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Einleitung. 
D a s  G e b i e t  d e r  P h o s p h a t a s e n  n i m m t  e i l l en  d e r  a u s g e d e h n t e s t e n  Be -  

r e i e h e  d e r  h e u t i g e n  E n z y m l e h r e  e in .  D ie  B e d e u t u n g  d i e se r  F e r m e n t -  

g r u p p e  e n t s p r i e h t  d e r j e n i g e n  des  P h o s p h a t i o n s ,  we l ches  be i  d e n  ve r -  

schiedensten Stoffwechselvorg/ingen aktiv is t .  

D i e  B e t e i l i g u n g  d e r  P h o s p h a t a s e n  a n  d e r  K n o c h e n b i l d u n g  i s t  e r s t -  

m M i g  d u r c h  die  A r b e i t e n  y o n  l%oBIso~ (1922) b e k a n n t  g e w o r d e n ,  u n d  

w e n n  a u c h  f ibe r  d ie  A r t  d i e se r  B e t e i l i g u n g  be i  d e r  Ossi f ikat . ion n e u e  

* Siehe den Zusatz iiber die saure Phospha~ase a.uf S. 51. 
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Auffassungen entwiekelt wurden, so blieb doeh das Fermentsystem der 
Phosphatasen bis heute das einzige, dem man die wesentliehe Funktion 
im knoehenbildenden Prozeft zuerkennt*. 

1939 wurden yon G6~5~129 und TAKAMATSU 9~ histoehemische Me- 
thoden ausgearbeitet, die es ermSgliehten, Phosphatase in Weichgewebe- 
sehnitten mikroskopisch nachzuweisen, und in letzter Zeit haben ver -  
schiedene Forscher diese Technik auch dem Phosphatasenaehweis im 
Knochen angepaBt i~, 57-60, 36, 65 

Angesiehts des Ausmal3es und der Genauigkeit der biochemischen 
Forschung kSnnte man sieh fragen, ob die Ergebnisse der Histochemie 
tatss noch zu einem tieferen Versti~ndnis der biologischen Rolle 
der Fermente beitragen, oder ob hier nicht nur unproduktiver Luxus 
rein morphologischer Liebhaberarbeit getrieben wird. Die UnvoU- 
kommenheit der I-Iistoehemie, deren Methoden sowoh] dureh das In- 
direkte des Vorgehens als auch dureh zahllose hineinspielende Neben- 
umstgnde eine ganze lgeihe von Fehlerquellen bedingen, verlangt grSgte 
Zuriiekhaltung bei der Interpretation des mikroskopisehen Bildes. 
Jedoeh ist die MSgliehkeit, die Fermente in ihren urspriingliehen topo- 
graphischen Beziehungen in Zelle und Gewebe zu fixieren (Anwesenheit 
in den Zellkernen; Lagerung im VergMeh zum Glykogen, zum Calcium; 
Vorkommen in den Nekrosen; Ver~tnderungen entspreehend den funk- 
tionellen Phasen des Gewebes usw.) yon so weittragender Bedeutung Ifir 
die Erkenntnis der Gewebsbiologie, dab die der Nethode anhaftenden 
Naehteile doeh reiehlieh aufgewogen werden. 

Mit dieser ~dberzeugung haben wit die Histologie des Knoehens dies- 
mal unter Berfieksiehtignng des Verhaltens der Phosphatase untersueht, 
und wir stellten uns zur Aufgabe, die Beteiligung dieses Fermentes an 
normalen und einzelnen pathologisehen Knochenprozessen zu bestimmen 
wie bei der metaplastisehen Knochenbildung, bei Apposition und Re- 
sorption nnd bei der ,,Onkose", dem Bilde der osteoeyt~ren Nekrobiose. 
Da sieh alle diese Prozesse zu gleieher Zeit im gleichen Knoehen ab- 
spielen, ist ihre lokale Analyse viel mehr Saehe der I-Iistoehemie als der 
bioehemisehen Dosierung. Wit werden sehen, dab mit solehen Unter- 
suehungsmethoden das Fermentvorkommen nieht nur quantitativ erfagt 
wird, sondern dab aueh fiber das Wesen eines Lokalprozesses AufsehluB 
gewonnen werden kann, Differenzierungen, die dem Bioehemiker ent- 
gehen, wie z.B. die Beteiligung der Mkalisehen Phosphatase am Knoehen- 
abbau, oder das Auftreten des Fermentes wihrend der Nekrobiose des 
Knoehengewebes (Onkose). 

* CARTIE~ und POLONOVSK115a haben kiirzlieh pro~eolytische Fermente im 
Knoehengewebe nachgewiesen. Im Pathologischen Institut der Universitit Genf 
sind zur Zei~ Untersuehungen fiber die Rolle soleher Fermente bei der Osteogenese 
im Gange. 
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I m  folgenden geben wir zun~ehst  einige Vorbemerkungen  fiber die 

Phospha tasen  (S. 3), d a n n  besehreiben wir die yon  uns  angewand~e 
histoehemisehe Teehnik  (S. 8) u n d  bespreehen anschliel3end unsere 
eigentl iehen Un te r suehungen  (S. 15). 

I. Die Phosphatasen. 
Physiologische Chemie. His~ochemie. 

tIistorik. 
Zu Beginn dieses Jahrhunderts entdeckten die drei js`panischen Forscher 

Svzuxi, JOSm:~VRA nnd TAKAISH191 im t~eis ein Ferment, das yon hexa-phosphor- 
ss`urem Inosit Phosphorsaure abspMtet. 1908 wurden Phosphs`tasen zum ersten 
Male in tierischen Geweben naehgewiesen, und 1912 beschrieben GnossEa und 
HUSL]SR sT solche Fermente im Ps`nkres`s, in den Nieren, in der Milz und im Knochen. 
Zehn Jahre sparer braehte Ro~Isor ds`s Vorhandensein der Knoehenphosphs`tase 
mit dem Vorgs`ng der 08si/ikation in Beziehung: Seine Entdeekungen haben eine 
gs`nze Reihe yon Arbeiten ins Leben gerufen, die in ihrer Gesamtheit heute das 
bestbekannte Ks`pitei der Ossifiks`tionsbiochemie ds`rstellen. Mit den Untersn- 
chungen fiber die Plasmaphosphatase ist besonders der Name yon KAY verbunden; 
mit Hilfe der yon ihm ausgearbei~eten Dosierungsmethode (1929) hat er die Aus- 
wirkung gewisser Knoehenerkrs`nkungen 8`uf den Fermentblutspiegel ns`chgewiesen, 
wie z. B. bei der Ostitis fibross` v. RECS:LI~Gm~VSn~ und bei Rhachitis, Os~eoma]acie 
und Knoehencarcinose (1930). 

Bis vor etwa 10 Jahren ist das Studium dieser Fermente im Gebiet rein che- 
mischer Bestimmungen geblieben, denn erst 1939 beschrieben G6M6~I ~a und, 
unabh~ngig yon ihm, TAXAMATSU 9s die erste histochemische Methode, die es gestattete, 
die Phosphatase in Schnittpr~paraten mikroskopisch siehtbs`r zu maehen. Dieses 
Verfs`hren fs`nd wei~e Verbreitnng, nnd yon den vielfs`ehen interesss`nten An- 
wendungsmSglichkeiten nennen wir bier nur die zs`hlreiehen Modifikationen zum 
Studium des ICnochengewebes. 

I-Ieutzutage hs`t die Untersuchung auf Phosphatasen sogar in die Bakteriologie 
Eingang gefunden (Bakterien 4, Virus97). Mit Ausnahme des Knochens nnd des 
Muskels entsprieht jedoch die Mehrzahl der beschriebenen Phosphataseorte keines- 
wegs immer einer bekannten und gens`u umschriebenen Fermenffunktion. 

Pra/ctisch hat die Bestimmung der Phosphs`tase bei ms`nchen Skeleterkrs`n- 
kungen (MkMische Hyperphosphats`s~tmie) Bedeutung gewonnen. Eine MkMische 
Hyperphosphatasgmie finder sich 8`ueh bei Sts`uungsikterus, und Ver~tnderungen 
im histochemischen Phosphatasebild werden zur Diagnose yon Leberbiopsien 
herangezogen 17. Beim Prostatacs`rcinom finder sich eine saure Hyperphosphatas- 
gmie, die bei Behandlung mit 6strogenen Hormonen wiederum 8`bnimmt. 

Auf dem Gebiet der Knochenpathologie finder die Phosphataseforschung noch 
�9 ein reiches Arbeitsgebiet. Der niedrige FermentgehMt der Xnochen bei Osteo- 
genesis imperfeeta (Lo~sTm~) ist noch immer nieht erklitrt. K/irzlich ist yon 
J. C. RAT~SUN nnter dem Ns`men ,,Hypophosphatasia" ein neuer pathologiseher 
Zusts`nd beschrieben worden. Der einzige bisher bekannte FM1 betrifft ein Kind 
yon 9 Wochen mit Skeletdeformationen ns`ch Art der Rhachitis, 8`ber mit einem 
Serumphosphs`tasewert yon beinahe Null. 

Wir verweisen bier auf die ausgezeiehnete Monographie yon J. RocsE und 
N. VAN T~oAI s~, die MIe neueren Ergebnisse auf dem Gebie~ der MkMischen Phos- 
phs`~asen zusammenfM]t. 

Virchows Archly. ]Bd. 321. 18, 
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Biochemische EigenschaRen der Phosphatasen.  

Mit dem Ausdruck Phosphatase im weitesten Sinne bezeichnen wir jedes Fer- 
ment, das die F~higkeit besitzt, die hydrolytische Spaltung eines Phosphors~ure- 
esters zu katalysieren. 

FOLLEu und KAY 27 leiten yon der Art des gespaltenen Substrates 6 Phosphatase- 
gruppen ab: Phosphomonoesterasen, Phosphodiesterasen, Pyrophosphatasen, Meta- 
phosphatasen, Phosphoamidasen und eine die Lezithinase, Phytase, Adenylpyro- 
phosphatase und Hexosephosphatase umfassende Fermentgruppe. 

Im allgemeinen Gebrauch werden unter ,,Phosphatasen" gew6hn]ieh die Phos- 
phomonoesterasen verstandenSl; zu diesen gehSrt auch die sog. ,,alkalische" Phos- 
phatase, die sich in tierischen Geweben in so auBerordentlich welter Verbreitung 
finder. Sie katalysiert die folgende Reaktion: 

R - -  0 - -  t I~POa d- t t 2 0  ~ 1% - -  O H  -l- t I a P 0 4  

bei der R - -  OH den Alkohol- oder Phenolkomplex darstellt. 

Eine der eharakteristisehen Grundeigensehaften der Phosphatasen ist die Iso. 
dgnamie: Das gleiche Substrat kann yon versehiedenen Enzymvarianten gespalten 
werden, die sieh dureh das jeweils spezifisehe pa-Optimum und den Aktivator von- 
einander unterseheiden. In dieser Versehiedenheit ihres Wirkungsmilieus liegg 
auch der Untersehied zwisehen den ,,sauren" und ,,alkalisehen" Phosphatasen. Die 
letzteren sind in einem pa-Bereieh zwisehen 8,5 und 10 wirksam is und 
werden unterhalb PH 5 inaktiv. Die saure Gruppe besitzt ihre Aktivitgt zwisehen 
PR 3 und P,t 6 und ist oberhalb Pa 8 inaktiv. Der optimale Wirkungsbereieh ffir 
jede der sauren Phosphatasen ist im allgemeinen enger begrenzt als bei den im 
alkalisehen Milieu wh'ksamen Fermenten. 

Untersuehungen fiber die Aktivatoren liaben ergeben *, dab die gleiehe Substanz, 
je naeh dem Grade der Xonzentration, aktivierend oder hemmend wirken kann. 
]~RDTMAN Z. ]~. entdeekte den aktivierenden Effekt des Magnesiums ffir die 
alkalische Phosphatase, und JENNER und KAY zeigten, dab die optimale Kon- 
zentration ffir das Mg zwischen 0,02 und 0,005 M liegt. Wird diese Konzentration 
iibersehritten, so wird die Fermentaktivit~t wieder gehemmt. CLOETE~SlS, ~9 
unterseheidet 2 Klassen allcalischer Phosphatasen: Eine  Phosphatase l, die bei 
Fehlen yon Magnesium keine Aktivit~t zeigt; durch geeignete Konzentrationen wird 
sie stark aktiviert und lgBt sich dann nicht mehr yon Cyanverbindungen hemmen. 
Die Phosphatase I I  verh~lt sieh umgekehrt: Sie ist ohne Mg aktiv, von dem sie 
nut wenig beeinfluBt wird, dagegen erfghrt sie eine starke Hemmung durch Cyanate. 
Andere zweiwertige Xatione (Co, Mn, Zn) aktivieren ebenfalls die alkalische Phos- 
phatase, wghrend die Wirkung auf sanre Phosphatase nnr sehr gering oder null ist. 

Von organischen Substanzen ist z. B. das oxydierte Glutathion als Aktivator 
wirksam, wghrend es im reduzierten Zustand hemmt st. Auch einige Aminos~uren 
aktivieren, z. B. das Glyein in Konzentrationen unter 0,006 M. Auch andere Fer- 
mente vermSgen als Aktivatoren aufzutreten: Trypsin stabilisiert die alkalisehe 
Phosphatase und besehleunigt deren Aktion; Urease, Amylase, Pankreaslipase 
aktivieren ebenfalls sl die Phosphatase. 

Die saure Gruppe der Phosphatasen erfahrt dureh Flnorverbindungen eine 
Hemmung % wahrend die alkalisclien Phospliatasen yon Fluor nur unter besonderen 
Bedingungen gehemmt werden. Ebenso wirken Phlorizin und die Phosphorylasen 
auf saure Phosphatasen hemmend. 

Es ist interessant, dal~ gewisse Elemente, die auch Osteopathien zu erzeugen 
vermSgen, wie z. B. das Fluor ~s und Selen ~a, zugleich Hemmnngsstoffe: Fluor ffir 

* Vgl. die Arbeit van & Roche und N. VAN THOAL 
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die sanre, Selen ffir die alkalische Phosphatase sind. Die Beziehungen, die zwischen 
diesen Vorgiingen bestehen, sind noeh nicht aufgeklart. 

Die Untersuchung der Wirksamkeit von Aktivatoren hat weiterhin ergeben, 
dab die bus den verschiedenen 0rganen isoliertcn Phosphatasen nieht identiseh sind. 
Diese Tatsache ist auch yon ROCHE bestiitigt worden dureh die Untersuchung des 
K M (Affinittttskonstante fiir ein bestimmtes Substrat). 

hnmerhin handelt es sich bei diesen Untersehieden um haupts~chlich quanti- 
tative Untersehiede zwisehen den Phosphatasen der einzelnen Organe'; die all- 
gemeinen Fermenteigenschaften sind stets die gleiehen. Die Knochenphosphatase 
z. B. seheint mit derjenigen des Blutserums sowie mit der lk'ucleotidase identiseh 
zu sein 27, unterscheidet sieh dagegen yon der l~ieren- und Leberphosphatase 
durch eine grSllere Emiofindliehkeit gegen p~-Sehwankungen nach der sauren 
Seite ~ und durch das Fehlen der Reaktivierbarkeit naeh erfolgter I-Iemmnng. 

Von gleicher Bedeutung wie die yon den Phosphatasen katalysierte Hydrolyse 
ist deren Fithigkeit, aueh Phosphors~iureester zu synthetisieren. Wir kommen auf 
den Seiten 28 und 38 daraufzuriick. 

Die genaue MolelcuIarstruktur der Phosphatasen ist bisher noeh nieht aufgekl~irt 
da die l~eindarstellung mit grol~en Sch~derigkeiten verbunden ist. Bei der alka- 
lisehen Phosphatase handelt es sich sehr wahrscheinlich um einen hochkomplexen 
spezifisehen EiweiBkSrper, der mit einem Peptid oder einer Aminosaure sowie mit 
einem zweiwertigen Metall (Mg) verbunden ist. Das Metall und das Peptid (oder 
die Aminosaure) sind unspezifisch und kSnnen im Austausch ersetzt vCerden sl. 

Die Rolle der Phosphatasen im 0rganismus.  

Im allgemeinen wird angenommen, dal] die Phosphatasen eine Rolle im Stoff- 
wechset der Kohlenhydrate, der Fette 2, der Nucleoproteide und anderer Eiweil3- 
verbindungen und auch im Calcifikationsprozell * spielen. In der grot~en Mehrzahl 
der F~lle vollzieht sich diese Rolle im Sinne der Katalyse von hydrolytischen Spal- 
tungen. Die synthetische Funktion der Phosphatasen ist in vitro dureh eine ein- 
fache Gleichgewichtsverschiebung leicht nachznweisen (vgl. S. 28 und 38), abet 
diese In-vitro-Existenz wird hypothetisch, wenn wir sie auch auf das lebende 
Gewebe iibertragen, da wir die einzelnen Bedingungen des chemischen Gleich- 
gewiehtes im Gewebe nur sehr unvollkommen kennen. 

MAGGE und REID haben nachgewiesen, dail das Vorkommen der Phosphatase 
im Bereich der Darmschleimhaut mit der Zuc]cerabsorption verknfip{t ist. Reiehlich 
Ferment enth~tlt die zur Zuckerabsorption f~ihige Rectalschleimhaut Ia. Die 
Frage, in weleher Weise die Yhosi0hatase der Nierenhauptsttieke dutch Phosphory- 
lierung die Zuckerriickresorption vermittelt, wh'd noch diskutiert 99, 14. Beim 
Alloxandiabetes scheint die Phosphataseaktivit~t der Hauptstticke im direkten 
Zusammenhang mit der Glykosurie zu stehenSg; hingegen ist beim Phlorizin- 
diabetes der Phosphatasegehalt der 5"iere unveriindert 52. Sehliel~lich ist die Spal- 
Lung des Glykogens, die unter Phosphorylierung und Dephosl0horylierung (,,Phos- 
phorolyse") vor sich geht, auch eine Etappe auf dem Wege zur Verkalkung 3s. 
GLOCK hal in den Knochen yon l~attenfeten, die sich kurz vor der Geburt b~fanden, 
die Ossifikationszentren als Orte der st~irksten Glykogenansammlung gesehen 2s. 
Bei der Untersuehung der Haarentwieklung haben J o ~ s o N  und BEVELAm)ER 4~ 
alas Glykogen in bestimmter rtinmlicher Beziehung zur Phosphatase gefunden, und 
zwar befand sieh das Ferment immcr zwisehen den Gef~l~en und den Glucose- 

* Wir kSnnen bier nur die wesentlichsten Tatsachen erw~hnen. Die Besprechung 
aller Funktionen und Wechselbeziehungen der Phosphatasen (mit den Hormonen, 
dem Vitamin C 14 usw.) wfirde zu weir ftihren. 

Virchows Archiv. Bd. 321. lb 
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depots abgelagert. - -  Die vorzugsweise Ansammlung yon Phosphatase in Zell- 
kernen hat an eine Betefligung beim Eiweifisto]]wechsel denken lassen, um so mehr, 
da die Nucleoprotide phosphory]ierte Nucleins~uren enthalten 14. Im Verlauf 
der Mitose ist sowoht in den Chromosomen selbst als auch in deren unmittelbarer 
Umgebung eine starke Vermehrung der Phosphatase~ktivitat festzustellen, die 
m5glicherweise mit dem Stoffwechsel der Desoxyrinbonucleinsauren zusammen- 
h~ngt 9s, 16. SchlieBlich sei auch erw~hnt, dab die Hyperglobulin~imie bei Morbus 
Besnier-Boeck mit Hyperphosphatas~mie einhergeht. 

Zahlreiche Untersucher haben wiederholt auf die mSg]iche Rolle der Phos- 
phatasen bei der Kollagenbildung hingewiesen. Untersucht man Wunden in der 
Reparationsphase, so finder man, dab das Maximum der Phosphataseaktivit~t rail 
dem Auftreten der Zwischenzellfasern zusammentrifft26, 15, 14, 59 Auch in 
anderen Organen, in denen FasereiweiBe gebildet werden, hat man einen besonderen 
Reichtum an Ferment gefunden, so z. B. in den Haarfollikeln t6 und in den Seiden- 
drfisen der Insekten 15 

1923 lenkte ROBISON die Aufmerksamkeit auf die Beteiligung der 
Phosphatase bei der im Knochen vor sieh gehenden VerlsalIsung. Der 
amerikanische Forscher und seine Mitarbeiter zeigten in einer Reihe yon 
Untersuchungen, da~ sich in vitro die Verkalkung des Faserknorpels so 
gut wie mit Calcium- und Phosphorionen auch mit Calciumionen allein 
und einer veresterten Phosphors~ure erzielen liel3, sofern im letz- 
teren Falle Phosphatase zugegeben wurde. Die Calcifikation fand somit 
zun~chst eine Erkl~rung als chemisches Phiinomen: Sobald das Produk~ 
der LSslichkeiten (Ca ++) X (P04---)  iiberschritten ist, bildet sich direkt 
ein Trica]ciumphosphat. Die heutige Forschung nimmt dariiber hinaus 
eine dem ehemischen Niederschlag vorangehende Ver~nderung der 
EiweiBgrundsubstanz an. Nach Rocg~ und DELTOUR 79 geht die Ver- 
knScherung in 4 Phasen vor sich: 1. Verbinden sich das PO4-Ion und 
das Ca-Ion, jedes fiir sich, mit der Knochengrundsubstanz; 2. entsteht 
dadurch eine Vergnderung in der Matrix, die mit dem Erscheinen yon 
Basophilie sichtbar wird; die PO 4- nnd Ca-Ionen werden wieder in Frei- 
heir gesetzt und verbinden sich 3. zu einem unlSslichen Salz, das sich 
4. durch einen noch nicht naher bestimmten Meehanismus in die Eiwei~- 
grundsubstanz einlagert. 

Da sich w~ihrend der ersten Phase des Verkn6cherungsprozesses - -  
dank der Phosphatase - -  der Phosphor gegeniiber dem Calcium im Uber- 
schn~ befindet, erfolgt eine regelrechte ,,Drainage" yon Ca-Ionen zum 
Knochen hin. 

Der Phosphor stammt dabei yon einem ttexosephosphat, das unter 
der Einwirkung einer Phosphorylase aus Glykogen und einem Phosphat 
lokal gebildet wiirde. Das Glucose-l-phosphat wird in Glucose-6-phos- 
phat nmgewandelt und dann seinerseits yon der Knochenphosphatase 
gespalten 7s, 3s 

Obwohl die Beteiligung der alkalischen Phosphatase an der Knochen- 
bildung eine regelm~il3ige Erscheinung ist, mul~ darauf hingewiesen 
werden, dal3 sie [iir die Ver/~allcung n~cht unerli~]31ich ist: Sie begi~nstigt die 



Die alkalische Phosphatase in der Biologie des Knoehengewebes. 7 

Verkalkung,  i ndem sie die lokale  K o n z e n t r a t i o n  der  Phosphor ionen  
e rhSht  und  somit  die Ca- Ionen  do r th in  dra in ier t .  Die Fixation des 
Calciums ist ]edoch sowohl in vitro als auch in vivo ohne Gegenwart yon 
Phosphatase mOglich ss. 

Nach  G6~6t~I is t  in den Verka lkungshe rden  des ]ebenden Gewebes 
und  ki i rz l ich e inge t re tener  Nekrosen  regelm/il3ig eine grol~e Phospha tase -  
a k t i v i t ~ t  festzustel len,  w~hrend die Verka lkung  der  hya l inen  Subs tanz  
ohne  Fe rmen tbe t e i l i gung  vor  sich zu gehen scheint.  Man kSnnte  
annehmen ,  dab  es sich im le tz te ren  Fa l le  um einen einfachen Nieder-  
schlag des Phospha te s  aus  einer LSsung hande l t  , in der  das LSsl ichkeits-  
p r o d u k t  (Ca) • (P) f iberschr i t ten  ist.  Nach  R o s s  (zit. nach  G5~6Ir 
i s t  es abe t  n ich t  e inmal  nStig,  dab  dieser kr i t i sche  W e r t  er re icht  wird,  
weshalb  m a n  zur  Erk l~rung  dieses Verha l tens  eine besondere  Aff ini t~t  
des Eiweil3substrates  Ifir das  Ca-Ion  angenolnmen  ha t .  

Es gibt also Verkalkung auch ohne Phosphatase, und Phosphatase 
bewirkt nicht iiberall Verkalkung. 

Die Vertei lung der Phosphatasen  in den Geweben. 

Alle embryon~len Gewebe enthalten 1)hosphatasen, unter denen die ,,alka- 
lischen" Gruppen quantitativ vorherrschen. Die weitere Entwicklung bringt mit 
zunehmender Differenzierung Vorzugslokalisationen ffir die PhosphataSe mit sich, 
yon denen ebenfalls zahh'eichere Orte die alkalische Fermentgruppe enthalten und 
zudem durch eine st~rkere Enzymansammlung auffallen, als dies ffir saure Phos- 
phatasen der Fall ist. 

2~ur selten nimmt der Fermentgehalt mit fortschreitendem Alter zu: Als Aus- 
nahmen dieser 1Regel gelten besonders die t)rostata, die beim Erwachsenen wesent- 
]ieh reicher an saurer Phosphatase ist a]s beim Knaben sv, und die 2X~iere, deren 
alkalischer Phosphatasegehalt nach der Geburt noch zunimmt 99. 

Die Fermente kSnnen im Kern, im Cytoplasma oder aul]erhalb der Zel le  
gelagert sein. Am h/~ufigsten finden sie sieh in den Zellkernen. Die Verteilung in 
den Geweben variiert bei den verschiedenen Tiergattungen: Zum Beispie] sind die 
eentroaeinSsen Zellen des Pankreas beim ttunde sehr phosphatasereich, dagegen 
phosphatasenegativ bei der Katze und beim Meerschweinchen (4~, alkalische Phos- 
phatase; vgl. S. 51 be tr. das Knoehengewebe). 2~Tach ]30uI~E st finder sieh beim 
Menschen alkalische Phosphatase weder in der normalen Leber noch im Nerven- 
gewebe; die Bauchspeicheldrfise und die quergestreifte Muskulatur enthalten 
keine saure Phesphatase 3~ Diese Angaben dfirfen jedoeh nieht ohne Vorbehalt 
iibernommen werden, da die histologische Behandlung einen Verlust der Ferment- 
~ktivit~t bewirkt und nieht immer durch entsprechend litngere Inkubationszeiten 
koml0ensiert werden kann 5~. So z. ]3. haben B~LFA~TI und Mitarbeiter geringe 
Mengen saurer Phospbatase im Knochen chemisch bestimmt 5, w/~hrend nach GS- 
M6RI die histochemische ~[ethode regelm/~Big negative Resultate ergibt, selbst bei 
ganz jungen und nicht-entkalkten Knochen 3~ 

Die Anwesenheit alkaliseher Phosphatase in einem Gewebe bedeutet nicht 
immer, dab auch die saure FermentgTuppe darin vorkommt, und umgekehrt 
(z. B. enthiilt l~ervengewebe nur saute Phosphatase 14). 

Untersuehunge n fiber das Verhalten der Aktivatoren in Sehnittpr~paraten 
haben zur Unterscheidung yon Fermentuntergruppen geffihrt, die in den biologischen 
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Klassifikationen sonst kein Aquivalent besitzen. So unterscheiden F~IGI~, WOLF 
und KABAT ~ 3 Typen alkaliseher Phosphatase: Gruppe I spaltet eine grolte 
Zahl yon Phosphorsaureestern und wird dutch Glycin oder Arginin in einer Kon- 
zentration yon YL/4 gehemmt, desgleiehen dureh M/I00 Kaliumeyanat, dureh Hitze 
und durch Triehloressigs~ure. Gruppe II  spaltet im besonderen die Ester der 
Adenosintriphosl0hors~iure und wird dureh Hitze und Triehloressigs~iure gehemmt, 
dagegen von Glyein, Arginin und KCN nur wenig beeinfluBt. GrupFe III, die aus- 
sehlieBlieh in den Zellkernen vorkommt, wird yon allen genannten Substanzen nur 
wenig gehemmt. (Bei unseren eigenen Untersuchungen am Knochen ist dureh 
M/100 KCN stets vollst~ndige Hemmung der Fermentaktivit~t eingetreten.) 

In analoger Weise hat SELIGMA~ auf Grund yon-Hemmung dureh l%ige 
d-Weinsteinsiiure zwei saure Phosphatasetypen identifiziert sL 

In den Geschwi~lsten verhalten sieh die Fermente sehr untersehiediieh: Einige 
Tumoren besitzen die ftir ihr Ursprungsgewebe eharakteristisehe Phosphatase- 
aktivit/it (Fibroadenoma mammae, osLeogenetisehes Sarkom, Ovarialeareinom - -  
saute Phosphatase53), andere verlieren die Fermentaktivit~t (Carcinoma mammae, 
Fibrosarkom des Knochens). Bisweflen kann man feststellen, dab mit der malignen 
Umwandlung eine Verminderung des Geh~ltes an alkaliseher mit Vermehrung der 
sauren Phosphatase einhergeht 32. 

Die Verteilung der Phosphatasen in normalen und pathologiseh ver~nderten 
Geweben ist in einer groBen Zahl yon Arbeiten behandelt worden. Die meist- 
untersuehten Organe sind die Niere o~, der Intestinaltraetus die Genital- 
organe z, % das Nervensystem und die Leber ~, IL 

Unter den kalkhaltigen Geweben zeigt aueh das Zahnorgan eine deutliehe Phos- 
phataseaktivitat, und zwar im Stratum intermedium, d. i. in der den Odontoblasten 
unmittelbar unterliegenden Zahnpulpa. In den sehmelz- und zahnbeinbildenden 
Zellen ist yon manehen Autoren keine Phosphatase gefunden worden ~, 82, wohin- 
gegen andere Autoren 7~, 70 in den Kernen der Ameloblasten und im Cytoplasma der 
Odontoblasten alkalisehe Phosphatase naehweisen konnten. 

Die Lokalisationen der alkalisehen Phosphatase im Knoehengewebe wird auf 
S. 17 beh~ndelt. 

Nachweis der Phosphatase in Gewebsschnitten. 

Der Kunstgriff, der es erlaubt, Fermente in histologischen Schnitten nach- 
zuweisen, lJesteht im allgemeinen darin, dab man sie auf ihre Substrate einwirken 
1/~Bt, z. B. Tyrosinase auf "Tyrosin. Sofern die nnmittelbaren Spaltungsprodukte 
nicht als solehe siehtbar sind, mull man sie dureh weitere Behandlung in Salze iiber- 
ffihren, damit sie im mikroskopischen Bride in Erseheinung treten (z. B. in schwar- 
zes Sulfat). 

Aueh die Phosphatasen werden durch versehiedene Methoden dieser Art naeh- 
gewiesen, und ffir jedes Verfahren gibt es 2 Modifikationen, die jeweils der ,,alka- 
lisehen" bzw. der ,,sauren" Fermentgruppe angepaBt sind. 

Die ~lteste und am meisten gefibte Technik ist die yon G6M6aI. Nach G5~5~I 
werden die Phosphatasen ~veder dureh eine Fixation in Alk0hol oder Aceton, noch 
durch die Paraffineinbettung zerstSrt, vorausgesetzt, dal] die Temperatur im 
W~rmesehrank 56 o C nieht ,fiberschreitet. Es ist also mSglieh, die Phosphatase in 
den Schnitten aktiv zu erbalten. Die Pr/~parate werden dann in eine PufferlSsung 
mit einem dem Wirkungsbereich des izu untersuchenden Fermentes entspreehenden 
PI~ gebracht, in die das zu spaltende Substrat (Glyeerinester) und ein Calcium- 
oder Bleisalz (je nach dem Pn) sowie ein Aktivator zugegeben werden. Die Phos- 
phatase spaltet den Ester, nnd das freigewordene Phosphation verbindet sich mit 
dem Metall (Ca, Pb) und gibt einen ]okalisierten l~iedersehlag. Dieses Metallsalz 
fiberffihrt man in das Sulfid, das dann im Sehnitt sehwarz erseheint. 
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Die Spa l tung  des Phosphors~urees te rs  ergibt  zwei P r o d u k t e :  t i n  
organisches R a d i k a l  (z. B. Glycerin)  und  das  Phospha t ion .  A n s t a t t  die 
Phosphorg ruppe  naehzuweisen,  wie es G6MS~I rut ,  lcann man arch das 
Alkoholradi]cal zum Phosphatasenachweis benutzen, al lerdings auf viel  
kompl iz ie r t e rem Wege.  Die auf  d iesem Pr inz ip  be ruhenden  Verf~hren 
(MENTEN-JUNGE-C~REEN, modif iz ier t  yon  MANtIEIMER-SELIGMAN [alka- 
]ische Phospha ta se ]  und  SELIGMAN [saure Phospha tase ] )  er fordern  sehr  
vim schwierigere ehemische Reak t ionen ,  aber  sie sind aus 2 Gri inden 
in te ress~nt :  1. geben sie die gleichen Bilder,  wie m a n  sie bei  den auf 
das  PO~-Ion zielenden Reak t i onen  erh~lt ,  und  ermSgliehen d a m i t  eine 
gute  Kon t ro l l e  der  Phospha taseo r t e ,  und  2. ve rme ide t  man  die oft  durch  
anderwei t ige  Gewebsaff in i ta ten  s t5rend wi rkenden  Metal l ionen (Ca, 
Pb,  Co). 

F i i r  eine kr i t i sehe Durehs ich t  der  Methoden  verweisen wir a u f  die 
g rundlegenden  Arbe i t en  yon  DA~I~LLI 2~ und  yon  LISO~ 5~. Hier  sei n u t  
da rauf  hingewiesen,  dal~ die Resu l t a t e  fiir die Mkalisehen Phospha t a se n  
sehr gleiehms sind, w~hrend die Ergebnisse  fiir saure Phospha t a sen  
noch n ieh t  befr iedigen.  Das sehein~ da ran  zu liegen, dab  die saure 
Gruppe  viel weniger  v o r k o m m t  und  wahrseheinl ich aueh weniger  
best~ndig ist .  

Wi r  behande ln  hier  im einzelnen den 

Phosphatasenachweis im Knochen. 

Bei Knochenp r i i pa r a t en  li~gt sieh die 0 r ig ina l t eehn ik  yon  GSMSRI 
aus zweierlei  Gr i inden n ieh t  anwenden :  W i r d  n~mlich n ieh t  en tka lk t ,  
so i iberdeck t  das  berei ts  im Knochen  amvesende P h o s p h a t  such  das- 
jenige, welches w/~hrend der  I n k u b a t i o n  abge lager t  wh~d, und  anderer -  
s e i t s  ffihren die gew5hnl iehen En tkMkungsve r f ah ren  (5%ige H N O  a- 
LSsung usw.) zu einer i r revers ib len  Zers tSrung des Fe rmen tes .  

Bovns~13, 14 hat diese Schwierigkeiten dutch einen erfinderischen Kuns~griff 
fiberwunden: Zun~ehst inkubierte er die nicht-entkalkten kleinen Knoehensttiek- 
chen in der GSMS~isehen L6sung und ermitteRe das Ferment in Form yon KobMt- 
sulfid (sehwarz); erst dann entkMkge er mit Triehloressigs/~ure, yon der das Sulfid 
nicht angegriffen wird. 

Diese Methode erm6glicht jedoch nur auf indirekte Weise praktisehe Resultate. 
Da n~mlieh auf diese Weise alle 15slichen Phosphate als schwarzes Salz er- 
scheinen, ist nieht mehr zu bestimmen, wo hier Phosphatase aktiv war und an 
welchen Orten bereits vorher 15sliche Phosphate gelegen batten. Um diese ,,Uber- 
schw/trzung~' zu subtrahieren, mui3 man die Bilder mit Kontrollschnitten ver- 
gleichen, die keine Enzymbehandlung durchgemaeht haben, woraus sich ver- 
schiedene Nachteile ergeben. Aus diesem Grunde hat die Methode keine Ver- 
breitung gefunden. 

G5~6~I hat vorgesehlagen, das Knoehenphosphat zunaehst in Su]fid zu fiber- 
ffihren, dann zu inkubieren und das erhMtene Salz in eine mit Aeridin rot f~rbbare 
Bleiverbindung zu verwandeln. C~nISTOP~E 55 gebraucht ein ~hnliches Verfahren, 
bei dem das PhosphorradikM mit Alizarin gefs wird. Auch diese Methoden 
enthMten 2 Naehteile: Die Schw~rzung 1/~Bt die die Fermentaktivit~t anzeigende 
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rote F~irbung nicht deutlich sichtbar werden, und dureh das auftretende Ammo- 
niumsulfid wird die Phosphatase gehemmt 5s. 

Keine dieser Methoden hat eine praktisehe Bedeutung gewonnen. EinenFort- 
schritt stellte deshalb die 1947 yon LORCtt verSffenthchte Methode dar, dieden 
bioehemisehen Verh~ltnissen weitgehend Reehnung tr/~gt. (Das yon LOgCH 
bearbeitete Entkalkungsverfahren beruht darauf, dal~ die Phosphatasen zunichst 
durch saure LSsungen, die auf Wasserstoffionenkonzentration oberhalb Pn 4,5 ein- 
gestellt sind, reversibel inaktiviert werden is, und diese Inaktivierung wird dureh 
Zink verzSgert. Eine alkalische L6sung bewirkt die Reaktivierung der Fermente.) 
Auf diese-Weise ist es Lonc~ gelungen, die Phosphatase aueh in entkalkten 
Schnitten nachzuweisen57-% 

Eine analoge Methode ist zu gleicher Zeit yon GgE~P-FIscg~g-Mol~sE publiziert 
wordenSt KABAT und FUgT~ hatten bereits 1941 Versuehe in dieser l~ichtung 
unternommen, indem sie Ammoniumeitrat auf fetale Knoehen einwirken heBen 49. 

Im folgenden geben wit die genaue Beschreibung der yon uns angewandten 
Technik zum I~achweis der alkalischen und sauren Phosphatasen: Es handelt sieh 
mit einigen _~nderungen um das Verfahren yon LORcg-G6M6RI. 

A.  Alkallsche Phosphatase. 

1. Fixierung der Stficke in Chloroform-Alkohol und in Aceton bei 4 o C, w~hrend 
15--20 Std; die L5sung wird 1real geweehselt. (Die Originaltechnik verwendet 
80%igen Alkohol. Wir erhielten bessere Resultate bei Benutzung yon Alkohol 
abs. und Chloroform zu gleichen Teilen. Chloroform allein ist ein ausgezeichneter 
Konservator fiir die Phosphataseaktivitit, aber kein Fixiermittel. Die Aceton- 
fixierung client nur zur Kontrolle.) 

2. Auswaschen in destiliiertem Wasser wihrend einiger ~Iinuten. 
3. Entkalkung in Citrinsiure. Die LSsung setzt sich folgendermalien zusam~nen: 

LSsung A: L5sung B: 
Citrins~ture krys~. 21,0 g 11/10 HC1 
n-~aOH 200,0 cm a 
Aqua dest. ad 1000,0 cm a 

Man mischt 70 em 8 der L~isung A mit 30 cm 3 der LSsung B und gibt 0,2 em a 
1%iges Zinksu]fat und einen Tropfen Chloroform hinzu. 

Die Stiicke werden bestindig bin- und herbewegt (eine Vorsichtsmal3nahme, 
die dem Belieben fiberlassen bleibt). Die LSsung wird bei einer Temperatur yon 
10 ~ C gehalten und 2real tiglich gewechselt. Die Dauer der Entkalkung schwankt 
zwischen 8 und 10 Tagen. 

4. Waschen in destilliertem Wasser (das auf Pn 9,4 eingestellt ist) wKhrend 
2 Std, dabei 1 real gewechselt. 

5. t~eaktivierung bei 37~ in der yon Lo~cK angegebenen LSsung: l%iges 
~atrium diaethylbarbituricum (Veronal) mit 0,075% Glykokoll (Pn 9,4). 

6. Waschen in destilliertem Wasser wihrend einiger Minuten. 
7. Schnelle Entwdisserung in der Alkoholreihe: 

Alkohol 95 % 2 Std, 1 mal gewechselt, 
Alkohol abs. 2 Std, 1 mal geweehselt, 
Toluol 30 rain, 1 real gewechselt. 

8. Para//ineinbettung li/~ Std bei 56 o C. 
9. Anfertigung der Schnitten mit dem Mikrotom innerhalb der auf die Ein- 

bettung folgenden 24 Std (3 Wochen nach der Einbettung geschnittenes Material 
zeigte noch keinen Verlust der Phosphataseaktivitit). Schnittdicke 10 #, Auf- 
fangen auf kaltem Wasser, Aufziehen auf Objekttr/s 

10. Trocknen der Sehnitte an der Luft, dann Xylol, Alkohol abs., Kollodium, 
Alkohol 95 %, Alkohol 50%, Wasser. 
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11. InCubation in der GS~6RIschen LSsung: 
2 % Caleiumnitrat 10,0 cm 8 
2 % Magnesiumchlorid 10,0 cm 3 
4 % Natrium-glycerinphosphat 10,0 cm ~ 
1% Natrium-di~thylbarbiturat 70,0 em ~ 

Die Inkubation dauert 6 Std bei 370 C (maximal 24 Std). 
12. 2% Calciumnitrat, 2 rain. 
13. 2% Kobaltnitrat, 5 rain. 
ld. Sorgf~tltiges Auswaschen in destilliertem Wasser. 
15. 2% Ammo~iumsul/id, 2 rain. 
Eine Kontrastfi~rbung is~ nieh~ notwendig. Die Prfiparate, die ftir die gew6hn- 

lichen histologisehen Methoden vorgesehen sind, werden in MtiLLE~sehem Formol 
(1 Teil MtiLnERsche Fliissigkeit: 10 Teile 4% Formol) fixiert, in Salpetersfiure oder 
in Trichloressigs~ure entkalkt, in Paraffin eingesehlossen und mit H/~matoxylin- 
Eosin gefgrbt. Gleichzeitig fertigt man die Kontrollen an (vgl. S. 12). 

B. Saute  Phosphatase. 

1. Fixierung in abs. Aceton bei 0 ~  ~ C w/ihrend 24 Std, 2real gewechselt 
2. Waschen in destilliertem Wasscr w~hrend einigcr Minuten. 
3. Entlcalkung (s. Technik bei alkalischer Phosphatase). 
4. Waschen in destilliertem Wasser wahrend 2 Std, 2mal gewechselt. (Reakti- 

vierung ist nicht r~otwendig, da die Entkalkung im l%-Optimum des Enzyms vor 
sich geht.) 

5. Anfertigung yon Ge#ierschnitten. Die Einbettung nach LIso~r hat bei uns 
keine positiven Resultate gegeben. (Einbettung nach LIso•: Naeh dem Aceton 
direkter Ubergang in Toluol fiir 6 Std, 2real gewechselt; anschliel3end Paraffin 
w/ihrend 3 Std, 2real gewechselt.) 

6. Sehr lange Inkubation (24--48 Std bei 370 C) in der folgenden LSsung: 
Acetonpuffer ffir p~z 4,7 (bestehend aus gleichen Teilen 

0,2 n-Essigs/iure und 
0,2 n-Na~riumacetat) 12,0 cm 3 
1/10 M Bleinitrat 10,0 cm a 
Aqua dest. 74,0 cm 3 
Natrium-glyeerinphosphat 3,2 % 4,0 ern3 

Andere Sehnitte werden in die gleiehe L6sung gelegt, aber mit einem Zusatz 
von 1/1000 M-Na~riumfluorid (0,0042%) oder 1/100 M (0,042%). ])iese Schnigte, 
die sonst genau wie die tibrigen behandelt werden, dienen als Kon~rolle, da das 
Fluor die sauren Phosphagasen hemmt. 

7. Spi~len in destilliertem Wasser 1/2 Std, 6 -8 rea l  geweehselt, um jeden (~ber- 
schul3 des Bleisalzcs auszuwaschen. 

8. VerdfinntesAmmoniumsul/idwahrend2 rain; Sptilenin destilliertem Wasser; 
be]iebige Grundfiirbung mit tDimMaun-Eosin; Canadabalsam. 

Nach Lmo~ werden bei der Paraffineinbettung die besten Resultate in einer 
Tiefe yon 150--500 im Innern des Bloekes erhalten. Bei gr61?erer Schnittiefe isg 
die l~eaktion weniger gleichm~l?ig. 

Wir diskutieren diese Technik auf S. 51. 

Fehlerquellen und I(ontrollem 

Die histoehemischen 3/Iethoden zum Phosphatasenachweis  sind sehr 
ind i rek t :  Es wird n icht  das F e r m e n t  selbst in  Erscheinung gebraeht ,  
sondern  das Reak t ionsproduk t  eines Reakt ionsproduktes ,  das un te r  dem 
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Einflu~ des Fermentes entstanden ist. Ein solches Vorgehen birgt eine 
ganze Anzahl FehlermSglichkeiten in sich, deren Kenntnis unerlal~lich 
ist, um geeignete Kontrollen anzustellen und irrige Interpretat ionen zu 
vermeiden. Die wichtigsten Feh]erquellen und ihre Kontrollen* sind 
die folgenden : 

1. Verlust der Fermentalctiwt~t.- 'Fixationse/]elct. Vergleicht man 
Gefrierschnitte der Niere, d~e 2 Std in 80%igem Alkohol fixiert worden 
sind, mit  einem unfixierten Gefrierschnitt, so sieht man im Phosphatase- 
bild keinen Unterschied. (Bei anderen Fixationsmethoden finden sich 
nur Intensitatsunterschiede - -  verglichen mit  nicht-fixierten Prapa- 
raten - - ,  keine Abweichungen der Lokalisation [DA~IELLI~i].) 

Die Para]]ineinbettung ist viel nachteiliger. Nach STAFFORD und 
ATXI~<SO~ bleiben bei Paraffineinbettung nur 20--30% der Aktivit~t 
der a]kalischen Phosphatase nnd nur 5 % der Akt iv i t i t  des sauren Fer- 
mentes erhalten. ~DANIELLI gibt ~hnliche Zahlen und stellt dazu lest, 
dab die Aktivi t i tsverminderung im ganzen Schnitt gleichm~[~ig, nnd 
zwar dem Grad der urspriinglichen Akt iv i t i t  proportional ist**. 

Infolgedessen werden die Verluste der Fermentak t iv i t i t  bis zu einem 
gewissen Grade durch eine verl~ngerte Inkubat ion kompensiert  (LIsoN). 
Wir haben gute l~esultate mit  Celloidinsinbsttung erhalten. Dagegen ist 
die Einbsttung im Vakuum ungiinstig: DA~<I~LLI vermutet ,  dab das 
Glutathion bei Sauerstoffmangel reduziert wird und in diesem Zustand 
die Phosphatase hemmt.  

Andere Aktivit~tsverluste kSnnen durch die Entkalkung eintreten. 
Die GrSBe dieser Verluste ist quanti tat iv nicht best immt worden:, 
immerhin erlaubt die Methode der Entkalkung eine l=~eaktivierung der 
alkalischen Phosphatase (CLoETE~S19; durch Glycin, nach Lo~c~). 
Wir haben die Wirkung der Entkalkung geprfift, indem wir P r ipa ra t e  
der Niere und der Blasenschleimhaut der gleichen ,,Entkalkung" aus- 
setzten und dann die alkalischen Phosphatase best immteni Der Unter- 
schied, verglichen mit  den Kontrollschnitten, war minimal. Zur Be- 
st immung des Verlustes yon saurer Phosphatase haben wir Kleinhirn- 
gewebe 10 Tage lang ,,entkalkt" (ohne ansch]ie~ende l~eaktivierung) 
und dabei festgestellt, da~ die Fermentreakt ion nur leicht schwacher 
ausfallt, ohne dabei das typische Zellbild zu beeintr~chtigen (vgl. S. 53). 
Diese l~esultate sind interessant. Die Tatsache muB jedoch festgehalten 
werden, da~ die Inaktivierung der Phosphatasen durch Siuren (5 oder 
Einbettungsmethoden 9 ) yon Organ zu Organ variieren kann. 

* Vgl. die ausgezeichneten kritischen Analysen v0n DAI'~IELLI (1946) und yon 
LIso~ (]948). 

** DAI'~IELLI kommt zu dem Schlu~, dab die Lokalis~tionsresultate der histo- 
chemisehen Methoden keinen Irrtfimern ausgesetzt sind. Das trifft zu, soweit 
Fixation und Einbettung in Frage stehen - -  die Diffusion 1~1~ jedoch auch lokali- 
satorische Fehler entstehen (vg]. 3). 
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2. Verluste von Phosphaten oder yon anderen Salzen k6nnen bei der 
auf die Inkubat ion folgenden Bchandlung entstehen: 

DA~-IELLI 21 hat darauf hingewiesen, dab die Passage durch manche L6sungen 
nachteilig werden kann, wenn gewisse optimale Zeiten fiberschritten werden 
(speziell die Auswaschung nach Kobal~nitrat, 1 rain; nach Ammoniumsulfat, 
5--10 rain; u'nd die letzte Entw~sserung durch die Alkoholreihe, 3 rain). 

3. Anwesenheit von Phosphaten bereits vor der Inkubation. Sie werden 
geschw~rzt wie die Orte der Phosphataseaktivi t~t  (Kontrolle s. unter 7). 

4. Die A//initiit des Kobaltnitrates zu den Geweben l~gt die Schnitte 
ein leichtes diffuses ]~raun annehmen, das besonders in den Zellkernen 
eine diffuse Phbsphataseimpr~gnation vort~uschen kann (Kontrolle 
s. unter 7). 

5. Die A//init~it des Ammoniumsul/ates zum ionisierbciren Eisen, soweit 
es im Schnitt enthalten ist, ffihrt zur Bildung yon Eisensulfid, welches 
dann nicht yon Kobaltsulfid zu unterscheiden ist (Kontrolle s. unter 7). 

6. Die A//init~t des Gewebes zum Blei beeintr/~chtigt den Nachweis 
der sauren Phosphatase 7a (Kontro]le s. unter 7). 

7. Ausgesucht lokalisierte Adsorption der Phosphorradikalen im Verlauf 
der Inkubation.  Theoretisch kSnnten die Phosphorradikale ihre Ent-  
stehungsorte verlassen und yon anderen Gewebsformationen, die eine 
besondere Affinit~t zu diesen Ionen haben, adsorbiert werden. Tat- 
s/ieh]ich gelang es DA~C~LLI ZU zeigen, daft sieh ein kfinstlich hervor- 
gerufener Ca]eiumphosphatniederschlag immer an den Stellen im Schnitt 
anhiiuft, die aueh bei der Me~hode yon GOMORI vorzugsweise geschw/~rzt 
werden "~1. Diese Koinzidenz wiirde die Brauehbarkeit  der Methode 
(yon G5~5~I) sehr in Frage stellen, wenn nicht eine exakte Kontroll- 
mSglichkeit bestfinde: Die Phosphatase setzt w/~hrend der Inkubat ion 
PO~-Ionen und organische Radikale in Freiheit. Die Technik yon 
LOACH weist das Phosphorion nach. Wenn man nun das organisehe 
Radikal  fiir sich allein nachweist, was allerdings komplizierte Verfahren 
erfordert 21, 52 G2, 6~, sT, s9 so bleiben die Niederschlagsorte doch die 
gleichen. Man muB also annehmen, dab an den Orten erhShter Phos- 
phataseaktivit/ i t  zugleich eine elektive Affinit/~t zum Ca]eium besteht 21. 

Die unter 3--7  angeffihrten Fehlerque]len werden alle dadurch kon- 
trolliert, d a b  man yon jedem in Frage kommenden Sehnitt jedesmal 
3 Kontrollprgparate in unterschiedlieher Weise behandelt: a )ohne  I n -  
kubation; b) Inkubat ion  ohne Glyeerophosphat; e) ZerstSrung des Fer- 
mentes dureh Hitze, oder Hemmung mit  1/100 M KCN bei alkalisehen 
bzw. 1/100 lV[ bis 1/1000 M NaF bei sauren Phosphatasen. 

8. Eine ein/ache Di//usion der Phosphate ws der Inkubat ion in 
die Umgebung ihrer Entstehungsorte vollzieht sieh zweifellos; man ver- 
meidet sie dureh Abkiirzung der Inkubat ionsdauer  (s. aueh unter 9). 

9. Di//usion des Fermentes. Eine ungeniigende Fixierung kann Dif- 
fusionsartefakte erzeugen (LIso~). Audererseits haben LEMO~ und 
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WISSEMA~ bessere Lokalisatlonsresultate ohne jede Fixation erhalten. 
Viel mehr ist eine zu sp/s Fixierung zu fiirchten, und die Inkubation 
selbst begiinstigt die Diffusion. FEIGnr und Mitarbeiter 25 haben kfirz- 
lieh gezeigt, dab w/ihrend der Inkubat ion ein fortschreitendes Diffun- 
dieren der Phosphatase in die Inkubationsfliissigkeit erfolgte, und daf~ 
das F e rme n t  sekund/~r yon den Zellkernen ,,gefangen" wird. Ein Ge- 
webe, das sonst negativ reagiert, zeigt bei Zugabe yon Phosphatase zur 
Inkubationsfliissigkeit eine streng in den Kernen loka]isierte Schw~rzung. 
JACOBY und M~RTn~ haben naehgewiesen, da]  die yon der Mueosa 
abgetrennte Duodenalmuskulatur nicht mehr die positive Phosphatase- 
reaktion zeigt, die bei Inkubation zusammen mit der Mucosa stets ein- 
trit t .  In der Umgebung eines Herdes starker Phosphataseaktivit~t, wie 
z .B.  in den Drfisen des Endometriums zeigen die Zellkerne im all- 
gemeinen eine st/~rkere Fermentreaktion als andere morphologisch gleich- 
artige, abet welter yon den Drfisen entfernt gelegene Kerne. Diese 
Aktivit~tsvermehrung wird nicht etwa yon diffundierten Phosphaten 
vorget/~uscht, sondern ist Ansammlung yon Phosphatase, die gem/~l~ der 
Klassifikation yon NEWMAX und Mitarbeitern mit derjenigen des 
betreffenden Herdes identisch ist. Viele bisher beschriebene Kern- 
lokalisationen kSnnten demnach falsch sein ss. 

W e n n d i e  Gewebe in gutem Lebenszustand fixiert werden und dies 
in einem geeignet gewiihlten Fixierungsmittel gesehieht (Chloroform 
abs. Alkohol nach unserer Erfahrung; Chloroform allein ist zu ver- 
meiden), so ist die Diffusion des Fermentes (post mortem) nur sehr 
geringfiigig und kann bei der Beurteflung vernachlgssigt werden. Zum 
Teil lgl~t sich die wi~hrend der Inkubation eintretende Diffusion durch 
einige Kunstgriffe kompensieren: Die entparaffinierten Schnitte miissen 
mit Kollodium behandelt werden (FEIGI~ und Mitarbeiter nennen in 
ihrer Arbeit fiber Phosphatasediffusion diese Vorsiehtsmal~nahme nicht). 
Die Inkubationsd~uer mu8 dem Aktivit/itsgrad des Fermentes an- 
gemessen sein (kurze Inkubat ion bei hoher Fermentaktivitgt).  An den 
Kontrollstiicken miissen al le  Partien entfernt  sein, die ihr Ferment 
abgeben kSnnten (der Knoehen muI~ z .B.  ohne Periost eingebettet 
werden). Die Be~ehtung der beiden letzten Punkte verhfitet aueh die 
Diffusion der Phosphate (vgl. unter 8). 

Die Histochemie der Phosphatase erfordert eine sehr komplizierte 
Technik, die durch zahlreiehe Kontrollverfahren ergs werden mul~. 
Die Kenntnis der versehiedenen FehlermSgliehkeiten verlangt in jedem 
Falle eine genaueste, kritisehe Betrachtung. Da die Stiieke dfinn und 
verhs wenig eingebettet sind, mfissen sehr viele Bl6cke 
angefertigt werden. Darfiber hinaus mfissen alle Bilder mit Schnitten 
vergliehen werden, die naeh den gew6hnlichen histologischen Methoden 
gef~rbt worden sind, und zwar sowohl Schnitte yon den B15eken, die die 
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SpeziMbehandlung fiir Phosphatase durchgemacht haben, Ms auch yon 
B15eken, die speziell znr Beurteilung des Gewebsbildes fixiert und ein- 
gebettet wurden. 

Trotz aller dieser Schwierigkeiten erhglt man bei exakter und gut 
geiibter Ausfiihrung der Technik sehr gleiehm~lSge Resultate (Abb. 1). 

Abb. I. Normales Knoohengewebe. (Mit~lere VergrSl3erung. Neugeborener Km~d [Nr. 4], 
Tibia.) Entkalkung and Einbettung naoh der Met,hodo yon LoRog. Darstellung der alka- 
lischen Phosphatase naeh GOMORI. --- Ob6n: Cambiumschicht des Periostes. Die Reaktion 
ist stark positiv m~d kontrastiert scharf rnit der dariiberliegenden Faserschieht. -- Mitre: 
~larkr~ume mit in Aktivit~tt befindlichen Osteoblasten, die dutch hohen Fermentgehalt 
au[fallen,---Unlen: Cortiealisknochen; die Gef&~kan~le and die oberfl~chlich gelegenen 

0steocyten sind phosphataseimprggniert. 

II. Eigene Untersuchungen. 
Ziel der Arbeit. 

Im Hinblick auf das VerhMten der MkMischen* Phosphatase sollten 
4 Prozesse der Knochenbiologie untersucht werden: 

A. Die Phosphatase bei der Regeneration. Dieses Thema ist in einigen 
Arbeiten anderer Untersueher behandelt worden1% 1~, 5s 64, deren Er- 
gebnisse wir nachgepriift haben. 

B. Die Phosphatase bei der Resorption. Im Gegensatz zu der all- 
gemein bekannten Funktion des Fermentes bei der Ossifikation bleibt 
seine Bedeutung bei dem entgegengesetzten Proze~, der l%esorption, noch 
zu kl~ren. 

* Vg]. S. 51 iiber die saure l~hosphatase. 
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C. Die Phosphatase und der ,,schleichende Umbau" (creeping replace- 
ment). Meist  wi rd  die Auffassung ve r t re ten ,  dal~ die A b b a u k i t t l i n i e n *  
unverschiebl iche  Grenzen sind und  anzeigen,  wie weir  der  A b b a u  jeweils 
vorgeschr i t t en  war,  bevor  ein neuer  A n b a u  s t a t t f and .  Andere  (s. S. 40) 
sehen dagegen in diesen L in ien  den Ausd ruck  eines in te rs t i t i e l len  Waehs-  
turns im K n o c h e n  (schleichender U m b a u ,  creeping replacement) .  Der  
Nachweis  yon  P h o s p h a t a s e  en t lang  diesen Lin ien  wiirde die zweite AuL 
fassung stfi tzen. 

D. Die Phosphatase und die OnIcose. Die Onkose (Definit ion s. S. 4~) 
is t  eine F o r m  der  Nekrobiose  des Os teocy ten ;  sie umschliel~t dabei  
ak t ive  Prozesse wie Kernve rv ie l f achung  und  per icy t~re  Knochen-  
aufl6sung. Es  w~re in te ressan t  zu wissen, ob die  Phosph~tase  an  diesem 
Wiedere rwachen  der  biologischen A k t i v i t ~ t  , ,sub finem v i t ae "  be te i l ig t  ist. 

Untersuchungsmaterial **. 
Zum Tell handelt es sich umexperimentelle Untersuchungen, indem an Knochen 

yon Meerschweinchen, Kaninchen und neugeborenen ttunden mechanisch und 
thermisch L~sioncn erzeugt wurden. Das menschliche Material stammt ausschliel3- 
lich yon Biopsien: In einem Fall bei einer PAGnTschen Erkraflkung, ein anderes 
Mal eine Pseudoarthrose und Fragmente yon 2 Knochenoperationen. 

Technilc. Die Versuchstiere wurden mit Chloroform getStet, die Knoehen aus- 
pr~pariert und mit der Diamantscheibe unter Kaltwasserstrahl 1--2 mm dicke 
Scheibchen ausgeschnitten. Das menschliche Material wurde in der gleichen Weise 
in Scheibchen geschnitten und sofort nach der Entnahme fixiert. Die Untersuchung 
auf Phosphatase wurde mit Hilfe der oben angegebenen Technik vorgenommen ***. 

A. Die Phosphatase bei der Regeneration. 
Die normale Knochenbildung h a b e n  L o a c H ,  G~Ee-FIscHE~-MO~SE 

bei  verschiedenen T ie rga t tungen  im W a c h s t u m  unte rsuch t .  Die Re- 

* Die basophflen Linien, die in sehr unterschiedlicher Form und Anordnung 
das Knochengewebe durchziehen, sind mit den allgemcin gehaltenen Ausdrficken 
,,Kittlinien" 94, ,,cementing lines "95, ,,Hgnes basophiles (oll. lignes cimentuntes) '~ 
bezeichnet worden; man kann sie spezieller unterscheiden als (I) Linien, die zwei 
verschieden angeordnete Lamellensysteme trennen: ,,Abbaukittlinien", ,,reversal 
]ines", ,,lignes d'4rosion" Und (II) Linien, die zwischen 2 Lamellen des gleichen 
Systems cingeschaltet sind: ,,Unterbrechungskit~linien ''ga oder ,,H~ltlinien", 
,,resting lines", ,,lignes d'arr@t". 

** Fiir die tterstcllung der Schnitte sei an dieser Ste]le Fr]. MArIAnnE GOETZ 
herzlichst gedankt. 

*** Die Orte positiver Phosphataserealction in den histologischen Schnitten 
nennen wir,,phosphata~ehaItig" (Gehalt an Phosphatase) oder Oft von,,Phosphatase- 
alctivit~it ~', ohne darin einen Unterschied sehen zu wollen. Es ist selbstversthndlich, 
da~ sich dieser Ansdi'uck ,,Aktiviti~t" auf die ,,optimalen" Verhi~ltnisse bezieht, 
die durch die Technik der histochemischen Untersuchung kiinstlich gesehaffen 
werden (Pl~- Optimum, hohe Konzentration an Substrat, Gegenwart yon Akti- 
vatoren). Insofern kann diese Aktiviti~t im histologischen Schnitt nicht dem 
Begriff der Aktivitat, wie sie in einem lebenden Gewebe herrscht, g]eichgcsetzt 
werden. Nut die Orte der Enzymgegenwart sind derart vergleiehbar. 
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generation des Knochens im Ansehlu[3 an eine experimentell gesetzte 
L/~sion ist dagegen erst wenig bekannt. Zwar hat ]30UI~E bereits 1943 
dieses Thema auf Grund yon Untersuehungen am Kaninchen behandelt, 
indem er die l~egeneration yon BorlSehern verfolgte; jedoeh bediente er 
sieh einer Teehnik, die weniger pr/s ist als diejenige von Lol~clt (S. 9). 

Erst  im Laufe unserer eigenen Untersuchungen haben wir yon der 
Arbeit yon ~VfcKELVIE und MANN 6~ Kenntnis bekommen. Sic arbeiten 
naeh der Methode yon LORCK und machen vorl/iufige Mitteilungen fiber 
die Entwicklung yon Knoehenautotransplantaten an der Tibia des Ka- 
ninehens. Wir behandeln ihre Ergebnisse weiter unten. 

Die bis heute gewonnenen Kenntnisse fiber die Histoehemie der 
Phosphatase bei der normalen und pathologischen Knoehenbi]dung 
lassen sich wie folgt zusammenfassen: 

Im Periost finder man das Maximum der Fermentaktivit/s im Be- 
reich der tiefen Zellsehicht, wo sie sowohl im Zellkern als auch im Cyto- 
plasma erscheint. Des weiteren finder sieh Phosphatase in den kollagenen 
Fasern 5s, 64. In den faserigen Lagen des Periostes nimmt die Ferment- 
aktivit/s schnell ab, und die/~ul~erste Schieht enth~lt nur noch in den 
Kernen Spuren des Fermentes. 

Das Endost und die die HAVERsschen Kandile auskleldende Zellsehicht 
sind ebenso phosphataseaktiv wie das Cambiumblatt des Periostes. 

In den Osteocyten finder sieh Phosphatase nur in den jungen, den 
Knochenoberfl~Lchen nahegelegenen Knochenzellen, die /s Osteo- 
cyten enthalten kein Ferment.  

Enchondrale Ossi/ikation. Die Knorpelzellen, die normalerweise 
negativ reagieren, werden im Stadium der hypertrophischcn S/s sehr 
stark fermenthaltig. Es ist dies eine Analogie zum Verhalten des Peri- 
ostes, bei dem die Entwicklung der Fibroblasten (/~ul~ere Sehieht) zu 
Osteoblasten (Keimschicht) vom Erscheinen der Phosphatase begleitet ist. 

Die Knoehengrundsubstanz des erwachsenen Knochens enth/s kein 
Ferment mit Ausnahme der Stellen, die auf dem Wege der Verkalkung 
sind (Lol~c~r, Arbeit im Druek; zit. nach 20). 

Bei der Reparation erseheint das Ferment  zun/s (1. Tag) in den 
Wanderzellen, sp~ter (vom 3. Tage an) in den knochenbildendeI1 Zellen. 
Bei Vitamin-C-Mangel wird der Prozel] ver]angsamt (Bouac~E la). Nach 
Anderen tr i t t  das Ferment  erst nach 10--12 Tagen auf. 

Wir untersuchten die Regeneration des Knoehens nach experimentell 
erzeugten L/s und stellten uns dabei zur Aufgabe, die folgenden 
Punkte  genauer zu klaren: 

1. den Zeitpunkt des Auftretens der Phosphatase; 
2. dieBeziehung derPhosphatase zur Grundsubstanz(Osteoid undKalk); 
3. die Phosphatase im Lebenscyclus des Osteoeyten; 
4. die Phosphatase bei der Osteonekrose. 

Virchows Arch. Bd. 321. 2 
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U n t e r s u c h u n g s m a t e r l a l .  

a) Bei 20 erwachsenen m~nnlichen und weiblichen Meerschweinchen haben wir 
mit einer diamantbesetzten Scheibe, die durch kontinuierliche Berieselung mit  
destilliertem Wasser gekfihlt wurde, L~ngsschnitte in der Tibia erzeugt. Auf diese 
Weise erhielten wir 10--15 mm lange, 1--2 mm breite Spalte, die die ganze Corti- 
calis vom Periost bis zum Mark durchtrennten. Die Tiere wurden am 1., 2., 3 ,  
14. und 21. Tag nach dem Eingriff getStet. 

Abb. 2. Histochemie der alkalischen Phosphatase bei der Knochenregeneration (Methode 
voll LORCH llnd GOM~RI). ~r Tibiaquerschnitt, die 24 Std zuvor 
mit der Diamantscheibc lhngsgespalten win'de. LupcnvergrSBerung. - -  Bildmitte: Die 
Spalte ist yon einem mit Leukocyten durchsetzten Blutgerinnsel ausgeffillt. - -  .An beiden 
Seiten die Corticalis, deren Periost oben im Bride, besonders links, als dicker schwarzcr 
Strich erseheint. - -  Unten: Sehr fermentreiches Mark. - -  Zu beaehten das Fehlen tier 

Phosphataseaktivitht im engeren Bereiche tier Spalte (vgl. Text, S. 19). 

Die gleiche Operation wurde ausgefiihrt: 
b) An Tibia und Radius yon 4 neugeborenen Hunden.  Bei diesen wurden die 

Stadien des 7 ,  14. und 23. Tages untersucht. 
c) Am Os metatarsale I yon 2 jungen Kan inchen  (1200 g); das eine wurde am 

2., das andere am 6. Tage getStet. Die i~ugeren Metatarsalknochen dienten als 
Kontrolle. 

Um Nekrosen grSBerer Ausdehnung und einen erheblicheren Knochenumbau 
zu erhalten, haben wir: 

d) Bei 3 neugeborenen H u n d e n  Hi tzenekrosen  erzeugt: Das Periost des Radius 
wurde blol3gelegt uud w~hrend 30 see mit  einer auf 100 ~ C erhitzten Metallfl~ehe 
in Kontakt  gebracht. Die Temperatur wurde durch  einen elektrisch geheizten 
Refrakti~rstein auf  gleicher ttShe gehalten. Die Untersuchung erfolgte nach 1 Std, 
4. u n d  7. TaRe. 
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Beschreibung der Be/unde. 

a) Mechanische Schiiden am Meerschweinchen. Nach 24 Std ist die Spalte yon 
einem Blutgerinnsel ausgefiillt. Es finder sich noch keine cellul~re ]~eaktion; mit 
Ausnahme einiger positiv reagierender Leukocyten ist keine Phosphatase nach- 
zuweisen. - -  Periost und Endost erscheinen als schwarze Biinder, die an der Stelle 
der Verletzung jeweils unterbrochen sind. In den Gef~t~kaniilen der beiden gegen- 
tiberliegenden Knochenr~nder herrscht die normale Enzymaktivi tat  (Abb. 2). 

A b b .  3. K n o o h e n r e g e n e r a ? ) i o n .  H i s t o c h e m i e  d e r  a l k a l i s o h e n  P h o s p h a t a s e  (Me thodo  y o n  
LOROtt u n d  G6I~I5RI). I ~ a n i n c h e n .  Quer sohn i~g  e ines  M i t t e l f u ~ k n o o h e n s ,  d e r  48 S t d  z u v o r  
l ~ m g s g e s p a l t e n  ~ m r d e .  Lupenve rg rS l~e ru r~g .  - -  Bildmilte: D i e  g e s e t z t e  Spalt~e. - -  Unten: 
H ~ m a t o m  i m  M a r k r a u m .  - -  Oben: P e r i o s t ,  B e g i n n  d e r  R e g e n e r a t i o n  m i t  s t a r k e r  P h o s p b a =  
t a s e a k t i v i t h t .  I n  d e n  G e f ~ B k a n f i l e n  d e r  Co r t i c a l i s  b e g i n n t  die  P h o s p h a t a s e  z u  s c h w i n d o n  

(vgl .  d ie  A b b .  8 m a d  9, wo d a s  F e r m e n t  g a n z  a u s  d i e s e n  v e r s c h w t m d e n  i s t ) .  

Naeh 48 Std finder man sowohl im Periost als auch im Endost in der Umgebung 
des Einsehnittes eine Zellanh/~ufung, deren Kerne und Cy~oplasma eine ausgespro- 
ehene Phosphataseaktivit~t zeigen. Am Endost sieht man bereits bier und da 
Anf/~nge fibrocaloill/~rer Resorlotion und die beginnende Osteoblastenwucherung; 
beide Prozesse sind yon Phosphataseaktivit/~t begleitet. In den Gef/~Bkan~len, die 
dem Einsehnitt  nahe liegen, ist die Fermentreaktion weniger stark positiv als in 
den welter entfernten. Die Kerne aller lebendigen Osteoeyten f~rben sieh regel- 
m/~gig braun, abet dasselbe ist in den Kontrollschnitten zu finden. Hier handelt 
es sieh also um ein Artefakt~ infolge der Affinit/~t des Osteoeytenkerns zu den 
Kobaltsalzen, ein Verhalten, das besonders im Meerschweinchenknoehen auff/~llt. 
An den R/~ndern des Einschnittes sind die Osteocyten nieht mehr zu sehen, und bei 
gew6hnlichen F/trbemethoden erseheinen sie nekrotiseh. Auf der Oberfl~tche des 
nekrotischen Knochens beginnt bereits stellenweise eine feine strichf6rmige Ab- 
lagerung yon phosphataseaktivem Osteoid, die deutlich mit der darunter liegenden 
negativ reagierenden Corticalis kontrastiert. 

2* 
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1Naeh 3 Tagen: Die Periostwucherung hat  sich an beiden Seiten der Spalte 
ausgedehnt, und ihr entsprechend finder sich eine starke Phosphataseaktivit/~t. 

Nach 6 Tagen: Im Bereich des Einschnittes und an beiden Knoehenh/~uten 
geht eine ]ebhafte Knochenneubildung vor sich: Verzweigte osteoide Wucherungen 
mit  sehr schwach reagierender Grundsubstanz beherrschen das Bild. Die darin 
eingesehlossenen Osteocyten sind schwarz. 

l~ach 14 Tagen: Die Spalte ist jetzt mit groben Knochenb~lkchen ausgeffillt, 
deren R~nder mit Osteoblasten besetzt sind. Die Verteilung des Fermentes in den 
Zellen ist die gleiche wie im Stadium des 6. Tages ; die Reaktion der Grundsubstanz 
ist jedoch intensiver. 

Abb. 4. Knochenregeneration. Histochemie tier alkalischen Phosphatase (Methode yon 
LORCH lind G(~M(~RI). tKaninehen. Querschnitt dutch einen Mittelfll~knoehen, tier 6 Tage 
zuvor mit der Diamantseheibe l~ngsgespalten wurde, l~iitt]ere VergrSl]erung. Vom Periost 
ausgehende OsteophTten in tier Umgebung der Spalte. - -  Unten: Nekrotisehe Cortiealis. 
Zufolge Phosphataseverlustes sind die Gefhl]kan~le nieht zur Darstellung gelangt. Beaehte 
die Fermentimpr~gnation sowohl in den Zellen als aueh in der Grundsubstanz der Osteo- 
phyten (Bildmitte). Der Pfeil weist auf einen sehr phosphatasereichen Osteoelast (stark 

vergr6Bert iN Abb. 16. Text, S. 21 und 30). 

Nach 21 Tagen: Das Knochenregenerat gibt sich durch seinen gr5Beren Zell- und 
GefaBreichtum zu erkennen. Die Grundsubstanz und die in ihr eingeschlossenen, 
jetzt  , ,alten" Osteocyten haben ihre Fermentaktivit~t  verloren. 

b) Mechanische Verletzungen beim Hunde. Die Entwicklung des Herdes ist 
~hnlieh wie beim Meerschweinchen (Abb. 5--7);  es besteht nur der Unterschied, 
dab die osteoiden Riinder der in Verkalkung befindlichen jungen Osteophyten 
negativ reagieren, w~hrend die mittlere Partie des Bi~]kchens phosphataseaktiv 
erscheint (Abb. 6). 

c) Mechanische BeschSdigung am Kaninchenknochen. Stadium nach d8 Std 
(Abb. 3): Man sieht das innerhalb der Markh~hle ausgebreitete Hi~matom. Die 
Reparation hut bereits eingesetzt und erseheint a]s massive Zellbildung mit sehr 
intensiver Phosphatasereaktion. Hingegen ist das Endost  nicht aktiv und dicht 
am Einschnitt  ist der Enzymgehalt  sogar vermindert.  
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Nach 6 Tagen hat sich veto Periost aus eine knochenbildende Schicht ent- 
wickelt, die ebenso dick ist wie die gesamte Corticalis (Abb. 4). Die Cambium- 
schieht, ~us der die Osteophyten entstehen, ist auBerorden~lich reich an Phospha- 
tase. Auch die Osteophyten reagieren positiv, und zwar in ihren Spitzenausl~ufern 
st/~rker als an der Basis. Zwischen den Osteophyten finden sich Stellen hyalinen 
Knorpels, welcher hypertrophiseh aussieht und ebenfalls einen sehr hohen Phos- 
phatasegehalt besitzt. Im Bereiehe des halben Knochenumfanges, mi~ dem 
Einschnitt als Scheitel, ist die Corticalis in ihrer gesamten Dicke nekrotisch. In den 
Gef/~Ben des nekrotischen Bezirkes fehlt die Reaktion/iberall; nur die neugebildeten 
perforierenden Gefat]e re~gieren positiv. 

d) Hitzeschiiden beim Hund. Nach 1 Std. zeigt der Diaphysenquerschnitt, dab 
im Bereiehe der W/~rmewirkung jede Phosphataseaktivi~t aufgeh6rt hat (Abb. 8). 
Dies ist die selbstverst/~ndliehe Folge der wait oberhalb der ttitzeresistenzgrenze 
liegenden Temperatur yon 100 ~ C. Es ist interessant, dab d~s mit der histo- 
chemisehen Methode erhaltene Bild kein J~quivalent in den mit H/ima~oxylin-Eosin 
gef/irbten Sehnitten besitzt: Die Einwirkung einer Temperatur yon 100 ~ bewirk~ 
Koagulation der Osteocyten - -  einen wirkliehen FixationsprozeB--,  den die 
gewShnliehen F~rbungen nicht besonders erkennen lessen. 

Naeh 7 Tagen (Abb. 9) befindet sich die nekrotische Zone in Seque- 
strierung. Sic wird nicht resorbiert, sondern naeh auBen abgestoBen, und der 
Defekt wird wieder durch Corticalis ersetz~. Im nekrotischen Knochen ist nieht die 
Spur einer Fermentaktivit/it vorhanden (er ist auf der Abbildung kaum sichtbar !); 
des neugebildete Gewebe hingegen ist stark irnpr~gniert und die Grenze zwisehen 
beiden sehr scharf, ohne dab sieh Zeiehen yon Diffusion naehweisen ]assen. 

Diskussion. 
1. Z e i t p u n k t  d e s  A u f t r e ~ e n s  d e r  P h o s p h a t a s e  

i m  K n o e h e n r e g e n e r a t .  

Die  ers ten  Zel lwueberungen,  die durch  P h o s p h a t a s e r e i c h t u m  auf- 
fallen, s ind  nach  48 S td  im Per ios t  und  E n d o s t  s ichtbar .  

B o l : l ~  fend  das  F e r m e n t  am 3. Tag. LlvoTz erhiel t  ers t  nach  
16 Tagen ein pos i t ives  Resu l t a t .  Ansehe inend  hat~e der  A u t o r  ke ine  
K e n n t n i s  der  Methode  yon  Lonei~ und  bedien te  sieh einer Technik,  bei 
der  die Stf icke n ich t  e n t k a l k t  wurden.  M e K E L w E  und  M A ~  ver- 
ze ichnen das  ers te  Phospha tasee r sche inen  am 10. - -12.  Tag,  was wahr-  
scheinl ieh zu sp/~t ist.  Sie sehen in  d iesem sp~ten Auf t r e t en  eine , L a t e n z -  
ze i t " ,  die dem H/ imatom,  dessen saure  R e a k t i o n  eine h e m m e n d e  W i r k u n g  
bedinge,  zuzusehre iben  sein sell. Diese e twas  vere infaehende  Erk l / i rung  
is t  h/~ufig in der  L i t e r a t u r  zu finden. S w ~ s o ~  und  LLOYD-CLAFF 92 
bes t re i t en  die saure R e a k t i o n  des F r a k t u r h ~ m a t o m s .  Jedenfa l l s  h a b e n  
wir  in unseren  Sehn i t t en  das  F e r m e n t  sehr fr / ihzeit ig in u n m i t t e l b a r e r  
N~he des H / ima toms  au f t r e t en  gesohen (Abb.  3). 

BOTTERELL und  K I ~ a  ~ b e s t i m m t e n  die Phospha ta se  in den F r a k t u r -  
he rden  q u a n t i t a t i v  und  fanden,  dab  des  F e r m e n t  vom 4. Tage an  e twas  
und  vom 8. Tage  an  s t a rk  zun immt .  Demgegenf iber  erscheint  des  
F e r m e n t  im h is tochemischen  P r e p a r e r  ff / ihzeit iger.  VJelleicht is t  es so, 
dab  die Zunahme  der  Phospha t a se  im Bereich des Per ios tes  und  Endos te s  
bei  der  G e s a m t b e s t i m m u n g  zun/~chst deshalb  n ich t  erfaBt wird,  weft das  



22 Gw~)o MAJ~o und C~ARL~S I:~OUILLER: 

l%rment im nekrotisehen Bezirk verschwunden ist und dieser Verlust 
erst kompensiert  werden muB, bevor es bei chemischer Best immung zu 
einem Ansteigen des l%rmentspiegels kommen kann. 

2. D ie  B e z i e h u n g  d e r  P h o s p h a t a s e  zu r  G r u n d s u b s t a n z .  
In  bezug auf das Inters t i t ium sind die mit  der Methode yon Lonc~- 

G5~5~I erhaltenen Bilder auf~erordentlich schwierig zu interpretieren. 
Nut  eines ]cann als sicher angenommen werden; Dor], wo keine Reaktion 

Abb.  5. Knochenregenera t ion .  ttist.ochemie der all~alischen Phospha tase  (Methode yon  
LORCH und  G6M6RI). Neugeborener  I t und  (Nr. 1). Querschnitr du tch  die Tibia,  die 7 Tage  
zuvor  l~ingsgespalten wurde.  Mitt lere u - -  I m  Bereich der  Spalte intensive 
Regenera t ionsvorghnge  mi t  e rhShter  t)hosphataseaktivitf~t .  - -  Beachte  die s ta rke  Reakt ion  
i m  periphereJx Abschni t t  der  Corticalis, a m  Orte des exzentr ischen /32nochenwachstums 

(obey, links a n d  rechts  der  Spalte).  

eintritt, /indet sich auch kein Ferment. Umgekehrt  bedeutet eine positive 
Phosphatasereaktion aber noch 1/~ugst nicht immer, dal~ an der betref- 
fenden Stelle auch physiologischerweise die Phospha~ase wirklich extra- 
celluli~r vorgelegen hat. Doppelt  begrfindete Zweifel bestehen: 1. kann 
es sich urn Fermentdiffusion vom Endost  oder Periost her und 2. auch 
um Impri~gn~tion mit  Phosphaten, die w~hrend der Inkubat ion aus der 
Umgebung einwandern, gehandelt haben. 

Zum Zwecke der Erkennung tatsiichlieher Di//usionsarte/akte sind 
wit ~hnlieh wie FEmIN-WoLF-KABAT und JACOBY-MA~TI~ (S. 13/14) 
vorgegangen: Von einer Anzahl l~attenrippen wurden die einen mit  
belassenem Periost, die anderen nach sorgfi~ltiger Entfernung der 
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Knoehenhaut  entkalkt  und in Paraffin eingebettet. Abb. 23 zeigt das 
Resultat :  Dort, wo das Periost belassen worden war, reagiert die unter- 
liegende Grundsubstanz schwach positiv, und es finden sich viele positiv 
reagierende Osteocyten. Dagegen finder sieh dort, wo das Periost ent- 
fernt Wurde, keine interstitielle Impregnat ion,  und positiv reagierende 

Abb.  6. Knoehenre~enera t iom Hi~toehemie der alkalisehen Phospha tase  (Methode yon 
:LORCH und  GOMORI). Gleiehes ]?r~parat  wie Abb. 4. Starke Vergr613erung eines Osteo- 
p h y t e n  in der Spalte. - -  Die einzelnen Osteoeyten zeigen einen hohen Enzymgeh~l t .  Die 
Knoehengl 'undsnbsCanz ist n u t  sehw~eh imprf~gniert. Be~ehte den hellen osteoiden Rand,  

besonders  links oben (vgl. Text ,  S. z0). 

Osteocyten sind viel seltener. Es besteht also kein Zweifel, dab die 
Diffusion hier ebenso vor sieh geht wie in anderen Geweben, und zwar 
nicht nut  der Phosphatase, sondern auch der Phosphate;  den letzteren 
wird die Diffusion durch die besondere Affinitgt der Grundsubstanz 
sicherlieh noch erleichtert. - -  Infolgedessen erlauben im Bereiche der 
interstitiellen Substanz nur negative Bilder den SehluB, dab hier kein 
Ferment  akt iv war. 
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Unter Beriicksichtigung dieses Kriteriums haben wir einen inter- 
essanten Unter~chied zwischen phyMologischer endo- und periostaler Appo- 
sition und der regenerativen Knochenneubildung gefunden: 

Im Appositionswachstum des physiologischen Umbaues zeigt der 
gerade in Neubildung befindliche Knochen (z. B. die osteoiden Rinder) 

&bb. 7. Knochenregenera t ion .  I I i s tochemie der  alkalischen Phospha tase  (Methode yon 
LORCH und GOMORI). Neugeborener  H u n d  Nr. I .  Tibiaquerschni t t .  Mittlere VergrSBerlmg. 
Vom Perlost  ausgehende Osteophyten  in der U m g e b u n g  der Spalte. - -  Oben: Die Cambium-  
schiehte des Periostes m i t  in tensiver  Phespha tase reak t ion .  - -  Unten: Corticalis m i t  GeliB- 
kan l len .  - -  Bildmilte: Langges t reck te  Os teophy tea  m i t  posit iv reagierenden Osteoeyten,  
wah rend  die l (nochenzel len in der  Cortiealis keine Phospha tase reak t ion  zeigen (Text,  S. 20). 

stets positive Reaktion, und zwar um so mehr, je jiinger die Bildung ist. 
Wenn dagegen - -  und das ist bei der Regeneration der Fall - -  die 
Knochenbildung beschleunigt vor sich geht, reagiert die neugebildete 
Grundsubstanz zun~ichst negativ und impriigniert sich erst spiter mit  
Phosphatase (z. B. beim Meerschweinchen und Hund; nicht beim Ka- 
ninchen). Das besagt niche, dab zwischen normaler und regeneratorischer 
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Verkn6cherung ein eigentlicher, bioehemischer Unterschied besteht. In 
der Regeneration treten durch den beschleunigten Rhythmus Phasen- 
verschiebungen yon Prozcssen auf, die normMerweise zeitlich sehr eng 
aufeinanderfolgen oder sich erst gleichzeitig abspie]en: die Bildung der 
Grundsubstanz und die Einlagerung des Calciums. Diese Analyse der 
Komponenten erlaubt aber den SchluB, dab die Phosphatase bei dem 

Abb.  8. ]~:nochenregeneration. His toehemie  der alkalisehen Phospha tase  (Methode yon  
LORClt und  G~MSRI). Neugeborener  H~lnd Nr.  5. Tibiaquerschni t t .  Lupenvergl '61~erung, 
Die helle Zone (reehte Bildh~ilfte) en~sprieht der 60' zuvor  erfolgtei1 Appl ika t ion  einer auf  
100 ~ C erh i tz ten  M:etallfl~che whhrend  30 see. I n  diesem Bereieh ist des F e r m e n t  n icht  

m e h r  a k t i v  (vgl. Text ,  S. 21). 

Prozei~ der Calcifikation Jn vim grSBerem MaBe beteiligt ist als bei der 
Bildung der Grundsubstanz. 

Eine sichere Interpretation der vortibergehenden, aber regelm~i3ig 
auftretenden positiven Reaktion der neugebildeten Grundsubstanz l~Bt 
sich an Hand der Methode yon GSMSRI nicht geben. Immerhin ist der 
Gegensatz zu dem stets negativen Ergebnis beim erwachsenen Knochen 
bemerkenswert. 

Die Annahme, dab die Phosphatase auch eine bestimmte Rolle bei 
der Bildun9 kollagener Fasern spiele, ist noch nicht bewiesen. DANIELLI 
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und FELL 22, 23, 2~ sehen in dem gleichzeitigen Auftreten von Phosphatase 
and koll~genen Fasern, wie es im Laufe der Vernarbung yon I-Iautwunden 
gesehen wird, einen Hinweis auf den Zusammenhang des Fermentes mit 
der Kollagenbildung. Die Untersuchung des Knochens liefert zu dieser 
Annahme keinen weiteren Beweis. Im Knochengewebe ist die An- 
wesenheit der Phosphatase bereits durch ihre unbestrittene Funktion 
bei der Verkalkung genfigend erkls und andererseits ist die Affinit~it 
der Grundsubstanz fiir Phosphor nnd Calcium bei der Methode yon 
G6~61~I stets eine unvermeidbare Ursache ffir Artefakten. 

Die Phosphatase und der Lebenscyclus der Knochenzelle. Bei der Unter- 
suchung der Knochenregeneration haben wir dasselbe gefunden, was 
bereits yon anderen Untersuchern ffir das physiologische Waehstum 
beschrieben wurde; d~$ n~mlieh der junge Osteocyt, ebenso wie sein 
Stammvater der Osteoblast, noch Ferment  enthglt. In dem MaBe ~ber, 
in dem die Knochenzel]e yon der peri- oder endostalen Oberfl~che weg 
in die Tiefe rfickt und a]tert, geht ihre Enzymaktivit~t  verloren. Dal~ es 
sich bei der positiven Reaktion in den den Knochenhguten zun~chst 
gelegenen Osteocyten nicht nur um einen Artefakt infolge Diffusion von 
der Oberfl~che (gem~tB den Angaben yon FEIGI~ und Mitarbeitern), 
wurde im vorigen Abschnitt (S. 22) auseinandergesetzt, indem wir zeig- 
ten, dal~ dieses Bild den reellen Fermentverhgltnissen entspricht und 
durch den Diffusionsartefakt nur verstarkt erscheint. 

Man darf also schlieBen, daf~ die Beteiligung der Phosphatase an der 
Knochenbildung gem~B einem bestimmten Reaktionseyclus vor sich geht. 

Im Bindegewebe und im erwachsenen Knorpel finder sich keine 
Phosphatgse; sobatd sich aber in diesen Geweben die VerknScherung 
vorbereitet, t r i t t  das Ferment  in Erscheinung. Die positiven histo. 
chemischen Bilder im Bereiche des Periostes und des hypertrophischen 
Knorpels zeigen d~s Auftreten der Phosphataseaktivit~t Ms eine der 
ersten ~u~erungen der sich vorbereitenden VerknScherungsfunktion. 

Die T~tsache, d~l~ die junge Knochenzelle noch Ferment  enth~lt, 
der erwachsene Osteocyt dagegen, genau wie Bindegewebe oder Knorpel, 
keine aktive Phosphatase mehr besitzt, macht offenbar, d~l~ die Phos- 
phatase, nachdem sie ihre Rolle bei der Knochenbildung gespielt hat, 
fiir den Stoffwechsel des fertigen Knochens nieht mehr erforderlich ist. 
Wir kommen auf dieses Verhalten im Kapitel fiber die Onkose zuriiek, 
wo wir die Frage besprechen werden, ob es sich hierbei um einen wirk- 
lichen Verlust des Fermentes oder nur um dessen reversible Inaktivierung 
handelt;  denn das Wiedererscheinen der Phosphatase w~hrend der 
l%krobiose der Knochenzelle (Onkose) l~t~t eine Reaktivierung vermuten. 

Die Phosphatase und die Nekrose des Knochens. Im nekrotisehen 
Knochen ist keine Phosphat~se mehr nachzuweisen. W~hrend das Fer- 
ment  aus den Osteoblasten und den jungen Osteoeyten verschwindet, 
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sehen wir zu gleicher Zeit sein Erscheinen in den Regenerationsherden; 
beides li~{3t sich bereits nach 48 Std beobaehten. 

Das Enzym ist aus dem abgestorbenen Knoehen verschwunden und 
wir finden es nur noeh an den gandgebieten,  wo perforierende Gef~iI3e 
entstehen und dort, wo Osteoc]asten Abbaut~tigkeit  entfa]ten. Wenn 
es i iberhaupt eine allgemeine diffuse Knochenaufl5sung gibt, so kann 
sie nur durch andere Mechanismen gesehehen, bei denen ]edenfalls keine 
Phosphatase beteiligt ist. Die gegenteilige Behauptung yon McKELVIE 
und MAI~N, die eine diffuse positive Fermentreakt ion bei in Resorption 

Abb. 9. Knoehenregenera t ion .  His tochemie  der alka!isehen Phospha tase  (~Iethode yon  
LORCn und  G6M6RD. Neugeborene~. H u n d  Nr. 7. Radiusqnerschni t t  a m  Orte der  7 Tage  
zuvor erfolgten 30 sec langen Applikation einer auf 1000 C erhitzten Me~ali~l~che. 
Lupenvergr6Berung. Die gesch~idigte Xnoehenj)artie (links oben) zeigt keine Ferment- 
reaktion und befindet sieh in Sequestierung. Unterhalb des Sequesters linden sich 2 Zonen 
mit sehr starker Ferrnentaktivit~it, die die ~vViederherstellung der Cortiealiskontinuit~t 

anzeigen (Text, S. 21). 

befindlichen Transplantaten gesehen haben, erscheint uns nicht iiber- 
zeugend, da wir wissen, dag die Schw~rzung der Grundsubstanz bei der 
Methode yon G61VI6RI auch durch einen Artefakt zustande kommen 
kann. Zudem haben wir in unseren Pr~tparaten niemals eine positive 
Phosphatasereaktion erhalten, sei es in durch Fraktur, Fissur oder durch 
Hitze entstandenen Nekrosen. 

Es ist interessant, hierbei das Verhalten der Knochennekrose mit 
den ~Nekrosen der Weichgewebe zu vergleichen, bei denen tats~chlich 
im al]gemeinen eine Phosphataseimpr~gnation stattfindet 32. Der tote 
Knochen verliert seine Phosphatase und stimuliert das umgebende 
Mesenchym zu einer nicht-entzfindliehen Reaktion (Resorption und 
Osteogenese). Die Nekrosen der weiehen Gewebe verursachen in der 
Umgebung eine entz/indliche Reaktion und impr~gnieren sich mit Phos- 
phatase. G6M6gI nimmt an, dab es sieh dabei um eine Adsorption 
handelt ae. 
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Die Onkose als besondere Form der Osteoeytennekrose behandeln 
wir im Abschnitt V gesondert, da sich in bezug auf die Phosphatase 
einige Besonderheiten ergeben. 

B. Die Phosphatase bei der Resorption. 

Seitdem ROBISON (1922) eine Verbindung der alkalisehen Phos- 
phatase mit dem Mechanismus der Knochenbildung entdeckt hat, ist 
die Funktion des Fermentes fortan einstimmig als zur Osteogenese 
gehSrig aufgefa[~t worden: Wenn auch die Theorien fiber die Wirkungs- 
weise im einzelnen gewisse Wandlungen erfahren haben, so bleibt doch 
die Phosphatase das unbestrittene Calci/ikationsenzym*. 

Da bereits fiber den Proze[~ der Knoehenbildung keineswegs in allen 
Punkten Klarheit  herrscht, ist es nieht verwunderlich, da~ der gegen- 
teilige Vorgang der Knoehenresorption kaum oder nur wenig aufgekl~rt 
ist, wenigstens was die Rolle der Phosphatase anbetrifft. Oft ist die 
Acidose zur Erkl~rung der MineralauflSsung herangezogen worden, aber 
kein Schema der Phosphataseaktiviti%t tr~gt bisher der Rolle dieses 
Fermentes bei der Resorption des Knochens Reehnung. 

I~ichtsdestoweniger bleibt die doppelsinnig - -  synthetiseh und 
lytisch - -  wirkende Aktion ein Postulat des Fermentgeschehens, yon 
dem auch die Phosphatasen keine Ausnahme machen. JEAlV ROC]~E 
drfickt sich in einem kiirzliehen Uberblick folgendermai~en aus: ,,Die 
Bildung yon Phosphors~ureestern 1rater Einwirkung der alkalisehen 
Phosphatase gehSrt zu den eharakteristischsten enzymatisehen Syn- 
thesen und ist so bezeiehnend, da~ das Anstellen dieser Reaktion in 
verschiedenen Lehrbfichern als Ubung in praktisehen Kursen vor- 
geschlagen worden ist. Die Zahl der durch Fermentsynthese erhaltenen 
Ester ist auI~erordent]ich grol~ . . . "  Man k6nnte sieh nieht treffender 
ausdriieken. 

Wenn die Phosphatase tats~cblich aueh die Reuktionen des Knochen- 
abbaues katalysiert**, so ist es wenig wahrscheinlieh, dal~ die quantitative 
Bestimmung des Fermentgehaltes in einem Knochenfragment fiber die 
Beteiligung der Pbosphatase bei der Resorption im speziellen AufsehluB 
geben kann. Apposition und Resorption spielen sich zu gleicher Zeit im 
gleichen Knochen ab und verfleehten sich in einem MalBstab, d e r n u r  im 
mikroskopischen Bride erkannt werden kann. Hier kSnnen die Ergeb- 

* Nur wenige Untersucher haben die Rolle der Phosphatase auch in anderer 
Hinsicht betrachtet (s. 6) und eine Beteiligung an der Ablagerung der organischcn 
Grundsubstanz angenommen. 

** Es sei hier daran erinnert, dab die BiIdung des Knochens mit einer lytischen 
T~tigkeit der Phosphutase einhergeht (Lyse der PhosphorsAureester) ; im GegensatGz 
dazu entspr~iche der Osteolyse eine synthetische Fermentaktion (l~esynthese der 
Ester). 
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nisse der Histochemie wiehtig werden, und aus diesem Grunde haben 
wir uns vorgenommen festzustellen, ob die Phosphatase in Resorptions- 
herden anwesend ist. 

Knochenresorption kann sich auf verschiedene Weise vollziehen. In  
klassiseher Weise unterseheidet man:  

1. Die lacuniire Resorption, die einerseits unter Beteiligung von mehr- 
kernigen Riesenzellen (Osteoelasten), andererseits auch durch osteo- 
blasten~hnliche Zellen erfolgt. An Stellen yon KnochenauflSsung er- 
scheint das Endost  oft hyperplastiseh oder sogar fibr5s. 

2. Die vasculi~re Resorption, bei der der Knochen yon ,,perforierenden" 
Capillaren durchbrochen wJrd, die yon einer sehr verschieden dieken 
fibro-cellul~ren Adventit ia begleitet sind. (Um zu vereinfachen, sprechen 
wir im folgenden yon ,,Osteoclasie" und - - i m  Gegensatz dazu - -  yon 
,,/ibrocapill~rer Resorption", unter welcher die anderen Resorptions- 
modMit~ten, deren Wesen sehr verwandt  ist, verstanden werden.) 

3. Die Halisterese. W~hrend die unter l. und 2. genannten Vorg~nge 
gleichzeitig die organisehe Grundsubstanz und die MinerMsalze betreffen, 
interessiert die Halisterese zun~tchst den MinerManteil allein. Einen 
solehen ProzeB, fiir dessen Eigenart  heutzutage LEtClCHE und POL1- 
CAnD ~4 eintreten, hielt v. RECKLINGHAUSEN seinerzeig fiir die Grund- 
lage der Skeletentkalkung bei l~aehitis und Osteomalaeie. 

Das einzige mit Sicherheit identi/izierbare Bild der Knochenresorption 
sind die Osteoclasten, und wir kSnnen uns nicht denjenigen anschliegen, 
die den Osteoclasten die Beteiligung an der Resorption absprechen (nach 
I-I~-GGQUIST erfolgt das Auftreten der Osteoclasten sekund~tr, im An- 
schluB an den osteolytischen ProzeB). 

In  unseren Pr~paraten menschlichen und tierischen Knochens haben 
wit deshMb in erster Linie die Osteoclasie in Betracht  gezogen. 

a) T i e r e x p e r i m e n t e l l e s  U n t e r s u c h u n g s m a t e r i a l .  

Das Meersehweinchen eignet sich schleeht fiir solche Untersuchungen. 
Verschiedene Beobachter haben auf die Seltenheit der Osteoclasten beim 
Meerschweinchen hingewiesen (I-I. KIsrD). Andererseits sind auch die 
cytologischen Bilder, die wir beim Meerschweinchen und auch beim 
Hunde erhalten haben, weniger klar als beim Kaninchen. Infolgedessen 
haben wir bei Hunden und Meerschweinchen keine befriedigenden 
Schlfisse fiber die Beteiligung der Phosphatase an der Osteoclasie ziehen 
k6nnen. Es sei deshalb nur gesagt, dab die wenigen Osteoelasten, die 
mi t  Sieherheit zu identifizieren waren, 6 Std naeh der Inkubat ion eine 
sehwaehe Phosphataseaktivit~tt ihres Cytoplasmas und des Zellkernes 
zeigten, und dab die Nueleolen am st/irksten gesehwarzt waren. 

Beim Kaninehen hingegen sind die Resultate sehr klar. Teehnik urid 
Material sind oben besehrieben worden (S. 18). I-Iier sei dazu ergiinzt, 
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dab nach 6 Tagen die Osteoclasten am 0rte der Regeneration sehr 
zahlreich und gut zu erkennen waren. Man sieht sie meistens in der 
Umgebung des Ursprunges der vom Periost ausgehenden osteoiden 
Sprossen, wo sie an der Oberfi~che der Corticalis zwischen den Ver- 

Abb.  10. Kuoehenresorpt ion .  I t is t~chemie 4er alkMischen Phospha tase  (Methode y o n  
LOACH und  GCiM6RI). Kaninehen .  Schni t t  4urch  einen Meta tarsa lknochen,  in der  Nhhe 
einer  6 Tage  zuvor  m i t  der Diamantsehe ibe  gese tz ten  Spa]re. - -  Unten: Die nekrot i sehe  
Cortiealis. - -  Oben: Sub-periostale Osteophyten.  Beaehte  den hohert F e r m e n t g e h a l t  des an  
der  Cortiealis (rechts unten)  nagenden  Osteoelasten. I n  der  MarkhShle (Bi ldmit te  links) 
posit ive Fe rmen t r eak t i on  des auskle idenden Endostes ;  mSulicherweise hande l t  es sich hier  

u m  ein Bil4 fibrocapil larer Resorpt ion (vgl. Text ,  S. 31). _~lle jungen  Osteoeyten 
reagieren positiv.  

zweigungen der Osteophyten nagen (Abb. 10--12). Schon bei Lupen- 
vergrSl~erung fallen sie als schwarze Punkte auf, die 0rten starker 
Phosphataseansammlung entspreehen (Abb. 4, s. Pfeil). Wenn wir sie 
mit den 0steoblasten vergleichen, so sehen wit, daI~ die Kerne der 
0steoclasten und auch ihr Cytoplasma nicht weniger intensiv geschwgrzt 
sind als die umliegenden Osteoblasten. Die Impregnation kann im 
Extrem (und naeh 14stfindiger Inkubation) so welt gehen, dal~ jedes 
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Detail  der Zellstruktur verdeckt ist. (Tberblickt man die Intensit/~t der 
Reaktionen im Cytoplasma und in den Kernen als Ganzes, so ist man 
erstaunt  zu sehen, dab fiberall in den Osteoelasten mindestens ebenso 
starke Schw/~rzung aufgetreten ist wie in den Osteoblasten, bisweilen 
sogar noeh intensiver (Abb. 10 und 11): Letzteres betrifft besonders die 
in den t IowsmPschen Lacunen gelegenen Osteoelasten. Dort, wo ein 
Osteoelast der Grundsubstanz anliegt, ist deren Rand sch~rf --- dies 
findet sieh besonders in den Laeunen - -  und bisweilen zeigt der Knochen- 

Abb.  11. I~nochenresorpt ion.  H i s tochemie  der ~]k~lisvhen Phospha t a se  (Methode y o n  
I, OROH llnd G(JM~RI). K~ninchen .  Sehnit~ du tch  einen Met~ ta r sa lknochen  in der  N/~he 
e iner  6 Tage  zuvo r  n i t  der D i a m a n t s c h e i b e  gese tz ten  Spalte.  St~rke Vergr51]erung. 
Unten: Die nekro t i sche  Corticalis.  - -  Bildmitte: Resorp t ionshe rd  n i t  e inem in der  Spi tze  
des Ausl/i~lfers bef indl ichen Osteocl~sten. Man vergle iehe  seinen Phospha t a segeh~ l t  n i t  

d e n  der  Osteoblas ten  (Text ,  S. 30). 

rang an dieser Stelle einen feinen schwarzen Saum. Es ist das nicht die 
diffuse TSnung, die man in der den Osteoblasten unterliegenden Knochen- 
substanz sieht. 

AIle diese Besonderheiten sind in mensehlichen Knochenpr~paraten 
noch ausgepr~gter (~. S. 51). 

Wie wit oben gesagt haben, ist die /ibrocapilliire Resorption nicht 
sieher zu erkennen. Immerhin  fanden wir im Gebiete der Osteoel~sten- 
t/~tigkeit an den Urspriingen der Osteophyten solehe Stellen, die mit  
groBer Wahrscheinlichkeit als Orte fibrocapill/irer Resorption angesehen 
werden kSnnen (Abb. 10). Abb. 10 zeigt eine Bucht der Markh6hle, in 
der sieh Fasermark finder (links im Bilde) ; sie enth~tlt keine Osteoclasten. 
s t a r t  dessen ist die Bucht yon einem auBerordentlich phosphatase- 
reichen Endost  ausgekleidet, das hier ebenso tier geschw/~rzt ist wie 
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sonst dort, wo sieher eine Knochenapposition stattfindet. Hier jedoch 
ist der Knochenrand ganz scharf, ohne abgesetztes Osteoid. ])as Bild 
ist noch verffihrerischer durch die leiehte Einbuchtung, in weleher sieh 
die resorbierende Endostschicht anlagert und dadureh, da~ dort, wo die 
Delle am ausgepr~gtesten ist, auch die Phosphatasereaktion sti~rker ist 
als im iibrigen Endost. Und schliel31ich sieht es, durch die Gegenwart 
yon Osteoclasten in der n~heren Umgebung (reehts im Bride), so aus, 
als ob sieh die ganze Zone in Resorption befi~nde. 

b) M e n s c h l i e h e s  K n o c h e n m a t e r i a l .  

Die Biopsie einer PAGETschen Erkrankung lieferte uns das reichste 
Beobaehtungsgut. 

Es handelt sich um Stiicke der Crista iliaca eines 70js Mannes, 
bei dem die Erkrankung einige Jahre zuvor eingesetzt hatte. Serum- 
phosphatase 40 EB. - -  Die nach den gewShnliehen Methoden gefi~rbten 
Schnitte zeigen das typische Bild des Morbus Paget: Grobe Knoehen- 
bi~]kehen, die ein zellreiehes Fasermark einsehlie~en; Apposition und 
Resorption sind aul3erordentlich lebhaft; deutliches Mosaikbild. 

Die histochemischen Reaktionen auf Phosphatase ergaben sehr 
gleichm~ige Bilder: 1Nach mittlerer Inkubationsdauer (6 Std) erscheint 
das Mark so schwarz, dab die Struktur gro~enteils unkenntlich ist 
(Abb. 18). Das Pr~cipitat finder sich in den Fibrocyten, in den Osteo- 
blasten und auf den kollagenen Fasern (Abb. 22, I). Das Knochen- 
gewebe reagiert fibera]l negativ, mit Ausnahme der osteoiden R~nder, 
die bisweilen braun erscheinen. 

Sehr eindriieklich ist das Bild der Osteoclasten: Meistens haben sie 
das Aussehen von schwarzen Seen, schw~rzer selbst als die Osteoblasten 
(Abb. 13--14), und alte cytologischen Details sind in der vollkommenen 
Impregnation des Protoplasmas untergegangen. Dort, wo die Osteo- 
clasten in den HowsmPschen Laeunen liegen, erscheint auch hier der 
Knoehenrand bisweilen schw~rz ges~umt, als wenn der Osteoclast die 
Grundsubstanz hier mit Ferment durehtri~nkt hgtte (Abb. 13, t f f e i l ) . -  
Andere Osteoc]asten, aber zahlenmgl3ig viel seltener, enthalten weniger 
l%rment im Kern und Cytop]asma als das umgebende Markgewebe: 
Bisweilen sind sie dem Knochen ange]agert, viel 5fter ]iegen sie mitten 
im Mark (Abb. 14). 

An den Stellen fibrocapilli~rer l%sorption findet sich fiberall eine 
intensive Fermentaktiviti~t. Bei 6stfindiger Inkubation ergeben die 
EndostzeUen eine ebenso positive Reaktion wie die iibrigen Markzellen. 

Auch die osteoiden ]~gnder sind bisweilen impri~gniert, aber im all- 
gemeinen weniger stark als die Sgume der I-Iows~iPschen Laeunen. 

Die PAG~Tsche Krankhei t  hat  uns das eindriieklichste Anschauungs= 
material geliefert. Andere Biopsien boten uns Gelegenheit, die gleiehen 
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Beobachtungen bezfiglich der Resorption zu maehen: Wir haben einen 
Fall yon Malleolarpseudoarthrose (nicht infiziert) bei einem 55j~hrigen 
Mann untersucht. In  e inem anderen Falle handelte es sich um die 
Grol3zehenphalanx einer erwachsenen Frau, die wegen einer Exostose 
reseziert worden war. 

Wir haben in solchen Praparaten nicht mehr derartige Osteoclasten 
angetroffen, wie wir sie bei der PAOSTschen Krankhei t  gesehen haben, 
aber an den Stellen, die wir als Resorptionsherde identifizieren konnten, 

Abb. 1'2. I,~nochenresorption. Histochelnie der alkalische~ Phosph~tase (Methode yon 
LORC'H uns GOM~RI). Der g]eiche Herd wie in der vorhergehenden Abbildullg, abet all 
andereL" Stelle. Starke Vergr6Berung. --Obenrechls: Eill Osteoelast. -- Rechls: Nekrotisehe 
Cortiealis ohne Fermentreaktion; Osteophyten beginnen sieh anzusetzen (Text, S. 30). 

fanden wir eine deutliehe Erh6hung der Phosphataseaktivit~Lt im Ver- 
gleieh mit dem benaehbartell Endost (Abb. 15). Die Fermentvermehrung 
ist in diesem Bild sogar noeh auffallender, well bier Mark und Endost im 
allgemeinen weniger stark reagieren als im Falle des Paget-Knochens. 

Diskussion. 

Die beschriebenen Bilder sind unseres Erachtens Ausdruek der Be- 
teiligung der Phosphat~se bei der Resorption yon Knochengewebe. Wir 
stfitzen uns dabei auf die folgenden Argumente:  

a) An den Stellen, die anatomiseh ~ieherlich Resorptionsherde sind, 
/indet 8ieh im allgemeinen eine sehr bedeutende Phosphataseaktivittit. Man 
k6nnte einwenden, dal3 die l~esorption bei der PAGETsehen Erkrankung 

u Archly. Bd. 321. 3 
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pathologiseh ist und die Bilder infolgedessen zum Studium der all- 
gemeinen Resorptionsgesetze unbrauehbar seien. Dazu ist jedoeh zu 
sagen, dab man bei den histoehemisehen l~eaktionen auf Phosphatase 
quMitativ stets die gleiehen Bilder erh~lt wie in anderen Knoehen- 
priiparaten mensehlieher und tieriseher Herkunft,  die nieht yon einem 
Morbus Paget stammen; der Untersehied ist nur quantitativ, indem die 
Ferrrentaktivit~tt bei der Ostitis deformans gr6Ber ist. 

Das weitaus wichtigste Gegenargument besteht dureh die Tatsaehe, 
dag sehr versehiedene Zelltypen Phosphatase enthalten, ohne dab bei 
ihnen irgendeine Beziehung zum Knoehen oder dessen Resorption 
besttinde. Itierzu muB auf folgendes hingewiesen werden: 

b) In  den Resorptionsherden nimmt die Alctivitiit der Phosphatase zu 
und wird inten,~iver als dort, wo sich das Endost in Ruhe be/indet. Dam 
ist beim Menschen ebenso wie im Tierversueh. Das Gleiehlaufen yon 
Zellt~tigkeit mit Phosphataseaktivit~t zeigt, dab das Ferment nieht dem 
Eigenstoffweehsel der Zelle angeh/Srt, sondern dab es als Aktionssubstanz 
fiir die osteolytisehe Funktion anzusehen ist. 

c) Der Knochenrand ist unmittelbar dort, wo die Osteodasten nagen, 
bisweilen mit Ferment impriigniert, und dies sogar aueh dann, wenn der 
Osteoelast dem Knoehen nieht unmittelbar anliegt, sondern sieh in 
einem geringen Abstand befindet (Abb. 13, Pfeii). Allem Ansehein 
naeh handelt es sieh nieht um einen Diffusionsartefakt, denn solehe 
Bilder sind aussehlieBlieh fiir Osteoelasten eharakteristiseh; der t~and, 
dem die Osteoblasten angelagert sind, reagiert negativ oder nut  sehr 
diffus auf Phosphatase. Das sleht man gut an den Stellen, wo die Osteo- 
blastenreihe yon einem Osteoclasten unterbrochen wird: Nur  hier /i~idet sich 
d n  tie/schwarzer Saum (Abb. 13, Pfeil). 

Dieses Bild ist das ~quivalent  der engen Beziehung zwisehen Osteo- 
elast und Knoehensubstanz. Es sprieht fiir eine aktive Penetration des 
Fermentes in die Knoehensubstanz hinein, und die vorzugsweise An- 
sammlung in den Hows~I~sehen Laeunen l~tgt sieh als Beweis fiir die 
Beteiligung der Phosphatase bei der Osteolyse ansehen. Umgekehrt 
halten wir dieses histoehemisehe Bild aueh fiir einen Beweis der ly- 
tisehen T~tigkeit der Osteoelasten. Zu diesen Befunden steht die An- 
sieht yon I-IXGGQUIST, der den Osteoelasten lytisehe F~higkeiten 
absprieht, nieht im Einklang. 

d) Ein  Arte/alct in/olge DiHusion des _Fermentes ist sehr unwahr- 
scheinlich (vgl. S. 13ff.). Man miiBte annehmen, dal3 Kern und Cyto- 
plasma der Osteoelasten das Ferment im Laufe der Inkubation ,,ein- 
fangen". Aber einerseits wiirde die Diffusion noeh nieht die Beobaehtung 
erkl~ren, dab der Osteoelast sehr h~ufig betr~ehtlieh mehr Ferment  
enthiilt als die umliegenden Zellen (Abb. l0 nnd 11), und andererseits 
betreffen die yon F~mIN und Mitarbeitern naehgewiesenen Artefakte 
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auch nut  die Phosphatasewanderung in die Kerne und nicht in das 
Cytoplasma. 

Schlief31ich kSnnen wir hier auch noch den wichtigen Befnnd anffihren, 
daft in mehreren Schnitten einer Serie die gle,chen Osteoclasten auch alle 
den gleichen Enzymgehalt au/we~sen, wobei nicht iibersehen werden kann, 
daft im jeweiligen Einzelschnitt die verschiedenen Osteoclasten einen ver- 
schiedenen Enzymgehalt besitzen. Diejenigen 0steoelasten, die in How- 
Sglrsehen Lacunen gelegen sind, sind im allgemeinen am phosphatase- 

Abb.  13. Knochenresorp t ien .  t t i s tochemie  der alkalischen Phospha tase  (Methode yon 
LORCH und  GS~iiSnt). Mensch. PAGETSChe Erk rankung ,  Biopsie der Crista iliaca. S tarke  
Velgrb/3erung. Bilder andere r  Osteoclasten. Man beacbte  den posi t iv-schwarzen Santo 

u~terhalb  des Osteoclasten links oben (Pfeil) (Text,  S. 34). 

reiehsten. Die ,,blassesten", d. h. die am wenigsten phosphatasehMtigen 
Zellen liegen oft etwas veto Knochenrande entfernt (Abb. 14). Diese 
Feststellungen /iihren uns zur Annahme zweier Phasen der Osteoclasten- 
tiitigkeit: Eine , ,guhephase" und eine ,,Aktionsphase" (osteoly~isehe 
Phase), wobei in letzterer der Enzymgehalt  bedentend erh6ht ist. 

Unsere Resnltate decken sieh nicht mit den Befunden yon anderen, 
die nur in den Nucleolen der Osteoelasten Phosphatase gefunden haben, 
nicht aber im iibrigen Cytoplasma. Dieser Widersprueh kann auf ver- 
sehiedene Weise erkli~rt werden: 

Unterschied in der Tierart. Die Beobachtungen yon Logo~ und yon 
GREEr-FlSCHER-MO~SE betreffen den Knoehen yon Katzen und t~atten, 
Tiere, an denen wir nieht selbst experimentiert haben. 

3* 
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(Wir beschi~ftigen uns augenblicklich mit Untersuchungen i~ber die 
Unterschiede, die durch die Tiergattung und das Alter der Versuehstiere 
bedingt sind.) 

Entspreehend dem oben Gesagten kann eine biologi~che ,Phasen'- 
Di[/erenz der Osteoclasten vorliegen. Naeh der Besehreibung yon Mc KEL- 
VIE und MAN~ erseheinen diese Zellen (d. h. solche Osteoclasten ohne 
Phosphatase im Cytoplasma ) ,,ohne Zusammenhang mit der Resorption", 

'Abb.  14. K n o c h e n r e s o r p t i o n .  I~Iistochemie der  a lka l i s chen  P h o s p h a t a s e  (l~Iethode y o n  
~O~CH u n d  G ( i ~ R I ) .  Mensch.  PA~ETSOhe E r k r a n k u n g .  Biopsie der  Cr i s t a  iliac~. S t a r k e  
YergrSl3erung.  Bild,  welches  2 P h a s e u  tier Os t eoe l a s t en th t igke i t  v e r m u t e n  lhfit. - -  Bild- 
mitte unten: Zwei  a k t i v e  Os teoc la s t en  (dem K n o c h e n  ange lage r t ,  h o h e r  P h o s p h a t a s e g e h a l t ) .  

Bildmitte oben: Osteoc las t  im R u h e s t a d i u m  (en t fe rn t  ve to  K n o c h e n ,  ~ast keine  
P h o s p h a t a s e r e a k t i o n ) .  (Vgl. Tex t ,  S. 36.) 

sind also nieht so gelagert, als ob sie das Knoehentransplantat anzunagen 
scheinen. Dagegen liegen die yon LoRcI~ ss abgebildeten Osteoclasten 
zwar der Knochenoberflgche an, aber es finden sieh keine Bilder regel- 
rechter Hows~xPseher Lacunen. 

Die unterschiedliche Technik ist zu beriicksichtigen. Die Fixation 
in Chloroformalkohol gew~hrleistet eine bessere Konservierung der Phos- 
phatase als Alkohol allein. LORCH entkalkt wghrend 3 T~gen und 
inkubiert 1 Std lang. Wir entkalkten w~hrend 8--10 Tagen und liel]en 
den Knoehen 6--14 Std in der InkubationslSsung. 

Z u r  Z e i t  u n s e r e r  A r b e i t e n  i s t  y o n  M G K E L v l E  u n d  MAN~ e ine  v o r l ~ u f i g e  M i t -  

teilung in der Literatur erschienen, in der die Entwicklung yon Knochentrans- 
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plan ta ten  bei Kaninehen  behandel t  wird, so wie sie sieh bei Untersuehung mit  der 
Phosphatase teehnik  darstellt .  Sie fordern ebenfalls, dab dem Ferment  eine Mit- 
wirkung bei der Osteolyse zukommen muB, im besonderen bei der Lyse der Trans- 
plantate .  Die Abbildungen der Autoren sind noeh nieht  verSffentlieht, aber der 
Besehreibung zufolge seheint uns in mehreren Punk ten  eine kritisehe Uberpri ifung 
angezeigt. 

Zun/~chst verneinen die Genannten  jede Beteiligung der Osteoelasten an  der 
Resorption der Transplantate .  In  einem ersten Stadium ,,sind die t ransplant ier ten  
Knochen yon Zellen, die den Osteoblas~en gleiehen, umgeben" ;  spgter impr/~gnieren 

Abb. 15. Knoehonresorption. Histoehemio der Mkalisehen Phosphata~e (l~Iethode "con 
LORCH lltld G6~I{JRI). Menseh. Knoehenfragment arts der Nal~e einer Malleolar- 
pseudar~hrose. Starke Vergr613erung. Endost in Resorptioustgtigkeit: Zone mit starker 

Phosphatasereaktion (Text, S. 33). 

sieh die Fragmente  mit  Phosphatase.  Das Ferment  sell yon den Osteoblasten 
abgesondert  sein und mit  der AuflSsung des Knoehens in Verbindung stehen. 

Nun, die Phosphataseimpr/~gnation der Transplanta~e kann  ein Diffusions- 
a r te fakt  sein (Abb. 23). 

Andererseits heil]t es, dab die os~eolytiseh akt ive Phosphatase yon Zellen her- 
s tamme, die ,,den Osteoblasten/~hnlieh und  nieht  yon ihnen nnterseheidbar"  seien. 
Bei einem so besehriebenen Bilde kann es sieh wohl um die Resorptionsweise des 
fibroeapillgren Abbaues gehandelt  haben.  Jedoeh 1/~gt sieh in einem Bezirk mit  
Reparationsvorg/~ngen, we bestgndig Knochenan-  und  -abbau nebeneinander her- 
laufen, die fibroeapill/ire Resorption nicht  mi t  Sieherheit als solehe identifizieren, 
wie das ffir die Osteoelasie mSglieh ist. Die Orte fibroeapillgrer S t ruktur  sind in 
bezug auf  ihre Funkt ion  in doppelter Riehtung interpretierbar,  und  wit haben sie 
absiehtlieh erst  an  zweiter Stelle unserer Untersuehungen fiber die Resorption 
beriieksichtigt. 
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McKELvIE und MANN sind also zur selben Schlugfolgerung ge- 
kemmen wie wir - -  nam]ieh, dab die Phosphatase an der Resorption 
beteiligt ist - - ,  jedoch haben sie sich auf nicht einwandfreie Bilder 
gestfitzt. 

Die Anwesenheit der alkalisehen Phosphatase beim Gesehehen der 
Knoehenresorption ist bewiesen, und es bleibt noeh deren bioehemische 
Bedeutung zu er5rtern. 

In den Osteoblasten erseheint das Enzym mit einer offensiehtlieh gut 
definierbaren Fun~,ti0n: Erleid terung der Caleifikation. Infolgedessen 
m a ge s  zun/iehst erst~uen, dab man das gleiehe Ferment auch in den 
Zellen antrifft, deren biologische Bedeutung entgegengesetzt ist: Abbau 
des Knoehengewebes. Diese Feststellung hat uns dazu gefiihrt, die Um- 
kehrung der Fermentaktiviti~t zu berfieksiehtigen, und solche Umkehr- 
barkeit (giiekli~ufigkeit) eines Prozesses ist niehts AugergewShnliches im 
Rahmen der Bioehemie. 

Es ist daher iiberflfissig, hier die Existenz zweier versehiedener Fer- 
mente anzunehmen, wie es .McKELvIE und MANN fordern. Das gleiche 
Enzym ist zur KatMyse sowohl der Synthese als aueh der Spaltung 
seines Substrates bef~higt, vielleieht infolge von Anderungen in der 
Bindung mit dem ,Vektormolekiil 4s. Wit erw~hnen als Beispiel hier nur, 
dag B~GMANN und Mitarbeiter 7 mit den bei der Autolyse wirksamen 
Kathepsinen aueh die Synthese der EiweigkSrper erzielen konnten. 

~lbrigens ist bereits im Jahre 1927 yon MAZTLAND und ROBISOX die 
oben erwi~hnte Fermentsynthese besehrieben wordenSl: Von anorga- 
nisehen Phosphaten wurden bei Gegenwart grSl3erer Mengen Glycerin 
bis zu 25% der Phosphate dutch die aus Tierknoehen extrahierte 
alkMisehe Phosphatase mit dem Alkohol verestert. Die gleiehe F~higkeit 
wurde 1930 yon KAY ffir die Nierenphosphatase naehgewiesen. Trotz 
zahlreieher ~hnlicher VerSffentliehungen in der Literatur wurde die 
Bedeutung dieser Vorg~nge niemals auf den Stoffweehsel des Knoehens 
iibertragen. Es sei noeh angefiihrt, dag GUTMAN und GUTMAN (1941) 
eine Phosphorylase im Knochen beschrieben, deren Funk~ion kSnnte 
darin bestehen, die Ester zu synthetisieren, die dann yon der Phos- 
phatase hydrolytisch gespalten wfirden as 

1949 haben MEYEI~ItOF und G~EE~ bei Untersuchungert fiber die 
Gleichgewichtskonstante der unter Phosphataseeinwirkung ablaufenden 
reversiblen Reaktionen : 

K -=-- (Anorganisehes Phosphat) (Alkohol) X - -  
(Wasser) (Ester) 

festgestellt, dab die Phosphorylierungsgeschwindigkeit bedeutend ge- 
ringer ist als man auf Grund der Kenntnis der Hydrolysegeschwindigkeit 
angenommen hatte:  Hier spielt die Tatsache hinein, dag - -  wie bei den 
meisten enzymkontrollierten Gleiehgewiehtsreaktionen - -  das Massen- 
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wir]cungsgesetz nicht allein den Vorgang beherrscht. Und noch ein anderer 
Faktor  kommt hinzu: Die Affiniti~t des anorganisehen Phosphates zum 
Ferment verschiebt das G]eichgewicht im Sinne einer Verlangsamung 
der Phosphory]ierung. 

Man kann nun eigenartigerweise eine Beschleunigung der Phos- 
phorylierung erziele~, indem man zu der LSsung noeh einen weiteren 
Phosphors~ureester hinzu gibt, der einen hSheren energetischen Gehalt 
besitzt (z. B. Phosphokreatin) als der bereits synthetisierte. Die Be- 

Abb.  16. Die reversible Aktio~t dec Phospha,tase be im Knoehenum~)au (HyPothese  ab-  
gelei te t  aus his tochemischen Bef lmden) :  I. Apposit ion:  t iydrolyse .  Die Phospha tase  des 
Osteoblastcn spal te t  das Glyccrophosphat  in Glycerin, welches yore B h t e  a u f g e n o m m e n  
~i rd ,  und  in ein Phosphorradikal ,  das sich in der Knochengrundsubs t anz  fixiert. - -  I I .  Re- 
sorpt ion:  Veresterung.  Die Phospha tase  des Osteoclasten sy-nthetisiert~ das Glycerin des 
P lasmas  und  den Phosphorkomplex  aus dem JKnochen zu G1ycerophosphat  (Text,  S. 38). 

sehleunigung der weiteren Phosphorylierung erfolgt durch direkten Trans- 
port des PO4-Radikals des zugesetzten Esters (,,Donator-Ester") an den 
vorhandenen Alkohol*. Dieser besondere Modus der Veresterung, fiir 
den ebenfalls die Phosphatase verantwortlich ist 87, wurde yon AX~LxCOD 
,,Transphosphorylierung" genannt 8. Seine biologische Bedeutung ist 
jedoch noeh nicht erwiesen, da diese Reaktion in vitro nur abliiuft, wenn 
die Substanzen in sehr hohen Konzentrationen zusammengegeben 
werden. 

* Hierbei spielt sich etwas sehr Besonderes ab : Mit Hilfe radioaktiver Isotopen 
hat man nachweisen ktinnen, dal~ das PO4-Radikal des Donators nicht erst ionisiert 
wird und sich dann selbstitndig an den Alkohol heftet, sondern dab es unter dem 
EinfluB des Phosphataseschutzes direkt mit dem Alkohol in Verbindung tritt. 
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Die Phosphatasen k6nnen demzufolge fiber zwei verschiedene Me- 
chanismen die Estersynthese katMysieren: Phosphorylierung und Trans: 
phosphorylierung. 

Noch bleibt die Frage often, welcher Faktor im Organismus den Aus- 
schlag nach der Richtung der Synthese bestimmt. Die Intervention ver- 
schiedener Substanzen (Kationen, Peptide, Phosphatdonatoren s~) ist in 
Betracht  gezogen worden, aber Beweise stehen noch aus. Andererseits 
mug die l%ichtung der Gleichgewichtsreaktion auch vom Massen- 
wirkungsgesetz beherrscht sein 6s; die Ansammlung von Alkoholen kann 
nur als reine IIypothese angenommen werden; dagegen w~ire eher eine 
lokale Anreicherung yon POa-Ionen anzunehmen, die aus der Knoehen- 
substanz durch Einwirkung eines anderen Faktors (nach einigen Autoren 
CO2) in Freiheit gesetzt wiirden. I)ie Phosphatase wfirde dann nur 
sekund~r in Aktion treten, indem sie einen Tell des PO4-Uberschusses 
verestert. 

In  diesen Punkten mfissen rein biochemisehe Untersuchungen n~here 
Aufkli~rung bringen. 

Die Abb. 16 zeigt in sehematischer Darstellung unsere Auffassung 
fiber die Rolle der Phosphatase einerseits beim Knoehenanbau, anderer- 
seits beim Abbau yon Knochengewebe, auf Grund der oben beschrie- 
benen Untersuchungsergebnisse. 

C. Die Phosphatase und der schleiehende Umbau 
(Creeping replacement). 

Der Knochenumbau besteht in einem st~ndigen Ersatz'alten Knochen- 
gewebes durch neues. Die einzelnen Abschnitte verschiedenMtrigen 
Knochens bleiben durch eine sehr diinne Schicht basophiler Substanz 
getrennt, die in Schnittpriiparaten als ein welliges Band erscheint 
(,,Abbaukittlinie", vgl. ElevEn, 1875)* 

Niemand bezweifelt, dab die Abbaukittl inien durch den Knochen- 
umbau entstehen, aber fiber die Art ihrer Entstehung werden zwei Auf- 
fassungen vertreten, die dazu geffihrt haben, zwei grunds~itzlich ver- 
schiedene Umbaumechanismen anzunehmen. 

Ffir die groBe Mehrzahl der Forscher spielt sich dor Knochenumbau in 2 Phasen 
ab: Resorption - -  Apposition (indirekter Umbau yon L]~xEn). Die Abbaukittlinie 
selbst kann sich nicht verschieben: Sie bezeichnet die ~uBerste Grenze bis zu welcher 
der lokale ResorptionsprozeB jeweils vorgedrungen ist. 

Andere glauben, dab diese Linie selbst eine dynamische Bedeutung besitzt. Sie 
w~re eine bewegliche Grenze zwischen 2 Knochenterritorien, yon denen das eine 
zuriickweicht, das andere sich vordr~ngt. Diese Art Umbau vollzieht sich also im 
eigentlichen Innern des Knochengewebes selbst, ohne Vermittlung yon Osteoblasten 
oder Osteoclasten (direkter Umbau yon LEx~.R). Diese 2. Auff~ssung stammt yon 

�9 Siehe much die Anmerkung auf S. 16 betr. den Unterschied zwischen diesen 
und den ,,I-Ialtelinien". 
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BARTH, der den Namen ,,schleichender Umbau"  gepri~gt hat.  Auch hIARCHA~D, 
und in der Folge zahlreiche andere, besonders LEx~R, vertraten diese Auffassung. 
AXHAVSE~ war der erste, der sie ablehnte. Durch ein sehr griindliches Studium der 
Histologie yon Knochentransplantaten kamen DE JOSS~LI~r, DE JO~G und EYK- 
MAN VA~ DER KEMP zu derselben Ansicht wie A x ~ v s ~ ,  ohne zu ]eugnen, dab ihre 

Abb. 17. Die beiden Interpretationen ~iir die Abbaukittlinien. I. Oberflftchenumbau. - -  
Auf eine Phase der Osteoelastenabbaut~ttigkeit folgt ein Knoehenanbau vermittelst Osteo- 
blasten. Die basophile KittliJaie bezeiehnet die /~ui]erste Grenze bis zu weleher die Re- 
sorption ]eweils vorgedrungeu ist. - -  II. ,,Schleiehender Umbau" (creeping replacement). 
Die basophfle Linie ist beweglieh und in dem Mage im Vorsehreiten, in dem der junge 

•nochen iu den alten eindringt (Text, S. 40). 

Ansicht nich~ absolut beweisbar sei. 1Nach Ansich~ der letztgenannten Forscher 
,,erlauben einzig Serienschnitte die ,direkte' Form des Umbaues auszuschliegen". 
Trotz diesen Ver6ffentlichungen ist die Vorstellung des ,,schleichenden Umbaues" 
am Leben geblieben und man finder sie besonders h~ufig in der amerikanischen 
Literatur, als ,,creeping replacement" bezeichnet. 

Zusammenge/a/3t. Bei  de r  B e t r a c h t u n g  e ines  O s t e o n s  i s t  da s  k o n -  

z e n t r i s c h e  W a c h s t u m  u n b e s t r i t t e n .  D e r  V o r g a n g  des  e x z e n t r i s c h e n  

W a c h s t u m s  i s t  j e d o c h  n u r  h y p o t h e t i s c h  (s. A b b .  17). 
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Von diesen beiden In t e rp re t a t ionen  des Umbaues  st i i tzt  sich die 
erste auf unzweifelhafte morphologische Befunde. Die zweite be ruh t  
mehr  auf hypothe t i sehen  Erw~gungen und  ist biologisch wenig ein- 
leuehtend.  I m m e r h i n  ha t  sich diese Vorstel lung n icht  ohne jeden Grund  
so lange erha]ten;  auf Grund  der histologischen Bilder allein l~Bt sie 
sich n icht  absolut  widerlegen: Nichts  sagt uns  mi t  Sicherheit, ob eine 
Abbauki t t l in ie  fix oder beweglich is t ;  jedes Bild ges ta t te t  beide In ter -  
pre ta t ionen.  Dari iber  hindus scheint die (ziemlich h~ufige) Gegenwart  
yon zweikernigen Osteoeyten in  der Nachbarschaf t  dieser Linien fiir 
ein Wachs tum in diesem Bereich zu sprechen * 

Wir  haben  dieses Problem dureh die Un te r suchung  des Phosphatase-  
verhal tens  in  ein neues Licht  setzen wollen: Wenn ni~mlich diese Abbau- 
kittlinien tatsiichlich Ausdruck eines interstitiellen Umbaues sind, dann 
mi~[3te ihr Vorschreiten auch mit den Prozessen der Osteolyse und Osteo- 
genese einhergehen, also von erh6hter Fermentalctivit~t begleitet sein. 

Es ha t  sich aber gezeigt, dai~ die Phosphataseaktivi t i~t  im Bereieh 
dieser Linien,  so lange wir die I n k u b a t i o n  aueh dauern  liei~en, stets nul l  
blieb oder n icht  grSl~er war als die des unmi t t e l ba r  umliegenden Gewebes. 

Das ist ein regelm~i~iger Befund.  

Bei der Sequestrierung yon hitzegeschiidigtem Knochen sahen wir, dal3 der 
nekrotische Bezirk zum Tell resorbiert und yon jungem Knochen ersetzt worden ist. 
Die Grenze zwischen altcm und neuem Knochen ist ohne erhShte Enzymaktivitat, 
wahrend im Bereiche des Endostes starke Aktivitat herrscht. Der Zu- 
wachs vollzieht sich also an der Oberfl~che und nicht in der Tiefe des Gewebes. 

Der Paget-Knochen ste]lt ein ideales Untersuchungsmaterial fiir ein solches 
Studium dar. In ihm spielt sieh sehr intensiver Umbau ab. Abbaukittlinien treten 
dabei in grol3er Zahl auf. Die Untersuchung von Sehnittpr~paraten best~tigte 
unsere bereits am cxperimentcllen Material erhobenen Befunde: Die Abbaukitt- 
linien sind einzig durch die Lichtbrechungserscheinungen sichtbar (Abb. 18). Bis- 
weilen bilden sich infolge Retraktion an ihrer Stelle Spalten. 

Es sei hier bemerkt, dab auch McK~LvIE und MAN~ in ihrer vorl~ufigen Mit- 
teilung, die uns im Laufe unserer Experimente zug~nglieh wurde, die Existenz eines 
,,creeping replacement" verneinen; sic scheinen jedoch in ihren Untersuehungen 
die Abbaukittlinien nicht als Kriterium genommen zu haben.. 

Wir haben nur eine einzige Stelle gefunden, wo die Abbaukittlinie eine positive 
Phosphatasereaktion gezeigt hat, aber in diesem Falle handelte es sich sicher um 
eine Diffusion des Fermentes yore Endost her: Die Fcrmentaktiviti~t nahm rasch 
ab, je weiter sieh die Linie in ihrem Verlaufe yon der Appositionszone entfernte. 
Die Ausnahme war also nur seheinbar. 

Abgesehen yon diesem einen Falle reagierten alle Abbaukittlinien - -  im 
Paget-l(nochen ebenso wie in allen anderen untersuchten Knochenpr~paraten - -  
im ganzen Ver]aufe durchweg negativ. 

Selbst wenn die gewShnlichen histologischen Methoden uns  keinen 
eigentl ichen Beweis fiir den Ausschlul~ dieser Auffassung liefern, so 
ha l t en  wir den , schle ichenden U m b a u "  - -  bei dem das Osteon eine 

�9 Es handelt sich in Wirklichkeit um Erscheinungen, die mit der Nekrobiose 
(Onkose) zusammenh~ngen. 
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exzentrische Erweiterung erfiihrt, etwa wie eine Metastase in der 
Leber - -  schon aus einfachen Uberlegungen ffir sehr unwahrseheinlich. 
Es fiillt schwer, sich das Eindringen jungen Knochengewebes in das 
alte vorzustellen. WEINMANN und SIC~ER finden es , ,entt~uschend" 

Abb.  18. Un te r suehung  auf  Abbaukit t l f l l ien.  His tochemie der alkalischen Phospha tase  
(Methode yon  LORCH ~md GO,cirRI). Me~sch. PAGETSOhe E rk rankung .  Biopsie der  Crista 
iliaca. Gleiehe Region u a d  gleiche Vergr5Berung wie in der vo rhe rgehenden  Abbi ldung.  
T ro tz  der  ]~ngen Inkubat ionsze i t ,  die die aul terordent l ich s tarke und  fast  zu sammen-  
fliel~ende Reak t iou  der 5lark- un4  Gef~l]r~ume erkl/~rt, bleibt die Knochensubs tanz  negat iv .  
Die Abbauki t t l in ien  sind nu t  dm'eh den Lichtbrechungsef fek t  s iehtbar .  Dieser Befund ist  
ein A r g u m e n t ,  welches gegen den , ,schleichenden U m b a u "  (creeping rep lacement )  spricht  

(Text,  S. 40ff.). 

feststellen zu miissen, dab diese Auffassung noch immer auffeeht- 
erhal tea wird. 

Die Histochemie der Phosphatase bildet zu dieser Frage einen wesent- 
lichen Beitrag:  Das Fehlen der Phosphatase entlang den Abbaukit t-  
linien ist unseres Erachtens ein definitives Argument gegen das ,,cree- 
ping replacement".  
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D. Die Phosphatase und die Onkose. 
Der Ausdruck ,,Onkose" s tammt  yon v. RECKLINGHAUSEN, der 

damit  eine besondere Form der nekrobiotischen Entar tung der Knochen- 
zelle bezeiehnete. Das Wort  Onkose n immt  auf die auff~lligste Er- 
scheinung dos Vorganges Bezug, namlich auf die Sehwellung des 
KnochenkSrperchens, die mit  einer VergrSBerung der KnochenhShle 
einhergeht (durch ,,Thrypsis", Verdauung). 

Dieser Begriff, der sonst wenig bekannt  ist, wurde yon RUTISHAUSER 
und seinen Schiilern ss, s4, s6, 98, die darin den Ausdruck wiehtiger 
knochenbiologischer Vorg/inge sehen, weitgehend angenommen. 

Wghrend v. 1%EC]CLIXGRAVSE~ seinerzeit in der Onkose ein ffir die 
Rachitis und die Osteomalaeie charakteristisches Verhalten der Kno- 
chenzelle sah, weiB man heute, dab sJe auch physiologischerweise bereits 
im normalen Knochengewebe existiert und in verst~rktem MaBe bei den 
meisten, wenn auch nieht bei allen Knochenaffektionen auftritt .  

Rein bildlieh besteht die Onkose in einer Schwellung dos Knoehen- 
k6rperehens, welche somit vom gesamten Zelleib ausgeffillt zu werden 
scheint. Die Ze]le selbst erleidet eine 1%ihe regressiver Ver/~nderungen 
und verschwindet. Man kSnnte diese Erseheinung als eine Lysis der 
Zelle sowie der umgebenden Knoehensubstanz auffassen, aber der Vor- 
gang ist sehr komplexer Natur:  Die regressiven Erscheinungen werden 
von 19rogressiven Prozessen iiberlagert, yon denen die Kernverviel- 
faehung ein hgufig zu beobachtender Beweis ist. 

Die Abb. 22 gibt die Phasen der Onkose wieder, wie sie bei don 
gew6hnlichen F/irbungen zu sehen sind (4). Das KnochenkSrperchen, 
das im lamellgr gebauten Xnochen l~nglich ist, wird kugelig. Die proxi- 
malen Abschnitte der Knochenkanglchen erweitern sieh, und die Be- 
grenzung der Zellwand wird unregelm~l]ig und verschwommen. Oft 
beobachtet  man um die KnochenzellhShle herum einen acidophilen oder 
basophilen Ring als Ausdruck einer Ver/inderung der Knochensubstanz.  
Der Zellkern ver~ndert sich in mehrfacher Weise: Sehwellung, Pyknose, 
Fragmentation.  Sehr oft sammelt  sich das Chromatin halbmondfSrmig 
am Rande der KnochenhShle an und scheint sogar, w'e unter Druek, in 
die Knochenkan/~lehen gedr/~ngt zu werden (Abb. 22, V 4). Bisweilen 
beobachtet  man eine regelrechte Kernvervie]fachung - -  bis zu 2 Ker-  
nen - - ,  aber man sieht keine Mitosen. I m  weiteren Verlauf verschwindet 
die Knochenzelle mehr und metrr. Bei Thioninf/irbung ist der Verlauf 
der Knochenkanglchen granuliert und gestiickelt. Endlich bleibt nur 
noch der ver/~nderte UmriB der leeren ZellhShle. 

Die Frage, ob die ersten Phasen des Prozesses reversibel sind, kann 
noeh nicht  beantwortet  werden. 

RUTISItAUSER faint die Onkose nicht nur als einen regressiven Vor- 
gang (Nekrobiose) auf, sondern sieht dabei auch eine besondere Form 
der KnochenauflSsung: die pericyt~re Osteolyse. 
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Kiirzlieh h a t  einer seiner Schiller, H. K I N D ,  bei histologischen und 
ehemischen Untersuehungen yon Knochentransplantaten an Kaninchen 
2 Verlaufsformen der Osteocytennekrose unterschieden: 1. Die schnelle 
Nekrose, die - -  in diesem Falle --- auf-ein direktes Trauma, urs~iehlich 
zuriiekzufiihren ist; sie vollzieht sich innerhalb der ersten 6 Std nach 
der Gewalteinwirkung und Jst nieht yon loerieyt/iren Veranderungen 
beg]eitet. 2. Vollzieh~ sieh eine langsame N e k r o s e -  der vaseul~re 

Abb. 19. Onkose. Histochemie der alkalisehen Phosphatase (Methode y o n  Logell und 
G6~0RI). Menseh. ]Pseudoarthrose nach KnSehelbrneh; !~noehenb~ilkehen aus der Um- 
g e b u n g  der  Ver le tzung .  Mit t lere  Vergr61~erung. Das  Bi ld  zeigt  das  A u s s e h e n  der  onko t i seh  
ver~nderten Knochenzellen (rundlieh nnd stark phosphatasehaltig) un4 ihre Lagerung 

(weitab yore ]~ndost, welches oben und nnten sichtbar ist). Text, S. 46. 

St6rungen zugrunde zu liegen scheinen - -  nach Art einer ,,wirklichen 
Autolyse" im Verlaufe yon 24--32 Std; das ist die Onkose. 

Die onkotischen Zellen finden sieh meistens in Gruppen, und zwar 
h/iufig an Stellen, die yon den Gef~Ben am weitesten entfernt liegen. 
Diese Beziehung zwisehen onkotiseher Nekrobiose und der Gefiig- 
verteilung im Knoehen ist yon SAEGESSE~ ss klargestellt worden. 

Die Untersuehung der Onkose unter Beriieksiehtigung des Verhaltens 
der alkalisehen Phosphatase sehien uns wiehtig, da wir hier die MSglieh- 
keit sahen, einen der sieherlich zahlreiehen fermentativen Vorgiinge des 
ganzen onkotisehen Prozesses zu erfassen, yon denen wit sonst nur die 
Folgeerseheinungen (die perieyt/tre Osteolyse) vor Augen haben. Zu 
diesen Untersuehungen haben wir uns mensehlieher Knoehenpr/iparate 
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bedient, da in diesen die Bilder der Onkose deut l ieher  sind Ms im 
Knochen der fiblichen Versuchstiere. 

Uber die Verteilung der Phosphatase in den versehiedenen Zellen 
der knochenbildenden Reihe weisen wir auf die oben wiedergegebenen 
histo-chemischen Untersuchungen (Abb. 1) hin. 

Von besonderer Wiehtigkeit ist es, dab die onkotisehen Zellen im 
allgemeinen am weitesten yon den Oberfl~tchen entfernt zu  finden sind, 
also dort, wo die normalen Osteoeyten keine a'ktive Phosphatase 
enthalten. 

Infolgedessen miissen fiir die Diagnose einer onkotisehen phosphatase- 
haltigen Knoehenzelle 3 Bedingungen erfiillt sein: 

1. Topographie. Zellen entfernt yon Gef~Ben oder endo- und peri- 
ostalen Oberfl~ehen. 

2. Form. t~undliehes KnochenkSrperehen mit Erweiterung des 
Beginnes der Knoehenkan~lehen. Eventue]l vergr51~erter oder ver- 
dopt3elter Kern. 

3. Phosphatasea/ctiviti~t. In der onkotisehen Zelle mul~ deutlieh Phos- 
phataseaktivit~t zu erkennen sein, dagegen nieht oder nur sehr vJel 
weniger in den umliegenden (normalen) Osteoeyten. 

Wir haben zahlreiehe Bilder gefunden, die diese 3 B e d i n g u n g e n  
erfiillen; dariiber hinaus liel~en sich versehiedene Stufen des Prozesses 
unterseheiden (s. Abb. 22): 

Zu Beginn der onkotischen Umwandlung sieht man eine diffuse 
schwarze Impregnation; die Kerne sind nicht deutlieh vom Cytoplasma 
zu unterseheiden. ])as KnochenkSrperehen ist geschw011en und seine 
R~nder sind biswei]en mit einem sehwarzen Saum versehen. - -  In 
diesem Stadium ist die Beteiligung der Knoehenkanalchen sehr unter- 
schiedlich; biswei]en ist das ganze Kan~lehensystem phosphatase- 
[mpr~gniert, h~ufiger aber nur ein Tell desselben (Abb. 22 IV). 

Bei voller Entwie]clung des onlcotisehen Prozesses ist die Schw~rzung 
des Osteoeyten sehr intensiv. Das ganze Knochenk5rperchen gleicht 
einer schwarzen Lake, in der der Zellkern nut  selten zu erkennen ist. Die 
Einmiindung der Knoehenkanglehen ist erweitert und ebenfalls schwarz 
impr~gniert, wodureh die onkotische Zelle ein ,,staeheliges" Aussehen 
erhglt (Abb. 22 V). 

In der letzten Phase, die sehwierig zu erfassen ist, verschwindet die 
Phosphatase wieder; ein Tell derselben scheint in die Kan~lehen diffun- 
diert zu sein (Abb. 22 VI). Etwas sparer ist das erweiterte Knochen- 
kSrperehen leer. Von Fermentaktivit~tt finder sieh nicht mehr die Spur. 
Die AuflSsung der Knochenzelle und der umgebenden Zone ist voll- 
zogen. Der ProzeB ist erloschen. 
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Diskussion. 

Bei der Diagnose solcher Onkosebilder darf erst dann mi~ Sicherheit 
angenommen werden, dal~ tats~chlich ein Wiedererscheinen der Phos- 
phataseaktiviti~t in der onkotischen Knochenzelle vorliegt, wenn den 
verschiedenen Fehlerquellen ]~echnung getragen worden ist: 

Als erstes besteht die M6glichkeit eines Schnittarte/alctes: Eine an- 
scheinend fief im Knochen gelegene und yon seinen Oberfl~chen wei~ 

Abb,  20. Onkose.  t t i s toehemie  der Mkal isehen P h o s p h a t a s e  (Methode yon LOl~CI< u n d  
GOMORI). Menseh.  Pseudoa r th rose  n a e h  B2n6ehelbrueh; a l tes  KnoehenMi lkehen  at~s der  
U m g e b t m ~  der Ver le tzung,  S ta rke  Verg rSgerung .  Aussehn i t t  aus  d e m  %-orhergehenden 
Pr~iparat  (reehts) bei st~irkerer Verg'rSlterung. Gebiet  zahlreieher  Os teoey ten  in  ve r seh iedenen  
S tad ien  der Onkose.  Der  Beg inn  des Prozesses  ist  an  den Os teoey ten  3 und  5 zu sehen, 
in  den Knoehenze l len  1 u n d  4 h a t  er sein M a x i m u m  erreieht~. Bei 2 is t  der Prozel~ f a s t  

vol lendet .  VgI. das S c h e m a  der Abb,  23 (Text,  S. 46), 

entfernte Zone kann - -  einem Tangentialsehnitt  zufolge - -  in Wirk- 
liehkeit nahe dem Endost  oder einer Gefiigkanalwand gelegen haben und 
es k6nnen also Osteocyten getroffen worden sein, die bereits normaler- 
weise einen h6heren Phosphatasegehalt  aufweisen. Derartige Irr t i imer 
kann man dutch Untersuehung yon Seriensehnitten vermeiden und vor 
allem dutch Beriieksiehtigung der ffir die Onkose eharakteristisehen 
Formver~inderungen (Abrundung der Zellh6hle; eventuell Erweiterung 
der Kani~lehen). 
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Zweitens ist zu prfifen, ob nicht eine Di//~tsion des Ferm~ntes oder 
seiner Spaltungsprodukte erfolgt ist. Wie wit oben (S. 22) dargelegt 
haben, kann solche Diffusion yon Phosphatase in die oberfl~chliehen 
Osteocyten yon der nahen Osteoblastenreihe her stattfinden. Es muff 
jedoch als ausgeschlossen erachtet werden, dab eine Diffusion biszu den 
onkotischen Ze]len vordringt, die am weitesten yon der Oberflgehe ent- 
fernt ]iegen, zum~l die dazwischenbefindlichen Osteoeyten negativ 
reagieren (Abb. 19). 

Abb.  2l .  Onkose His tochemie  der alkalischen Phospha tasc  (Methode yon LORCH und  
GOMORI). Mensch. Pseudoa.rthrose naeh  KnCche]brueh.  Knoehenb~lkchen  aus tier Um-  
gebung  der  Verle tzung.  St~rke VergrSi3erlmg. :Nester yon  I~norpelzellen im Zen t rnm 
eines durch  enchondra~le Ossifikation en ts t~ndcnen  Knochenb~lkehens  (Reste des urspriing- 
lichen Knorpels) .  Be~chte den Untersehied  in F o r m  und  Fermentgeh~l t  zwischen diesen 
Zellen und den u m g e b e n d e n  Osteoeyten.  - -  Ohne genaue  Be t rueh tung  k a n n  dieses Bild 

eine centrotrnbeeul~re Onkose vor t~uschen  (vgl. Text ,  S. 48). 

Drittens kommt in Betracht, dab bei ungeniigender Entkalkung Tri. 
caleiumphosphate im Gewebe liegenbleiben und die be~reffenden Zellen 
infolgedessen wie bei Phosphatasegegenwart gesehw~rzt werden. Zur 
richtigen Interpretation miissen also in jedem Falle Kontrollsehnitte 
untersucht werden (vgl: S. 13, Fehlerquellen I~r. 3). 

AuBer diesen mehr technischen Punkten mfssen aueh Fehlerquellen 
biologischer Natur erwogen werden: 

Einerseits kann  es sich, sofern enchondral gebildetes Knoehen- 
gewebe vorliegt, um centrotrabzculSr erhaltengebliebene Knorpelzellen 
handeln, welche onkotische Osteocyten vort~uschen. Eine solche 
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Verwechslung ist jedoch unm6glich, wenn man das Verhalten der Kerne 
und die Lage der Zellen zueinander beriieksichtigt nnd besonders wenn 
die Kanglehen fehten (Abb. 21). Die Frage solcher Tguschung stellt 
sich nieht, wenn - -  wie wi re s  in unserem Material sahen - -  das ffir die 
Onkose besehriebene Phosphataseverhalten in reinem Bindegewebs- 
knoehen (der nieh~ enchondral gebildet wurde), wie z. B. bei der PAGET- 
sehen Erkrankung, gefunden wird. 

Andererseits mug man  in Betraeht  ziehen, dab die Sehwgrzung 
an Stelle einer Riiclckehr der Phosphataseaktivit~it ebensogut deren 
ununterbrochenes Weiterbestehen in einigen Osteocyten anzeigen kSnnte, 
die sozusagen den jugendiichen Charakter d e r  Osteoblastenzeit be- 
wahrt  haben; dies wird noch wahrscheinlieher dadureh, dab die Onkose- 
bezirke in weniger ausgereiften Knochenlagen im Innern der Bglkehen 
auftreten (grobgebiindelter Faserknochen). Das Experiment  hat  uns 
jedoeh gezeigt, dab das Enzym im Verlauf metaplastiseher Knoehen- 
bildung aus den alt gewordenen Knoehenzellen versehwindet. Anderer- 
seits geniigt in typischen Fgllen die spezielle Morphologie der Onkose, 
um jeden Zweifel zu beheben, besonders wenn die fragliehen Zellen mit  
unmit telbar  benachbarten,  niehtonkotischen ZelIen verglichen werden. 

Es stellt sieh nun die Frage naeh einer Erklgrung ffir die Beteiligung 
der Phosphatase am onkotisehen Prozeg. Handel t  es sieh um einen 
Antransport  neuer Phosphatase, oder um die Reaktivierung yon lokal 
vorhandenem Ferment,  welches nut  inaktiv war ? Die Annahme eines 
Fermentantransportes  ist bei Kenntnis der Tendenz der Weiehgewebe, 
sieh mit  Phosphatase zu imprggnieren, znngchst einleuchtend. Wir 
konnten nun abet naehweisen, dag die Knoehennekrose - -  im Tier- 
versueh wenigstens - -  eine Ausnahme yon dieser Regel maeht,  und dab 
im iibrigen die positive Reaktion vor dem Tode des Osteocyten auftritt ,  
die deshalb sieherlieh nieht auf passiver Imprggnat ion einer nekrotischen 
Zelle beruht. Es ist sehr viel wahrseheinlicher, dab dieses Wieder-  
erseheinen der Phosphatase ein vitales Phgnomen ist. 

Die Onkose ist kein einfaeh passives Gesehehen. Sic mug als .eine 
,,Kranlcheit" des Osteocyten (I%trTISHAVSER) aufgefagt werden, d i e  zwar 
mit  dem Tode des Zellindividuums endet, aber erst naeh einer t~eihe yon 
Umformungen als Folge vitaler Reaktionen. Diese Umformungen finden 
nicht start,  wenn die Knoehenzelle plStzlieh, und infolgedessen ,,ohne 
Krankheit" abstirbt. 

If. KI~CD hat als erster diese Abhgngigkeit der Morphologie des 
nekrotisehen Osteoeyten yon der Ablaufgesehwindigkeit des Prozesses 
erkannt. Nur in einem Punkte bedarf seine Auffassung einer Korrektur: 
])as ,,langsame Absterben" (die Onkose) entsprieht nieht einer ,,wirk- 
lichen Autolyse". Jede tote KnoehenzeIle versehwindet letzten Endes 
dureh Autolyse ~ ohne eine Vergr6Berung der ZellhShle. In einem 
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macer ie r ten  Knochen  is t  auch dig ganze Zelle versehwunden,  aber  ohne  
Onkose, und  zwar ohne dab  Phospha ta se  nachzuweisen w~re; diese i s t  
der  gemeinsame Ausdruck  yon  Leben  und  Tod. Andererse i t s  e r l aub t  
auch die beobach te t e  Kernve rv ie l f achung  n ich t  die I n t e r p r e t a t i o n  der  
Onkos t  als Leicheners the inung.  

W i t  s then  in der  Onkose das  R e s u l t a t  der  Befreiung verschiedener  
Enzyme .  Dies t r  Vorgang k o m m t  zwar  dem der  Auto lyse  nahe,  abe r  
yon d i t se r  u n t e r s c h e i d t t  s i th  die Onkose dadurch ,  dab  die lebende Zelle 
das autolytisch~ Geschehen modi/iziert. Die h i s to themisehe  Dars te l lung  
der  Phospha ta se  zeigt,  dab  t i n  U n t e r s c h i e d  bes teh t :  Bei  der  Onkose 
erscheint  das  F e r m e n t  - -  bei  der  p lStz l ichen Osteonekrose f inder s i th  
keine Phospha tase .  

Dieses plb ' tzl i the , ,Erscheinen"  t ines  Fe rmen tes ,  das n ich t  vorher  in  
der  Zt l le  en tha l t en  schien, is t  n ich t  auBergewShn]i th,  sondern  ein h/~u- 
figes Vorkommnis :  WILME~ h a t  ein plStzl iches und  vor i ibe rgehend t s  
Auf t r e t en  yon  Phospha ta se  im Ver]auf der  Mitose beschr ieben 9s. U m  so 
weniger  e r s t a u n t  uns dieses Wiede rau f t r e t e n  der  Phospha ta se  bei  der  
Onkose,  da  sie in den jungen Stufen der  k n o c h t n b i l d e n d e n  Zellreihe 
schon vo rhanden  war.  

Die Annahme einer Reaktivierung wird  durch  versehiedene Ta t -  
sachen gest f i tz t* .  Wi r  erw~hnen die Ak t iv i e rung  der  P h o s p h a t a s t  d u r t h  
das  Thryps in ,  durch  Aminos~uren  und  gewisse P o l y p t p t i d e  (aueh im 
Vt r l au f  der  Onkose erfolgen eiwtiB15sende P roz t s se :  ,,Thrypsis", oder  
Verdauung  der  Knochensubs tanz )  ; auch Fre i se tzung  yon Phdsphors / iure  
kann  zu Beginn der  Auto lyse  na thgewiesen  werden s2. 

Das  Wiede rau f t r e t en  der  Phospha t a se  is t  wahrscheinl ich  nur  einer 
der  f t r m e n t a t i v e n  Prozesse,  die der  Onkose zugrunde  liegen. Aueh  die  
Erwe i t e rung  der  ZellhShle i s t  Folge  der  Fre i se tzung  yon  F e r m t n t e n .  
Pro teo]y t i sche  F e r m e n t e  15sen das  EiweiB der  Grundsubs tanz  auf. 

Dazu ist zu sagen, dal~ sich die Autolyse im sauren Milieu abspielt, bei einem 
Pn also, bei dem die alkalische Phosphatase nicht wirksam sein kann. Die Wasser- 
stoffionenkonzentration kann am jeweiligen Gewebsort jedoch ganz anders sein 
als wir bei einer chemischen Gesamtbestimmung ermitteln k~innen: Mit cyto- 
ehemischen Methoden hat man innerhalb der Zellen p~-Schwankungen yon 
p~ 5 bis p~ 8 messen kSnnen sl. Auch das fiir die saure Phosphatase ermittelte 
PH, alas anscheinend aul3erhalb der physiologischen Wasserstoffionenkonzentrution 

* J. Roclz~. so hat darauf hingewiesen, da2 bei jungen Ratten die Phosphatase- 
aktivit/s im ]{nochen im Laufe des Wachstums geringer wird und sieh bei einem 
Minimalwert befindet, wenn das Tier 70 g Gewicht hut, aber diese Aktivit~ts- 
verminderung wird wieder aufgehoben, wenn man Magnesiumsulfat zum Substrat 
hinzugibt. Das VermSgen zur Hydrolyse bleibt also hoch, auch bei der erwachsenen 
Ratte. I~OC~E sehlieBt daraus : ,,Ainsi, pendant ]a p6riode de d6veloppement off la 
formation de la substance osseuse s'opbre avee une vitesse consid6rable, la phospha- 
tase est activ6e pratiquement au maximum; au contraire, lorsque la calcification 
est plus lente, l'enzyme demeure en quelque sorte ,en sommeil' duns le tissu osseux." 
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liegt, kann nicht anders versti~ndlich sein (vgl. S. 16). Andererseits ist die 
Phosphatase, die wir in den histochcmischen Pritparaten ,,aktiv" sehen, nicht not- 
wendigerweise auch in den onkotisehen Zellen in vivo aktiv gewesen: Man kann 
sagen, dab die Phosphatase in alctivierbarsrForm vorhanden ist, aber man darf nicht 
ohne weiteres daraus folgern, da~ das Ferment hier genau die gleiche Funktion 
erffille wie z. ]3. bei der Osteoblastenresorption. 

Es ist interessant, dai] auch McKELvlE und MAcro, die die gleiche Teehnik yon 
LORcH~G6~SRI auf das Knochengewebe anwenden, unter den yon den Osteoblasten 
abstammenden Zellen 2 Typen festgestellt haben, die sich auch in ihrem Phospha- 
taseverhalten unterscheiden: 

a) Die Osteocyten. Sie liegen in ihren ZellhShlen und werden bei den gew6hn- 
lichen Fiirbemethoden sichtbar. Sie verlieren schnell ihre Phosphataseaktivitat. 

b) ,,Grundsubstanzzellen" (,,matrix cells"). Sie liegen in tt6hlen, die nicht gut 
abgrenzbar sind und bleiben bei tt~imatoxylin-Eosinfiirbung unsidhtbar, l~ur bet 
der Phosphatasemethode erscheinen Reste der Zellkerne. Diese Zellelemente 
stiinden mit der ICnoehensubstanz in viel engerem Kontakt, und die in ihnen ent- 
haltene Phosphatase wiirde sich an der Bildung der organisehen Grundsubstanz 
beteiligen (daher der l~ame ,,matrix cells"). 

Die Beschreibungen (und Interpretationen) sind ohne photographisehe Ab- 
bildungen nicht leicht zu verstehen. In nnserem Material haben wir keine ent- 
sprechenden Bilder gefunden. 

Wit haben uns bei dieser Untersuchung der Onkose aussehlieBlich an Pr~parate 
menschlichen Knochens gehalten. Beim Xaninehen, Meersehweinchen und bei der 
Ratte haben wit zwar iihnliche Bilder gesehen, aber die ]~enrteilung ist nicht ebenso 
leieht: Im Knoehen dieser Tiere finden sich schon normalerweise rundlieh geformte 
Osteocyten, sogar mit positiver Phosphatasereaktion (z. B. bei der Ratte). Solche 
Unterschiede zwischen den einzelnen Tiergattungen sind auch fiir zahlreiehe andere 
Organe beschrieben worden (vgl. S. 7). 

In Knochentransplantaten yon Kaninchen hat H. KINI) keine Phosphatase 
gefunden, trotzdem die Bezirke mit Onkose sehr ansgedehnt waren, iDa er sieh 
jedoeh einer Teehnik bediente, die der unserigen nicht genau gleieh ist, kSnnen wir 
zu seinen Resultaten hier nicht Stellung nehmen. 

Dus Schemg der  Abb.  22 ver~nschaulich~ den Lebenscyc]us  der  
mensch] ichen Xnochenzel le .  Die Zusammens te l lung  berf icks icht ig t  dabe i  
unsere Resu l t a t e ,  die sich aus der  His tochemie  der  Phosloh~tase erg~ben,  
einschlieBlich der  verschiedenen Phasen  der  Onkose.  Es  muB dabe i  als 
s d b s t v e r s t g n d l i c h  vorausgese tz t  werden,  d~l~ es bei der Mehrzahl der 
Osteocyten gar nicht bis zu solchen Stadien kommt. Die Kolonne  IV (Beginn 
der  Onkose) zeigt  die Vergnderungen  auf einer Stufe,  bei der  der  ganzc 
Prozel3 hSchs twahrschein l ich  noch revers ibel  ist.  Zur  Vervo] ls t~ndigung 
des Schemas  wurde  bei j edem S t a d i u m  auch das  Aussehen d e s  Osteo- 
cy ten  bei  den gew5hn]ichen F g r b u n g e n  darges te l l t .  

Anhang .  

Nachweis  der sauren Phosphatase. 

Es is t  bek~nnt ,  dab  auch saure Phospha t a se  in k le inen Mengen im 
Knochen  a u f t r i t t  s, aber  der  h is tochemische  Nachweis  is t  bis j e t z t  noch 
n ich t  gegl~ickt, n ich t  e inmal  in ganz jungen  und  n ich t  e n tka lk t e n  

Virchows Archly. :Bd. 321. 4a  
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Knochen 3~ InBerficksichti- 
gung der bereits erw~ihnten 
Befunde y o n  STAFFORD 

und ATKINSON (S. 12) ha- 
ben wir das st~ndige MiB- 
]ingen der Paraffineinbet- 
tung ztlgesehrieben. Tat- 
saehlieh ist uns beim ersten 
Versueh mit  einem Gefrier- 
sehnitt  der Naehweis der 
sauren Phosphatase ge- 
lungen. 

Die Knoehen s tammten 
yon Kaninehen und einer 
neugeborenen Katze. Wir 
haben die Pr~parate nach 
der LoRc~sehen Methode 
entkalkt,  aber ohne an- 
sehliel3end zu reaktivieren, 
da wir vermuteten, dag die 
saure Phosphatase dutch 

die Entkalkungsl6sung, 
deren PI~ dem Wirkungs- 
bereieh des Fermentes ent- 
sprieht, nicht inaktiviert  
werden wiirde. Um diese 
Annahme zu kontro]lieren, 
haben wit ein Stiick Klein- 
hirnsubstanz w/~hrend 8 Ta- 
gen in die Entkalkungs- 
16sung gelegt und dann 
ohne Reaktivierung einge- 
better. Unter  dem Mikro- 
skop. erschienen die Pur- 
kinje-Zellen in ihrem cha- 
rakteristischen Bilde mit  
Impr/~gnation aller Ver- 
/~stelungen; nur die In- 
tensit/~t der Reaktion war 
etwas schw/icher als in 
den nicht , ,entkalkten" 
Schnitten. (Es ist zu be- 
merken,' dab die saure 

4b 
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Phosphatase des Kleinhirns dureh die Paraffineinbettung nieht zer- 
st6rt wird; die saure Phosphatase des Knochens geht dabei zugrunde.) 

Die Inkubation mul3 sich fiber 24--48 Std. erstreeken. Eine positive 
Reaktion tritt besonders in den 0steoblasten und in den M~rkzellen auf. 
Wir mfissen uns hier auf die Feststellung besehr~nken, dab das Ferment 
naehweisbar ist, und kSnnen nieht auf das Verhalten im einzelnen ein- 
gehen. Die sehr lange Inkubationszeit, die UnmSgliehkeit Kollodium 
auf die Sehnitte zu bringen, die frei in der InkubationslSsung umher- 
schwimmen - -  alles das begfinstigt etwaige Diffusionsartefakte und 
macht die Interpretation der erhaltenen Bilder noeh viel sehwieriger 
als beim Nachweis der alkalisehen Phosphatase. 

Schlu[3 /olgerungen. 
Die Histoehemie der alkalisehen Phosphatase gestattet uns Einblieke 

in die Knoehenbiologie, die weder durch die quantitative Dosierung des 
Biochemikers noch dureh die fiblichen Verfahren der ttistologie ver. 
mittelt werden kSnnen. 

Das technische Vorgehen ist kompliziert, aber eine ganze Reihe 
angemessener Kontrollverfahren ermSglichen, den Genauigkeitsgrad der 
Untersuchungen yon Stufe zu Stufe zu fiberprfifen. 

Diese Kontrollen zeigen einerseits, da~ die mit der Methode yon 
G~SRI  erhaltenen vytologischen Bilder des Knochengewebes zuverl~issig 
sind; andererseits zeigen sie, dal~ eine Anzahl der Bilder zu Inter- 
pretationsfehlern verleiten kSnnen, soweit die Beurteilung der inter- 
stitiellen Substanz in Frage steht. Nur durch Anwendung anderer Teeh- 
niken sind solehe Fehler zu vermeiden. 

Die Verteilung des _Fermentes in den Zellen veranlal~t uns zu einigen 
Bemerkungen. Im Gegensatz zu anderen Geweben ist die physiologisehe 
Funktion der Phosphatase im Knochen bel~annt : Sie steht im Zusammen- 
hang mit dem Phosphor-Calciumstoffweehsel. In den Zellen der knoehen- 
bildenden Reihe ist das Ferment nut vorfibergehend aktiv. Die Phos- 
phatase erseheint bei der Knoehenbildung im Bindegewebe und im 
Knorpel, sobald sich diese Gewebe auf die Ossifikation vorbereiten. Ist 
der Knoehen einmal gebildet, so erlischt die Fermentaktivit~t. Nut an 
den Knoehenoberfl~ehen findet sieh best~ndig Phosphatase. Das 
beweist, da~ das Enzym ffir die Bildung des Knoehens erforderHch, aber 
nieht ffir den Eigenstoffwechse ! d e r  erwaehsenen Knoehenzelle not-  
wendig ist. Der bei quantitativer Bestimmung niedrige Phosphatase- 
gehalt der Diaphysenknoehen ist.hierzu die Parallele. 

Biologiseh gesehen ist das vorfibergehende Auftreten eines Fermentes 
in Beziehung mit einer bestimmt umrissenen physiologisehen Funktion 
durchaus nieht erstaunlieh, aber histochemisehe Belege gibt es deren 
nur wenige. Als ein anderes Beispiel nennen wir das Erscheinen yon 
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alkaliseher Phosphatase in den Chromosomen wi*hrend des Ablaufes 
der Mitose (S. 6). 

Sofem aueh die ausgewaehsenen, gesunden Osteoeyten am Phosphor- 
Caleiumstoffweehsel beteiligt sind, kann dies nut  in einem ganz mini- 
malen Grade vor sieh gehen. Dem entsprieht, dag bei einem Caleium- 
bedarf des OrgaIfismus das Ca mit  Hilfe der Osteoelastenresorption an 
der Knoehenoberflgehe gewonnen wird. Eine interstitielle Mobilisierung 
(im Sinne eines ,,sehleiehenden Umbaues")  finder nieht statt .  

Die Beteiligung der alkalisehen Phosphatase bei der Resorpgion von 
Knoehengewebe zeigt sieh deutlieh dureh den hohen Fermentgehalt  der 
Osteoelasten und erlaubt den Schlug, daft die Phosphatase nicht nur ein 
Ferment der Knochenbildung (Ossi/ik, ation), sondern auch dcts der Knochen- 
resorption und damit des Knoehenumbaues ist. So gewinnt auch die 
Hyl0erphosphatas~mie gewisser Sketeterkrankungen ihre Bedeutung 
nicht nur als Ausdruck des erhShten Abbaues, sondern vor allem auch 
des vermehrten Umbaues bei der v. R~C~LIXGHAUSE~schen Erkrankung 
und beim Morbus Paget.  Diese Auffassung s t immt gut iiberein mit  der 
bekannten Tatsache, daft lokale Injektion yon Phosphatase keineswegs 
zu 5rtlicher Verkalkung ffihrt. (Einige gegenteilige Resultate sind nicht 
bestgtigt worden 20.) 

Die Rolle der Phosphatase bei der Knochenresorption steht hSchst- 
wahrscheinlich mit  dem Mineralstoffwechsel in Zusammenhang (Ver- 
esterung des PO~-Ubersehusses). BENOIT und CLAV~RT haben kfirzlieh 
bei Enten  durch Follikulininjektionerl Osteosklerose erzeugt und beob- 
achtet, dab eine ganze Anzahl yon Spongiosabg!kchen unverkalkt  
blieben. Schuf man nun bei diesen unter Follikulinwirkung stehenden 
Tieren die Bedingungen, die im allgemeinen zur Osteoclasie fiihren - -  
z. B. Ca-Mangeldi/it - - ,  so konnte man feststellen, dab die Osteoclasten 
auch hier in sehr groger Zahl auftreten, sich aber nicht an den unver- 
kalkten B~lkchen festsetzen. I m  iibrigen ist es bekannt,  daft an den 
osteoiden l~iindern keine Osteoclasten zu finden sind. Solche Befunde 
stiitzen die Annahme, daft die Phosphatase der Osteoelasten die Resorption 
der Mineralanteile des Knoehens vermittelt. 

Wir besitzen also dank der Histochemie mehrere Merkmale, die uns 
eine sichere Unterscheidung der Osteoclasten -con anderen Riesenzellen 
gestatten: Die Osteoclasten besitzen einen positiven Tropismus fiir die 
Kalksalze und sind mit  den zu ihrer chemischen Aufnahme und Weiter- 
gabe notwendigen Fermenten versehen; die LA~G~A~sschen Riesen- 
zellen s2 und die Megakaryocyten lc~ enthalten keine alkalischen Phos- 
phatasen. 

])as Erscheinen der Phosphatase im Laufe der onlcotischen Nelcrobiose 
besitzt nicht nur im Rahmen der speziellen Knochenbiologie Interesse. 
Die Verbindung yon reaktiven und regressiven Prozessell ist eine h/~ufige 

Virchows Archiv. Bd. 321. 4c 
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Beobachtung in der Morphologie. I m  Gebiete ganzer Gewebe ist diese 
Verbindung leicht zu erkennen. Schwieriger und aueh seltener ist dies 
bei einzelnen Zellen zu erfassen: Beispiele sind die Kernvervielfachung 
in der atrophischen quergestreiften Muskulatur und in der Nekrobiose 
der Osteocyten. Die l~eaktivierung eines Yermentes, das dem Anschein 
nach nicht mehr am Zellstoffwechse] beteiligt war, geh5rt zu den dem 
Tode vorausgehenden ,progressiven" Erseheinungen (RUTISHAUSE~). 

Abb. 23. U n t e r s u c h u n g  der  Diffusionsartefakte.  P, ippenknochen tier Ra t t e ;  das :Endost 
!iegt un teu  im Bilde: E n t k a l k u n g  und  E i n b e t t u n g  naeh  der  Methode yon LORCtt, Dar-  
s tel lung tier alka]isehen Phospha tase  nach  GO~ORI. - -  I.  Das Periost  (oben) nnd  Endos t  
(uuteu) sind belassen und  reagieren s ta rk  posit iv.  Die den Knochenh~u ten  zunachst -  
l iegenden Osteocyten reagieren  ebenfalls posit iv.  - -  IX. ]Das Per ics t  (oben) ist entYernt 
worden.  Es reagieren  j e t z t  sehr viel weniger  subperiostale  Osteoc:cten positi-r Sohiu~- 
folger tmg:  Die posi t ive Reakt ion  der  den K n o c h e n h h a t e n  ztu]~ehstliegenden Osteocyten 
ist  sieher aueh  Ausdrt tek der ihnen eigenen Fermentak t iv i t f i t ,  die jedoch du tch  Diffusions- 

effekte  verst~,rkt erscheint  (Text ,  S. 22). 

Die Histoehemie der Fermente bietet uns ein weiteres MJttel zur Er- 
kennung eines Krankheitszustandes der Zelle. 

BODIA~ und MELLORS haben ein ~olches Ph~nomen an Nervenzellen 
festgestellt : Bei Durchtrennung eines peripheren Nerven erleiden die zu- 
gehSrigen Ganglienzellen degenerative Ver~nderungen, die dureh die 
Chromatolyse sichtbar werden; gleichzeitig t r i t t  eine starke Vermehrung 
der sauren Phosphatase auf. Aueh bei Lebercirrhose finder sich die alka- 
]ische Phosphatase in sehr viel reieherem Mal~e als in der norm~len 
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Leber 17. In  der Sublimatniere enthalten die Zellen der Hauptstf ieke 
bisweilen mehr, bisweilen weniger Phosphatase als normalerweise 1. 

Die Ver~nderung des Enzymgehaltes der Zelle kann einen Krank-  
heitszustand anzeigen, sie kmnn aber auch Ausdruck der regelmiiBigen 
physiologischen Funktion sein. Unsere Beobachtung yon , ,aktiven" und 
yon , ,guhe"-Osteoclasten lgi~t sich z. B. mit  der Ver~nderliehkeit des 
Fermentgehaltes im Endometr ium ws des Menstruationscyelus 
vergleichen 7a 

I m  Knochengewebe zeigt das Verhalten der alkalischen Phosphatase 
deutlieh den Unterschied zwischen Nekrose und Ne]~robiose. In  der a l l  
gemeinen Pathologie beruht diese Unterscheidung - -  ziem]ich abs t rakt  - -  
letzten Endes auf einer Bewertung der Zeit. Eine Idingere Dauer der 
Nekrobiose bedeutet  einen Kamp/zwischen Leben und Ted, einen Kampf,  
der sich im Zellinnern abspielt und den wir logisch erschlieBen, 
aber meistens ohne morphologischen Beweis annehmen mfissen. Das 
Knochengewebe macht  yon der Rege] eine Aasnahme: Dureh seine 
beiden Modifikationen der ~ekrose  - -  die briis]ce Ne/crose ohne Ver- 
~nderung der KnochenzellhShle und die langsame Nekrobiose mit  
Schwellung oder Onkose - -  findet der Ausdruek Nekrobiose, sonst 
wenig konkret, seine Berechtigung. Das Verhalten der Phosphatase 
betont diese Unterseheidung, indem das Ferment  in einem Falle (Onkose) 
auftri t t ,  nicht abet  im anderen (bei der brfisken Nekrose) (RVTIS- 
ItAUSER). 

Sch]iel~lich gestat tet  uns das Studium der Grundsubstanz einige Be- 
merkungen fiber die Vorggnge ihres Mineralstoffwechsels. Sofern die 
Knochengrundsubstanz im erwachsenen Zustand iiberhaupt am Phos- 
phor-Calciumstoffwechsel teilnimmt, so gesehieht das sicherlich ohne 
lokale Mitwirkung der Phosphatase. Der normale Stoffwechse] des 
Phosphors und des Calciums in bezug auf die Zwischensubstanz ist 
sozusagen ,,unterschwellig" und wird yon den physikalisch-chemischen 
Gleiehgewiehtsgesetzen (p•, LSsungskonzentrationen usw.) beherrscht. 
Die Phosphatase beteiligt sieh nur, um Mineralumsetzungen gr6/3eren Aus- 
mafles zu erleichtern. So ist es mSglich, auf Grund der beobaehteten 
Bilder (osteoide Rgnder, Osteophyten) in der Periode der Osteogenese 
eine interst~tielle Fermentaktivit~Lt anzunehmen - -  und zu einem ge- 
ringeren Grade aueh wiihrend der Resorption: Die Osteoelasten scheinen 
den Rand,  dem sie anliegen, bisweilen mit  ihrem Enzym zu impriignieren, 
und dies hin und wieder so weitgehend, da{~ es sehwierig ist, im Bilde 
zwischen der in Resorption befindliehen Knochensubstanz und dem 
Zelleibe des Osteoclasten eine Grenze zu ziehen. Wir erinnern daran, 
dal~ nach DA~IELLI 2~ nur die extraeelluliire oder die im Zellkern befind- 
liche Phosphatase akt iv  sein kann, wahrend die Bedingungen im Cyto- 
plasma die Fermentakt iv i ta t  hemmen. Sollten sich die mit  der Methode 
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yon GOMORI erhaltenen Bilder dureh andere Teehniken best~tigen lassen 
(aus Griinden, die anf S. 13 auseinandergesetzt wurden), so kSnnen wir 
annehmen, dal~ die interstitielle Knochensubstanz mindestens zu Beginn 
ihrer Existenz und wenn sie resorbiert wi~d, mit einem ,,fermentativen 
Leben" ausgestattet ist. 

Zusammen/assung. 

Im ersten Abschnitt werden die biochemischen Eigensehgften der 
Phosphatasen, ihre Rolle im Organismus und ihre Verteilung in den 
einzelnen Geweben besproehen. 

Ansch]ie~end werden die versehiedenen Verfahren zum histoehe- 
mischen Phosphatasenachweis in Weiehgeweben und im Knochen 
beschrieben. Die einzelnen Fehlerquellen der Methode und geeignete 
Kontrollverfahren werden erSrtert. . . . .  

Der zwe,te Abschnitt behandelt die eigenen Untersuchungen. Das 
experimentelle Material (traumatisehe und thermisehe L~sionen) stammt 
yon Meersehweinchen, Kaninchen und neugeborenen Hunden. Mensch- 
liehes Material erhielten wit dureh Biopsien (PAGETsehe und andere 
Erkranknngen). 

Vier Fragen gus der Knochenbiologie werden unter Beriieksiehtigung 
des Verh~ltens der alkalischen Phosphatgse geprfift: 

1. Die Phosphatase bei des Regeneration. Naeh 48 Std ist das Ferment  
bereits in Regeneration naehzuweisen. Naeh der gleiehen Zeit ver- 
sch~dndet es aus nekrotisch gewordenem Knochen. 

Die Nekrosen der Weiehgewebe zeigen eine gegenlgufige Tendenz, 
denn sie impragnieren sieh mit alkaliseher Phosphatase. 

Das Ferment ist fiir die Stoffweehselvorg~nge der erwaehsenen 
Knochenzelle nieht erforderlieh. 

Es ist mSg]ieh, dal3 eine interstitielle Impragnation mit Phosphatase 
in der in VerknScherung befindliehen Knoehenmatrix stattfindet, sowie 
rund um die anliegenden Osteoelasten. Diese Bilder kSnnen ]edoch bei 
der GO~6p~Ischen Methode durch Artefakte zustande kommen. Es 
werden andere eellulS.re Diffusionsartefakte aufgezeigt. 

2. Die Phosphatase bei des Resorption. Der hohe Phosphatasegeha]t 
der Osteoclasten beim Mensehen und beim Kaninchen l~Bt den SehluB 
zu, daf~ das Ferment bei der Resorption eine Rolle spielt, vielleieht durch 
Vermittlung der Synthese yon Phosphorsaureestern. 

Die Osteoclasten vertreten den Typ einer spezialisierten Riesenzelle: 
Es ist ihnen ein positiver Tropismus fiir Kalksalze eigen (DENOIT und 
CLAV~aT), and sie besitzen das fiir die stoffweehselhafte Verarbeitung 
notwendige Ferment.  

Die alkalische Phosphatase ist nicht nur das Ferment der Osteogenese, 
sondern auch dasjenige des Knoehenumbaues. 
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3. Die Phosphatase und clef ,,schleichende Umbau" (creeping replace- 
melt). D a s  F e h l e n  d e r  P h o s p h a t a s e a k t i v i t a t  e n t l a n g  d e n  , , A b b a u k i t t -  

l i n i e n "  ~st e i n  e n t s c h e i d e n d e s  A r g u m e n t  g e g e n  die  A u f f a s s u n g  des  u n t e r  

, s c h l e i c h e n d e m  U m b a u "  v e r s t a n d e n e n  P rozes se s .  

d. Die Phosphatase und die On]cose. N a c h  B e s p r e e h u n g  d e r  Mor-  

p h o l o g i e  u n d  d e r  B e d e u t u n g  d e r  0 n k o s e ,  d ie  v o n  RU~ISH.<CSER u n d  

s e i n e n  S c h i i l e r n  a]s e ine  b e s o n d e r e  F o r m  d e r  o s t e o e y t a r e n  N e k r o b i o s e  

au igefa[~t  wi rd ,  w i r d  geze ig t ,  wie  s ich  die  - -  m e n s e h l i e h e n  - -  o n k o t i s c h e n  

O s t e o e y t e n  d u t c h  e i n  W i e d e r a u f t r e t e n  d e r  P h o s p h a t a s e  a u s z e i c h n e n .  

W a h r s c h e i n l i e h  h a n d e l t  es s i eh  u m  e in  W i e d e r a k t i v w e r d e n  des  in  de r  

e r w a e h s e n e n  K n o e h e n z e l l e  , r u h e n d e n "  F e r m e n t e s .  

G e s t i i t z t  a u f  i h r e  h i s t o c h e m i s c h e n  B e f u n d e  bei  d e r  U n t e r s u c h u n g  

d e r  a l k a l i s c h e n  P h o s p h a t a s e  e r l a u t e r n  die  V e r f a s s e r  d e n  b i o l o g i s c h e n  

Cye lus  d e r  m e n s c h l i e h e n  K n o c h e n z e l l e  d u t c h  6 L e b e n s s t u f e n  (vgl.  

A b b .  22).  

Anhang. D a s  V o r k o m m e n  sauerer P h o s p h a t a s e  i m  K n o c h e n g e w e b e  

k a n n  i n  G e f r i e r s e h n i t t e n  h i s t o e h e m i s e h  d a r g e s t e l l t  w e r d e n .  

Wir sprechen unseren  Dank  Her rn  Dr. O. HASE fiir die gewissenhafte Ober-  
set~ung des franzSsischen Manuskriptes aus. 
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