamte Knochenprobe, schlieit kleinere Pixelfehler in der Umgebung
aus und kategorisiert Pixel, die nicht Knochen entsprechen (weif}), in ,,Umgebung® au-
Berhalb der Probe (wird aus der ROIx ausgeschlossen) und Trabekelzwischenrdumen
(wird in die ROIx eingeschlossen). Zusétzlich wird das Bohrloch erkannt und ebenfalls
aus der ROIx ausgespart.

Anhand der ROIx wurde anschliefend der entwickelte VpD-Algorithmus auf die aus-
zuwertenden Proben angewendet. Die Darstellung erfolgte anhand der visuell deutlichen
Unterschiede in zwei Gruppen: Gruppe N (No Osteolysis) zeigt klare Defektréander, die
Abgrenzung zum umliegenden Knochengewebe ist scharf und es sind keine deutlichen
Umbauprozesse zu erkennen. In Gruppe O (Osteolysis) fallt die Abgrenzung des Defek-
tes schwer, die Knochenstruktur ist nicht homogen und es finden sich Ausbreitungen
des Defekts. Diese Einteilung deckt sich nicht vollstindig mit der Gruppierung nach

Standzeiten wie in der ersten Auswertung, ermdglicht aber eine an die Fragestellung
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besser angepasste Darstellung sowie eine Uberpriifung der Methodik auf ihre Anwend-
barkeit. Um zu untermauern, dass diese Analysemethode nicht nur visuell eindriickliche
Ergebnisse ermdoglicht sondern auch quantifizierbar ist, wurden die ermittelten numeri-
schen Werte zuséatzlich unter Vernachlassigung des Hohenparameters in ein auswertbares

zweidimensionales Koordinatensystem iibertragen.

4.4.4.1 Deskriptive Auswertung

Die entwickelte Darstellungsmethode erméglicht einen iibersichtlichen Eindruck der raum
lichen Verteilung der Trabekelparameter, in diesem Fall von zwei dichteabhéngig getrenn-
ten Knochentypen (siche Abb. . Auf der x-Achse ist die Entfernung zum Mittelpunkt
des urspriinglichen Defekts aufgetragen (r = Radius des Defekts), auf der y-Achse die
Hohe in der Probe. Jeder Punkt im Koordinatensystem gibt Aufschluss iiber die Vertei-
lung von rot und griin markiertem Knochen sowie Hintergrundpixeln (schwarz).

In Gruppe N fillt auf, dass bei allen Proben der urspriinglich hinzugefiigte Defekt
deutlich zu erkennen ist. Ab einer Entfernung, die mit dem Radius des gebohrten De-
fekts tibereinstimmt, geht entlang einer klaren Kante der radiologisch leere Defekt in
Knochengewebe iiber. Auch die untere Begrenzung des Defektes ist klar abgrenzbar.
Das Knochengewebe entspricht iiberwiegend Knochentyp A (rot). Der weniger dichte
griine Knochen B verteilt sich in geringerer Menge gleichméfig in der Probe. Areale
mit schwicherer Farbintensitat beschreiben einen hoheren Anteil von Pixeln, die weder
Knochentyp A noch B entsprechen und damit dem Hintergrund zugeordnet werden. Hier
befindet sich demnach kein Knochen. Dort wo der Knochen porés und die Trabekelzwi-
schenrdume entsprechend grofler sind ist die Farbung der Probe weniger intensiv. Die
stark geférbten roten Bereiche, die besonders deutlich im gew6lbten Oberflachenbereich
der Probe zu erkennen sind, decken sich gut mit dem Verlauf der subchondralen Kno-
chenplatte. Diese ist stark mineralisiert und kaum porés. Die Ubereinstimmung ist ein
Indiz fiir eine addquate Auswertung und Darstellung durch die distanzorientierte Metho-
de. In den Bereichen unterhalb der Defekte scheint das Verhéltnis zwischen Knochentyp
A und B stéarker zu Knochentyp B (griin) zu tendieren als in den seitlichen Bereichen
(N7, N3, Ng). Insgesamt ist die Farbung hier weniger intensiv und die Struktur gréber.
Dies lasst groflere trabekuldre Zwischenrdume ohne Knochen, also eine erhéhte Porosi-
tdt vermuten. Diese Beobachtung korreliert gut mit der Annahme, dass der Knochen
bei zunehmendem Ubergang in Spongiosa und Markraum physiologischer weise pordser
wird. Die Ubergéinge und Verteilung von Knochentyp A und B entwickeln sich dennoch
gleichméflig und zeigen insgesamt ein homogenes Bild der Knochendichte.

Diese Annahme wird unterstrichen von den nebenstehenden Darstellungen der Wer-
te im Koordinatensystem. Von Beginn bis Ende des Defektes wurden hier die Werte je
Knochentyp gemittelt und abhéngig von ihrer Entfernung zum Defekt aufgetragen. Auf
der y-Achse findet sich der Anteil von Knochentyp A und B an den insgesamt einbezo-

genen Werten. Bis zum Rand des Defekts, der sich auch hier deutlich durch den ersten
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Abb. 19: Ergebnis der VpD-Darstellung ohne sichtbare Umbauprozesse (N1-Ng)

Griin = Knochen des Lower Threshold Bereichs. Rot = Knochen des Higher Threshold Bereichs.
Schwarz = Pixel aulerhalb von Lower und Higher Threshold-Bereich. X-Achse Bild: Distanz zur
Mitte des urspriinglichen Defekts. » = 2,8 mm (Radius des Defekts). Rechts davon die zugehori-
ge Darstellung der Werte in einem Koordinatensystem, gemittelt iiber die Hohe von Beginn bis
Ende des urspriinglichen Defekts. X-Achse Koordinatensystem: Distanz zur Mitte des urspriing-
lichen Defekts. y-Achse: Anzahl der Pixel von Knochentyp A (rot) und B (griin) im Verhéltnis
zur Gesamtzahl an Pixeln in dieser Entfernung. Gestrichelte Linie: Radius des urspriinglichen
Defekts.
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Abb. 20: Ergebnis der VpD-Darstellung mit sichtbaren Umbauprozessen (01-Og)

Griin = Knochen des Lower Threshold Bereichs. Rot = Knochen des Higher Threshold Bereichs.
Schwarz = Pixel aulerhalb von Lower und Higher Threshold Bereich. X-Achse: Distanz zur Mitte
des urspriinglichen Defekts. r = 3,8 mm, Radius des Defektes. Rechts davon die zugehorige Dar-
stellung der Werte in einem Koordinatensystem, gemittelt iiber die Hohe von Beginn bis Ende
des urspriinglichen Defekts. X-Achse Koordinatensystem: Distanz zur Mitte des urspriinglichen
Defekts. y-Achse: Anzahl der Pixel von Knochentyp A (rot) und B (griin) im Verhéltnis zur Ge-
samtzahl an Pixeln in dieser Entfernung. Gestrichelte Linie: Radius des urspriinglichen Defekts.
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Knochenanstieg erkennen ldsst, findet sich nahezu kein Knochen. In der Entfernung zum
Mittelpunkt des Defektes, die dem Rand des urspriinglichen Bohrloches r entspricht,
findet sich eine grofie Menge Knochentyp B (griin) sowie gleichzeitig ansteigend aber
in etwas geringerer Menge Knochentyp A (rot). Der Peak von Knochentyp B an dieser
Stelle ist auch durch die diinne griine Schicht in der grafischen Darstellung am Rand des
Defekts zu erkennen. Dieser kurze steile Anstieg erklart sich durch die diinne Schicht
weniger dichten Knochens, die sich an dieser Stelle aufgrund des klaren Defektrandes
summiert. Anschlieflend ldsst sich die homogene Verteilung von Knochentyp A und B
an den gleichméBig verlaufenden Graphen erkennen, die nahezu konstant im gleichen
Verhéltnis zueinander stehen. Dabei iiberwiegt der dichte Knochentyp A, was sich mit
dem physiologischen Aufbau der Trabekel deckt. Der deutliche Anstieg von Knochentyp
A in groBer Entfernung zum Defekt (No, N3, Ny) lisst sich auch hier mit dem Ubergang
in die subchondrale Knochenplatte erkldren und iibereinstimmend in der Grafik wieder-
finden. Die Verteilung der Knochenstruktur in Gruppe N ist vergleichbar mit der als
physiologisch angenommenen Struktur der Knochenzylinder (Vergleich sieche Abb. .
Die Proben der Gruppe O zeigen ein weniger homogenes Bild. Auffillig ist zunéchst,
dass keine klaren Defektriander zu erkennen sind. In Entfernung r, wo das Ende des ge-
setzten Defekts lag, geht der leere Knochendefekt nicht in Knochengewebe iiber sondern
erstreckt sich haufig ballonférmig in das umliegende Gewebe. Der zusatzliche Knochen-

verlust {iber den Defekt hinaus spricht fiir eine deutliche Osteolyse, welche auch visuell

zu Beginn der Analysen (siche Abb. in vielen Proben zu erkennen war.

Abb. 21: Vergleich der Darstellung mit CT und distanzorientierter Darstellungsmethode

Deskriptiver Vergleich zweier Darstellungsformen, beispielhaft an sample 12wG3 bzw O (A) 3D-
Rekonstruktion mittels pCT; (B) entwickelte distanzorientierte Darstellungsmethode. Es zeigt
sich iibereinstimmend eine Ausbreitung des urspriinglichen Knochendefekts und entsprechende
deutliche Osteolysen sowohl makroskopisch als auch in der rechten Abbildung mit der zusitz-
lichen Information {iber vornehmlich wenig mineralisierten Knochen in der Ndhe zum Defekt.
Scalebar = 1 mm

In dieser Darstellungsform wird deutlich, in welchem rdumlichen Bezug zum Defekt
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die Resorptionsvorgénge besonders ausgeprigt waren. Die deutlichsten Knochenriick-
giange finden sich dort, wo das Ende des Bohrlochdefekts angenommen werden kann,
also in der Tiefe.

Auch die Verteilung von Knochentyp A und Knochentyp B unterscheidet sich von
den Proben aus Gruppe N. Hier ist aufféllig, dass der Defekt nicht schlagartig in eine
homogene Knochenstruktur mit einem ausgewogenen Verhéltnis von Knochentyp A und
B iibergeht wie in Gruppe N, sondern in einigen Proben zunéchst in weichen Knochen
(griin) (ausgeprigt vor allem in den Proben O3, O7 und Og). Erst in grofierer Entfernung
zum Defekt stellt sich ein dhnliches Bild ein wie in den Proben aus Gruppe N. Das deut-
liche Uberwiegen von Knochentyp B entspricht den Herden von weichem, potenziell neu
gebildetem Knochenmaterial, die es aus Schritt in ihrer raumlichen Verteilung zu
analysieren galt. Deskriptiv kann an dieser Stelle festgehalten werden, dass sich das Auf-
treten von Herden dieses Knochentyps B, der fiir weichen, neuen, wenig porésen Knochen
stand, auf die Bereiche in unmittelbarer Nidhe zum Defekt beschrinkt. Ein rdumlicher
(und in einem néchsten Schritt auch zu diskutierender kausaler) Zusammenhang zum
Defekt kann daher angenommen werden.

Die zugehorigen Graphen der Gruppe O unterstreichen die deskriptiven Unterschiede
zu Gruppe N. Von der Mitte des Defektes bis zum Seitenrand (Entfernung r) ist auch
in Gruppe O kein Knochen zu erkennen. Lediglich in Probe O7 befindet sich in geringen
Menge Knochen vom weichen Typ B (griin) im Defekt. Hier kann ein Einwachsen von
neuem Knochen angenommen werden. Im Kontrast zu Gruppe N ist jedoch deutlich,
dass der Beginn des Knochengewebes insgesamt in grofSerer Entfernung zum Defekt ein-
setzt und geringer ausgeprigt ist. Am Bohrlochrand findet sich kein deutlicher Peak.
Insgesamt ist hier die Gesamtknochenmenge im Vergleich zu Gruppe N reduziert. Diese
Beobachtungen lassen sich als ausgeprigte Osteolyse zusammenfassen. Das Verhéltnis
von Knochentyp A zu B ist weniger stark zugunsten von dichtem Knochen verschoben.
In den Proben Oz, O7 und Og liberwiegt nah am Defekt zunéchst sogar der weiche Kno-
chentyp B. Erst in groflerer Entfernung zum Defekt stellt sich ein &hnliches Verhéltnis
wie in Gruppe N ein, was darauf schlieflen ldsst, dass der Knochen in gréflerer Entfer-
nung zum Defekt eine physiologische homogene Struktur beibehalten hat. Gleichzeitig
lasst dies den Schluss zu, dass die deutliche Verdnderung der Knochenstruktur auf ihren
raumlichen (und wahrscheinlich kausalen) Zusammenhang zum Defekt zuriickzufithren
ist.

Zusammenfassend ermoglichte die Darstellung der Proben durch die entwickelte VpD-
Methode folgende Schliisse:

(i) Die Darstellung der Dichteparameter in direktem rdumlichen Bezug (Entfernung
und Hohe) ist moglich und gibt Aufschluss iiber die Verteilung eines Parameters

in der gesamten Probe

(ii) Proben ohne erkennbare Umbauprozesse zeigen eine homogene Verteilung der Pa-

rameter und einen deutlichen Ubergang von Defekt zu Knochengewebe
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(iii) In Proben mit Umbauprozessen visualisiert die Darstellung direkt den rdumlichen
Bezug von Osteolysen und das Verhéltnis von Knochentyp A und B bezogen auf

die Entfernung zum Defekt.

(iv) Die in angestrebte Aussage iliber die rdumliche Verteilung der auffilligen

Knochenherde konnte so visuell bezogen auf die Knochendichte getroffen werden.

4.4.4.2 Quantitative Analyse der Graphen

Die visuelle Interpretation der Ergebnisse der VpD-Darstellung lédsst die Vermutung zu,
dass sich Knochentyp A und B in Gruppe O anders verteilen als in Gruppe N. Um diesen
Eindruck quantitativ zu belegen und damit die Aussagekraft der Darstellungsmethode

zu validieren wurden die Werte zusétzlich statistisch ausgewertet.

HYPOTHESEN Es galt folgende Hypothesen aus der deskriptiven Analyse zu iiber-

prifen:

(a) In Gruppe O findet sich in der Nihe des Defekts weniger Knochen als in Gruppe
N (Osteolyse)

(i) Nebenhypothese: Es ist sowohl weicher Knochen (Typ B) als auch dichter
Knochen (Typ A) vermindert.

(b) Das Verhéltnis von Knochentyp A und B ist in Gruppe O nah am Defekt zugunsten
Typ B verschoben.

(¢) Mit zunehmender Distanz zum Defekt nidhern sich die Dichtewerte beider Gruppen

wieder einander an.

METHODISCHES VORGEHEN Nach dem Schema in Abbildung 22 wurden in ver-
schiedenen Entfernungen zum Defekt (x-Achse) die y-Werte fiir Knochentyp A (High
Threshold Bereich) und Knochentyp B (Low Threshold Bereich) erhoben.

Fiir die Uberpriifung von Hypothese a) wurde die Gesamtknochenmenge je x-Wert
durch die Summierung der y-Werte beider Knochentypen berechnet. Die Menge von wei-
chem Knochen (y;) addiert zur Menge an hartem Knochen (y2) ergibt die Gesamtmenge
des Knochens in dieser Entfernung z. Fiir die Beantwortung der Nebenhypothese wur-
den die Werte fiir weichen und harten Knochen einzeln erhoben. Je Gruppe (O und N)
wurden die Werte gemittelt und mit dem Mann Whitney U-Test verglichen.

Fiir die Uberpriifung von Hypothese b) wurde nach gleichem Schema an den gleichen
x-Werten der Quotient zwischen Knochentyp A (rot) und Knochentyp B (griin) gebildet.
Ein Wert < 1 bedeutet ein Uberwiegen von Knochentyp B (weich, griin), bei einem
Wert > 1 iiberwiegt Knochentyp A (dicht, rot). Auch hier wurden die Werte je Gruppe
gemittelt und die Gruppen O und N iiber den Mann Whitney U-Test verglichen.
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Abb. 22: Schematische Darstellung der mathematischen Berechnung der Graphen

N; = exemplarischer Graph aus Gruppe N; Og = Exemplarischer Graph aus Gruppe O. x-Achse:
Distanz zur Mitte des Defektes, r = Radius des urspriinglichen Defekts; griin = Lower Threshold
Knochen; rot = Higher Threshold Knochen; Je x-Wert (r; 1, 5r; 2r; 3r) Erhebung der zugehérigen
y-Werte von weichem und hartem Knochen (griin = yo, rot = y;)

Hypothese c) wurde durch den Vergleich der x-Werte iiberpriift: Je grofler die Entfer-
nung zum Defekt, desto weniger signifikante Unterschiede wurden erwartet. Die Werte
sind in Tabelle [3] dargstellt.

ERGEBNISSE Der Parameter ,,Summe® beschreibt die Gesamtmenge an Knochen je
x-Wert anteilig an allen einbezogenen Pixeln. Die Hypothese aus der deskriptiven Be-
schreibung der Graphen war, dass in Gruppe O nahe dem Bohrloch die Knochenmenge
im Vergleich zu Gruppe N reduziert ist, da hier Osteolysen erkennbar waren. Der statis-
tische Vergleich der Gruppen zeigt, dass direkt an der Grenz des Defektes in Gruppe O
tatsdchlich signifikant weniger Knochen gemessen wurde als in Grupp N (p = 0.0009).
Dieses Ergebnis deckt sich mit der visuellen Einschiatzung der Grafiken und Koordina-
tensysteme. Bei zunehmender Entfernung zum Defekt nimmt der Unterschied zwischen
den Gruppen ab. Obwohl ab Distanz von 1, 5r kein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen bestand zeigen die Mediane einen Trend, der die urspriinglichen Hypo-
thesen unterstiitzt: Wahrend der Mean der Gruppe N (visuell homogenes Knochenbild)
von 1, 5r bis 3r nahezu konstant bleibt nimmt die Knochenmenge in Gruppe O iiber die
gleiche Distanz stetig zu. Der Vergleich der Mean Werte zeigt demnach eine Entwicklung
der Werte von Gruppe O von signifikanter Osteolyse an 17 bis hin zu Annidherung an
die konstanten Werte von Gruppe N bei einer Entfernung zum Defekt von 3r.

Der Quotient zwischen Knochentyp A und B beschreibt das Verhéltnis der Knochen-
anteile. Am Rand des Bohrloches () liegt kein signifikant unterschiedliches Verhaltnis
der Knochentypen vor. Dies ldsst sich vor allem durch den hohen Peak von Knochentyp
B erkliren, der in Gruppe N durch die klare Bohrlochkante entsteht, aber in direkter
Nachbarschaft sofort wieder abféllt. Aussagekriftiger ist daher der Vergleich in etwas
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Tab. 3: Auswertung der Graphen der distanzorientierten Darstellungsmethode

Summe Quotient | Knochentyp Knochentyp
(v2+y1) (v2/y1) A B
Mean O 0.165 0.319 0.038 0.127
_SEM(n=8) | 0034 | _( 0.056 _y__0009_ _|__ 0028 __
- Mean N 0.590 0.410 0.163 0.427
T _SEM(n=6)_| _ 0064 | _ ¢ o111 _J__0045_ | __ 0049 _ _
0.000 0.449 0.008 0.000
p * ns *h ek
Mean O 0.456 1.338 0.248 0.208
_SEM(n=8) | 0049 | _C o141 _y__007__|__ 0036 __
s Mean N 0.553 2.438 0.389 0.164
T _SEM(=6) | 0029 | ¢ 0253 _y__0030__|__ 0g10_ _
0.148 0.002 0.001 0.317
p ns * Easd ns
Mean O 0.630 1.939 0.412 0.218
_SEM(n=g) | 0036 | _« 0162 | _0029 _|__ o014 __
. Mean N 0.570 2.754 0.416 0.154
™ _seme-e) | o028 | < 0290 _y__0031_ _1__ 0008 _ _
0.240 0.023 0.935 0.004
P ns * ns **
Mean O 0.670 2.588 0.479 0.192
_SEM(n=g) | 0038 | _C 0291 _y__0038 _|__ og12__
- Mean N 0.593 3.195 0.450 0.143
® _semeee) | 00s0 _ | 0368 _y__0041 | __ 0.006 _ _
0.192 0.214 0.624 0.007
P ns ns ns **

Links x-Werte r bis 3r mit Mean und SEM je Gruppe. Oben die vier betrachteten Parameter
youmme*,  Quotient”, ,Knochenty A“und ,,Knochentyp B¥. p-Wert resultiert aus dem Vergleich
von Gruppe O und N je Parameter und Entfernung zum Defekt (x-Wert) anhand des Mann-
Whitney-U. ns = nicht signifikan;, Hauptparameter (Summe und Quotient) Signifikanzniveau
2,5%, * = p < 0.025; Nebenparameter (Knochentyp A und B) Signifikanzniveau 5%: * = p < 0.5,
¥ = p<0.01,** =p<0.001

groflerem Abstand zum Defekt. Bei einer Distanz von 1, 5r zum Defekt iiberwiegt in bei-
den Gruppen Knochentyp A (Mean > 1). Dennoch ist der Unterschied zwischen Gruppe
N und O signifikant, da der prozentuale Anteil von weichem Knochentyp B in Gruppe
O deutlich erhoht ist. Dies deckt sich mit der Beobachtung, dass in einigen Grafiken
der Gruppe O am Rand der Osteolysen zundchst weicher (griiner) Knochen zu finden
ist. Im Abstand von 2r ist der p-Wert ebenfalls signifikant, der griine Knochen ist an-
teilig starker vertreten als in Gruppe N. Die Signifkanz der Unterschiede zwischen den
Gruppen nimmt iiber die Entfernung zum Bohrloch ab (siehe p-Werte fur 1, 57, 2r und
3r). Dies lasst die Vermutung zu, dass Knochentyp A mit zunehmender Distanz zum
Defekt wieder zunimmt. Bei einer Entfernung von 3r liegt kein signifikanter Unterschied

mehr vor, die beiden Gruppen zeigen in diesem Abstand zum Bohrloch eine dhnliche
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Verteilung von hartem und weichem Knochen. Der Trend in Gruppe O basiert demnach
auf einem zugunsten des weichen Knochen verschobenen Verhéltnis von Knochentyp A
und B, welches sich mit zunehmender Entfernung an die Werte von Gruppe N anpasst

(Hypothese c).

Beziiglich der Nebenhypothesen findet sich in Gruppe O eine signifikante Reduzie-
rung von Knochentyp A in der Nédhe des Defekts. Dies ergénzt sich mit den Grafiken,
die nahe des Defektes einen Verlust an Knochen, insbesondere an Knochentyp A visua-
lisieren. Mit zunehmender Entfernung zum Defekt gleicht sich auch hier Gruppe O den

Werten aus Gruppe N an (ab 2r kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen).

Knochentyp B ist in Gruppe O unmittelbar am Rande des Defekts im Vergleich zu
Gruppe N signifikant erniedrigt (analog zur visuellen Osteolyse). Im Abstand von 1.5r
ist Knochentyp B in Gruppe O und N &hnlich stark vertreten. Interessanterweise findet
sich mit zunehmender Entfernung zum Defekt (2r und 3r) in Gruppe O eine signifikant
hohere Menge an Knochentyp B als in Gruppe N. Diese Entwicklung ist aus der Be-
trachtung der Grafiken nur zu vermuten und kann in einem kausalen Zusammenhang
mit dem erhéhten Umbauprozess diskutiert werden. Die Auswertung der Haupthypo-
thesen basiert auf einer Kombination der Parameter der Nebenhypothesen und stellt

komplexere Zusammenhénge dar.

Insgesamt zeigt die statistische Auswertung der distanzorientierten Analysemethode,
dass diese die deskriptiv gewonnenen Eindriicke auch quantitativ unterstiitzen kann. Der
visuell gewonnene Eindruck der Osteolyse und des erhéhten Anteils von Knochentyp B
in nahem Bezug zum Defekt in Gruppe O wurde durch die signifikanten Unterschiede
in Summe und Quotient gefestigt. Auch die Annahme, dass sich die Knochenstruktur
der beiden Gruppen mit zunehmendem Abstand zum Defekt wieder &hnlicher wird kann
durch die distanzabhéngige Abnahme der signifikanten Unterschiede und unter Einbe-
ziehung der Median-Entwicklung bestatigt werden. Lediglich die Entwicklung von Kno-
chentyp B ist in beiden Gruppen auch im gréfiten betrachteten Abstand zum Defekt
unterschiedlich. Da dieser Parameter aber auch in den Kontext der Betrachtung von
Summe und Quotient eingeht, welche in ihrer Auswertung das erwartete Bild ergéinzen,
widerspricht er der Tauglichkeit der Analysemethode in keiner Weise und muss kausal

diskutiert werden.

Die quantitative Auswertung galt in erster Linie der Uberpriifung der visuell erhalte-
nen Informationen und damit der Zuverlassigkeit der entwickelten Darstellungsmethode.
In der grafischen Darstellung kann die gesamte Probe bis zu ihren Réndern einschlief3-
lich der zusétzlichen Dimension der Hohe betrachtet werden. Es entfillt die Reduktion
auf die vier ausgewéhlten x-Werte und die Vernachldssigung der Hohe in der statisti-
schen Auswertung des Koordinatensystems, welches nur drei Dimensionen abbildet. Um
einen Eindruck der rdumlichen Verteilung von Parametern in der Probe zu erhalten
ist die visuelle Darstellung daher eine intuitive und iibersichtliche Methode mit grolem

Erkenntnisgewinn durch die kombinierte Darstellung von vier Informationen.
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4.4.5 Ubertragbarkeit der VpD-Methode auf weitere Parameter

Die neu entwickelte Methodik der distanzorientierten Darstellung lasst sich prinzipiell
auf zahlreiche weitere Trabekelparameter anwenden. Im vorherigen Abschnitt wurde sie
anhand der Dichtewerte demonstriert. Grundsétzlich ermoglicht der Algorithmus jedoch,
jeden Parameter in seinem rdumlichen Bezug zu einem zentralen Defekt oder Implantat
darzustellen. Die Auswertung mehrerer Parameter und die inhaltliche Verkniipfung ihrer
Verteilungsmuster kann einen deutlich iiber die Auswertung einzelner Parameter hin-
ausgehenden Erkenntnisgewinn ermoglichen. Um diesen abschlielend zu demonstrieren

wurde die Methodik exemplarisch auf einen weiteren Trabekelparameter angewendet.

4.4.5.1 Methodische Grundlage der Auswertung anhand der Trabekelzwischenrdume

In den hier zugrundeliegenden Proben lielen sich die visuell auffilligen Knochenherde
anhand verschiedener Charakteristika in Knochentyp A und B unterteilen . Zu-
néchst erfolgte eine Analyse der rdumlichen Verteilung der Knochendichte. Die beiden
ausgewahlten Knochentypen unterschieden sich jedoch neben ihrer Dichte visuell auch in
ihrer Trabekelstruktur. Knochentyp B zeichnete sich durch weichen Knochen mit vielen
sehr kleinen Trabekelzwischenrdumen aus. Knochentyp A zeigte dichte, lange Trabekel
mit wenigen, grofen Trabekelzwischenrdumen (Abb. .

Ein gering mineralisierter Knochen kann grundsatzlich durch zwei Vorgénge begriin-
det sein: Osteolytische Prozesse reduzieren die Knochendichte, ein im Abbau befindlicher
Knochen weist demnach eine geringere Knochendichte auf. Aber auch junger, neu gebil-
deter Knochen stellt sich zunéchst weich dar, da er erst im Verlauf zunehmend minera-
lisiert. Inhaltlich ist hier eine Differenzierung zwischen Knochenaufbau und Knochenab-
bau von fundamentalem Interesse. Um in den Arealen mit verminderter Knochendichte
aus der Auswertung in[£.4)zwischen Knochenabbau und Knochenaufbau zu unterscheiden
kéonnen die Dichtewerte mit weiteren charakteristischen Trabekelparametern in Zusam-
menhang gesetzt werden. Da sich die beiden Knochentypen neben der Dichte auch in
ihrer Porenverteilung unterschieden wurde im Folgenden die distanzorientierte Methodik
auf die Darstellung der Trabekelzwischenrdume angewendet.

Die Auswertung der Trabekelzwischenrdume (Poren, Spacing) mit gingigen Program-
men wie dem Scanco oder Fiji erfolgt hdufig durch die Bildung eines Mittelwerts fiir das
Volumen einer ROI, welches nicht von Knochen gefiillt und daher als Trabekelzwischen-
raum definiert wird. Dabei kann es irrelevant sein, ob dieser Wert durch viele kleine
Trabekelzwischenrdume zustande kommt oder durch wenige groie. Da die Abgrenzung
der Knochentypen A und B jedoch visuell neben der variierenden Dichte maflgeblich auf
der Anzahl der Knochenporen basiert, wurde eine eigene Uberlegung der Auswertung
zugrunde gelegt. Zunéchst wurden durch die Funktion Find edges in Fiji die Trabekel
in jedem Schnittbild einer Probe umrandet, sodass nur die Grenzen der Trabekel, nicht
aber ihre Inhalte abgebildet wurden. Alle Schnittbilder aller Proben wurden so markiert.

Auf die analog zu Abbildung [23] entstandenen Datenséitze wurde erneut die VpD-
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No visual osteolysis (N4) Visual osteolysis (08)

Abb. 23: Beispielhafte Darstellung der umrandeten Trabekel

Im Vergleich je ein Schnittbild von Probe Ny sowie Og mit unterschiedlicher Homogenitét der
Trabekelstruktur.

Methodik angewandt. Ausgewertet wurde in diesem Fall der Anteil von schwarzen Pixeln
bezogen auf die Gesamtpixel je Distanz r zum Zentrum des Defektes. Unter Beriicksich-
tigung der zugrunde liegenden Uberlegung und Markierung der Proben entspricht hier
jeder schwarze Pixel einem Ubergang von einem Trabekel zu einem Trabekelzwischen-
raum. Viele schwarze Pixel entsprechen demnach hiufigeren Ubergingen, und diese wie-
derum einer erhdhten Anzahl von Knochenporen - unabhéngig von ihrer Grofle. Diese
Darstellung ermoglicht den Riickschluss auf die Porenanzahl in Abhéngigkeit von der
Entfernung zum Defekt. Die erstellten 2D-Bilder wurden anhand ihrer Grauwerte einge-
farbt.

4.4.5.2 Auswertung der Anwendung auf Trabekelzwischenrdume

Die in Abbildung dargestellten Ergebnisse spiegeln das Verhéltnis von Ubergéingen
von Knochen zu Trabekelzwischenraum wider und ermdoglichen so eine Aussage iiber die
relative Anzahl von Poren je nach Abstand zum Defekt. Die Anwendung von Heatmaps
ermoglicht eine bessere visuelle Differenzierung der Werte. Helle Farbtone gehen mit
einem hohen, dunkle Farbténe mit einem geringen Anteil an Poren einher. In dieser
Abbildung entsprechen beispielsweise schwarze Pixel 0% Ubergingen und weifle Pixel
100%. Letzteres beschriebe einen Wechsel von Hintergrund zu Trabekel mit jedem Pixel
dieses Umfanges.

In den Proben der Gruppe N zeigt sich iiberwiegend in Ndhe zum Defekt eine héhere
Anzahl an Knochenporen als in der Peripherie. Diese Beobachtung deckt sich mit der
Physiologie des makroskopischen Knochenaufbaus: Die Corticalis, die besonders in Ny,

N3 sowie N4 an der Auflenseite der Proben hervortritt, ist charakteristischerweise stark
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Abb. 24: Distanzorientierte Darstellung der Anzahl der Ubergange von Trabekel zu Pore

Darstellung der Porenanzahl (Anteil der Ubergiinge von Trabekel zu Pore an der Gesamtheit
der Pixel) je Distanz zum Bohrlochdefekt. Links (N1-Ng) Proben ohne visuell erkennbare Um-
bauprozesse. Rechts (01-Og) Proben mit erkennbaren Umbauprozessen. » = 2,8 mm (Radius
des Defekts). Eine hohere Ubergangszahl entspricht mehr Poren. Die exakte Anzahl der Poren
héngt allerdings von Radius und Voxelgréfie ab und miisste explizit berechnet werden. Auf ei-
nem kleineren Radius entspricht die gleiche Anzahl an Ubergéingen weniger Poren als auf einem
grofleren Radius. Dies ist sinnvoll, da hier auch eine ldngere Strecke betrachtet wird. (Farbko-
dierung: schwarz = 0% Uberginge, weifl = 100% Uberginge: Letzteres wiirde bedeuten, dass
aneinandergrenzende Pixel auf dem entsprechenden Radius nie die gleiche Farbe haben)
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mineralisiert und wenig poros (hier kongruent zu der dunklen Farbung). Die von Kno-
chenmark gefiillte und daher pordse Pars spongiosa unterhalb der Corticalis wird durch
die etwas hellere Farbung markiert. Diese unterschiedliche Werteverteilung in Gruppe
N lasst sich demnach physiologisch begriinden und erscheint visuell unabhéngig von den
zugefiigten Defekten.

In den Proben Oy bis Oz (Abb. deckt sich die erkennbare Zunahme des Bohrloch-
defektes mit den Ergebnissen der makroskopischen sowie dichtebasierten VpD-Auswertung.
Die Proben O; bis O4 zeigen angrenzend an den Defekt eine iberwiegend geringe Anzahl
an Poren (dunklere Farbung). Auf der technischen Grundlage der Auswertung kann dies
entweder durch wenige kleine Poren in dichtem Knochen oder durch wenige grofle Poren
in weniger dichtem Knochen zustande kommen. Eine konkrete inhaltliche Zuordnung

kann durch die Verkniipfung mit der dichteabhidngigen Auswertung erreicht werden.

4.4.5.3 Verkniipfung der Auswertung anhand Dichte und Trabekelzwischenrdumen

Insbesondere die Proben O7 und Og weisen in ausgewéhlten Bereichen in Defektnéhe
eine hellere Farbung und somit einen erhéhten Porenanteil auf. Unter Hinzuziehung der

distanzabhiingigen Dichteparameter lisst sich folgende Ubereinstimmung erkennen:

Density Porosity

10 15mm 0

Abb. 25: Vergleich Dichte und Porenanteil in der VpD-Darstellung

Exemplarischer Vergleich der distanzorientierten Darstellung mit den Parametern Dichte und
Porenanteil anhand der Proben O7 und Og. Farbliche Codierung jeweils analog zu Abb. [19| und
24

In Abbildung wird die VpD-Auswertung mit Dichtewerten der Auswertung der
Trabekelzwischenrdume anhand zweier exemplarischer Proben gegeniiber gestellt. Die
in der Dichteauswertung tiberwiegend griinen Bereiche fielen insbesondere in den Pro-
ben mit deutlicher Osteolyse auf und représentieren wenig mineralisierten Knochen. Die
gleichen Bereiche weisen in der Auswertung der Trabekelzwischenrdume einen auffallig
erhohten Anteil an Poren auf. Die inhaltliche Verkniipfung beider Auswertungen er-

moglicht hier eine deutliche Abgrenzung dieser Bereiche vom restlichen Knochengewebe.
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Sie definieren sich durch (1) wenig mineralisierten und (2) von vielen kleinen Poren
durchsetzten Knochen. Riickblickend auf Absatz [4.4.1] decken sich diese Bereiche mit
den visuell beschriebenen Knochenherden vom Typ B, welcher sich hier iibersichtlich in
seinem Bezug zum Defekt darstellen und nach verschiedenen Parametern aufschliisseln

lasst.

FAZIT Die Distanzorientierte Darstellung verschiedener Knochenparameter ermoglicht
die Charakterisierung einzelner Knochenherde in ihrem Bezug zum Defekt. Zunéchst
wurden die zu Beginn makroskopisch auffilligen Knochenherde und Osteolysen durch die
Dichtemessung in Bezug zum Defekt gesetzt. Die rdumliche Verteilung der Dichte zeig-
te insbesondere in Proben mit deutlicher Osteolyse Bereiche mit tiberwiegend weichem
Knochen. Diese Herde lielen sich a) durch eine progrediente Auflésung und Deminerali-
sierung oder b) durch eine Neubildung von noch wenig mineralisiertem Knochen erklé-
ren, lieBen allerdings in jedem Fall einen Einfluss des Defekts auf das umliegende Gewebe
vermuten. Fiir die Untersuchung des Effekts von Implantaten auf die Knochenheilung
ist eine Aussage dariiber, ob es sich um Knochenneubildung oder Osteolysen handelt,
bedeutend. Die Kombination zweier durch die VpD-Methode dargestellter Knochenpara-
meter (hier Dichte und Porenanteil) ermoglichte eine entsprechende weitere Zuordnung:
Aufgrund der Verteilung der Poren in diesem weniger mineralisierten Knochen kann (1)
eine verminderte Knochendichte mit wenigen, groflen Poren einem Trabekelverlust im
Rahmen eines Knochenabbaus zugeordnet werden, wohingegen (2) gering mineralisier-
te Herde mit zahlreichen kleinen Poren eher jungem, neu gebildeten und (noch) nicht
vollstandig mineralisiertem Knochen entsprechen 0”

Die VpD-Methode ermoglicht bereits einen hohen Erkenntnisgewinn, wenn nur ein
Parameter in seinem raumlichen Bezug zum Defekt oder Implantat ausgewertet wird.
Die Anwendung auf weitere Parameter und ihre anschliefende inhaltliche Verkniipfung
kann jedoch noch weit dartiber hinausgehen. In diesem Fall konnten gering mineralisierte
Bereiche klar einer Osteolyse oder Knochenneubildung zugeordnet und so der Einfluss

des Implantats auf den Knochen deutlich besser ausgewertet werden.



5. DISKUSSION

FEine zunehmende Prévalenz und volkswirtschaftliche Relevanz von Erkrankungen des
Bewegungsapparates, allen voran der Osteoporose, fiithrte seit den 90er Jahren zu zahl-
reichen Untersuchungen, die sich mit der knéchernen Mikroarchitektur als Komponente
der Knochenqualitit beschéftigen 1242035569

Stetig weiter entwickelte radiologische Bildgebungsverfahren ermoglichen mittlerwei-
le eine qualitativ hochwertige Beurteilung einzelner Trabekelparameter und erlauben
Aussagen iiber die Qualitidt der Knochenstruktur Z10:L2i55:30:38 13444047 Dieg spielt ne-
ben Studien in der Osteoporoseforschung auch bei zahlreichen therapeutischen Ansét-
zen eine wichtige Rolle, beispielsweise bei der Implantation von Prothesen, Osteosyn-
thesematerialien wie Schrauben oder medikamentdsen Ansétzen mit Einfluss auf die

Knochenstruktur B335 7159:60,68/70

5.1 Limitationen in der Auswertung von definierten Arealen

Die Definition einer geeigneten Messregion ist fiir die Analyse der Knochenstruktur von
grofler Bedeutung, da ihre Auswertung einen inhaltlichen Bezug zur Fragestellung erlau-
ben muss. Grundsétzlich werden in vielen Studien Knochenparameter mit einem raumli-
chen Bezug zu einem Implantat, einem Defekt oder einem Belastungspunkt ausgewertet,
um die moglichen Kausalzusammenhénge zwischen Eingriff und Einfluss auf die Kno-
chenstruktur zu untersuchen BSOS Hier bietet sich bei zahlreichen Fragestellun-
gen die Auswertung der Knocheneigenschaften innerhalb definierter Regions of Interest
(ROIs) an, die in den radiologischen Bilddaten markiert werden222%% Die Form einer
ROI ist individuell bestimmbar und kann je nach Fragestellung die gesamte Probe um-
fassen oder einzelne Teilbereiche, die einen Vergleich ermdglichen. In den dieser Studie
zugrundeliegenden Proben wurde beispielsweise der Knochen innerhalb des zugefiigten
Defektes ausgewertet, indem die ROI genau an den zylindrischen Defekt angepasst wur-
de. Dieses Vorgehen ist simpel und elegant, da die ROIs vergleichbar und reproduzierbar
definiert werden kénnen und genau der Bereich ausgewertet wird, auf den sich die Fra-
gestellung bezieht.

Eine Auswertung der Knochenstruktur durch ROIs ist jedoch nicht bei jeder Fra-
gestellung und Probenbeschaffenheit zielfithrend. In der hier zugrundeliegenden Studie
limitierte die Form der Proben die Gréfle und Anzahl zylindrischer vergleichbar platzier-
ter ROIs. Hierdurch konnten die visuell auffélligen Areale nicht mit réumlichem Bezug
zum Defekt in die Auswertung einbezogen werden. Eine weitere Hiirde ist die Definierung
von auszuwertenden Arealen, wenn die Bereiche von besonderem Interesse in einer Probe
vorab unbekannt sind. Makroskopische Auffélligkeiten in einer Probe ohne erkennbares
Muster sind dementsprechend ebenfalls schwer erfassbar. Eine viel diskutierte Eigen-

schaft der Auswertung innerhalb von ROIs ist die Darstellung der Trabekelparameter
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als Mittelwert in diesem Volumen. Wéhrend dies fiir die Bestimmung der Knochenmen-
ge innerhalb eines Defekts sehr sinnvoll ist kénnen kleinere lokale Unterschiede verloren
gehen, wie auch Freeman et al zeigten.” Sie konnten visuell unterschiedliche Regionen
von Knochenneubildung innerhalb einer ROI erkennen, dies aber in den Werten nicht
ablesen %7 Ein Areal starken Knochenneubaus sowie Osteolysen an anderer Stelle inner-
halb der ROI vermitteln in der Auswertung den Eindruck, es haben keine Verdnderungen
stattgefunden. Xu et al beschrieben auflerdem in ihrer Scaffoldstudie den Nachteil, dass
mit einzelnen wenigen ROIs zwar eine Erhebung der Knochenparameter moglich ist,
aber innerhalb dieser keine Aussage iiber ihre raumliche Verteilung getroffen werden
kann ™' So fanden Xu et al zwar mit der Zeit eine stetige quantitative Zunahme an
Knochenneubildung in ihrer ROI, konnten jedoch ein vermehrtes Auftreten am Grund
des Defekts nur visuell beschreiben?? Die Auswahl der richtigen Grofie und Platzierung
einer ROI hat daher einen grofien Einfluss auf die Aussagekraft und Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse. Wirth et al fiihrten beispielsweise ihre im Vergleich zu anderen Studien
signifikant stérkere Korrelation von Knochendichte und Schraubenstabilitidt vor allem
auf die bessere Wahl ihrer ROIs zuriick >t

5.2 Auswertung mit rdumlichem Bezug ohne die Verwendung von ROIs

Aus diesen Griinden gibt es Ansédtze zur Darstellung der Trabekelparameter mit ei-
nem rdumlichen Bezug unabhéngig von einer Zuteilung zu ROIs. So stellten Jones et
al Knochenparameter in Abhingigkeit von ihrer Position in einem Scaffold dar/%® Sie
implantierten quaderférmige hydroxyapatitbasierte Scaffolds in Schaftibiae und beob-
achteten die Verdnderungen von Scaffold und Knochen computertomographisch iiber
mehrere Zeitpunkte hinweg. Besonders interessant ist hierbei die Auftragung einzelner
Trabekelparameter abhéngig von ihrer Distanz zum Rand des Scaffolds in einem Koordi-
natensystem. Die Neuentstehung von Knochen innerhalb des Scaffolds konnte durch die
Gesamtauswertung der ROI nachgewiesen werden, die den gesamten Scaffold einschloss.
Durch die distanzabhédngige Auftragung konnten Jones et al zusétzlich zeigen, dass sich
der neue Knochen vor allem am Rand des Scaffolds bildete und wie weit er in den Scaffold
einwuchs ®® Dies erlaubte eine zusétzliche visuelle Darstellung der riumlichen Verteilung
der erhobenen Parameter innerhalb der ROL.

Ein vergleichbarer Ansatz liegt auch der hier entwickelten distanzabhéngigen Dar-
stellungsmethode zugrunde, deren Ziel die {ibersichtliche Darstellung von Knochenpa-
rametern in ihrem rdumlichen Bezug zum Defekt war. Aufgrund der Beschaffenheit der
Proben (zylindrisch statt quaderformig) sowie einer anderen Fragestellung (Auswertung
auch auflerhalb des Scaffolds) war der Ansatz von Jones et al nicht direkt iibertragbar.
Sie bezogen sich auf das Innere des Scaffolds und trugen die dort gemessenen Trabekel-
parameter mit ihrem Abstand zum Rand des Defekts auf, was in der hier vorliegenden
Studie wiederum nur fir die Auswertung der ROIinygr anwendbar gewesen wére. Da

die visuell auffilligen Areale wie Osteolysen und weiche Knochenherde aufierhalb der
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ROI lagen wurde der Algorithmus so abgewandelt, dass er die Knocheneigenschaften der
gesamten Probe in Bezug zum Zentrum des Defektes setzt. Dies ermdglicht ohne die feh-
leranfillige Platzierung von ROIs in der gesamten Probe eine klare Aussage dariiber, bis
in welche Entfernung vom Defekt das Implantat Auswirkungen auf die Knochenstruk-
tur zeigt. Diese zweidimensionalen Informationen wurden, vergleichbar der Darstellung
bei Jones et al., als Funktion zur Distanz aufgetragen und sind so quantifizierbar. Dar-
iiber hinaus erfasst die hier entwickelte Methodik als zusétzliche Dimension die Hohe
innerhalb der Probe, sodass sowohl die Entfernung zum Defekt als auch die Verteilung
je nach Tiefe mit Bezug zueinander betrachtet werden kénnen. Dies ermoglicht Riick-
schliisse dariiber, ob die Tiefe des Defektes oder die verschiedenen Scaffoldschichten
Auswirkungen auf die Knochenstruktur zeigen. Die kombinierte Darstellung dieser Di-
mensionen wurde visuell umgesetzt. Die grafischen Resultate verdeutlichten im Rahmen
der zugrundeliegenden Studie, aus der diese Proben entnommen wurden, ein Uberwiegen
des auffallend weichen Knochen vor allem in der unteren Hélfte der urspriinglichen De-
fekte — ein Muster, welches zuvor nicht erkennbar oder nachweisbar war und im Rahmen
der zugrundeliegenden Studie nun kausal diskutiert werden kann (siehe . Ebenfalls
interessant ist die Feststellung, dass die Proben mit besonders deutlichen Arealen wei-
chen Knochens vornehmlich Scaffolds trugen, die mit Wachstumsfaktoren besetzt waren
(vs Gruppe ohne Wachstumsfaktoren). Ein Einfluss der verwendeten Wachstumsfakto-
ren auf das Remodeling kann nun diskutiert werden. Die Anwendung und Kombination
der distanzorientierten Darstellung mit zwei Parametern (Dichte und Porenanteil) er-
laubte zusédtzliche Riickschliisse auf die Eigenschaften des vorherrschenden Knochens in
Abhéngigkeit von seinem Abstand zum Defekt, sodass weicher Knochen in Zusammen-
hang mit vielen kleineren Poren gesetzt werden konnte. Im Rahmen der urspriinglichen
Studie ermdéglichten diese Erkenntnisse eine weitergehende Diskussion der Griinde fiir die
unerwarteten Ergebnisse und dadurch eine wissenschaftliche Einordnung des Versuches,

die durch die alleinige Auswertung der ROIs nur eingeschréinkt méglich war.

5.3 Anwendungsbeispiele der VpD-Methode auf andere Studien

Auch bezogen auf andere Studien kann die entwickelte Methode zusétzlichen Informati-
onsgewinn liefern. Xu et al. untersuchten die Auswirkung von implantierten Magnesium
Alloys auf das Knochenwachstum und definierten zunéchst eine ROI, die das Implantat
umfasste, sowie eine darum liegende mantelférmige ROI (dhnlich den in dieser Studie
definierten ROIs). Sie beschrieben bei der Beobachtung der Schnittbilder im Zeitverlauf
einen Abbau des Scaffolds und Korrosionen an dessen Oberfliche™ Die hier entwickel-
te VpD-Methode hétte bei den zylindrischen Scaffolds méglicherweise gut angewendet
werden konnen und die Abnahme des Scaffoldradius im Rahmen der Degradierung un-
mittelbar visualisiert, wahrend dies mithilfe der gewé&hlten ROIs nicht moglich war. Xu
et al stellten auflerdem die Hypothese auf, dass der beobachtete Zuwachs an neuem Kno-

chen unter anderem auf die erhohte Freisetzung von Magnesium bei der Zersetzung des
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Scaffolds zuriickzufithren sei™ Mithilfe der VpD-Auftragung hétten die beschriebenen
lokalen Korrosionen in direktem raumlichen Zusammenhang mit der Knochenneubildung
betrachtet werden und diese Hypothese moglicherweise untermauert werden kénnen. Xu
et al beschrieben visuell auflerdem eine Verdnderung im neuen Knochenwachstum iiber
die Zeit: zundchst wuchs der Knochen longitudinal und briichig, nach vier Wochen brei-
tete er sich transversal aus und der Grofiteil des neu gebildeten Knochens wurde am
Boden des Defekts beschrieben™ Um derartig interessante raumliche Muster erkennen,
quantifizieren und kausal zuordnen zu kénnen kann die entwickelte Darstellungsmetho-
de eine wertvolle Erginzung darstellen. Auch die vermutete fehlende Uberbriickung des
urspriinglichen Defektspaltes zwischen Scaffold und Knochen hétte — wenn denn vor-
liegend — in der VpD-Darstellung einer deutlichen Knochenverminderung exakt in der
Entfernung entsprochen, die dem Rand des Scaffolds entspricht. Unter Beriicksichtigung

11" in der mantelfésrmigen ROI um

der Mittelwertberechnung je ROI zeigten Xu et a
den Scaffold dessen Auswirkungen auf den umliegenden Knochen in Form von Kno-
chenneubildung. Das gleichzeitige Auftreten von Osteolysen und neuem Knochen hétte
die aus der gemeinsamen ROI generierten Werte in ihrer Aussagekraft jedoch deutlich
abgeschwécht. Die zusitzliche Auswertung durch die VpD hétte lokale Unterschiede auf-
zeigen, eine mogliche Verfdlschung der Ergebnisse hierdurch ausschlieffen, eine bessere
Einordnung der ROI-Werte ermoglichen und darstellen kénnen, bis in welche Entfernung
der Scaffold Einfluss auf den Knochen vermuten liefle. Eine Ergénzung der durchgefiihr-
ten Auswertung durch die hier vorgestellte VpD-Methode hitte demnach die Ergebnisse
der Studie gefestigt und eine weitergehende Einordnung erméglicht.

Auch auflerhalb von Scaffoldstudien ist eine Anwendung der VpD-Methode denkbar.
Freeman et al untersuchten den Einfluss von Ultraschallbehandlung auf die Frakturhei-
lungsrate bei Ratten und werteten in ihren ROIs das Knochenvolumen computertomo-
graphisch aus. Analog zu dem in dieser Arbeit genutzten Separation Threshold unter-
teilten auch Freeman et al. den zu analysieren Knochen anhand verschiedener Grauwerte
in weniger dichten neuen Knochen (225-330), sehr dichten kortikalen Knochen (331-700)
und nicht mineralisiertes Gewebe, also Hintergrund (<225).%? Eine Erliuterung zur Ent-
stehung dieser Grenzwerte findet sich in ihrer Publikation leider nicht.

Diese Differenzierung von verschiedenen Materialien oder Knochentypen anhand
einer Zuordnung zu Grauwertbereichen ist ein géngiges, wenn auch nicht fehlerfreies
Verfahren 07873 Die Auswertung erfolgte zunichst innerhalb einer ROI, die manuell
definiert wurde und die gesamte Probe einschliellich neuen, nicht mineralisierten Kno-
chen (Kallus) umfassen sollte. Da dieses Gewebe computertomographisch nicht klar ab-
grenzbar ist stellten Freeman et al die Markierung der ROI als schwierig und subjektiv
dar®? Sie rekonstruierten zunichst die Proben aus allen Grauwerten einschlieflich wei-
chen und harten Knochens und verglichen die Behandlungsgruppen iiber die Zeit rein
visuell. Die erhobenen nCT-Daten spiegelten ihre visuellen Eindriicke nicht wider. In
einem zweiten Schritt fithrten sie eine 3D-Rekonstruktion mit farblicher Codierung der

unterschiedlichen Dichtewerte durch und konnten deutliche Unterschiede im Remode-
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ling zwischen proximalem und distalem Frakturende sehen. Darauthin werteten sie die
Grauwerte von weichem und kortikalem Knochenmaterial getrennt voneinander aus und
unterteilen die ROI zusétzlich in einen proximalen und distalen Frakturanteil. Erst durch
diese Anpassung der ROI zeigten sich die signifikanten Ergebnisse ihrer Studie®? Dies
verdeutlicht, wie wichtig eine dreidimensionale Visualisierung von Knochenproben sein
kann um relevante Verdnderung in der raumlichen Entwicklung der Knochenstrukturen
iiberhaupt zu erkennen und so eine moégliche Grundlage fiir préizisere Auswertungen zu
schaffen. Die iibersichtliche Darstellung dreidimensionaler Rekonstruktionen gestaltet
sich jedoch schwierig, sodass die Zusammenfassung einzelner Parameter mit Hinblick
auf eine zweidimensionale auswertbare Darstellung erstrebenswert sein kann. Die vorge-
stellte VpD-Methode fasst alle Parameter je Distanz zusammen, was auch fiir Freeman

197 ein méglicher zusétzlicher Ansatz gewesen wire. Obwohl hier kein Defekt mit

et a
einem klaren Zentrum und zylindrischer Form vorliegt hétte als Bezugspunkt eine Ge-
rade entlang der Femurachse definiert werden kénnen. Wie in den VpD-Grafiken dieser
Studie wéren die Ausbreitung des Kallus und die beschriebenen Resorptionsvorgéinge im
distalen Bereich in direktem rdaumlichen Bezug zur Fraktur unter Verlust der Rotati-
onsebene darstellbar und die deutlichen Unterschiede zwischen proximalem und distalen
Frakturende, zusammengefasst im zweidimensionalen VpD-Bild, direkt erkennbar gewe-
sen. Diese Anwendung funktioniert prinzipiell immer dann, wenn eine Gerade als Bezug
in einer Probe definiert werden und die Rotationsebene zum Beispiel aufgrund eines
symmetrischen Aufbaus oder der alleinigen Frage nach dem Abstand zur Geraden ver-

nachléssigt werden kann.

Auch bei Wirth et al hitte die Methode die Ergebnisse untermauern und mogli-
cherwese konkrete Konsequenzen fiir die klinische Anwendbarkeit haben konnen. Sie
untersuchten anhand von 25 ROIs je Humeruskopf (human) den Zusammenhang von
Trabekelparametern und der Stabilitdt von Spongiosaschrauben, welche insbesondere
bezogen auf die Knochendichte deutlich stirker korrelierten als in bisherigen Studien.
Diese Beobachtung fiihrten Wirth et al auf die Auswahl ihrer ROIs zuriick: wihrend ihre
kleinen ROIs die lokalen Knochenstrukturen in direkter Nahe zu den Implantaten erfass-
ten, stellten globale grofle ROIs mit Mittelwerten der scheinbar lokal stark variierenden
Knocheneigenschaften nur geringere Korrelationen zwischen Trabekelparametern und
Implantatstabilitit dar.?!' Dies zeigt, dass lokale Unterschiede in der Knochenstruktur
durch zu grofle ROIs nicht addquat dargestellt werden und Erkenntnisse moglicherweise
verborgen bleiben oder verfilscht werden kénnen. Die VpD-Methode, ausgehend von der
zentralen Schraube, hétte deutlich die Knochendichte um die Schraube herum visualisiert
und auch lokale Unterschiede aufgezeigt. Lediglich die rdumliche Verteilung der Para-
meter in Rotation zur Geraden entlang des Schraubenzentrums ware nicht beurteilbar
gewesen. Zusétzlich hdtten mogliche Verdnderungen abhéngig von der Schraubentiefe vi-
sualisiert und die deutliche Korrelation, insbesondere gegeniiber ROIs die den gesamten
Humeruskopf mit einbeziehen, untermauert werden kénnen. Moglicherweise héitte diese

Darstellung auch Riickschliisse darauf zugelassen, in welchem Umkreis der implantierten
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Schraube die verschiedenen Knochenparameter einen Einfluss auf die Schraubenstabili-
tat haben.

Zusammenfassung Die vorgestellte distanzabhingige Darstellungsmethode kann der
zugrundeliegenden Arbeit und diesen Beispielen zufolge je nach Probenbeschaffenheit
und Fragestellung einen deutlichen Informationsgewinn liefern. Sie ist unkompliziert an-
wendbar und eine wertvolle Ergénzung vieler géngiger Analysemethoden. Das zugrun-
deliegende Prinzip der Darstellung ist auf alle Trabekelparameter {ibertragbar und kann
sowohl als eigenstédndige Auswertung sowie als Screeningmethode verwendet werden. Hier
konnen die Trabekelparameter einer vollstdndigen Probe mit Bezug zu einem Zentrum
dargestellt werden, um zum Beispiel die Muster in der Verteilung der Knochenparameter
erkennen und die Platzierung von ROIs besser anpassen zu kénnen. Grundvoraussetzung
fiir die Anwendung der VpD-Methode ist immer die Definition einer Geraden, die den
Bezug zum Zentrum je Schnittbild definiert, eine moglichst zylindrische Proben- oder
Defektform sowie eine Vernachlédssigbarkeit der Rotationsinformationen der rdumlichen
Verteilung. Die visuelle Darstellung kann individuell und je nach Fragestellung durch

Heatmaps oder die farbliche Zuordnung von vorab definierten Wertebereichen erfolgen.

5.4 Ausblick

Die entwickelte Darstellungsmethode erlaubt eine Visualisierung der Knochenparameter
aus einer neuen Perspektive mit direkten rdumlichen Bezug zu einer Ausgangsgeraden.
Dieser Ansatz kann in Studien mit Knochenimplantaten jeglicher Art einen zusétzli-
chen Erkenntnisgewinn bieten. Das zugrundeliegende Konzept kann grundséatzlich im-
mer angewendet werden wenn numerische Parameter anhand von Grauwerten in Bezug
zu einem Zentrum und, falls gegeben, zu einer Hohe visualisiert werden sollen. Dies be-
deutet neben der hier exemplarischen Anwendung an Daten aus der pCT eine mdogliche
Ubertragung auf CT, MRT oder MDCT-Aufnahmen und somit ein potenziell breites
Anwendungsspektrum.

Die Verfahren zum Erfassen der Thresholds sowie der ROIx, welche in dieser Ar-
beit spezifisch auf die gegebene Probe angewendet wurden, kénnen ebenfalls auf andere
Datensitze adaptiert werden. Sie bieten eine einfache Losung fiir Datensétze, die allein
aufgrund ihrer Grofle nicht per Hand erfasst werden konnen.

Die dargestellten Verfahren wurden in Java als Plugins sowie als Makros fiir die
OpenSource Analysesoftware Fiji entwickelt,™ kénnten jedoch auch in andere Program-
me integriert werden. Optimierungen beziiglich der Laufzeit wéren in diesem Rahmen
sicherlich moglich und sinnvoll. Auch eine direkte Integration in Gerédtesoftware wére
denkbar, um schnell eine zusétzliche und {ibersichtliche Perspektive auf die gescannten
Daten zu erhalten.

Auch im Hinblick auf die aktuellen Weiterentwicklungen aus der Informatik, insbe-

sondere von Mustererkennungsverfahren und Kiinstlicher Intelligenz, bietet dieses Ver-
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fahren einen vielversprechenden Ansatz fiir weitere Entwicklungen:* unter Anwendung
des entwickelten Algorithmus wére in Verbindung mit Mustererkennungsverfahren und
Kinstlicher Intelligenz beispielsweise die vollstdndig automatisierte Erkennung von Kno-
chentypen direkt in einem Graubild oder die Extrapolation von Knochenwachstum an-

hand von Proben unterschiedlicher Standzeiten vorstellbar.
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