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1. Zusammenfassung

In dieser Studie wurden an historischem Skelettmaterial mineralisationsgestdrte und knochengesunde Len-
denwirbelkorper untersucht. Aus den Bestdnden des Pathologisch-Anatomischen Bundesmuseums Wien
wurden Mazerations-, Bander- und Feuchtpriparate von insgesamt 61 Individuen mit bekanntem Alter und
Geschlecht ausgewéhlt. 37 Individuen dieser Serie waren krankhaft verdndert, davon waren 9 Subadulte als
rachitisch und 28 Erwachsene als osteomalazisch diagnostiziert. Die Knochenstruktur und Mineralisation
wurde unter Verwendung nicht-invsaiver und invasiver Methoden analysiert. Als nicht-invasive Methoden
kamen Rontgen- und CT-Aufnahmen an allen Préparaten, sowie qCT und das DEXA-Verfahren an 13 aus-
gewdhlten mineralisationsgestorten und knochengesunden Wirbelkdrperpraparaten zur Anwendung. Letz-
tere wurden auch mit invasiven Methoden analysiert. Dafiir wurden unentkalkte Diinnschliffe und Mikro-
tomschnitte hergestellt. Die oberflichengefarbten Diinnschliffe wurden lichtmikroskopisch, mikroradiogra-
phisch und nach Kohlebeschichtung im BSE- und SE-Modus im REM untersucht. An den Kontakt-Mikro-
radiographien wurden die etablierten Parameter (BMD, BV/TV, S, S/V) histomorphometrisch im crania-
len, mittleren und caudalen Drittel der Wirbelkorper erfasst.

Bei Anwendung der radiologischen, licht- und rasterelektronenmikroskopischen Verfahren konnten sowohl
das Vorliegen dieser Erkrankungen, aber auch Fehldiagnosen nachgewiesen werden. Obwohl die Analyse
der Knochenmineralstrukturdichte (BMD) mittels qCT- und DEXA-Verfahren an diesem Material nichter-
folgreich war, ergaben sich im Zuge weiterer nicht-invasiver und invasiver Analysen klare Hinweise auf
vorliegende Knochenmineralisationsstérungen: Mit nicht-invasiven Methoden konnten eindeutige struktu-
relle Verdnderungen festgestellt werden, und die jeweilige Vermutungsdiagnose konnte iiber den invasiven
histomorphologischen Zugang mittels histomorphometrischer Parameter bestitigt werden. Gegeniiber den
knochengesunden Kontrollwirbeln waren die Werte der Volumendichte (BV/TV) und die Trabekelanzahl
bei den rachitischen Wirbelkdrpern erhoht, bei den osteomalazischen Wirbelkorpern aber generell, vor al-
lem in den mittleren und cranialen Zonen erniedrigt. Aus diesem Strukturverlust, und aus der niedrigeren
Mineralisation der Knochentrabekel erklédren sich die Wirbelkorperdeformierungen bei dieser Erkrankung.
Die Oberfléchendichten (S,;) und besonders die spezifischen Trabekeloberflichen (S/V) waren bei beiden
Krankheitsformen vermehrt, was eine erhohte Knochenresorption andeutet und damit den Erwartungen fiir
diese beiden Erkrankungsformen entspricht.

Es erwies sich also der iiberwiegende Teil der angewandten Techniken als geeignet, um an vorwiegend ma-
zeriertem Skelettmaterial Knochenstruktur und Mineralisation zu beurteilen. Weitere Untersuchungen sol-
len kléren, ob mittels quantitativer Densitometrie an konventionellen Rontgen- und CT-Aufnahmen von hi-
storischem oder archéologischem Skelettmaterial nicht schon relevante Aussagen getroffen und Diagnosen
gestellt werden konnen, um die invasiven und aufwendigen histologischen Untersuchungen nur an ausge-
wihlten Proben durchfiihren zu miissen.

2. Abstract

In this study from historical skeletal material the lumbar vertebral bodies with disturbed mineralisation and
without bone disease were investigated. From the collection of the Federal Museum for Pathological Anato-
my in Vienna mazerated, or partly dissected, or fluid conservated skeletal preparations from altogether 61
individuals with known age and gender were selected. The specimens of 37 individuals had pathologic al-
terations, 9 subadult individuals were diagnosed with rickets, and 28 adult or senile individuals with osteo-
malacia. Bone structure and mineralization of these specimens were evaluated by non-invasive and inva-
sive techniques. All 61 specimens were non-invasively analyzed by conventional radiographs and comput-
erized tomography (CT), and 13 selected specimens also by quantitative CT and DEXA. These 13 vertebral
bodies with disturbed minerali-sation and without bone disease were also invasively investigated by light
and scanning electron microscopy (BSE- and SE-mode) of surface-stained and carbon-sputtered undecalci-
fied ground sections, and of corresponding microradiographs. These microradiographs were also used for
computer-assisted morphometry of bone structures in the cranial, middle and caudal third of the vertebral
bodies.

Using these methods, the diagnoses of disturbed mineralization could be confirmed in most cases, but also
false diagnoses were found. The determination of bone mineral densities by quantitative CT and DEXA
failed in these specimens, but all other non-invasive and invasive techniques could be successfully ap-
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plied and yielded correlating results of radiological changes, histomorphometric parameters. Compared to
vertebral bodies without bone disease, the rachitic vertebrae showed increased volume density (BV/TV) as
well as trabecular numbers, while these parameters were decreased in osteomalacic vertebrae. This loss of
structure, together with the lack in mineralization is responsible for vertebral deformations in this disease.
Accordingly, surface densities (S,) and specific surfaces (S/V) were reduced, pointing to increased bone
resorption.

In conclusion, most of the applied techniques can be successfully used for investigations of bone structure
and mineralization in mazerated bone specimens. Further investigations should demonstrate, if computer-
assisted quantitative densitometry of conventional radiographs and CTs can be used for diagnosing bone
diseases in historical or archeological skeletal remains, leaving the invasive and elaborate histological eval-
uation for selected cases.

3. Einleitung

Das Knochengewebe erhilt seine charakteristische Harte und Widerstandsfahigkeit ge-
gen mechanische Belastung durch den Gehalt an Mineralsalzen in seiner extrazelluldren
Matrix. Dieser Mineralgehalt wird durch systemische Faktoren, wie Vitamine und Hor-
mone, kontrolliert und geregelt. Bei iiber einen lingeren Zeitraum anhaltender Ande-
rung eines dieser Faktoren kann es zu verschiedenen Strukturverdnderungen und/oder
Mineralisationsstorungen kommen. Beispielsweise kann es durch Vitamin D-Mangel zu
einer geringeren Kalziumaufnahme vom Darm und gestorten Einlagerung in das Kno-
chengewebe kommen, was sich bei Kindern und wachsenden Jugendlichen als Rachitis,
und bei Erwachsenen als Osteomalazie manifestiert.

Beiden Erkrankungen liegt eine charakteristische Mineralisationsstérung zugrunde: Die
neu gebildete organische Knochenmatrix (= Osteoid) wird nicht ausreichend minerali-
siert. Um die daraus resultierende geringere mechanische Belastbarkeit auszugleichen,
wird Osteoid kompensatorisch im UbermaB gebildet. Bei Kindern und wachsenden In-
dividuen kommt es daher unter anderem zu einer Verdickung der Metaphysen und der
osteocartilaginéren Verbindungen der Rippen (,,rachitischer Rosenkranz‘). Durch Ver-
zdgerung der Ossifikation, sowie unzureichende Stabilitit gegen Zug- und Druckkrifte
werden die Knochen deformiert und das Léngenwachstum beeintrichtigt (JAFFE 1972,
ORTNER & PUTSCHAR 1985, REVELL 1986). Dariiber hinaus wird bei der Osteomalazie
des Erwachsenen ,,altes®, gut mineralisiertes Knochengewebe im Zuge des ,,remodel-
lings* durch neues, schlecht mineralisiertes ersetzt. Da das Skelett des Erwachsenen
nicht mehr dem Wachstumsprozef3 unterworfen ist, treten diese Verdnderungen — im Ge-
gensatz zur Rachitis — nicht vorwiegend an knorpeligen Wachstumszonen in Erschei-
nung, sondern vor allem an mechanisch belasteten Skelettregionen (ORTNER & PUT-
SCHAR 1985).

Vorstufen von Vitamin D miissen iiber die Nahrung aufgenommen werden und kénnen
in der Haut erst durch Einwirkung des ultravioletten Anteils des Sonnenlichts und durch
anschlieBende biochemische Umwandlungen in Leber und Niere in die stoffwechselak-
tive Form tibergefiihrt werden (SILBERNAGL & DEsPoPOULOS 1983). Da Mangelernih-
rung und/oder eine die Einwirkung des Sonnenlichtes behindernde Kleidung bis zu Be-
ginn des 20. Jahrhunderts hdufige Umstinde waren, exprimierten sich diese Erkrankun-
gen damals in einer Haufigkeit, wie sie im heutigen Europa und Nordamerika nicht
mehr anzutreffen sind. Die meisten wissenschaftlichen Daten stammen daher aus einer
Zeit, wo diese Mangelkrankheiten noch massenweise in Erscheinung traten (SCHMORL
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1909). Eine Verminderung des Mineralgehaltes des Skeletts zeigt sich radiologisch als
erhohte Radiotransparenz. Eine Osteomalazie bei maturen oder senilen Individuen kann
aber auch mit einer verminderten Knochenmasse und damit einer osteoporotischen
Komponente assoziiert sein, und umgekehrt kann das Krankheitsbild der Osteoporose
auch zusitzlich osteomalazische Veranderungen aufweisen (Poromalazie). Dabei kon-
nen sowohl ausreichend vorhandener Knochen mit geringem Mineralgehalt (Osteoma-
lazie), als auch weniger Knochengewebe mit ausreichender Mineralisation (Osteoporo-
se) zu starken Skelettverformungen fiihren.

In der gegensténdlichen Studie wurde Skelettmaterial von knochengesunden Individu-
en mit dem von Individuen verglichen, bei denen rachitische oder osteomalazische Ver-
dnderungen bereits diagnostiziert worden waren.

Die Préparate stammen aus der Sammlung des Pathologisch-Anatomischen Bundesmu-
seums (PAM) in Wien. Die in der &lteren einschlidgigen Literatur angefiihrten Untersu-
chungen von Mineralisationsstdrungen begniigten sich mit der Anwendung von kon-
ventionellen Rontgenaufnahmen und lichtmikroskopisch-histologischen Verfahren an
entkalkten Schnittpréparaten (JAFFE 1972). In der vorliegenden Untersuchung sollten
mehrere nicht-invasive radiologische und invasive histologische Verfahren zum Einsatz
gelangen, wobei unentkalkte Diinnschnitt- und Diinnschliffpriaparate auch unter Einsatz
der Mikroradiographie und der Riickstreuelektronen-(,,backscattered electron” = BSE)-
Bildgebung im Rasterelektronenmikroskop (REM) beurteilt wurden. In Kombination
mit heute zur Verfiigung stehenden radiologischen Verfahren wurden sowohl die Kno-
chenmasse und Struktur, als auch der jeweilige Mineralgehalt und seine Verteilung dar-
gestellt und exakt gemessen.

Das Ziel der Studie bestand in der Kldrung folgender Punkte:

1. Vergleichende Analyse des Aufbaus der Wirbelknochenstrukturen von skelettgesun-
den Individuen und bei rachitischen und osteomalazischen Erkrankungen mit ge-
storter Mineralisation unter Verwendung nicht-invasiver radiologischer und invasi-
ver histologischer Techniken.

2. Priifung der Verwendbarkeit dieser Techniken fiir die Diagnose von Mineralisations-
storungen unter Zugrundelegung historischer Skelettmaterialien aus Museumsbe-
stainden in mazeriertem oder teilmazeriertem (= Bénderpréiparat) Zustand, oder als
sog. Feuchtpriparate. Bei nachgewiesener Eignung der ausgewihlten Methoden sol-
len diese in weiterer Folge auch bei der Analyse von archidologischem, bodengela-
gerten Skelettmaterial zum Einsatz kommen.

4. Untersuchungsmaterial

Es wurde die untere Lendenwirbelsdule als Untersuchungsbereich festgelegt, da sich
beide Erkrankungen an dieser Region besonders deutlich manifestieren und auch unter-
suchungstechnische Uberlegungen diese Vorgangsweise nahelegten.

Laut Protokoll oder Inventarbucheintrag waren 37 Individuen dieser Stichprobe aus dem Be-
stand des Pathologisch-Anatomischen Bundesmuseums als rachitisch bzw. osteomalazisch
beschrieben. 24 offensichtlich knochengesunde Individuen dienten als Kontrollgruppe.
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Die Studie wurde an insgesamt 61 Individuen durchgefiihrt. Enthommen wurden 13
krankhaft verdnderte und 16 gesunde Lendenwirbel-Mazerationspréparate (n = 29), 19
krankhaft verdnderte und 8 gesunde Bénderpréaparate (n = 27) und 5 krankhaft verén-
derte Feuchtpriparate. Es wurden moglichst die 4. Lendenwirbel, oder sonst angren-
zende Wirbel, verwendet.

Die Individuen wurden acht Altersgruppen zugeordnet, wobei jede Altersgruppe ein 10-
Jahres-Intervall umfaf3t. Pro Altersgruppe gelangten so mazerierte und teilmazerierte
Knochenpréparate von vier pathologisch verdnderten und drei Kontrollindividuen zur
Analyse. Zusétzlich wurde bei fiinf Altersgruppen (0 - 9, 40 - 49, 50 - 59, 60 - 69, 70 -
79) je ein pathologisch verdndertes Feuchtpraparat untersucht.

5. Methoden

Folgende Methoden zur Analyse der durch Rachitis und Osteomalazie (sowie Osteo-
poromalazie) hevorgerufenen Mineralisationsstdrungen kamen zum Einsatz (bedingt
durch die Art der Praparathandhabung wird dabei von ,,nicht-invasiven* und ,,invasi-
ven“ Techniken gesprochen):

Nicht-invasive Techniken: Konventionelles Rontgen, Computertomographie (CT),
quantitative Computertomographie (qCT) und Dual-Energy X-Ray Absorptiometrie
(DEXA)

Invasive Techniken: Lichtmikroskopie, Mikroradiographie und ,,backscattered elec-
tron” (BSE) -Modus im Rasterelektronenmikroskop (REM) an unentkalkten Diinn-
schliff- und Diinnschnittpréparaten.

Aus Zeit- und Kostengriinden wurden diese Verfahren jedoch nicht an allen Préparaten
angewandt.

5.1. Photographische und radiologische Dokumentation, Priiparatgewinnung

Von den insgesamt 27 vorliegenden Bénderpriparaten (bestehend aus einigen Lenden-
wirbeln, dem Kreuzbein, der Hiifte und Oberschenkelanteilen) und von den fiinf Feucht-
préparaten, sowie nach Isolation bzw. Selektion von den Einzelwirbelkérpern wurden
Ubersichtsphotographien hergestellt (siche Abb. 1a und Abb. 3a). Gerit: NIKON F90,
Nikon Corp., Tokyo, Japan.

AnschlieBend wurden in der Abteilung fiir Archiologische Biologie und Anthropologie
des Naturhistorischen Museums Wien (NHM) von den 27 Binderpraparaten radiologi-
sche Ubersichtsaufhahmen (axial und lateral) angefertigt. Gerit: PRACTIX 33 P1-013,
Philips, Best, NL.

An der Klinischen Abteilung fiir Osteologie der Universitétsklinik fiir Radiodiagnostik
im Allgemeinen Krankenhaus Wien (AKH) wurden Ubersichtsrontgenbilder von den
fiinf Feuchtprdparaten (lateral und antero-posterior) aufgenommen. Gerdt: FEINFO-
CUS DIMA Tec 013, Feinfocus Medizintechnik GmbH, Garbsen, D.

Von den Banderpraparaten wurden die 4. Lendenwirbelkdrper mittels Hangebohrer (Fa.
Felber, Wien, A) mit biegsamer Welle mit Ségeblatt herausgesigt, von den Feucht-
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priaparaten mittels Skalpell entnommen, und von den schon isolierten Mazerationswir-
beln moglichst auch 4., oder sonst angrenzende, Lendenwirbel entnommen.

Alle isoliertenWirbelkdrper-Praparate wurden von sechs Seiten (ventral, dorsal, cranial,
caudal, lateral sinister und dexter) photographisch dokumentiert (siche Abb. 1b, Abb. 2a
und 2b). Gerdt: NIKON F90, Nikon Corp., Tokyo, Japan.

5.2. Nicht-invasive Techniken

Konventionelle Nativrontgenaufnahmen:

Von allen isolierten Wirbelkorperpraparaten (n = 61) wurden Rontgenbilder in lateraler
(sagittaler) Ebene (siche Abb. 3b), sowie, mit Ausnahme der Feuchtpriparate, zusétz-
lich in axialer (transversaler) Ebene angefertigt (siche Abb. lc, le, 2c und 2e).

Gerat: FEINFOCUS DIMA Tec 013, Feinfocus Medizintechnik GmbH, Garbsen, D.

Computertomographische (CT) Aufnahmen:

Von allen Wirbelkorpern wurden in serieller Untersuchungstechnik mit einer Schichtdicke
von 1 mm und einem Abstand von 1 mm oder 2 mm in axialer (= transversaler) Ebene digi-
tal gescannt (Filter ,,2H*, Belichtungszeit 2 sec) (siche Abb. 1d, Abb. 2d und Abb. 3d).

Dariiber hinaus erfolgte an acht ausgewihlten Priparaten die Anwendung quantitativer
Computertomographie (qCT), ebenfalls in axialer Richtung.

Aus Griinden der Gerétekalibration wurde routinemdflig zunéchst eine Phantommes-
sung durchgefiihrt, anschlieBend wurden jeweils 4 normale und pathologische Pripara-
te untersucht. Es wurde aber nicht der gesamte Wirbelkorper durchgemessen, sondern
nur jeweils ein kreisformiges zentrales Areal (kleiner vorgegebener & 10 mm, groBer
manuell eingestellter & 20 mm) mit einer Schichtdicke von 10mm.

Gerit: PHILIPS TOMOSCAN SR 7.000, Philips, Best, NL

Dual-Energy X-Ray Absorptiometrie (DEXA):

Das DEXA-Verfahren wurde bei insgesamt fiinf Préparaten angewandt. Bei den Maze-
rationspraparaten (Fall 1, Fall 2, und Fall 5) wurde in axialer und antero-posteriorer
Ebene jeweils der ganze Wirbel gemessen, dariiber hinaus wurden Messungen in axia-
ler und lateraler Orientierung nur an den Wirbelkorpern selbst durchgefiihrt. Die osteo-
malazischen Feuchtpréparate (Fall 3 und Fall 4) wurden lateral und antero-posterior auf-
genommen. Die ,,region of interest* (ganzer Wirbel bzw. Wirbelkorper) wurde sowohl
automatisiert, als auch manuell ausgewdhlt.

Die Datenaquisition und -auswertung wurden mit einem dedizierten, fiir geometrisch
kleine Knochenobjekte entwickelten Softwareprogramm gesteuert (,,Small animal pro-
gramme®). Die Messungen erfolgten mit und ohne Wasserbad zur Simulation der
Weichgewebeabsorption. Die Wirbelkorper wurden anschlieBend zusétzlich ohne Was-
serbad in einen ,,Pseudoverband“ gebracht und noch einmal gemessen, um die Repro-
duzierbarkeit der MeBergebnisse von Einzelwirbeln gegeniiber der iiblichen Messung
an Wirbelsdulensegmenten zu iiberpriifen.

Gerat: HOLOGIC 4.500, Hologic Inc., Waltham, USA).
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Samtliche hier angefiihrten radiologischen Untersuchungen wurden an der Klinischen
Abteilung fiir Osteologie der Universitétsklinik fiir Radiodiagnostik im AKH durchgefiihrt.

5.3. Invasive Techniken

Histologische Priparatherstellung:

Die 13 ausgewéhlten Préaparate, an denen qCT und DEXA angewandt wurde (acht pa-
thologisch alterierte, fiinf knochengesunde Individuen), wurden nach einer entsprechen-
den Vorbehandlung in Biodur (n = 1) bzw. in Methylmethacrylat (n = 12) eingebettet.
Nach der Aushértung wurden von allen Blocken Diinnschliffpriaparate, als auch bei den
Feuchtpréparaten zusdtzlich Mikrotomschnitte hergestellt.

Diinnschliffe:

Die eingebetteten Praparatblocke wurden zuerst mit einer Bandsdge grob zugetrimmt,
danach wurde mit einer wassergekiihlten Diamantsédge (Isomet Low Speed Saw, Buehler
Ltd., Lake Bluff, USA) mindestens eine 1 mm dicke Scheibe in mediansagittaler Ebene
entnommen. Die Proben wurden auf einem Plexiglas-Objekttriger fixiert. Mit einem
Schleifgerdt (EXACT, Norderstedt, D) und NaBschleifpapieren unterschiedlicher Kor-
nungen (500, 800, 1000) wurden die Préiparate auf eine Schliffdicke von ca. 100 um
Dicke gebracht und anschlieend noch feinpoliert.

Mikrotomschnitte:

Fiir eine weitere Analyse der Feuchtpriparate wurde nach Diinnschliffherstellung das
Hartschnittmikrotom K (Fa. Jung-Reichert, Leica Mikrosysteme GmbH, Wien) einge-
setzt, um etwa 5 um dicke Mikrotomschnitte herzustellen.

Féarbungen:
Alle Diinnschliffe wurden mittels Giemsa-Methode oberfldchengefarbt.

Die Mikrotomschnitte der Feuchtpraparate wurden zusétzlich nach Goldner, Krutsay
und mit Toluidinblauldsung gefarbt.

Lichtmikroskopie:

Fiir die histologischen Untersuchungen und Photodokumentation stand als Lichtmikroskop
ein NIKON Microphot FXA (Nikon Corp., Tokyo, Japan) zur Verfiigung (siche Abb. 1h
und 2h).

Mikroradiographie (MR):

Mikroradiographische Kontaktaufnahmen wurden an den Diinnschliffoberflichen bei
insgesamt 13 Priparaten durchgefiihrt. Als optimale Aufnahmebedingung wurden 20
Minuten und 20 kV ermittelt und standardisiert auf Kodak High Resolution-Film be-
lichtet (siche Abb. 1f, 2f und 3e).

Gerit: FAXITRON 43805 N, Hewlett Packard, McMinnville, USA.
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BSE-REM:

Vier ausgewdhlte Diinnschliffpriparate von pathologisch verdnderten Wirbelkdrpern
(siehe Tabelle 1) wurden nach Kohlebeschichtung (Gerit: Hochvakuum-Bedampfungs-
anlage BAE 121, Balzers Union AG, FL) mittels BSE-Modus (Riickstreuelektronen-
Bilder) mit einem Rasterelektronenmikroskop (REM) bei 20- bis 140-facher Vergrofe-
rung untersucht (siche Abb. 3h und 3i).

Gerit: JEOL - JSM 6400; BSE-Detektor: Zweigeteilter Halbleiterdetektor - von Jeol
Ltd., Tokyo, Japan)

Histomorphometrie:

Die Mikroradiographien aller Diinnschliffpraparate wurden histomorphometrisch unter-
sucht. Zu diesem Zweck wurden die Bilder eingescannt und mit Hilfe der Bildbearbei-
tungssoftware ,,Adobe Photoshop* (Version5.0) zunidchst manuell bearbeitet (Entfernen
der Pixel, die sich durch das Hintergrundsrauschen beim Einscannen ergaben, bessere
Konturierung der Trabekelgrenzen) und Grenzen des Knochengewebes interaktiv ein-
gezeichnet (siehe Abb. 1g, 1i, 2g und 3f). Danach wurden die Hohe des Wirbelkorpers
(Lange und Breite) ermittelt, und eine exakte Dreiteilung des Wirbelkdrpers in eine cra-
niale, mittlere und caudale Zone vorgenommen. Mittels des Histomorphometriepro-
gramms ,,Lucia M 3.0“ (Fa. Laboratory Imaging Ltd., Prag, Cz) konnten so jeweils
getrennt fiir das craniale, mediale und caudale Drittel folgende Parameter gemessen
werden: Bone area (B.Ar), Tissue area (T.Ar), Bone volume/Tissue volume (BV/TV),
Bone surface density (S,), Bone surface to volume ratio (S/V), Trabecular Bone Pattern
factor (TBPf), Trabecular number (Tb.N), thickness (Tb.Th), and separation (Tb.Sp)
(PARFITT et al. 1983, HAHN et al. 1992).

Samtliche hier angefiihrten histologischen Arbeiten wurden im Labor fiir Biomaterial-
und Stiitzgewebeforschung, Histologisch-Embryologisches Institut der Universitit Wien
(HEI), und die BSE-Untersuchungen an der Mineralogischen Abteilung des Natur-
historischen Museums Wien (NHM) durchgefiihrt. Zur histologischen Technik siehe
PLENK (1989).

6. Ergebnisse

Zwecks Nachweis der Eignung oben angefiihrter Techniken an derartigem Material
wurden vorerst fiinf Beispielfélle fiir ein Pilotprojekt ausgewdhlt (Fall 1 - 5). Im An-
schluB wurden acht weitere Priiparate bearbeitet (Fall 6 - 13). Tabelle 1 gibt einen Uber-
blick iiber das Untersuchungsmaterial, die Individualdaten und durchgefiihrten Unter-
suchungen nach Altersgruppen getrennt.

Bis auf die flinfte (40 - 49jdhrige) und siebte Altersgruppe (60 - 69jahrige) waren bei al-
len Altersdekaden auch ménnliche Individuen vertreten (siehe nachfolgende Ubersicht-
stabelle).
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6.1. Rontgenbefunde

Bei konventionellen Rontgenaufnahmen war im lateralen Strahlengang bei allen Prapa-
raten die typische, schon in der Literatur angefiihrte Dreigliederung der Wirbelkorper
(KNEISSEL 1993) in eine dichtere craniale und caudale, sowie eine lockerere Mittelzone
sichtbar (siche Abb. le und 2e). Dariiber hinaus waren bei den Feuchtpréparaten be-
sondere Vergroberungen der Strukturen nachweisbar, wie sie fiir Vitamin-D-Mangel
aber auch fiir Nierenkranke (renale Osteodystrophie) im rezenten Krankengut charak-
teristisch sind (siche Abb. 3b). Mit Ausnahme eines rachitischen Individuums (Fall 1)
wiesen alle als pathologisch verdndert beschriebenen Préaparate z. T. stark keilformige
Wirbelformen auf, was bei den entsprechenden Kontrollwirbeln nicht der Fall war. Wei-
ters konnte bem infantilen (Fall 6), dem zweiten juvenilen (Fall 8) und den adulten
Priparaten (Fall 10 und 12) ebenfalls eine Auflockerung und eine verwaschene Zeich-
nung der trabekuldren Strukturen in den Wirbelkdrpern beobachtet werden.

Bei dem als rachitisch protokollierten méinnlichen Individuum (Fall 1) und beim osteo-
malazischen senilen Mazerationspréparat (Fall 2) waren in axialer Orientierung leicht
aufgelockerte Anordnungen der Trabekel sowie deren nur unscharfe Grenzen im Sinne
einer Rachitis bzw. Osteomalazie erkennbar. Es zeigten sich aulerdem wabenartige Re-
gelméBigkeiten in der Anordnung der Knochenbilkchen im Randbereich der Wirkelkor-
per zur Kortikalisgrenze hin, was beim Kontrollwirbel nicht beobachtet werden konnte.

Bei vier weiteren krankhaft verdnderten Wirbelpriparaten (Fall 6, 8, 10 und 12) zeigte
die axiale Aufnahme (siche Abb. 1¢) im Vergleich zu den Kontrollwirbeln (siche Abb.
2¢) stark aufgelockerte Strukturen plumper Trabekel bei einem insgesamt verwasche-
nen, inhomogenen Erscheinungsbild. Die wabenartigen Strukturen, die in den Wirbel-
korpern bei Fall 1 und 2 deutlich beobachtet werden konnten, waren bei diesen vier wei-
teren Wirbeln nicht eindeutig zu demonstrieren. Alle untersuchten pathologischen
Priparate wiesen eine Zonierung im Randbereich auf, was ev. auf Wachstumsstillstén-
de zuriickgefiihrt werden konnte. Dariiber hinaus zeigten sich unregelméBige, blasige
Strukturen, die, mit Ausnahme des 36-jéhrigen Kontrollindividuums mit einer Sexual-
hormonstdrung, bei keinem der sonstigen Kontrollwirbel aufschienen.

Im antero-posterioren Strahlengang konnten — bedingt durch die Uberprojektion der Wir-
belbdgen — keine relevanten Informationen iiber die Architektur der Wirbelkorper ge-
wonnen werden.

6.2. Computertomographie (CT)

Wie bei den konventionellen Rontgenaufnahmen konnten bei Anwendung dieser Me-
thode in axialer Orientierung (transversale Schichten) strukturelle RegelméBigkeiten im
Randbereich festgestellt werden. Besonders bei den Mazerationspriaparaten (siche Abb.
1d) lieB sich eine radidre Anordnung der Trabekel vom Zentrum des Wirbelkdrpers zum
kortikalen Randbereich, sowie eine circuldre Ausrichtung im Randbereich (quasi paral-
lel zur Kortikalis) darstellen.

Die pathologischen Priaparate wiesen im axialen Strahlengang insgesamt ein fleckiges,
inhomogenes Erscheinungsbild auf (sieche Abb. 1d und 3d). Die verbliebenen Trabekel
umschlieBen grofle Cavernen und erschienen im Vergleich zu den Priparaten der Kon-
trollindividuen strahlendichter (Ausnahme: 36-jdhriges Kontrollindividuum mit Sexual-
hormonstdrung), stark verbreitert und verwaschen.
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Bei den Rekonstruktionen in sagittaler Ebene konnte an drei pathologischen Préparaten
ebenfalls eine Rarefizierung der Trabekel bemerkt werden; die verbliebenen Trabekel zeig-
ten ein vergrobertes, verwaschenes Muster. Dariiber hinaus konnte die schon im Rontgen-
bild bei lateraler Abbildung beobachtete Zonierung des Wirbelkorpers in drei Anteile gut de-
monstriert werden. Die Deck- und Bodenplatten der knochenkranken Individuen erschienen
nicht nur stirker konkav gewo6lbt als die der knochengesunden Individuen, sondern waren
bei dem untersuchten Feuchtpriparat (Fall 3) sogar schon regelrecht keilformig deformiert.

6.3. Quantitative Computertomographie (qCT)

Sowohl die rachitischen als auch die osteomalazischen Probanden erreichten teilweise
"bone mineral density" (BMD) Werte, in denen sie trotz fehlenden Weichgewebes die in
der Software des CT-Gerites gespeicherten Referenzdaten eines gesunden Normalkol-
lektivs zum Teil sogar iibertreffen, wiahrend umgekehrt die Werte der Kontrollgruppe
sowohl iiber, als auch deutlich unter dem Standard blieben.

Tab. 2: Ergebnisse der qCT. Abkiirzungen: R = Rachitis, K = Kontrolle, OM = Osteomalazie.

Musealnummer Geschlecht | Alter Zustand Messung BMD Durchschnitt MeBfeldgroBe
Phantommessung 101,6 96-104 klein
21.055/5077 w 4a K 1. 118,8 — klein
2. 159,5 — klein
1 160,2 — grof3
21.055/2612 A 16m R 1. 89,8 — klein
2. 94,6 — klein
3. 69,3 — klein
1 73,9 — grof3
9159 w 14a K 1. 1342 — klein
2. 158,6 — klein
1. 160,1 — grof3
2. 163,9 — grof3
2202 w 18a R 1. 0,0 175,0 klein
2. 136,2 klein
3. 196,0 klein
1. 113,8 grofl
2. 96,0 grof3
18.560/1791 w 27a K 1. 2159 191,6 klein
2. 175,3 klein
3. 139,9 klein
1. 217,3 grof}
2. 2164 grof3
3070 w 26a oM 1. 2234 190,8 klein
2. 204,9 klein
3. 188,0 klein
1. 199,2 grof}
2. 197,7 grof3
Phantommessung 102,5 96-104 klein
18.560/1710 w 36a K 1. 102,9 186,5 klein
2. 109,2
4746 w 38a oM 1. 0,0 182,9 klein
2. 20,0
3. 5,0
4. 2,7
5. 4,5
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6.4. Dual-Energy X-Ray Absorptiometrie (DEXA)

Da diese in der Klinik fiir ,,Dichtemessung* etablierte Methode zwei Gewebe mit ver-
schiedenen Dichten (Knochen- und Weichgewebe) voraussetzt, wurde versucht, fiir die
Mazerationspraparate der Pilotstudie einen Weichteilmantel mittels Wasserbades zu si-
mulieren. Dies war Voraussetzung fiir eine vergleichende Untersuchung mit rezentem
Knochengewebe.

Zusitzlich wurden die Messungen der Mazerationspriaparate auch ohne Wasserbad
durchgefiihrt, um zu ermitteln, ob auch bei Vorliegen eines systematischen Fehlers in-
terpretier- und reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen wiren. (Fiir die Feuchtpriparate
war die Anwendung eines Wasserbades natiirlich nicht erforderlich.)

Einige Messungen wurden vom selben technischen Personal am gleichen Wirbel (Fall 1
und Fall 5) manuell und automatisiert durchgefiihrt, um einerseits die Vergleichbarkeit
der MeBdaten untereinander zu iiberpriifen, und um andererseits die Simulationsfahig-
keit des Wasserbades zu demonstrieren. Es zeigte sich, daB3 dieser methodische Zugang
fiir die vorliegende Fragestellung aufgrund der Mefschwankungen ungeeignet ist, da
keine tibereinstimmenden Daten fiir die einzelnen Wirbel gewonnen werden konnten.
Da die Software des Gerits das Vorhandensein von mindestens drei Wirbel im Verband
voraussetzt, wurde ein ,,Pseudoverband der Wirbel hergestellt und nochmals ohne Was-
serbad lateral und antero-posterior (ant-post) gemessen. Auch diese Ergebnisse waren
nicht reproduzierbar (siehe Tabelle 3, ,,DEXA-Ergebnisse*).

6.5. Lichtmikroskopie

Am gefarbten Schliffpriparat des Wirbelkorpers des rachitischen Kleinkindes (Fall 6)
waren massive Verdnderungen zu beobachten: Die Struktur des Wirbels selbst zeichne-
te sich durch eine Verdickung bei gleichzeitiger Spongiosierung der Kortikalis aus. Ei-
ne Dreigliederung im Sinn einer dichteren cranialen und caudalen, sowie einer lockere-
ren Mittelzone war nicht ersichtlich. Die Knochenbidlkchen waren insgesamt auffillig
dick und plump, sie bestanden aber fast ausschlieBlich aus oberflachlichen unminerali-
sierten Anteilen (wie aus der osteoiddhnlichen blauen Anfarbung ersichtlich). Die we-
nigen mineralisierten Trabekelareale wiesen nicht einmal in allen Zentren lamelldre
Schichtung auf.

Beim Wirbelkorper des rachitischen jugendlichen Individuums (Fall 8) konnten auch
blaue Osteoidsdume um die verdickten Trabekel nachgewiesen werden, wenn auch
nicht in dem massiven Ausmal, wie nach dem makroskopischen Bild zu erwarten ge-
wesen ware.

Beim zweiten Mazerationspréaparat des Wirbels von einem rachitischen jugendlichen In-
dividuum (Fall 1) konnten jedoch keine verdickten Osteoidsdume festgestellt werden
(blaugefarbtes Osteoid war an einigen wenigen Stellen ersichtlich). Es waren auch kei-
ne hochgradigen Resorptionslakunen erkennbar. Im Vergleich zum jugendlichen Kon-
trollwirbel (Fall 9) erschien dieses Préparat sogar noch besser mineralisiert und struktu-
riert, was die Vermutung nahelegt, daf3 bei diesem Wirbelprédparat eine anamnestische
Fehldiagnose vorliegt.
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Tab. 3: DEXA - Ergebnisse. In der Tabelle wurden folgende Abkiirzungen verwendet: R = Rachi-
tis, K = Kontrolle, OM = Osteomalazie, FP = Feuchtpraparat, MP = Mazerationspréparat, ax =
axial, lat = lateral, a-p = anterior-posterior, auto = automatisch, man = manuell.

- & ; 8 > S g | g
2 2 | 5 s 2 2 2 35| &3
= £ 5|2 £ 2 g ) @ | @ £3
12| 512818 5 S g e % o 5 ' ' 5 5
SR | & | @ | = = 3 = m m m = N Z 3
1 R | MP | ax | 1. | EinzelWK nein man 10,50 4,40 0,419 38 — darunter
2. nein 9,57 4,03 0,421 42 —
1. ja 10,09 4,51 0,447 44 —
2. ja 9,46 4,20 0,444 | 44 —
lat | 1. Verband nein auto 7,37 3,02 0,410 | — — darunter
2. nein 6,35 2,72 0,428 | — —
1. ja 8,03 3,67 0,456 | — —
2. ja 5,05 2,15 0425 | — —
a-p | 1 | EinzelWK nein auto 10,03 7,22 0,720 71 —
1 Verband nein 12,16 6,46 0,531 46 —
1 | EinzelWK ja 10,57 7,03 0,666 | 66 —
1 Verband ja 8,30 4,86 0,586 | 51 —
2 |OM | MP | ax 1 Einzel WK nein man 13,92 4,61 0,331 30 35 darunter
1 ja 14,07 3,97 0,282 25 30
lat | 1. Verband nein auto 8,11 4,07 0,502 59 74 | innerhalb
2. nein 8,91 5,22 0,586 — — innerhalb
3. nein 13,30 8,71 0,655 76 100 innerhalb
4. nein 11,70 8,30 0,709 | — — —
1 ja 11,27 6,89 0,612 | 71 90 | innerhalb
a-p | 1 | EinzelWK nein auto 14,01 9,71 0,693 75 89 innerhalb
1 Verband nein 16,36 10,85 0,663 59 70 darunter
1 | EinzelWK ja 13,81 8,42 0,610 66 78 innerhalb
1 Verband ja 13,62 9,39 0,690 | 62 — —
3 |OM| FP | lat | 1. | Verband | unndtig | auto 10,00 2,50 | 0,250 | 29 36 —
2. 8,57 2,40 0,280 | 33 41 —
ap | 1 Verband unndtig | auto 5,21 2,86 0,548 49 57 —
4 |OM | FP | lat | 1. Verband unndtig | auto 8,20 1,20 0,147 17 26 —
2. 0,09 0,02 0,259 | 30 45 —
a-p | 1 Verband unndtig | auto 0,50 0,18 0,373 | 36 45 —
51 K |MP | ax | 1. | EinzelWK nein man 12,68 6,00 0,473 42 51 darunter
2. nein 11,49 | 545 | 0474 | 42 | 51
1. ja 11,81 5,04 0,426 38 46
2. ja 12,36 5,27 0,426 | 38 46
lat | 1. Verband nein auto 8,91 6,5 0,729 86 114 | innerhalb
2. nein 11,70 8,30 0,709 | — — —
3. nein ? ? 0,741 87 117 | innerhalb
1. ja 11,90 8,51 0,715 84 112 | Innerhalb
2. ja ? ? 0,728 | — — —
a-p | 1 | EinzelWK nein auto 14,53 10,61 0,73 79 94 | innerhalb
1. Verband nein 16,21 11,58 0,714 66 — | innerhalb
2. Verband nein 14,52 9,90 0,682 63 74 innerhalb
1 | EinzelWK ja 14,43 6,82 0,473 51 61 darunter
1 Verband ja 13,97 9,78 0,7 65 — —

Bei einem Mazerationspraparat des Wirbels von einem adulten osteomalazischen Indi-
viduum (Fall 2) konnten einerseits blaugefdrbte Osteoidsdume um die Trabekel beob-
achtet werden, andererseits waren auch die dullersten Lamellen des darunterliegenden
Knochens z. T. violett bis blaulich gefarbt.
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Das Erscheinungsbild des osteomalazischen Wirbelkorpers eines adulten Banderprépara-
tes (Fall 10, sieche Abb. 1h) war zwar auch durch unmineralisierte Osteoidauflagerun-
gen gekennzeichnet, aber nicht in dem Ausmal, wie es fiir diese Krankheit beschrieben
wurde (JAFFE 1972). Die Trabekel waren an einigen Stellen verschmélert und an ande-
ren verdickt, wobei die verdickten Knochenbédlkchen nicht immer durch weniger mine-
ralisierte Anteile neuen, kranken Knochengewebes gekennzeichnet waren. Wirklich be-
merkenswert aber war, dafl die Kortikalis der Deck- und Bodenplatte im eigentlichen
Sinn nicht mehr bestand, da sie im Gegensatz zum adulten Kontrollwirbel (sieche Abb.
2h) durchgehend und voéllig spongiosiert erschien. Eine mehr oder weniger ausgeprégte
Spongiosierung der Plattenkortikalis fand sich jedoch bei allen krankhaft verédnderten
und knochengesunden Préparaten von adulten Individuen, was besonders fiir die Kon-
trollwirbel nicht zu erwarten gewesen war.

Beim osteomalazischen Wirbelkorper des zweiten adulten Bénderpriparates (Fall 12)
war diese Spongiosierung der Kortikalis noch stérker ausgeprigt. Hier fanden sich ne-
ben der praktisch ,,aufgelosten* Kortikalis nur mehr Trabekel, die aufgrund der massi-
ven Mineralisationsstorung fast ausschlieBlich blaulich gefarbt waren. Lediglich an ei-
nigen wenigen Stellen konnte bei diesem Fall noch lamelldres geschichtetes Knochen-
gewebe in Trabekelzentren gefunden werden.

Die beiden osteomalazischen Feuchtpriparaten von senilen Individuen (Fall 3 und Fall 4)
hingegen zeigten sowohl bei den Mikrotomschnitten als auch bei den Diinnschliffen ein
der Literatur entsprechendes, ausgepragt osteomalazisches Erscheinungsbild mit dicken
Osteoidanlagerungen auf "ausgefransten" (rarefizierte), aber mineralisierten Trabekeln
(siche Abb. 3¢ und 3g). Den Trabekeln unmittelbar anliegendes, faseriges Gewebe im
Sinne einer Markfibrose, und dariiber hinaus sogar vereinzelt noch Osteoblasten konn-
ten beobachtet werden. Aktive Osteoklasten konnten nicht gefunden werden, aber eine
dissezierende Osteoklasie in Form von Resorptionshohlen innerhalb der Trabekel war
héufig zu sehen.

6.6. Mikroradiographie

ImFalle des erstenrachitischen Mazerationspréiparats eines juvenilen Individuums (Fall 1)
wurde kein vom Normalen abweichendes Erscheinungsbild beobachtet (altersentspre-
chende Trabekelstruktur, Dreigliederung der Wirbelkorper).

An den Mazerationspriparaten des zweiten juvenilen (Fall 8) und des infantilen rachiti-
schen Individuum (Fall 6) hingegen konnten rarefizierte, allerdings plump wirkende
und verdickte Trabekel beobachtet werden.

Die beiden osteomalazischen Banderpraparate von adulten Individuen (Fall 10 und Fall 12)
hingegen zeigten die typischen, bei dieser Erkrankung zu erwartenden Verdnderungen.
Die wellig konturierten Knochenbilkchen waren ungleichmaf3ig mineralisiert: Im Zen-
trum erschienen sie noch rontgendicht und voll mineralisiert, am Rand wurden die
Strukturen dunkelgrauer, d. h. weniger mineralisiert.

Am osteomalazischen Mazerationspriparat des senilen Indiduums (Fall 2) konnten nur
geringgradigere Veranderungen in Form von Verdickungen der Trabekel mit unter-
schiedlichen Graustufen festgestellt werden. Die osteomalazischen Feuchtpriparate von
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senilen Individuen (Fall 3 und Fall 4) waren ebenfalls deutlich pathologisch veridndert:
Im Vergleich zum Mazerationspriparat vom altersentsprechenden Kontrollindividuum
fanden sich hier wieder nur rarefizierte und wellige Knochenbélkchen, die oberflachlich
unscharf begrenzt erschienen.

6.7. BSE-REM

Morphologisch gesehen waren auch rasterelektronenmikroskopisch die fiir osteomala-
zischen Knochen zu erwartenden Verdnderungen sehr gut beim dritten Lendenwirbel
des Feuchtpréparats des 65-jdhrigen weiblichen Individuums zu erkennen. Bei stirkerer
Vergroflerung zeigten sich die Knochenbilkchen ungleichméBig verschmélert und durch
tiefe Resorptionsbuchten wellig konturiert. Beim Ausschnitt in Abb. 3h kann eine re-
gelméBige lamelldre Schichtung sowie eine regulére Kittlinie im Zentrum eines Trabe-
kels beobachtet werden. Allerdings erscheinen bei diesem Trabekel die Osteozyten-
hohlen deutlich vergroBert. Die restliche Knochenstruktur dieses Gesichtsfeldes zeich-
nete sich durch Abschnitte verschiedenst mineralisierter Zonen ohne eindeutige Abgren-
zung aus.

Die Moglichkeit der quantitativen Erfassung histomorphometrischer Parameter und der
Mineraldichteverteilung aus BSE-REM-Aufnahmen war bei dem hier verwendeten Ra-
sterelektronenmikroskop und Detektor jedoch beeintréichtigt, da bei diesem Gerétetyp
verzerrungsfreie lineare Abbildungen unter 100-facher VergroBerung nicht moglich
sind, und die Detektorauflosung fiir eine detailierte Grauwertanalyse nicht ausreichend
ist. Daher wurde nach probeweiser Aufnahme der vier ausgewéhlten Diinnschliffpripa-
rate (sieche Tabelle 1) beschlossen, in dieser Studie auf derartige Untersuchungen an die-
sen Wirbeln und am restlichen Material zu verzichten.

6.8. Histomorphometrie der Mikroradiographien

Folgende Parameterwerte konnten ermittelt werden:

Absolutwert der MeBfliache (Tissue Area = T.Ar, Diagramme 1 - 3):

Bei den rachitischen Individuen werden in allen Zonen geringere Werte als bei den al-
tersentsprechenden subadulten Kontrollgruppen gemessen.

Die Werte der osteomalazischen Gruppen liegen im cranialen Drittel gering hoher, im
caudalen Dirittel gering niedriger und nur im mittleren Drittel ekaltant hoher als die ih-
rer altersentsprechenden knochengesunden Kontrollgruppen

Gesamtfliche des mineralisierten Knochengewebes
(Bone Area = B.Ar, Diagramme 4 - 6):

Sowohl die rachitischen als auch die osteomalazischen Individuen lassen in allen Zonen
geringere Werte als ihre altersentsprechenden knochengesunden Vergleichsgruppen er-
kennen, was den Erwartungen dieser Krankheitsformen entspricht.
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Knochenvolumendichte (Bone volume per Tissue volume = BV/TV, Diagramme 7 - 9):

Dieadulten Osteomalazikerhabeninallendrei Zonender Wirbelkorperdie geringsten Kno-
chenvolumendichtewerte, gefolgt von den adulten Kontrollen. Die subadulten Rachitiker ha-
ben im cranialen und caudalen Bereich gering hohere Werte als die gesunden Subadulten,
nur im mittleren Bereich liegen die Volumendichten niedriger als bei den Kontrollen.

Trabekelanzahl (Trabecular Number = Tb.N, Diagramme 10 - 12):

Generell weisen die kindlichen und jugendlichen (= subadulten) rachitischen Individuen
im Vergleich zu den altersentsprechenden Kontrollindividuen in allen 3 Zonen die grof-
te Anzahl der Trabekel auf.

Die Trabekelanzahl ist bei den beiden senilen knochenkranken und knochengesunden
Individuengruppen deutlich reduziert. Aus dem Vergleich der jeweiligen Mittelwerte
der Osteomalaziker mit den Kontrollen lassen sich keine eindeutigen Schluflfolgerun-
gen ableiten, da bei den Osteomalazikern in den drei Zonen sowohl hdhere, als auch
gleiche, aber auch niedrigere Werte als bei den Kontrollgruppen ermittelt wurden.

Trabekeldicke (Trabecular Thickness = Tb.Th, Diagramme 13 - 15):

In allen drei Zonen weisen die pathologischen Gruppen eine geringere mittlere Trabe-
keldicke im Vergleich zu ihren Kontrollgruppen auf. Der caudale Teil beider adulten
osteomalazischen Gruppen zeigt im Vergleich zu den subadulten Rachitikern einen
hoéheren Wert.

Trabekelabstand (Trabecular Separation = Tb.Sp, Diagramme 16 - 18):

Die Gruppe der subadulten rachitischen Individuen ist durch die geringsten Werte cha-
rakterisiert, ihnen am nichsten liegen die subadulten Kontrollen. Die Werte der adulten
osteomalazischen Individuen sind im Vergleich zu den Subadulten deutlich hoher und
erreichen in den cranialen und caudalen Zonen sogar anndhernd die Werte der adulten
Kontrollen, wihrend die Trabekelabstdnde aber im mittleren Bereich deutlich grofB3er
sind. Bis auf diesen mittleren Bereich, der fiir ein osteomalazisches Erscheinungsbild
typisch wire, entsprechen diese Werte also durchaus den fiir dieses Alter iiblichen.

Knochenoberflichendichte (Bone Surface Density = Sy, Diagramme 19 - 21):

In allen Zonen weisen die subadulten rachitischen Gruppen die hochste Trabekelober-
flache pro gemessenem Gesamtvolumen auf, gefolgt von den subadulten Kontrollgrup-
pen. Die adulten osteomalazischen Gruppen weisen in cranialer und caudaler Zone nur
gering hohere Werte als die gesunden Adulten auf, allerdings ist die Oberflachendichte
der Trabekel in der mittleren Zone sogar kleiner.

Spezifische Knochenoberfliche
(Bone Surface to Bone Volume Ratio = S/V, Diagramme 22 - 24):

Bei allen Gruppen haben die Rachitiker und Osteomalaziker eine groBere spezifische
Trabekeloberfliche pro Trabekelvolumen als alle Kontrollgruppen. Dieses Ergebnis
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steht im Einklang mit den Erwartungen. Es spiegelt das bei dieser Erkrankung typische
stark modifizierte, massiv demineralisierte und resorbierte Knochengewebe mit zer-
kliifteten Bélkchenoberflachen wieder.

Trabecular Bone Pattern Factor (= TBPf, Diagramme 25 -27):

Bei diesem Parameter lassen sich fast keine Tendenzen feststellen. In den cranialen und
caudalen Zonen weisen die Wirbelkdrper der subadulten rachitischen Individuen gering
niedrigere TBPf-Werte und damit einen hoheren Vernetzungsgrad auf als die gesunden
Subadulten. In der mittleren Wirbelzone liegen die Mittelwerte der subadulten rachiti-
schen Individuen jedoch deutlich iiber jenen ihrer Vergleichsgruppe. In der mittleren
und caudalen Zone haben die adulten Osteomalaziker gering niedrigere Mittelwerte als
die gesunden Adulten, wihrend in der cranialen Zone ein gering positiver Mittelwert bei
den Osteomalazikern einem Negativwert bei den adulten Kontrollen gegeniibersteht.

7. Diskussion und Schluf3folgerungen

Bei Untersuchungen pathologischer Skelettverdnderungen zeigen historische Priaparate
gegeniiber rezenten, heute der Medizin zur Verfligung stehenden einige Vorteile: So-
wohl der Zugriff auf die erkrankte Region als auch Handhabung und Probenbearbeitung
sind einfacher. Dariiber hinaus kann die Probenentnahme an historischen Skelettresten
direkt und in beliebiger Quantitét erfolgen. Das Risiko beim rezenten Krankengut, daf3
der lebende Patient durch diesen diagnostischen Eingriff primédr Schmerzen oder Scha-
den bei der Entnahmeoperation, oder durch Sekundirfolgen wie z. B. Wundheilungs-
storungen und Infektionen erleidet, ist bei historischem Skelettmaterial naturgemaf
nicht gegeben.

Die Wirbelsdule wurde als Untersuchungsregion ausgewihlt, da es sich um eine beziig-
lich der mechanischen Belastung relevante Region handelt, die sowohl bei Rachitis als
auch Osteomalazie hiufig, bis hin zur Keilwirbelbildung, betroffen ist. Ein Wirbelkor-
per eignet sich auch besonders gut fiir die Anwendung nicht-invasiver Diagnoseverfah-
ren und zur Herstellung histologischer Préparate, da er vollstindig entnommen und ein-
gebettet werden kann und somit das Risiko einer Strukturzerstérung bei Entnahme klei-
nerer Proben nicht gegeben ist.

Anwendung nicht-invasiver Untersuchungstechniken und Ergebnisse

Die herstellung von Rontgenaufnahmen zahlt zum methodischen Standardrepertoire
der osteologisch-anthropologische Analyse; die Radiologie wird vorwiegend fiir die Er-
stellung einer Differentialdiagnose, aber auch als Ergdnzung der makroskopischen Be-
schreibung und fiir die Befunddokumentationeingesetzt. Im Gegensatz zum rezenten
Skelettmaterial kann bei einer anthropologischen Untersuchung eine beliebig hohe und
lang anhaltende Strahlendosis angewandt und die Analyse bei Bedarf jederzeit wieder-
holt werden. Nachteilig an dieser Methode ist ihre teilweise Ungenauigkeit durch den
Summationseffekt, was dazu fiithrt, dal Details und kleine Defekte manchmal nur un-
zureichend zur Darstellung kommen.
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Zur Losung solcher Probleme wurde in dieser Studie die Computertomographie heran-
gezogen: Sie erwies sich als niitzlich und informativ gerade in Bezug auf die Beurtei-
lung von Details in jeder beliebigen Projektionsebene, sodafl dadurch im Vergleich zum
Rontgen nicht sichtbare Alterationen abgebildet werden konnten. In axialer Orientie-
rung konnten somit bei den pathologischen Wirbelpriparaten morphologische Regel-
maBigkeiten aufgezeigt werden, wie sie beim Rontgenbild nicht erkennbar waren (Abb.
1d). Dieses Erscheinungsbild legt die Vermutung nahe, daf3 die trajektorielle Ausrich-
tung der Trabekel bei den knochenkranken Individuen friiher stattzufinden scheint als
bei den Knochengesunden (sieche Abb. 2d), bei denen die urspriinglich wéihrend der Ju-
gend gebildete Knochensubstanz anscheinend ldnger erhalten bleibt. Bei der vorliegen-
den Mineralisationsstorung und der dadurch bedingten geringeren Festigkeit des Kno-
chengewebes konnte dies eventuell als Zeichen fiir verringerte Umbauaktivitat ("Remo-
delling") trotz geénderten mechanischen Belastungsverhéltnisseninterpretiert werden.
Dieser SchluB liegt nahe, da die Trabekel entlang der Spannungslinien ausgerichtet wer-
den. Die beobachtete Verdickung der Trabekel weist auf eine vermehrte Knochenanla-
gerung an bestehende Strukturen ("Modelling") hin.

Dartiber hinaus erschien auch in der computertomographischen Analyse die Spongiosa-
zeichnung verwaschen, was zusétzlich auf abnorme Anlagerung und Ausreifung des
nicht oder zu wenig mineralisierten Osteoids zuriickgefiihrt werden kann. Obwohl die-
ses angelagerte Osteoid relativ mineralarm bleiben kann, kann die Gesamtsumme des
Osteoids in bestimmten Regionen eine hohere Dichte, z. B. durch nachtrigliche Minera-
lisation, bedingen (PiTT 1988). Mit dieser Methode kdnnen daher morphologische De-
tails an derartigem Material sehr gut dargestellt werden.

Alle anhand der konventionellen rontgen- und computertomographischen Darstellungen
beschriebenen Verdnderungen entsprechen den charakteristischen Krankheitsbeschrei-
bungen von Rachitis und Osteomalazie in einschldgigen Textbiichern (REVELL 1986,
PitT 1988).

Die Anwendung von qCT gilt im rezenten Krankengut als geeignete Methode zur Er-
fassung der Knochendichte. Wihrend bei lebenden Populationen die intraindividuelle
Variabilitdt im Dezimalstellenbereich liegt, war diese bei dem vorliegenden historischen
Skelettmaterial extrem grof3. Daher wurde neben der vom Gerét vollautomatisch vorge-
gebenen kleinen MeBfeldgrofe zusétzlich bei sechs Pridparaten manuell eine grofe
MeBfeldgroBe definiert, um eventuell so reproduzierbare Ergebnisse zu erlangen, die
eher mit den Normdaten korrelierbar wiren. Da ein vergleichbarer Altersrahmen aller-
dings erst fir Individuen ab 18 Jahren gegeben war, konnten die zwei kindlichen Indi-
viduen nicht gemessen werden. Bei allen Messungen wurden Ergebnisse erzielt, die sich
aufgrund der groflen Variationsbreite der MeBBwerte im Vergleich zu rezenten, altersent-
sprechenden Normdaten (University of California, San Francisco) untypisch verhielten.
Es bleibt daher fraglich, ob diese Referenzdaten iiberhaupt zum Vergleich herangezogen
werden sollen, denn die MeBwerte eines Wirbelkdrpers beim Lebenden werden durch
den umgebenden Weichteilmantel und durch den Fettgehalt des Knochenmarks beein-
fluBt; Faktoren, die bei den Mazerationspraparaten nicht vorhanden waren. Als Fazit
kann festgehalten werden, daB sich aufgrund der inhomogenen Dichte der isolierten
Wirbelkorper diese Methode nicht zur Knochendichtemessung historischer Priparate
eignet.
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Ein dhnliches Problem ergibt sich hinsichtlich der DEXA-Methode. Damit werden ge-
genwartig in der Klinik standardisiert osteodensitometrische Untersuchungen durchge-
fiihrt, die als Kriterium fiir eine Diagnose v. a. der Osteoporose ausschlaggebend sind.
Dieses technische Verfahren sollte die Messung der Knochenmineraldichte ermogli-
chen. Tatsdchlich wird aber nur die Knochenmasse ermittelt, wodurch es in der Praxis
immer wieder zu Fehldiagnosen kommen kann, indem z. B. Osteomalaziker als Osteo-
porotiker interpretiert und therapiert werden (NADER et al. 1997). Es konnen bei Mes-
sung der Knochenmasse aber durchaus Vermutungen iiber die Korrelationen zwischen
Knochenmineralgehalt und biomechanischer Stirke eines Wirbels (und somit seines
Frakturrisikos) getroffen werden. Hierbei miissen aber individuelle Dimension (bone
area), Alter und Zustand (degenerative und spondylotische Erscheinungen) des Wirbels
beriicksichtigt werden (YANG et al. 1998). Die Anwendung dieser Methode sollte sich
daher nicht nur auf eine Region beschrinken, sondern verschiedene Regionen erfassen
und die Ergebnisse kombiniert betrachet werden (JERGAS & GENANT 1997). In der vor-
liegenden Studie wurde davon abgesehen, da es ausschlieBlich um die Frage nach der
Eignung der Technik fiir die Analyse historischer Skelettreste ging. Das DEXA-Verfah-
ren ist aufgrund der Ergebnisse von fiinf untersuchten Praparaten fiir eine Dichtemes-
sung ungeeignet wegen folgender, nicht zu behebender Mingel:

Technische Unzuldnglichkeiten. In einigen Féllen wurden Variable, z. B. die Flache,
nicht erhoben; der Einflufl des Umgebungsmilieus war nicht nachvollziehbar, z. B. Was-
serbad oder nicht.

Probenart. Mazerationswirbel: Fehlendes Weichgewebe, dessen Simulation durch Was-
serbad nicht erreichbar ist. Feuchtpriparat: Weichgewebe mit hoherem Mineralgehalt
als Knochen.

Nachvollziehbarkeit. Es konnte nicht gekldrt werden, ob der hohere ,,Bone Mineral
Density* (BMD)-Wert, der bei einem rachitischen Individuum im Vergleich zum adul-
ten Kontrollindividuum in axialer Orientierung im Wasserbad gemessen worden war,
auf einer Fehldiagnose oder einer fehlerhaften Messung beruhte.

Anwendung der invasiven Untersuchungstechniken und Ergebnisse:

Im methodischen Vergleich der Einbettmedien zeigte sich, daB3 der in Biodur eingebet-
tete Wirbelkorper (Fall 1) weniger fiir die Praparatherstellung geeignet war, da der aus-
gehértete Block beim Zutrimmen und Schneiden durch die Warmeentwicklung weicher
und klebrig wurde und auBlerdem trotz intensiven Polierens nur triib durchsichtige
Schliffe erhiltlich waren. Es wurde daher mit dem in der Literatur (PLENK 1989) emp-
fohlenen Gemisch aus Methylmethacrylat (MMA) und Weichmachern weitergearbeitet.

Es féllt auf, daB in der lichtmikroskopischen Betrachtung einzelner Mazerations- und
Bander-Schliffpraparate nur eine relativ geringe Osteoidanlagerung dargestellt werden
konnte, wiahrend die Feuchtpriparate das klassische Bild der Mineralisationsstérung in
Form dicker Osteoidsdume erkennen lieBen. Dieses Ergebnis konnte einerseits durch
den chemischen Mazerationsprozel3 beeinfluit worden sein, oder andererseits bei den
sezierten (,,teilmazerierten*) Banderpraparaten durch den Abbau des nichtmineralisier-
ten Gewebes bedingt sein. Uberdies besteht bei einem Fall von Rachitis die Moglich-
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keit, dal von vornherein wenig Osteoid vorhanden war und daher, obwohl makrosko-
pisch und radiologisch geringgradigere verandert — eine Fehldiagnose vorzuliegen scheint.

Die Mikroradiographie stellt eine gute Moglichkeit dar, in einem Negativ-Kontaktront-
gen Mineraldichten nachzuweisen. Stirker mineralisierter Knochen erscheint heller, da
er strahlenundurchléssiger ist, wiahrend neu gebildeter, wenig mineralisierter oder de-
mineralisierter Knochen dunkelgrau dargestellt wird. Dadurch kann sowohl auf die
Knochenstruktur, als auch auf die Knochenmineraldichteverteilung und damit auf die
Qualitdt des Knochengewebes geschlossen werden (ESCHBERGER & PLENK 1977). Mi-
neralisationsstorungen konnen aufgrund unterschiedlicher Rontgendichte und, dhnlich
wie bei CT-Untersuchungen, aufgrund undeutlich begrenzter Trabekelstrukturen er-
kannt werden. Bei quantitativen Analysen ist jedoch die Dicke des Schliffpréparates zu
beriicksichtigen, soda} es zu scheinbar weniger mineraldichten Arealen kommt, wenn
das Knochenbilkchen nur teilweise angeschnitten wurde. Uberdies konnte das Mazera-
tionsprozedere den Mineralgehalt auch negativ beeinflusst haben. SchlieBlich kann — bei
historischem Skelettmaterial — die Bodenlagerung, und — bei Feuchtpriaparaten — die
Konservierungsfliissigkeit eine hohere Rontgendichte (= Mineralgehalt) bedingen.

Fiir die computerunterstiitzte histomorphometrische Auswertung wurden daher digitali-
sierte und durch Bildbearbeitung kontrastverstirkte Bilder der Mikroradiographien ver-
wendet. Dabei konnten naturgemal nur die ausreichend mineralisierten Knochenstruk-
turen erfasst werden. Die hohere Volumendichte auch bei den knochenkranken suba-
dulten Individuen kann z.B. durch Umbauaktivititen infolge von Rachitis bedingt sein,
da wegen der plumperen Trabekel die Markrdume vergleichsweise verengt sein konnen.
Von der Tendenz insgesamt entsprechen die BV/TV-Werte den Erwartungen, denn jun-
ger Knochen subadulter Individuen weist, relativ gesehen, einen hoéheren Prozentsatz
mineralisierten (und nichtmineralisierten!) Trabekelvolumen auf als adulter Knochen.
Es entspricht auch den Erwartungen, dafl die osteomalazischen Gruppen geringere
BV/TV-Werte als die Kontrolle aufweisen, da durch die Resorptionsvorgénge die mi-
neralisierten Trabekelvolumina abnehmen. Demgemal erschienen die Trabekeloberfla-
chen "zerkliiftet", und die Oberflachendichten und die spezifischen Trabekeloberflichen
vergrofert.

Die rasterelektronenmikropische Analyse von Knochenstrukturen wurde an histori-
schem Skelettmaterial bisher nur sporadisch angewandt (SCHAMALL et al. 1999) Mit der
BSE-Methode wurden aber bereits histomorphometrische Analysen und Mineraldichte-
untersuchungen durchgefiihrt (ESCHBERGER et al. 1993, ROSCHGER et al. 1995). In die-
sem Modus erdolgt die Abbildung durch hochenergetische Elektronen, die von den Ato-
men der Probe zuriickgestreut werden. Die Intensitét der Riickstreuung ist dabei vom
Probenmaterial selbst abhéngig, d.h. je hdher die chemische Ordnungszahl der Elemente
in der betrachteten Struktur ist, desto mehr Riickstreuung erfolgt. Beim Knochen ist der
Grauwert eines Bildes vor allem durch die Kalziumkonzentration determiniert, wobei
ein hoherer Kalziumgehalt hellere Areale kennzeichnet. Der BSE-Modus zeigt die
lokale Mineraldichteverteilung sowie deren Verdnderung innerhalb kortikalen als auch
spongidsen Knochens; auch Variationen im Mineralisationsgrad konnen festgehalten
werden (BOYDE et al. 1986, ROSCHGER et al. 1997). Dariiber hinaus kann eine deutlich
verbesserte Auflosung, sowie eine schérfere Schnittebene (1 - 2 pm) als mit den her-
kémmlichen lichtmikroskopischen und mikroradiographischen Verfahren erzielt wer-
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den. Insgesamt konnten mit dem BSE-Modus die breiten Osteoidsdume, die im Licht-
mikroskop zu erkennen waren, nicht dargestellt werden, da diese nicht bzw. zu wenig
mineralisiert sind (siehe Abb. 3i); im SE-Modus hingegen konnten sie sehr deutlich
demonstriert werden (siehe Abb. 3j). Dies wurde auch in einer anderen Studie, der
rezentes Material zugrundelag, beobachtet (BOYDE et al. 1986).

Die rasterelektronenmikroskopische Abbildung im Sekundirelektronenmodus (SE-Mo-
dus) wird durch oberflachliche, niederenergetische Emission erreicht. Mit dieser Me-
thode konnten lichtmikroskopisch ersichtliche Befunde detailliert dargestellt werden.
Im Zuge der Wechselwirkung Elektronenstrahl-Priparateblock werden die abgeraster-
ten Bereiche in die Einbettmasse (MMA) "eingebrannt". Dies hat zur Folge, dal3 sich ei-
nerseits die "eingebrannten" Areale insbesondere auf Folgeaufnahmen im SE-Modus
bildstorend auswirken und andererseits bei ldngerer Verweildauer des Elektronenstrahls
in der Einbettmasse das Geréteinnere erheblich kontaminiert werden kann.

Archéologisches Knochenmaterial wurde bereits seit ldngerem histologisch (StouT &
TEITELBAUM 1976, ORTNER & PUTSCHAR 1985, SCHULTZ 1993) untersucht. Dabei wurde
auch auf die Problematik des Erhaltungszustandes sowie auf diagenetische Verdnderun-
gen, wie z. B. Pilzbefall bei Skelettmaterial einer Paget’schen Knochenerkrankung, hin-
gewiesen (BELL & JONES 1991). Bei der vorliegenden Studie hingegen handelte es sich
um ca. 100 Jahre altes, jedoch nicht bodengelagertes Material, sodal} glinstige Voraus-
setzungen fir die Untersuchung des Mineralisationsstatus bzw. der Mineraldichtevertei-
lung gegeben waren.
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Abb. 1: Skelettmaterial (Bénderpriparat und isolierter 4. Lendenwirbel) einer 26-jdhrigen Frau
(Fall 10, MN 3070). Diagnose und Beschriftung laut Protokollbuch des PAM: Osteomalazie.
,.Kyphose. Pelvis asymmetrica. Coxa vara sinistra“.

(a) Ubersichtsphotographie des Banderpriparates.
(b) Lateralansicht des 4. Lendenwirbels mit den Resten der Disci intervertebrales.

(c) Rontgenaufnahme im axialen Strahlengang (cranio-caudal): Verwaschenes Erscheinungsbild und bla-
senartige Strukturen. Linkerhand ist die Kortikalis strahlendichter, was auf die ausgeprégte Skoliose in
diesem Lendenwirbelbereich zuriickgefiihrt werden konnte.

(d) CT-Aufnahme einer Imm dicken Scheibe im axialen Strahlengang (craniales Drittel): Gut sichtbare
circuldre Anordnung der Trabekel im Randbereich, stark verdickte Trabekel und grofe Cavernen.
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(e) Rontgenaufnahme im lateralen Strahlengang:

Verwaschene Zeichnung bei aufgelockerter
Struktur der mittleren Zone und konkav ge-
wolbter Deck- und Bodenplatte.

Mikroradiographie des median-sagittalen
Diinnschliffpriparates: UngleichméBige Mine-
ralisation, starke Auflockerung der Strukturen
und insgesamt plumpes Erscheinungsbild der
verbliebenen Trabekel. Links-mittig ist die ver-
breiterte Eintrittstelle der Dorsalgeféf3e erkenn-
bar.

(g) Falschfarbenbild von Abb. 1f: Unterschiedlich

breite Trabekel.

(h) Median-sagittales Diinnschliffpraparat, Giemsa-Oberflichenféarbung: Durch Demineralisation wellig
konturierten, verdickte Trabekel und stark spongiosierte Kortikalis der Deckplatten.

(i) Detailausschnitt von Abb. 1g mit Darstellung der Trabekeldicke (Tb.Th.) und des Trabekelabstandes

(Tb.Sp.).
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Abb. 2: Knochengesunder 4. Lendenwirbel einer 27-jdhrigen Frau (Fall 11, MN 18.560/1791).

(a) Transversalansicht.
(b) Lateralansicht.

(c) Rontgenaufnahme im axialen Strahlengang (cranio-caudal): Vergleichsweise homogene Struktur und
Verteilung der Trabekel.

(d) CT-Aufnahme einer 1 mm dicken Scheibe im axialen Strahlengang (craniales Drittel): RegelmaBige
Strukturierung und Mineralisation.
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(e) Rontgenaufnahme im lateralen Strahlengang: Normale Zonierung des Wirbelkdrpers und vergleichs-
weise regelmafig verteilte Anordung der Trabekel.

(f) Mikroradiographie des median-sagittalen Diinnschliffpraparates: Altersentsprechende Verteilung der
Trabekel. Links zeigt sich ein dorsaler Gefédflkanal.

(g) Falschfarbenbild von Abb. 2f: Normale Strukturierung und Vernetzung der Trabekel.

(h) Median-sagittales Diinnschliffpraparat, Giemsa-Oberflichenfarbung: Normale Mineralisation.
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Abb. 3: Skelettmaterial (Feuchtprdparat und isolierter 3. Lendenwirbel) einer 65-jéhrigen Frau
(Fall 4, MN 16.981/385). Diagnose laut Beschriftung und Protokollbuch des PAM: "Osteomalacia
columnae vert.".

(a) Ubersichtsphotographie des Feuchtpriiparates mit Keilwirbel und Schmorl'schen Knorpelknétchen in
den Zwischenwirbelscheiben.

(b) Rontgenaufnahme im lateralen Strahlengang. Man beachte die stark keilformige Deformation der Wir-
belkdrper, die starke Auflockerung der cranialen und caudalen Zonen und die faktisch nicht mehr er-
faflbare Mittelzone.

(c) Mikrotomschnitt. Goldner-Farbung. Mineralisiertes Knochengewebe ist leuchtend griin dargestellt,
Osteoid deutlich rot an fast allen Trabekeln.

(d) CT-Aufnahme einer Imm dicken Scheibe im axialen Strahlengang (craniales Drittel). Man beachte die
plumpen, z. T. konfluierenden Trabekel rechts und die grolen Hohlrdume links, was insgesamt zu ei-
nem fleckigen, inhomogenen Erscheinungsbild fiihrt.

(e) Mikroradiographie des paramedian-sagittalen Diinnschliffprdparates. Man beachte die starke
Rarefizierung und Demineralisation der verbliebenen Trabekel, sowie deren unterschiedliche Dicke.
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(f) Falschfarbenbild von Abb. 3e: Stark aufgelockerte Struktur mit besonders schlechter Vernetzung der
Trabekel.

(g) Paramedian-sagittaler Mikrotomschnitt, Goldner-Féarbung (Detailausschnitt von Abb. 3c): Deminerali-
sierten rotgefarbte Osteoidanlagerungen um die Trabekel.

(h) BSE-Bild in 140-facher Vergroflerung, korrespondierender Block zu Abb. 3g: UngleichmiBig geform-
te und mineralisierte Trabekel mit vergroBerten OsteozytenhShlen, deutliche Kittlinien und langge-
streckte Resorptionsbuchten sowie "verwaschene" Trabekelgrenzen aufgrund der Nichtdarstellbarkeit
des Osteoids.

(i) BSE-Bild, 55-fache VergroBerung: Stark unterschiedlich mineralisierte Trabekelanteile mit einem un-
scharf begrenzten Gefdlkanal anndhernd im Zentrum, fast iiber die gesamte Trabekellédnge ausgedehn-
te Resorptionsbuchten.

(j) SE-Bild, 55-fache VergroBerung (gleicher Ausschnitt wie Abb. 31): Dicke, z.T. lamelldre Osteoidsdume
sind deutlich als graue Anlagerungen um das mineralisierte Trabekelzentrum sichtbar.
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