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Merske znacilnosti stereoloskih metod za diagnosticiranje

osteoporoze

The comparison of histomorphometric methods for

diagnosing osteoporosis

Radko Komadina*

Kljuéne besede
osteoporoza - patologija
stegnenica zlomi
histoloske tehnike

lzvleéek. Stereoloska analiza kostnine je inva-
zivna diagnostiéna metoda za odkrivanje in
spremljanje osteoporoze in drugih presnovnih
bolezni kosti. Na preparatih kostnih rezin, ki ni-
so bile dekalcinirane, so primerjali roéno, polavto-
matsko in avtomatsko stereolo§ko metodo. Za-
nesljivost roéne metode je bila 0,94, polavtomat-
ske 0,91 in avtomatske 0,67. Glede na ro€no me-
todo je bila veljavnost polavtomatske 0,85, av-
tomatske pa 0,99. Najvecjo natanénost je ime-
la roéna metoda, vendar brez statisti¢no znacil-
nih razlik. Po gospodarnosti, ki je prikazana z in-
deksom ekonomicnosti, niso nasli razlik med
vsemi tremi metodami. Za histoloSko analizo
kostnine je ro€na metoda $e vedno najprimer-
nejsa.
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Abstract. The histomorphometric analysis repre-
sents invasive diagnostic method for osteoporo-
sis and other metabolic bone diseases. The ma-
nual, semiautomatic and automatic histomorpho-
metric method were compared by analysing the
undecalcified bone samples. Validity of the maual
method was 0.94, validity of the semiautomatic
method was 0.91, validity of the automatic met-
hod was 0.67. Reliability of the semiautomatic
method according to manual method as refferen-
ce was 0.85, of the automatic method 0.99. The
best result of accuracy was found in manual met-
hod, but was not statistically significant. In effi-
ciency there were no statistically significant diffe-
rences. The manual method proved with results
of validity, reliability, accuracy and efficiency seems
to be the superior to semiautomatic and automa-
tic histomorphometric method for bone samples.

Uvod

Osteoporoza je bolezen, ki jo oznacdujeta majhna kostna masa in mikroarhitekturne spre-
membe kostnega tkiva, kar vodi v vecjo krhkost kosti in posledi¢no vecjo verjetnost za
zlom kosti (7). Je najpogostejSa presnovna bolezen kosti (2). Delimo jo na primarno (ju-
venilno, idiopati¢no in involutivno) ter sekundarno, ki nastane kot posledica drugih bo-
lezni ali delovanja toksi¢nih snovi na kost (ob endokrinih boleznih, boleznih prebavil, bo-
leznih veziva, boleznih hematopoeti¢nega sistema, zdravljenju s kortikosteroidi itd.). Po-
memben vzrok sekundarne osteoporoze v travmatologiji je dolgotrajna imobilizacija.

Od vseh oblik je najpogostejSa involutivha osteoporoza. Priblizno 10 let po menopavzi
se pojavi tip | involutivne osteoporoze ali pomenopavzalna osteoporoza. 85 % bolnikov
s tem tipom osteoporoze je zenskega spola. Za ta tip osteoporoze so znacilni zlomi vre-
tenc in distalnega dela kozeljnice na tipicnem mestu (Collesova fraktura). Histolosko je
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znadilna prizadetost spongiozne kosti, ki jo pripisujemo pomanjkanju estrogenov. Pri sta-
rejSih ljudeh se pojavi tip Il involutivne osteoporoze ali senilna osteoporoza. Enako po-
gosto prizadene moske in Zenske. Za ta tip osteoporoze je tipien zlom kosti v kolku
po 70. letu starosti. Histolosko je znacilna involucija obeh komponent kostnega tkiva,
stanjSana in porozna kortikalis in razred¢ene in stanjSane trabekule v spongiozi. Za njen
nastanek sta pomembna dva mehanizma: manjSa tvorba nove kosti in sekundarni
hiperparatiroidizem (kot posledica slabSega privzema kalcija iz ¢revesja, slabse-
ga delovanja ledvic z moteno hidroksilacijo 25-hidroksi-vitamina D v 1, 25-dihidroksi-
vitamin D).

Osteoporozo uspesneje prepre¢imo, kot pa zdravimo ze razvito bolezen. Zdravila za ohra-
njanje kostne mase delujejo kot pospesevalci tvorbe (rastni hormon, parathormon, na-
trijev fluorid) ali zaviralci razgradnje kostnine (kalcij, vitamin D, estrogeni, kalcitonin, bis-
fosfonati, anabolni steroidi) (5).

Osteoporozo dokazujemo na neinvaziven in invaziven nacin. Z laboratorijskimi preiska-
vami lahko zasledujemo tvorbo in razgradnjo kosti pri kostnih boleznih, kjer se oba pro-
cesa odvijata zelo izrazito. Pri osteoporozi potekata procesa pocasi in so biokemicni po-
kazatelji praviloma v mejah normale. Tvorbo kosti sicer zasledujemo z dolo¢anjem ce-
lotne serumske alkalne fosfataze, specifine kostne alkalne fosfataze in osteokalcina.
Razgradnjo kosti zasledujemo z dolo¢anjem hidroksiprolina v urinu (spro$c¢a se pri raz-
gradnji kolagena), kalcija v urinu itd.

Z zarki razli¢nih virov lahko kost presvetlimo in ocenjujemo ali merimo oslabitev zarka.
NajpreprostejSa je analiza nativnih rentgenogramov, vendar je zanesljiva rentgenska diag-
nostika osteoporoze mozna $ele, ko je kostna masa zmanjSana za 30 % (6). Najprimer-
nejsi so stranski posnetki prsno-ledvene hrbtenice (6). Na njih lahko racunamo tudi hrb-
teni¢ni indeks (indeks bikonkavnosti vretenca) in indeks hrbteni¢nih zlomov (6). Neko¢
so iz ohranjenosti kompresijskih in tenzijskih trabekul na anteroposteriornem rentgeno-
gramu proksimalnega dela stegnenice merili Singhov indeks (7). Oba sistema trabekul,
ki imata primarne in sekundarne trabekule, omejujeta Wardov trikotnik. To podro¢je ima
sorazmerno malo spongioze. Primarne kompresijske trabekule sestavljajo medialno stra-
nico trikotnika, ki poteka od malega trohantra proti glavi stegnenice. Primarne tenzijske
trabekule potekajo polkrozno od glave ob zgornjem robu vratu proti zunanjemu kortek-
su stegnenice pod velikim trohantrom. Sekundarne kompresijske trabekule potekajo od
malega trohantra v lateralno-superiorni smeri proti velikemu trohantru in tvorijo tretjo strani-
co trikotnika. Med razvojem osteoporoze izginevajo trabekule po predvidljivem vzorcu.
Najdlje ostanejo ohranjene primarne kompresijske trabekule. Dolo¢anje Singhovega indek-
sa je zelo subjektivno (8). Na drugi metakarpalni kosti so ocenjevali spremembo kostne
mase z mikroradioskopijo. S koli¢inskimi metodami, radiogrametrijo in radiodenzitome-
trijo, so bili rezultati bolj verodostojni (6). Danes imamo s koli¢insko racunalnisko tomo-
grafijo moznost natan¢no izmeriti kostno maso vretenca. Zaradi visoke doze sevanja in
slabsSe ponovljivosti je metoda primerna predvsem za raziskovalne namene (6, 9).

Z enojno fotonsko absorpciometrijo izmerimo oslabitev Zarkov gama pri prehodu sko-
zi kost. Razli¢na debelina mehkih tkiv moti pri meritvi, tako da je metoda primerna za
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merjenje dlancnic, pogacice in petnice, za kolk in hrbtenico pa ne. Motniji, ki jo povzro-
¢a razliéna debelina mehkih kosti, so se izoginili tako, da so za merjenje uporabili se-
vanje z dvema razliénima energijama — dvojna fotonska absorpciometrija. Leta 1986 pa
so namesto izotopa kot vir sevanja zaceli uporabljati rentgensko cev, ki seva fotone dveh
energij. Prednosti te kvantitativne digitalne radiografije (QDR) so naslednje: ni potreb-
no obnavljati vira sevanja, doza sevanja je Se manjSa, pregled je kraj$i in cenejsi (10).
S QDR je meja za dolocCitev osteoporoze postavljena arbitrarno — dve in pol standard-
ni deviaciji pod povprecjem glede na starost in spol preiskovanca. Zaradi vse vecje po-
novljivosti, natan¢nosti, pa tudi cene in zanemarljive doze sevanja, je QDR primerna tu-
di za masovno preventivno presejevanje (12-19).

Aparati, ki za merjenje mase petnice in pogacice uporabljajo ultrazvok, so imeli do se-
daj slabo ponovljivost. Moti razlicna debelina mehkih tkiv okoli kosti, pa tudi kosti so ne-
pravilnih geometrijskih oblik. Razvoj te tehnologije je zazeljen zaradi neinvazivnosti ul-
trazvoka (11).

Z invazivno metodo pregledamo vzorce kostnega tkiva. S stereolo$ko analizo vzorca kost-
nega tkiva, ki ni bilo dekalcinirano, koli¢insko in kakovostno ocenimo kostno maso, spre-
menljivke tvorbe in razgradnje kostnine, s spontano fluorescirajoc¢im tetraciklinom pa lah-
ko opazujemo tudi dinamiko pregrajevanja. Vzorce za invazivno diagnostiko jemljemo
rutinsko iz ¢revnice, ki je lahko dostopna igelni biopsiji. Osnovna pomanjkljivost meto-
de je enaka kot pri razliénih absorpciometrijah: osteoporoza se pojavlja razli¢no po raz-
nih delih skeleta (20, 21). Seveda pa je histoloSka analiza najpomembnejsa za diagno-
stiko presnovnih bolezni kosti.

Nasa raziskava

Zanimalo nas je, ali vecja avtomatizacija stereoloske analize kostnine vpliva na kakovost
rezultatov. Zato smo primerjali merske znacilnosti povsem ro¢ne, polavtomatske in po-
vsem avtomatske stereolosSke analize kostnine. Ro¢na metoda nam je sluzila kot refe-
renc¢na.

Metode

Analizirali smo histolo$ke preparate kostnine, ki ni bila dekalcinirana, na ro¢ni, polavto-
matski in avtomatski nacin. Uporabili smo preparate kostnine 29 preiskovancev z zlo-
mom osteoporoti¢no spremenjenega proksimalnega dela stegnenice. Velikost vzorca
smo preverili (22). Niso nas zanimale absolutne vrednosti stereoloSke analize, temve¢
primerjava rezultatov pri istih preparatih, dobljenih z vsako od treh metod.

Vzorce kostnine smo jemali med osteosintezo pri bolnikih, starih med 65 in 80let, pri
katerih je zaradi osteoporoze priSlo do zloma proksimalnega dela stegnenice. Z mesta,
kjer se izdolbe vrat stegnenice za vstavitev osteosintetskega materiala, smo med ope-
racijo jemali kortikospongiozne koli¢ke kostnine z votlim svedrom premera 3,5 mm. Ste-
reoloske znacilnosti spongioze pri razli¢nih tipih zlomov proksimalne stegnenice ne so-
dijo v obravnavo pri¢ujo¢ega porocila.
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Kortikospongiozne koli¢ke smo takoj shranili v 70 % hladnem alkoholu. Na Institutu za pa-
tologijo Medicinske fakultete v Ljubljani so naredili preparate kosti, ki ni bila dekalcinira-
na. Najprej je bila narejena dehidracija s 96 % in 100 % alkoholom, nato razmastitev s ksi-
lenom. Sledilo je prepajanje z metilmetakrilatno smolo in polimerizacija pri 37 °C. Tri do
Stiri mikrometre debele rezine so dobili z rezanjem na Reichert-Jungovem mikrotomu
za trda tkiva. Preparati so bili barvani na tri nacine: trikromno po Goldnerju, Movattu in von
Kossi. Pri prvem nacinu se kostnina barva zeleno, pri drugem rumeno, pri tretjem, sre-
brenju, pa ¢rno. Osteoid je pri vseh treh barvanjih rde¢. Za analizo smo uporabili zele-
no-rdecCe preparate, barvane po Goldnerju, ker so bili kontrasti najizrazitejSi (23).

Stereoloska analiza

Rocéna metoda

Z ro¢no stereolosko analizo smo merili prostorninsko gostoto kostnine v trabekulah (V,,,),
povrsinsko gostoto kostnine v trabekulah (S,,) in koli¢nik povrsinske ter prostorninske
gostote — specificno povrsinsko gostoto kostnine v trabekulah (S,,/V,,). Osteoid smo
merili prav tako s prostorninsko gostoto (V,,), povrsinsko gostoto (S,,) in specificno
povrsinsko gostoto (S, /V,,,). Standardni Crini testni sistem s 77 toCkami je bil glede
na velikost merjenih objektov najprimernejsi. Z ulomkom med prostorninsko gostoto os-
teoida in vsoto volumske gostote osteoida ter kostnine v trabekulah smo izracunali de-
lez osteoida v trabekulah (V,, /(V\, + V.J))-

Vos'

Polavtomatska metoda

Na polavtomatskem racunalniskem merskem sistemu IBAS smo merili V,,, S, S,,/V,.
Vios' Svost Sves! Vios IN Vies (Vi + Vies)- Meritve se izvedejo tako, da s svetlobnim pisalom
na ra¢unalniSkem ekranu obkrozZimo robove lika, katerega obseg ali dolzino merimo.

Avtomatska metoda

Z avtomatskim merskim sistemom merimo plos¢ino lika ustrezne barve. Valovno dolzi-
no te barve ra¢unalniku natan¢no definiramo. Ker se mozgovni prostor barva podobno
kot osteoid, in ker je v nasih vzorcih osteoid prisoten v zelo majhnih koli¢inah, ga z av-
tomatsko metodo nismo mogli meriti. Z njo smo uspeli meriti le trabekule (V,,, S, S,,/V\,)-

Merske znacilnosti stereoloskih metod

Rezultate meritev V,,, S, S,,/V\, , izmerjenih na tri nacine, smo med seboj primerjali
po merskih znacilnostih: veljavnosti, zanesljivosti, natan¢nosti in gospodarnosti (24, 25).

Veljavnost nam pove, ali so rezultati, dobljeni z metodo, v dovolj visoki korelaciji z rezul-
tati standardne metode. Da je metoda veljavna, mora biti korelacijski koeficient vecji od 0,9.

Zanesljivost (ponovljivost) nam pove, v kolikSni meri se rezultati metode pri ponovnih merje-
njih istega objekta skladajo. Ce je metoda zanesljiva, mora biti indeks korelacije ¢im blizje 1.

Natanénost nam pove, kako majhne razlike preucevane spremenljivke lahko s testom
Se razlikujemo pri dolo¢eni povecavi, velikosti vzorca in intervalu zaupanja. Ra¢unamo
jo kot inverzno vrednost relativne standardne napake (RSE), ki jo dobimo tako, da stan-
dardno napako delimo z aritmeti¢no sredino. RSE naj bi bila manj$a od 5 %.
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Gospodarnost nam pove, kak$no natan¢nost dosezemo z metodo v doloéenem ¢asu.
Z ve€anjem natan¢nosti posameznih meritev pridemo v obmocje, ko postanejo stroski
in ¢as raziskave neracionalno veliki. Zato sta Kalisnik in Pajerjeva definirala indeks eko-
nomic¢nosti (IE). Predstavlja ga obratna vrednost zmnozka RSE in kvadratnega korena
¢asa, potrebnega za izvedbo meritve. Z |E lahko primerjamo gospodarnost razli¢nih me-
tod na istem objektu in pri isti velikosti vzorca (24).

Izsledki
Zanesljivost

Najvecjo zanesljivost (tabela 1) smo izra¢unali pri ro¢ni metodi. Ugoden rezultat ima tu-
di polavtomatska metoda. Avtomatsko metodo ocenjujemo kot slabo ponovljivo.

Tabela 1. Zanesljivost (ponovljivost).

Metoda Pearsonov korelacijski koeficient
Roéna 0,94
Polavtomatska 0,91
Avtomatska 0,67
Veljavnost

V primerjavi z roéno metodo se je avtomatska metoda izkazala za veljavnej$o kot polav-
tomatska (tabela 2).

Tabela 2. Veljavnost.

Metoda Pearsonov korelacijski koeficient
Polavtomatska 0,851

Avtomatska 0,998
Natancnost

Vrednosti RSE so pri ro¢ni metodi najnizje, vendar so vse vecje od 5 % (tabela 3).

Tabela 3. Natancnost. RSE — relativna standardna napaka.

Metoda Inverzna vrednost RSE
Rocna 0,08
Polavtomatska 0,11
Avtomatska 0,12
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Gospodarnost

Ker so vrednosti RSE najvecje pri avtomatski metodi, se indeks ekonomi¢nosti kljub kraj-
§im ¢asom, porabljenim za meritve, bistveno ne razlikuje od indeksa ekonomicnosti ro¢-
ne in polavtomatske metode (tabela 4).

Tabela 4. Gospodarnost.

Metoda Indeks ekonomicnosti
Rocna 0,85
Polavtomatska 0,67

Avtomatska 0,87
Razpravljanje

Histomorfometri¢na analiza vzorcev kosti, ki ni bila dekalcinirana, je edina metoda za
neposreden Studij normalnega in patoloSko spremenjenega kostnega tkiva. Po eni stra-
ni omogoca koli¢insko analizo morfoloskih in presnovnih sprememb na bolni kosti, tvor-
be in razgradnje, po drugi strani pa omogoc¢a natan¢no spremljanje uspehov zdravlje-
nja. Vzporedno z razvojem metode, ki se je postopno avtomatizirala, se je vecalo tudi
poznavanije tkivnih struktur in njihove presnove (26, 27).

Za Studij stati¢nih in dinami¢nih parametrov kostne presnove je bilo treba razviti tehniko
izdelave preparatov kosti, ki ni bila dekalcinirana. Ro¢no Stetje tock in intersekcij na stereo-
loskih testnih sistemih je mozno nadomestiti z radunalnikom. Tako pri polavtomatski me-
todi s svetlobnim pisalom na ra¢unalniSkem zaslonu obkrozamo like, katerih obsege in
ploS¢ine racunalnik izracuna, pri avtomatski metodi pa racunalnik sam izrac¢una plos¢i-
no likov, katerih barvo smo mu dolodili. Pri obeh metodah stroj odlo¢a namesto ¢loveka
in Steje tudi tisto, kar bi oko pri ro¢ni metodi spoznalo kot artefakt, ki se je pobarval po-
dobno kot faza, ki jo merimo, kot del trabekule, ki sega v vidno polje iz sosednjega ipd.
Pri polavtomatski metodi so vzroki napak nenatancni gibi roke s svetlobnim pisalom, zla-
sti pri majhni povecavi ali pri majhnih strukturah v vidnem polju. Slabo obarvan prepa-
rat pri avtomatski metodi lahko povzrodi lazno velike rezultate zaradi podobnih barvnih od-
tenkov posameznih faz, ali pa dele, odlomljene s trabekul, uposteva pri izra¢unu in do-
bimo lazno majhno povprecje.

Za ra¢unanije strukturnih znacilnosti trabekul sta najprimernejsi ro¢na in avtomatska me-
toda. To smo z visoko korelacijo veljavnosti 0,99 potrdili tudi v nasi analizi. Korelacija
med roc¢no in polavtomatsko analizo v nasi analizi (veljavnost 0,85) odraza nenatanc-
nost preiskovalCeve roke, ko s svetlobnim pisalom obkroza merjeno strukturo. Tudi dru-
gi avtorji je ne priporo¢ajo (28). Za analizo stati¢nih presnovnih karakteristik merimo os-
teoid in Stejemo celice. Te strukture se zaradi majhnosti in podobnosti barvanja ne da-
jo meriti z avtomatsko metodo. Dolzine sti¢nih ¢rt se najlazje merijo s pomogjo svetlob-
nega pisala. Za merjenje majhnih povrsin osteoida je ro¢na metoda $e vedno najbolj
natanéna, ¢eprav pocasnejsa.

218



KOMADINA R: MERSKE ZNACILNOSTI STEREOLOSKIH METOD ZA DIAGNOSTICIRANJE OSTEOPOROZE

Ugotovili smo dobro zanesljivost (ponovljivost) ro¢ne in polavtomatske metode. Nizek
rezultat ponovljivosti pri avtomatski metodi pripisujemo neenakomernemu barvanju pre-
paratov, ki so se med seboj razlikovali po intenzivnosti barv in nehomogenih poljih.

Sklep

Ro¢na metoda ima po nasih izraCunih najvecjo natanénost. Ob upostevanju ¢asa, po-
trebnega za meritve, je tudi najbolj gospodarna. Ob uporabi avtomatske obdelave re-
zultatov ni zamudnejSa od polavtomatske in avtomatske metode merjenja, je natané-
nejSa in najbolj ponovljiva. Zavedamo se, da je na nase rezultate lahko vplivala velikost
vzorca, vendar so skladni z rezultati drugih avtorjev (23, 29).
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