
Virchows Archiv, Bd. 331, S. 72--86 (1958) 

Aus der IL Medizinischen I~inik und Poliklinik der Freien Universitat Berlin im 
Stadtischen Krankenhaus Westend (Direktor: Prof. Dr. reed. H. BARTELHEI~ER) 

F~irberische und mikrodensometrische Untersuchungen 
iiber die Ultrastrukturdichte der Knochengrundsubstanz 

Von 
I~LAU S LORE57TZ 

Mit 7 Textabbildungen 

(Eingegangen am 17. September 1957) 

Aus den Arbei ten yon  SC~MITT-RoHD~ 1~ sowie Yon DETT~ER, 
SC~MrrT-ROHDE und  HABE~IC~ ~ geht hervor, daft der Knochen  post- 
mor ta l  insbesondere in  seinem anorganischen Antei l  ver~nder t  wird. 
Die Biopsie ist daher  ~fir die Beurte i lung der U l t r a s t ruk tu rcn  dem 
postmorta l  e n t n o m m e n e n  Knochenn' later ial  fiberlegen. Die nach- 
stehende Arbeit  soll einen Beitrag zur Aufkl~rung sich hierbei ergebender 
Probleme ]eisten. 

Material und Methoden. Es wurden yon 23 Personen intravital und 15--20 Std 
post mortem Punktionen des Beckenkammes nach der Methode yon BA~TEL- 
~EI~ER 3 vorgenommen, so da~ man yon jedem Individuum zwei Knochenzylinder 
erhielt. 

Es handelte sich um Patienten in versehiedenen Altersstufen, die in alters- 
gemai3em gesundheitlichen Zustand an Unf~llen, Infarkten, Apoplexien und 
Suiciden starben, ohne dal~ zuvor eine l~ngere Krankheit vorausgegangen war. 
Carcinomtri~ger, Diabetiker, chronisch Kranke usw. wurden ausgeschlossen, da 
mir daran lag, normaleu Knochen zu untersuchen. 

Die Verarbeitung des Materials effolgte gem~ den Angaben yon ~)ETTMEIr 
SGH]VIITT~:~OHDE und HABE~C~[ ~ nach ~:~OMEIS16: 

Fixierung: Formalin 1:9, 4--6 Tage 
Entkalkung: 5%ige Salpetersi~ure, 48 Std Vakuum 
Wasserung: fliel~endes Wasser, 12 Std, 5%iges Lithiumsulfat, 16 Std 
Entw~sserung: reines Pyridin, 3 Std, reines Benzol, 3 Std 
Einbettung: weiehes Paraffin, 2 Std, mittelhartes Paraffin, 2 Std, hartes 
Paraffin, unbegrenzt 
Sehneiden: ~iikrotom, Schnittdicke 8 # 
Die Massendichtebestimmungen wurden mit der milcrodensometrischen Methode 

nach HA~Ic]~,  DETTHE~ und SCttMITT..ROttDE 7 angestellt. Itierbei wurden 
LSsungen yon Azoearmin (Konzentration 0,1~ 1~ 3,32--3,53 bei 18 ~ C, gemessen 
mit der Kalomel-Platinkette und Chinhydron) und Anilinblau (0,167~ PH 3,10 
bis 3,25 bei 180 C, gleiehe ~el~methode) verwendet. Das entparaffinierte Pr~parat 
wurde mit ihnen nacheinander 1, 2, 3, 5, 10 und 20 min gefi~rbt. Die zunehmende 
Farbung des Schnittes wurde dureh die steigende Absorption eines Lichtstrahles 
quantitativ gemessen. Die Temperatur der LSsungen, die Helligkeit des Licht- 
strahles, der dureh die eingestellte Fl~ehe des Pr~parates trat, und der MeBstrom 
der registrierenden Apparatur blieben konstant. Die gemessenen Felder konnten 
durch Verwendung yon Blenden und versehiedenen VergrSl~erungen yon 1 tt ~ 
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(Punkt) auf 16 #2 und 160 #2 Fl~ehe verfindert werden. Es ergibt sieh so die NSg- 
liehkeit, Summenmessungen (160# 2 Areal) durehzufiihren, wenn benaehbarte 
Punkte groBe Liehtabsorptionsdifferenzen ergeben, wie bei Anwendung yon 
Anilinblau oder KMiMaun-S~urefuchsin (Konzentration 2%, F/~rbung 15see, 
30 see, 1 rain, 2 rain, 5 min fortlaufend). 

Die mikrodensometrisehe Methode beruht auf der Vorstellung, dab ein Gewebe 
um so mehr Farbteilehen einlagert, je gr6Ber die Summe seiner dazu verfiigbaren 
Hohlr~ume ist. Diese I-Iohlr~ume entspreehen in der Grundsubstanz des Knochens 
praktiseh den intermieellaren Raumen. Da ihre Ausdehnung das liehtmikroskopisehe 
Aufl6sungsvermSgen untersehreitet, gehSren sie zu den Ultrastrulcturen. Die 
Diehte dieser Ultrastruktur wird also dureh die Zahl und Gr6Be der intermieellaren 
R/~ume bestimmt, die in naehstehenden Versueben mit Farbstoffteilehen dargestellt 
wurden. Sie ist umgekehrt 
proportional der Zahl und 
Gr6Be der intermicellaren 
R~ume. Naeh elektronenop- 
tischen Arbeiten yon 0KV~A 
u n d  KOYAM• ~s kennt man 
die Gr6Be verschiedener 
Farbstoffteilchen. 

Sie mtissen den inter- 
mieellaren l~gumen der 

Tabelle 1. Gr6fie der Farbsto//teilchen in reinem Was. 
set nach OKVRA, prozentuale Verteilung 

Teilchengr5Be in m# . 10--20 
Pikrins~ure . . . . . .  76 % 
Azocarmin B . . . .  15 % 
S~urefuchsin . . . .  ! 
Anilinblau . . . . .  

21--30 31~40 
20% 4% 
85% 
75% ! 25% 
47% i 53% 

Grundsubstanz entsprechen, um zu farben. Sind sie grbBer, kOnnen sie nicht in 
das Gewebe eindringen, sind sie erheblich kleiner, werden sie bei der Differenzie- 
rung (Entf/irbung) rasch entfernt. Ihre Aufnahme dutch den Knoehen gibt uns 
daher einen Anhalt fiir die ungef~hre GrSBe seiner intermicellaren Raume und 
seiner Ultrastrukturdichte. 

Da die absolute Farbstoffeinlagerung nicht al]ein yon der Dichte, sondern 
auch yon der Dicke des Pr/~parates abhangt, geniigt es nieht, die Farbsattigungs- 
werte des Knochens zu bestimmen. Die mit  dem Mikrotom angefertigten Schnitte 
haben hie konstante Dicke, und wechselnde Massen haben eine unterschiedliehe 
Anzahl intermieellarer Raume. Es ist daher n6tig, zuerst die Liehtabsorption des 
ungef/~rbten Knochens (Ful~punkt der F~rbungskurve) zu messen, da sie nut  yon 
der Dicke abh/~ngt. Welter ist der Anstieg der Farbintensit~t mit  der Zeit zu 
bestimmen. Es entstehen bei gMeher Diehte und unterschiedlieher Dicke parallel 
verlaufende Kurven mit  untersehiedlichen absoluten Werten, da die Zahl der 
intermieellaren R/~ume mit  steigender Dicke zunimmt. Umgekehrt treten bei 
gMeher Dicke und versehiedener Dichte divergierende Kurven mit gleichem FuB- 
punkt auf. IIier ergeben die Sattigungswerte den wahren Umfang der inter- 
mieellaren R/~ume. 

F~rberische Untersuehungen erfolgten mit  Hilfe der Azanf~rbung (s. 1%o- 
~EIs16), der Versilberung ohne und mit Perjods~ure naeh D ~ . ~ E ~  und ScmgAaZ, 
der ,,umgekehrten" Azanfarbung, der S/~urefuehsin-KMiulaunf/irbung ehemals 
verkalkter Stellen nach ERbs (modifiziert) sowie heterodispersen Farbstoff- 
gemisehen. Dazu dienten Azoearmin-Anilinblaulbsung (Verh~ltnis 1-1, Ver- 
diinnung und Acidit~t wie bei den mikrodensometrisehen Versuchen) oder Mi- 
sehungen aus Azoearmin, Methylenblau und Pikrins/~ure. Es wurde erst fortlaufend 
gef/~rbt (progressive F/~rbung) und ansehlieBend mit  Wasser oder Alkohol entf~rbt 
(regressive ~ r b u n g  oder Differenzierung). Zur modifizierten F~rbung nach E~bs 
wurde 15 see mit  einer 2%igen KMiMaun-S~urefuchsin-Lbsung gef~rbt, bei der 
,,umgekehrten" Azanfiirbung zuerst 8 rain mit  Anilinblau-Goldorange, dann, nach 
kurzem Abspiilen mit  Wasser, die gleiche Zeit mit  Azocarmin. Dazu wurden 
unverdiinnte StammlSsungen benutzt. 
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Befunde 
1. Fgrbung mit heterodisperseu Farbsto//gemischen 

Ffir die Anf~rbung einer Struktur ist nach vo• ~SLLENDOI~FF auBer 
ihrer eigenen Dichte die Zerteilung (Dispersion) des Farbstoffes aus- 
sehlaggebend. So ge]ingt es weder mit Pikrins~ure noch mit Azoearmin, 
den feinsten yon mir benutzten Farbstoffen (s. Tabelle 1), Plexiglas 
(Polymet~eryls~ureester) zu f~rben, da dessen Diehte zu hoeh ist. Wie 
vo~ M6LLw~I)O~F~ und KREBS 12 am quergestreiften Muskel nachwiesen, 
gelingt es mit heterodispersen Farbstoffgemischen, Diehteunterschiede 
im untersuchten Stoff festzustellen, unter der Voraussetzung, dal~ man 
Diffusionsfarbstoffe verwendet, die keine feste Adsorption durch das 
Substrat erleiden. Diesen Bedingungen werden Azoearmin, ~ethylen-  
blau und Esbaehs l~eagens (Pikrins~ure als f~rbender Bestandteil) 
gereeht, wie ich in vielen F~rbeversuchen am Knoehen feststellen konnte. 
So ist es mSglich, mit diesen Diffusionsf~rbstoffen eine fortlaufende 
F~rbung und Entfi~rbung vorzunehmen. Allerdings gelingt beim Azo- 
earmin die Entf~rbung mit Wasser nieht ganz vollst~ndig, gut und 
schne]l dagegen mit Alkohol. Anilinblau dagegen ist ungeeignet, da es 
mit dem Substr~t eine feste Bindung cheraischer oder adsorptiver 
Natur  eingeht, wie dutch die Anilinblau-Azoearmin-Misehf~rbung 
nachzuweisen ist. Sie ergibt folgendes: Das Pri~parat farbt sieh bl~u- 
violett mit besonderer Betonung der Genera]lamellen. Weiterhin bemerkt 
man, dal~ die Mehrzahl der li~ngsgetroffenen Fasern zuerst heller und mehr 
r6tlich erseheint, nach 30 min jedoch dunkler als die quergesehnittenen 
und in gleichem blauvioletten Farbton. Wird sod~nn mit Alkohol 
differenziert, so entsteht ein rein blau gef~rbtes Pr~parat mi t  hellen, 
blassen Quer- und dunkleren L~Lngsfasern. 

Es handelt sieh hier nut  teilweise um eine heterodisperse F~rbung, 
bei der die kleineren Farbstoffteilchen (Azocarmin) den grSl~eren zungchst 
voraneilen und in Medien mit sehlechteren Diffusionsbedingungen, z. B. 
in den l~Lngsgeschnittenen Fasern, ein relatives ~bergewicht erlangen: 
roter Farbton. Wie der Vergleich yon gef~rbten und polarisierten Pr~- 
paraten ergibt, bewirkt Anilinblau eine besonders starke F~rbung der 
l~ngsverlaufenden Faserbfindel. Daher wird nach 30 rain die rote 
TSnung dieser Btindel dureh die intensive Farbe des Anilinblaus fiber- 
deekt, w~hrend die steil angeordneten Fasern, vom Anilinblau nicht so 
tingiert, heller erscheinen. Durch die ~olgende Differenzierung wird 
Azocarmin gi~nzlich herausgelSst, Anilinblau abet nur in ganz geringem 
MaI~e, d~ es starker an den Fasern halter, besonders an den l~ngs- 
gesehnittenen. Um mit einwandfreien Diffusionsfarbstoffen Dichte- 
unterschiede im Knochen zu ermitteln, wurden einerseits Farbstoff- 
gemische aus Methy]enblau, Pikrins~ure und Azocarmin und andererseits 
reine LiSsungen der einzelnen Komponenten verwandt. Zur Bestimmung 
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der relativen TeilchengrSfte und damit der Dispersion wurden Filtrier- 
papierstreifen mit einem Ende in die Farbstoffmischung eingetaucht und 
das Emporwandern der einzelnen Farbstofffraktionen registriert. Bei 
einer Azocarmin-EsbachlSsung zeigte sich folgende Farbverteilung 
(yon der LSsung aus) : rot---orange--gelb, d. h. die gelbe Pikrinsgure war 
am weitesten diffundiert. Bei einer 1Y[ethylenblau-AzocarminlSsung war 
die Reihenfolge: blau--violet t--rosa,  bei einer stabilisierten Methylen- 
blau-EsbachlSsung: blau--griin--ge]b. Die Zwisehenfarben erkl/~ren 
sich durch gleichzeitige Anwesenheit beider Komponenten. Die 
Diffusionsgeschwindigkeit zeigt also folgende Reihenfolge: Pikrin- 
s~ure ~ Azokarmin ~ Methylenblau und die TeilchengrSfte Pikrins/~ure 
Azokarmin ~ ~ethylenblau,  da die kleinsten Teilchen am schnellsten 
diffundieren. Bei einer Azoearmin-Anilinblaumischung zeigte sieh die 
Anordnung blau--rStlich, d.h. die Azocarminteilchen sind die kleineren. 
Damit konnten auch OXURAs elektronenoptische Ergebnisse fiber die 
Reihenfolge der TeilchengrSften best~tigt werden (S. 73). 

Bei Anwendung einer stabilen alkalischen Mischung yon Esbachs 
Reagens und Methylenblau, die dunkelgrfine Farbe besitzt, beobachtet 
man unter dem 1V[ikroskop folgende Einwirkung auf den Schnitt: Das 
helle Pr/~parat wird gelbgrfin und dann dunkelgrfin, weft vor dem 
Methylenblau die hSherdisperse Pikrins/~ure hineindiffundiert. Entf~rbt 
man mit distilliertem Wasser, so folgen einander diese Stadien: dunkel- 
grfin--grfinblau--bl/~ulich--he]l, d. h., die Pikrins/~ure diffundiert auch 
schne]ler hinaus, weshalb gegen Ende der Differenzierung das grSber 
disperse Methylenblau dominiert. 

Innerhalb des Knochens beobaehtet man indessen eine besondere 
Verteilung der Farbstoffe: Die Rands/iume nnd die quergetroffenen 
Fasern erseheinen bei progressiver F/~rbung dunkler als die Lgngsfasern, 
die zentrale Compacta und die zentralen Achsen der Spongiosab/~lkchen, 
die mehr gelblich tingiert sind. Wenn man den Farbstoff wieder heraus- 
15st (regressive F/~rbung), zeigt sich beinahe eine Umkehr dieser Er- 
seheinungen. Die 1/~ngsgetroffenen Fasern und die zentralen Anteile 
der Compacta und Spongiosa werden dunkler, erha]ten einen blauen 
Farbton und treten mehr hervor. Mit Hilfe yon Polarisationsnnter- 
suehungen kann festgestellt werden, daB es sich tatsgehlich um L/~ngs- 
fasern handelt. 1Yatiirlich treten auch hier quantitativeUnterschiede auf, 
die dureh den weehselnden Steigungswinkel der Lame]len bedingt sind. 

Prinzipiell gleiche Verh/iltnisse bemerkt man auch bei einer Pikrin- 
s/~ure-Azoearminmischung und besonders deutlich bei Azoearmin- 
Methylenblaul6sungen. 

Diese Erscheinungen sieht man an Knochen yon Lebenden und 
Toten in gleichem Umfang. Sie sind nur so zu verstehen, daft die Farb- 
teilchen in den peripheren Anteilen des Knochens (Generallamellen) und 
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in den quergeschnittenen Fasern leichtere Diffusionsbedingungen vor- 
finden, so dag sich dort F~rbung und Entf~rbung schneller abspielen. 
Das bedeutet aber nichts anderes als eine geringere Strukturdichte. 

Da sich die neugebildete 
Knochensubstanz auBen 
apponiert, entsprechen die 
sich langsamer f~rbenden 
und entfi~rbenden dichteren 
zentralen Bezirke yon Com- 
pacta und Spongiosa iilteren 
Strukturen des Knochens. 

Abb. 1. Spongiosa des Beckenkammes  auf  dera Schirm 
der  regis t r ierenden Appara tu r .  Die waagerech te  IAnie 
gibt  den  regis t r ier ten  Durchmesser  an.  Der 2r 
ist gerade  rechts  yore Trabeke l  s ichtbar .  28]~hriger 

Mann.  VergrSl3emmg 1 : 256 

LZ b 

I" 
70. 

/24: 
8re/'/e des B~'/kchens in 

Abb. 2. Lichtabsorpt ion  eines v i ta l  gewonnenen  
Knochenpr&parates .  Spongiosatrabekel  des Becken- 
l rammes im Durchmesser .  VergrSltelqmg 1 : 256. GrSBe 

der N:ellpunkte 16 #. F~rbung mi t  Azocarmin  
0,1~ a:  5 ra in ,  b: 10 nain 

72r 

2. Mikrodensometrische 
Untersuchungen 

Bestimmt man die Farb- 
s~ttigung eines Knochen- 
trabeke]s im Durchmesser 
(Abb. 1), so ergeben sich 
folgende typische Kurven 
(Abb. 2). Aus den Dia- 
grammen der Abb. 2 l~Bt 
sich ablesen, dal~ die Farb- 
s~ttigung ihre Spitzenwerte 
in den Osteoids~umen und 
den ~uBersten Genera]- 
lamellen des B~lkchens 
erreicht und zu dessen 
Achse bin kontinuierlich 
abf/~llt. Man kann also 
auch mikrodensometrisch 
den Anstieg der Dichte mit 
zunehmendem Alter der 
Struktur nachweisen. Wel- 
ter ist aus dem Diagramm 
zu entnehmen, dab die F~r- 
bung der peripheren Lamel- 
len schnell erfo]gt - - u n t e r  

den angegebenen Bedingungen in 5 min - - ,  w~hrend die Zentren sich 
zun~chst langsamer f~trben, abet letzt]ich gleich hohe Werte erreichen wie 
die R~nder. Das wird im zweiten Diagramm - -  nach 10 rain - -  deutlich. 

Diese Dichtekurven der Spongiosa, die bei allen Alterss~ufen des 
Menschen gleich verlaufen, sind in ihren absoluten Werten abh~ngig von 
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der Breite des Bglkchens. So f/irbt sieh ein schmaler Trabekel sehneller 
als ein breiter, da er nur wenige zentrale Lamellen besitzt. 

In orientierenden Messungen wurde dann die zunehmende Fiirbung 
des Pr/~parates in Minuten festgestellt. Hierbei zeigte es sieh, dab in 
allen untersuehten F~llen, bei intra vitam und post mortem entnommenen 
Knoehen, die Farbintensit/~t der Spongiosab~lkchen erheblich hSher als 

! [ 1~sD~176 l 

~ I,i/ fl- .... I.A--+--I~ ~ ! 
~ -  / ' / ]  ,..IF - , .  ------" ~ I t I I I l i 

~ 301 ' "  *" I ' 

0 I 2 Y r Y 8 7 8 .9 10 I I  12 13 I// 15 16 17 18 
IVllhulen fd)~bung m#AzokaPm/nlSsung 

Abb.  3. Vergleieh der L ieh tabsorp t ion  yon  Spongiosa a n d  Compacta .  Obere J~urve~ 
Spongiosa, un te re  Compae ta ;  I~nochen yore  Lebenden :  ausgezogene Linien, Kmoehe~ yore 
Toten :  un te rbrochene  Linien. Mel~fl/~che 160 g~. Auf  der  Abszisse e inget ragen die Zeit ,  
wahrend  der  eine Azoearminl6sung e inwirkt ;  auf  der  Ordinate  die L ich tabsorp t ioa  in 

Prozenten .  74j~hrige F rau  

~ 6 0  

l 

I [ 
O0 l 2 3 g 5 8 Y 8 9 lO I f  12 13 N 15 lg 17 18 

?I/;Tulen l~ungm/?Azok&rmin 

Abb. '~. ~,Iikrodensometriseho 3K]urven vo~ ante mortem gewonnenem Knoehem 
a:  28jghriger 3~an~, b: 29jgt~'igo Frau ,  c: 19j~hriger 3/[ann 

die der Compacta im gleichen Pr/~parat ist. Das wird besonders deutlich, 
wenn man die Liehtabsorption yon 160/~ 2 grol~en Knoehenfl~ehen auf- 
zeiehnet, t r i t t  abet schon bei 16 #2 in Erseheinung. 

Daraus ergibt sieh also, wie zu erwarten war, dag die Compaeta 
dichter als die Spongiosa ist. 

Die erhaltenen Diagramme aus Zeit und Liehtabsorption ergeben 
e-Funktionskurven, die in unendlicher Zeit der Abszisse parallel ver- 
laufen. 

AufsehluBreieher ist die Messung zentraler Balkenteile an korre- 
spondierenden Punkten desselben Falles vor und naeh dem Tode sowie 
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an solchen verschiedener Individuen zum Vergleich. Unter korre- 
spondierenden Stellen verstehen wir die Achsen gleichbreiter Spongiosa- 
b/~lkehen. 

Dabei ergab sich, dab die yon D~,TTMER, SCHMITT-ROtlDE und 
HABEI~IC~ mitgeteilte Dichteabnahme der Knoehengrundsubstanz nach 
dem Tode bestatigt werden konnte. Der postmortal erhaltene Knochen 
zeigt h6here Farbintensitat als der w/ihrend des Lebens punktierte (Abb. 3). 

Da bei jungen gesun- 
den Menschen die Licht- 
absorptionskurven flaeh 

1 verlaufen (Abb. 4), ist 
~ ~ | eine erhebliehe Dichte 

dieser Knoehengrund- 
t substanz anzunehmen. 

Der Knoehen ~lterer In- 
dividuen zeigt dagegen 

: so untersehiedliche Kur- 
ven, dab es unmSglieh 
ist, aus der Spongiosa- 
diehte auf das Lebens- 
alter des l~enschen zu 
sehlieBen. Ihre Diehte 

o 1o 2Q 3B r 5o oo zo 8o so /no diirfte nur veto Alter 
Zl~kt~bsorp~lbrl i'i7 % 

•bb .  5. Yergle ich  der  L i c h t a b s o r p t i o n  l~ngs- m i d  quer -  der betreffenden Lamel- 
ge t ro f fener  F a s e r n  bei ve r sch iedenen  Fa rbs to f f en .  Quer-  len abh/~ngen. 
ge t rof fene  Fase rn :  ku rze  S/~ulen; 1/~ngsgetroffene Fas e rn :  
l ange  S/iulen. Anf l i ngen t i anav io l e t t  1 ~ 15 sec, Anil in-  Da Azoearmin sehr 

b l a u  0,167% 0ig 20 rain,  A z o c a r m i n  0,1~ 5 rain,  
A z o c a r m i n  0 ,1%0ig 20 ra in  (yon  oben n a c h  un ten)  rein verteilt ist (Ta- 

belle 1), treten bei seiner 
Anwendung Differenzen der Farbs/ittigung zwischen 1/~ngs- und quer- 
getroffenen l~asern n i c h t  so deutlieh hervor, Wie bei Anilinblau- oder 
Gentianaviolettf/irbung (Abb. 5). Dies gilt f/Jr Krioehen yon Lebenden 
und Totem Bei den geringen lamell/~ren Liehtabsorptionsunterschieden 
f/Jr Azocarmin handelt es sich im wesentlichen um Liehtbrechungs- 
effekte, die aueh schon am ungef/irbten Pr~parat nachzuweisen sindund 
dann etwa 50% der Azocarmindifferenzen betragen. Sic sehwanken je 
nach Quellung des Schnittes und fiihren zu den bedeutsamsten Fehlern 
bei Messungen der Liehtabsorption (MEYER-AR]~lqDT10). 

Bei Anwendung yon A n i l i n b l a u  ergeben sieh starke Untersehiede 
in der Lichtabsorption dieht benaehbarter Stellen, die das Ergebnis 
einer chemisch oder elektrostatisch bedingten F/~rbung darstellen 
diirften, die elektiv die 1/ingsverlaufenden Fasern bevorzugt (S. 74). Sie 
zeigen daher eine hShere Liehtabsorption (Abb. 5). Bei dieser deutliehen 
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Inhomogenit/~t eines mit Anilinblau gefi~rbten Pr/iparates ergeben nur 
Summenmessungen verwertbare Bilder, da sieh die Einzelfehler zu 
einem gewissen Mittelwert aufheben. Zwar treten aueh Untersehiede der 
Farbintensit/~t zwisehen Compacts und Spongiosa wie bei Azocarmin 
auf, dagegen sind meist lceine deutlichen Differenzen zwischen ante und 
post mortem punktiertem Knoehen festzustellen (Abb. 6). 

Bei Benutzung einer AnilingentianaviolettlSsung t r i t t  die unter- 
sehiedliehe Liehtabsorption yon Fasern verschiedenen Steigungswinkels 
noch st/~rker in Erseheinung, da eine intensive l~iirbung der liings- 

0 ~ - - - . x - - - s - - J  
0 7 2 3 g 5 6 7 8 9 10 17 12 13 /4 15- /6 17 18 

~'oulen ~bung rnitAnil/nblau 

.~bb. 6. 1Kikrodensometrisehe Kurvem yon an te  und  post  m o r t e m  gewonnenem Knochen .  
Anf  der Abszisse aufg 'etragen die Zeit, w/~hrend der  eine Anil inblaul6sung einwirkt ,  auf  
der Ordinate  die Lichtabsorpt ion  in P roz e n t e m Knochon yore  Lebenclen: ausgezogene 
Linien, K noche n  v o m  Toton:  un te rbrochene  Linien. Die obere K u r v e  gibt  die Verhhltnisse 

bei einer 50j/~hrigen Frau ,  die un te re  bei einer 78jhhriger~ F rau  w i e d e r  

geschnittenen Fasern erfolgt (Abb. 5). Es gelingt jedoeh niemMs, dureh 
Naehf/~rbung mit Gentianaviolett, die Differenzen der Liehtabsorption 
zwisehen Fasern versehiedenen Verlaufes in einem Anilinblauprgparat 
zu verst/~rken. Ebensowenig kann Anilinblau den dureh Gentianaviolett 
geschaffenen Kontrast  vecstg.,ken. 

Zuletzt wurde noeh die Mikrodensometrie mit Kalialaun-Ngure- 
]uchsin durehgeftihrt. Die dabei erhaltenen Diehtekurven der Spongiosa- 
zentren zeigen ebenfalls die e-Funktion der l~arbzunahme und kon- 
gruente Kurven ffir ante und post mortem entnommenes Material 
(Abb. 7). 

Vergleieht man die mit den versehiedenen Farbstoffen erhaltenen 
Ergebnisse miteinander, so zeigt es sieh, dM] yon den angewandten 
F~rbungen allein die mit Azocarmin verwertbare Aussagen fiber die 
Diehteverhgltnisse der Grundsudstanz im entkalkten Knoehen liefert.Bei 
ihr liegt im Gegensatz zu den anderen genannten Farbstoffen eine reine 
Diffusionswirkung vor. Anilinblau und Gentianaviolett zeigen dureh die 
untersehiedliche Anf/~rbung verschieden angeschnittener Fasern eine 
starke Streuung der MeBwerte, so dab genauere Aussagen nieht mSglieh 
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sind. Durch Kalialaun-S~urefuchsin soll eine besonders kr~ftige F~rbung 
ehemals verkalkter Stellen des Knochens erreicht werden. Es f~rben sich 
jedoch auch kollagene Fasern bevorzugt an. 

Entsprechend den Beobachtungen yon SCHMITT-RO~DE ~7 wurden 
vergleichende Untersuchungen zwischen Ultrastrukturdichte und Wider- 
stand des Knochens bei der Entnahme mit der Nadel durchgefiihrt. 
Dabei zeigte es sich, da~ zwischen der Hi~rte des Knochens bei der 
Punktion und seiner mikrodensometrisch ermittelten Dichte keine 
Beziehungen bestehen. Anscheinend ist die H~rte des Knochens weir- 
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Abb. 7 ~r I t :urven yon  ante  und  post  m o r t e m  erha l tenem ] ~ o c h e n .  
Auf  der  Abszisse e ingetragen die Zeit, w~hrend  der eine S~urei~chsinlSsung einwirkt ,  auf  
der  Ordinate  die Lich tabsorp t ion  in Prozenten.  Kn o ch en  yore  Lebenden :  ausgezogene 
Linien, ]~nochen yore Toten:  un te rbrochene  Linien. a :  28j~hriger Mann,  b: 67j~hriger ~r 

gehend yon seinem Kalkgehalt abh~ngig. Da man aber bei jungen 
Knochen eine hohe Ultrastrukturdichte antrifft, diirfte letztere mit der 
Elastizitgt und Eestigkeit der Knochen fibereinstimmen. 

3..Fi~rberische Untersuchungen 

Bei der Azan/~rbung bemerkt man sowohl am intra vitam wie post 
mortem entnommenen Knochen folgende Erscheinungen: 

1. Die l~ngsgeschnittenen Fasern des lamell~ren Knochens werden, 
homogen rot angef~rbt, die zwischen ihnen liegenden quergetroffenen 
Faserbfindel dagegen schollig, kSrnig hellblau bis blau. 

2. Alle unverkalkten Fasern, die periostalen Bindegewebsfasern und 
die Osteocyten mit ihrem Hof und den anschlieSenden Knochen- 
kanKlchen erscheinen blau. 

3. Die zentralen Bezirke der Spongiosa sowie die gesamte Compacta 
sind rot, die Osteoidsi~ume aber leuchtend blau gef~rbt. 

4. Die i~uBerste Generallamelle und die innerste Osteonlamette - -  die 
jfingsten Appositionszonen also - -  sind rot. 
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Die rot-blau-Grenzen sind nie scharf, eine Ausnahme machen nur 
die Osteoids~iume. Der rote Farbton ist bei geringer Intensit~it pastell- 
artig diffus ausgebreitet. Alle besehriebenen Bilder ergeben sieh bei gut 
differenzierten 8/~ starken Schnitten. Diinnere Stel]en sind immer mehr 
blau, diekere mehr rot gef~irbt. Dabei ist zu bedenken, da~ der nach dem 
Tode entnommene Knochen, auf Grund seiner geringeren I)iehte, bei 
gleicher F~irbezeit primer mehr Azocarmin aufnimmt als der vom 
Lebenden. Dureh die Anilin-Alkoholdifferenzierung, im Verlaufe der 
Azanf~irbung, wird aus ihm aber auch mehr Azoearmin herausgelSst, so 
dab der postmortal erhMtene Knochen beim Abschlu8 der F~rbung 
weniger Azoearmin enth~ilt. 

Neben der Azanf~rbung fiihrte ich die ,,umgekehrte" Azanfiirbung 
dureh. Der Knochen erseheint dabei einheitlich braun, und zwar an den 
R~ndern dunkler als in der zentralen Compaeta und Spongiosa. Er 
zeigt leuehtend blauviolette S~ume, l~ings- und quergeschnittene Fasern 
weisen keine Farbuntersehiede auf. Differenziert man nunmehr mit 
Wasser, Alkohol oder Salzs~ure-Alkohol, bekommt der Knochensehnitt 
eine rein blaue Farbe, die trotz weiterer Differenzierung bleibt. Gleieh- 
zeitig treten die l~ngsgetroffenen Fasern durch st~rkere blaue TSnung 
hervor. Offenbar sind also Goldorange und Azoearmin bei der Diffe- 
renzierung herausdiffundiert und Anilinblau al]ein zurfickgeblieben. 

Aul~er der Azanf~irbung wurden am ante und post mortem punk- 
tierten Knoehen die Versilberung mit und ohne Perjods~ture (DETTMER 
nnd SCHwARz) und die F~rbung verkMkten Knochengewebes naeh ER6s 
(modifiziert) angewendet. Bei der Versilberung konnten die yon D~TT- 
MER~ SCHMITT-I~ottDE und HABERIC~ 5 beschriebenen Erseheinungen am 
vorliegenden Material best~tigt werden. Vor allem f~llt hierbei die inten- 
sive Schw~rzung der peripher ge]egenen l~ngsgeschnittenen Fasern auf. 

Im Gegensatz zur Azanf~irbung und Versilberung li~6t die F~rbung 
mit S~urefuehsin naeh E~Ss keine postmortale Ver~nderung des 
Knoehengewebes erkennen. Im einzelnen sehen wir, da~ die l~ngs- 
getroffenen Fasern und besonders die peripher liegenden st~irker als die 
quergeschnittenen Biindel gef~irbt sind. Neben dieser Analogie zur 
Versilberung mit Perjodsi~ure und zur Anilinblauf~irbung zeigt S~ure- 
fuchsin aueh gegens~tzliehe Eigenschaften: Es fi~rbt die Knoehen- 
kapseln (ZellhSfe) mit ihrer faserigen Struktur (WEIDENI:tEIOH nach 
Handb. n) fast gar nicht, die faserfreien Kittfl~ichen (V. EB~ER naeh 
Handb. n) dagegen intensiv. Zusammenfassend kann hier gesagt werden, 
dal~ eine stgrkere F~irbung ]angsgeschnittener Fasern mit Bevorzugnng 
junger Elemente (~iui~ere Generallamellen, innere Osteonlamellen am 
Gef~i~kanal) auftritt. 

Polarisationsoptische Untersuchungen ergaben die bekannten, durch 
Anwesenheit kollagener Fibri]len bedingten Bilder. Eine mei~bare 

Virchows Arch. Bd. 331 6 



82 KLAUS LOl~ENTZ: 

Vergnderung der Kollagenfibrillen im Knoehen nach dem Tode wurde 
nicht beobaehtet. Die I-Ielligkeit der ~tugersten Generallamelle blieb bei 
versehiedener Stellung des Analysators konstant, in den anderen La- 
mellen weehselte sie. 

Diskussion 

Wie sehon erw~hnt, wird die Grundsubstanz (Matrix) aus Kitt- 
substanz und kollagenen Fibrillen gebildet. Die Fibrillen, als Elemente 
der Ultrastruktur im Liehtmikroskop nieht sichtbar, sind grSBtenteils 
gebiindelt und dureh interfibri]l~re Kittsubstanz zu Fasern vereinigt. 
Da die interfibrill~re Kittsubstanz mit der iibngen Kittsubstanz im 
Knochen identisch sein diirfte, sind die Eigensch~ften der sichtbaren. 
Fasern im Knoehen auf die in ihnen enthaltenen Kollagenfibrillen zu 
beziehen. In diesem Sinne k~nn man Fasern und Fibrillen gleichsetzen, 
wie etw~ WEIDEN~EICH, unter dessen ,,Fibrillen" eigentlich Fasern zu 
verstehen sind, da die Existenz kollagener Fibrillen erst sparer elektronen- 
optiseh festgeste]lt wurde. 

Unter dieser Voraussetzung ist die feste Bindung zwisehen Anilinblau 
und Faser, wie sie in der Azoearmin-Anilinblau-Mischf~rbung und der 
,,umgekehrten" Azanfi~rbung siehtbar wurde, dutch die Fibrillen und 
nieht dureh die Kittsubstanz verursacht. Diese feste Bindung kSnnte 
durch aktive Seitenketten der Kollagenfibrille (s. G~ASSMA~ G) bedingt 
sein. Es ist denkbar, daft Anilinblau (Triphenylfuehsinehlorhydrat), 
entspreehend den allgemeinen Fi~rbeprinzipien (s. KA~E~s),  yon einer 
basischen Seitenkette gebunden wiirde. Da die Summe der Fibrillen- 
l~ngsschnitte eine grSBere Oberfli~che und damit mehr reaktionsf~hige 
Seitenketten Ms die der Querschnitte aufweist, miigten nach dieser 
These die li~ngsverlaufenden Fasern mehr Farbstoff binden als die 
quergetroffenen. Das ist tatsi~ehlieh der Fall (Abb. 5). Somit wird 
auch versti~ndlieh, dab Gentianaviolett, wie oben angefiihrt, die Anflin- 
blauf~rbung nieht zu steigern vermag, da die uktiven Gruppen bereits 
vom zuvor einwirkenden Anilinblau besetzt sind. Anilinblau, Gentiana- 
violett und in geringerem MaBe Si~urefuchsin diirften demn~eh Fibrillen- 
f~rbstoffe sein. 

Da bei ihrer Verwendung keine Unterschiede zwisehen ante und 
post mortem entnommenem Knoehen auftreten, kSnnen die Fibrillen 
nicht an den postmortalen Veriinderungen des Knochens teilnehmen. 
Das wird best~tigt dureh polarisationsoptisehe Untersuchungen. 

Im Gegensatz zu den erw~hnten Farbstoffen ist Azocarmin nach 
den Ergebnissen der progressiven und regressiven Fi~rbungen als Diffu- 
sionsfarbstoff anzusehen. Die st~rkere Azocarmineinlagerung in den 
postmortal entnommenen Knochen soll naeh DETT~E~, SC~MITT-I~o~IDE 
und H~E~C~t  ~ dutch postmortMe Diehte~bn~hme der Ultrastruktur 
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bedingt sein. So kSnnte durch Erweiterung der ii~termicellaren Liicken 
innerhMb der Grundsnbstanz mit dem Tode eine grSl3ere Aufnahme- 
f~higkeit fiir die Azoearminteilehen geschaffen werden. Da die Fibrillen 
nach den mitgeteilten Beobaehtungen nieht an den postmortalen 
Vergnderungen des Knoehens teilnehmen, k6nnen diese nur dutch 
Vorggnge in der Kit tsubstasz  bedingt sein. 

Dafiir sprieht aueh das l~esultat der Azanfgrbung. Sie stellt eine 
Synthese zwisehen Diffusionsfgrbung (Azoearmin) und ehemiseher oder 
adsorptiver [Bindung an das Substrat (Anilinblau) dar. D ~ T r ~  u. 
Mitarb. 5 nahmen an, dab Azoearmin naeh S~xI alle intermieellaren 
Riiume des Knoehens, Anilinblau mit seinen grSl3eren Teilchen jedoch 
nut  die grSgeren l%gume, wie sie durch den postmortalen Abbau ent- 
stehen, erftillen kann. Dureh die Differenzierung der mit Azoearmin 
gefgrbten Priiparate sollten naeh dieser Ansieht bei der Azanfgrbung 
die grSfteren t{gume fiir Anilinblau frei werden. Die Mikrodensometrie 
mit diesem Farbstoff mtil3te dann abet grSgere Differenzen zwisehen 
Knoehen yon Lebenden nnd Toten ergeben, als sie yon mir gemessen 
wurden (Abb. 6). Meines Eraehtens haben ]edoeh die postmortal ent- 
stehenden gr5Beren Liieken der Kittsubstanz, die naeh der Anilin- 
Alkoholdifferenzierung azoearminfrei sind, weitere Teile der kollagenen 
Fibrillen dem Anilinblau zug~nglieh gemaeht, wghrend im Knoehen vor 
dem Tode die Fasern weitgehend yon diehter azoearminhaltiger Kitt-  
substanz bloekiert sind. Dureh die feste Bindung an die kollagenen 
Fibrillen entsteht so die gesteigerte Blauf~rbung des Knoehens naeh 
dem Tode, die sieh dutch absehlieBende Differenzierung nicht aufheben 
1/~13t. Anilinblau zeigt also ein ganz anderes Verhalten, als man bei einer 
Diffusionsf~rbung mit grSl3eren Teilehen (D~TT~ER u. 3/[itarb.) erwarten 
miiBte. 

Diese Hypothese wird noch dureh die ,,umgekehrte" Azanfgrbung 
unterstriehen. Da hier Anilinblau vor dem Azoearmin einwirkt, kSnnen 
die Fibrillen nicht von azoearminhaltiger Kittsubstanz bloekiert werden 
und sind dem Anilinblau zuggnglieh. Die l~ngsgeschnittenen Fasern 
miil3ten dann nach der absehliegenden Differenzierung kr~ftig blau 
gefgrbt sein. Das trifft auch in allen l~'i~llen zu. 

Das gleiehe gilt fiir die Azocarmin-Anilinblau-Misehf/~rbung, bei der 
eine gleichzeitige Einwirkung beider Farbstoffe stattfindet. Sie fiihrt 
zur Blauf~rbung der ]~ngsgesehnittenen Fasern, die weder dureh Wasser- 
noeh dutch Alkoholdifferenzierung aufzuheben ist. 

Bei der normalen Azanfgrbung erscheinen die lgngsgetroffenen 
Fasern jedoeh rStlieh. Sie haben also das Azoearmin kaum abgegeben 
und mfissen daher sehleehtere Diffusionsbedingungen und somit h5here 
Dichte aufweisen als die quergetroffenen Biindel, in denen blaue T6nung 
vorherrseht. 

Virchows Arch. Bd. 331 61~ 
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Auch die F~irbung mit heterodispersen Farbstoffen zeigt, dab in 
Faserrichtung ein Diffusionsmaximum, senkrecht dazu ein Minimum 
besteht. Als Ursachen dieser Ausrichtung kSnnen die Lagerung der 
Hydroxylapatitkristalle in der Grundsubstanz, die Struktur der kolla- 
genen Fibrillen oder der Anfbau der Kittsubstanz selbst angesehen 
werden. Nach elektronenmikroskopisehen Untersuchungen yon Ro- 
]3I~SON ~4 sowie I~OBINSO~ und WATSO~ 15 liegen die tafelfSrmigen 
Apatitkristalle des Knochens mit ihrer L~ngsachse der Fibrillenaehse 
parallel an der Fibrillenoberfl~che. Nach der Entkalkung wfirden sie 
deshalb Diffusionskan~le in der Faserrichtung hinterlassen. - -  Innerhalb 
der Fibrille sind, nach Beobachtungen yon KENNEDY, die axialen Anteile 
yon geringerer Dichte als d ie  randst~ndigen, so daI~ man yon einer 
l~Shrenstruktur sprechen kSnnte, die ebenfatls in der Langsachse gute 
Diffusionsbedingungen liefern kSnnte. 

Die Grundsubst~nz zeigt  mit zunehmendem Alter hShere Dichte 
(Abb. 2). Je jfinger der Knochen, desto grSl~er ist seine Farbs~tttigung. 
Daher zeigen die Osteoids~ume die st~rkste Einlagerung (Azocarmin, 
Anilinblau, Silberkeime) yon allen Knochenbezirken. Sie nehmen bei 
heterodispersen Gemischen auch Teilchen des grSbsten Farbstoffes auf. 
Bei der Azanf~rbung erscheinen sie leuchtend blau, da Anilinblau die 
feinsten Fasern (W~IDEN~EICH n. Handb. n) intensiv f~rbt, nachdem 
durch Differenzierung das Azocarmin leicht aus den grol~en Lficken des 
Osteoids herausdiffundiert ist. Naeh PO~ME~ (Handb. d. m. A. n) soll 
die F~rbung des Osteoids mit Anilinblau (lurch kSrnige Kalkeinlagerung 
bedingt sein. I~OBI~SO~ und WATSO~ ~ haben dureh elektronenoptische 
Untersuchungen aber festgeste]lt, da~ mit zunehmender l~eifung des 
Knochengewebes sowohl die Apatitkristalle wie die Kollagenfibrillen 
an GrSl~e zunehmen, so dal~ im neugebildeten Osteoid nur kleine anorga- 
nische Abl~gerungen anzutreffen sind. KSrnige Einlagerungen sind 
allerdings nie festzustellen. Da viele unverkalkte Bindegewebe sich gut 
mit Anilinblau f~rben, galt das dunkelbl~u tingierte Knochengewebe 
bei der Azanf~rbung Ms unverkalkt, das rot gefi~rbte als diffus verkalkt 
(WAT~ n. ]-Iandbuchn). Andererseits f~rben sich auch Parenchyme, 
wie Knochenmark im selben Pri~parat, mit Azan rot, so dal~ die Defi- 
nition rot ~ verka]kt, blau ~ unverkalkt auch beim Knochen nicht 
haltbar ist. Die dunkelblaue Anfarbung yon Knochengewebe bei der 
Azanfarbung kommt nur dann zustande, wenn die Dichte der Grund- 
substanz so gering ist, daI~ sie eine ]eichte Abgabe des Azocarmins in der 
vorgeschriebenen Differenzierungszeit der Azanf~rbung z u l ~ t  und 
damit die Fibrillen dem Anilinblau zuganglich macht. 

Besondere Verh~ltnisse ]assen die jfingsten Anteile des Knochens 
erkennen: die ~ui~ersten General~ und die innersten Osteonlamellen. 
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Obwohl sie nur geringe Diehte aufweisen, sind sie naeh der Azanf~rbung 
meist leuehtend rot anzutreffen. Da fiir Anilinblau hier offenbar kein 
Substrat zur Bindung vorhanden ist und nut  Azoearmin und Goldorange 
naehweisbar einwirken, mfissen diese Lamellen ]aserJrei oder faserarm 
sein. In diesem Sinne spreehen aueh Polarisationsversuehe, die konstante 
ttelligkeit bei weehselnder Stellung des AnMysators ergeben. Nit  
Siiurefuehsin werden diese Lamellen ebenso intensiv wie die faser- 
freien Kittfl~chen gef/irbt. ])araus l~gt sieh ebenfalls die These ableiten, 
dab diese jfingsten Lamellen tempor/~r faserfreie Appositionskittfl~chen 
darstellen, in die m6glieherweise vom Osteoid aus Filamente (Vorstufen 
der Fibrillen) eingelagert werden. 

Ahnliehe Bilder hatte sehon ACHARD 1 mit anderen l~arbstoffen 
erhalten. Er  ffihrte die fi~rberisehen Untersehiede zwisehen versehiedenen 
Knoehenstrukturen auf versehiedene elektrostatische Ladungen des 
angef/~rbten Substrats zuriiek. So erhielt er mit verschieden geladenen 
LSsungen eines sauren (Poneeau) und eines basisehen (Methylenblau) 
t;arbstoffes eine unterschiedlich intensive Anf~rbung des Knochens. 
Naeh KEI)~OWSKu 9 tr i t t  jedoeh mit Ver/~nderung der elektrostatisehen 
Ladung (dutch p~r-Versehiebung) eine Anderung der Teilchengr6Be in 
der FarblSsung auf, da mit Zunahme gleieher Ladung die abstoBenden 
Kr/tfte in Aggregaten yon Farbstoffmolekfilen waehsen. Daher sind 
AcI~A~Ds Bilder, die er, naeh LIES~GA?CG 4, Ms Folge verschiedener 
Ladung bestimmter Knoehenstrukturen ansah, das Ergebnis einer 
heterodispersen Reihenf~rbung. 

Zusammeniassung 
In verschiedenen Untersuchungen wurde nachgewiesen, dab die 

Dichte der Knochengrundsnbstanz mit dem Tode abnimmt. Diese 
Abnahme der Ultrastrukturdichte ist auf Ver/inderungen der Kitt- 
substanz zurfickzuffihren. Die Grundsubstanz besitzt, dem Knochen- 
alter entsprechend, unterschiedliche Dichte. Mit zunehmendem Alter 
der Struktur steigt ihre Dichte. Sie besitzt eine r/~umliche Anordnung, 
welche die Diffusion in t~ichtung der Faserbiindel begiinstigt. Die unter 
dem Osteoidsaum ]iegende Grundsubstanz ist nach den angestellten 
Untersuchungen zumeist faserfrei wie die Kittfl/~chen und weist erst in 
SlO/i, teren Stadien Fasern auf. 

Ein Zusammenhang zwischen der Ultrastrukturdichte der Grund- 
substanz und der Festigkeit des Knochens (bei der Punktion nach 
BAnTEL~IMEa) ist an den Knochen junger gesunder IndLdduen fest- 
zustellen. Bei ii]teren 3/[enschen wurden keine Beziehungen gefunden. 

Es wurde das Prinzip der Azanfi~rbung am entkalkten Knochen 
untersucht. 

u Arch. Bd. 331 6b  
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