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Aus den Arbeiten von SoEMITT-ROHDEY sowie von DETTMER,
ScemrTT-RoEDE und HaBERICHS geht hervor, daB der Knochen post-
mortal insbesondere in seinem anorganischen Anteil verindert wird.
Die Biopsie ist daher fiir die Beurteilung der Ultrastrukturen dem
postmortal entnommenern Knochenmaterial iiberlegen. Die mnach-
stehende Arbeit soll einen Beitrag zur Aufklédrung sich hierbei ergebender
Probleme leisten.

Material und Methoden. Es wurden von 23 Personen intravital und 15—20 Std
post mortem Punktionen des Beckenkammes nach der Methode von BARTEL-
HEIMER? vorgenommen, so dal man von jedem Individuum zwei Knochenzylinder
erhielt.

Es handelte sich um Patienten in verschiedenen Altersstufen, die in alters-
gemifBem gesundheitlichen Zustand an Unfillen, Infarkten, Apoplexien und
Suiciden starben, ohne daBl zuvor eine lingere Krankheit vorausgegangen war.
Carcinomtriger, Diabetiker, chronisch Kranke usw. wurden ausgeschlossen, da
mir daran lag, normalen Knochen zu untersuchen.

Die Verarbeitung des Materials erfolgte gemafl den Angaben von DETTMER,
ScaMITT-ROEDE und HaBERICHS nach RomErsié:

Fixierung: Formalin 1:9, 4—6 Tage

Entkalkung: 5%ige Salpetersiure, 48 Std Vakuum

Wisserung: flieBendes Wasser, 12 Std, 5%iges Lithiumsulfat, 16 Std

Entwisserung: reines Pyridin, 3 Std, reines Benzol, 3 Std

Einbettung: weiches Paraffin, 2 Std, mittelhartes Paraffin, 2 Std, hartes

Paraffin, unbegrenzt

Schneiden: Mikrotom, Schnittdicke 8 u

Die Massendichtebestimmungen wurden mit der mikrodensomeirischen Methode
nach HasrricH, DETTMER und ScumirT-RoEDE? angestellt. Hierbei wurden
Lésungen von Azocarmin (Konzentration 0,1%/y,, pg 3,32—3,53 bei 18° C, gemessen
mit der Kalomel-Platinkette und Chinhydron) und Anilinblau (0,167%¢;, pg 3,10
bis 3,25 bei 180 C, gleiche MeBmethode) verwendet. Das entparaffinierte Praparat
wurde mit ihnen nacheinander 1, 2, 3, 5, 10 und 20 min gefarbt. Die zunehmende
Fiarbung des Schnittes wurde durch die steigende Absorption eines Lichtstrahles
quantitativ gemessen. Die Temperatur der Losungen, die Helligkeit des Licht-
strahles, der durch die eingestellte Fliche des Praparates trat, und der MeBstrom
der registrierenden Apparatur blieben konstant. Die gemessenen Felder konnten
durch Verwendung von Blenden und verschiedenen Vergrofierungen von 1 u?
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(Punkt) auf 16 u2 und 160 u2 Fliche verdndert werden. Es ergibt sich so die Mog-
lichkeit, Summenmessungen (160 u42? Areal) durchzufithren, wenn benachbarte
Punkte groBe Lichtabsorptionsdifferenzen ergeben, wie bei Anwendung von
Anilinblau oder Kalialaun-Saurefuchsin (Konzentration 2%, Farbung 15 sec,
30 sec, 1 min, 2 min, 5 min fortlaufend).

Die mikrodensometrische Methode beruht auf der Vorstellung, dal ein Gewebe
um so mehr Farbteilchen einlagert, je grofier die Summe seiner dazu verfiigbaren
Hohlrdume ist. Diese Hohlréume entsprechen in der Grundsubstanz des Knochens
praktisch den intermicellaren Réumen. Da ihire Ausdehnung das lichtmikroskopische
Auflosungsvermdgen unterschreitet, gehoren sie zu den Ulirastrukturen. Die
Dichte dieser Ultrastruktur wird also durch die Zahl und Gréfie der intermicellaren
Réaume bestimmt, die in nachstehenden Versuchen mit Farbstoffteilchen dargestellt
wurden. Sie ist umgekehrt

prciportional‘ der Zahl und  Tapelle1. Grépe der Farbstoffteilchen in reinem Was-
GroBe der intermicellaren ser mach OKURa, prozeniuale Verleilung

Réume. Nach elektronenop- ‘

tischen Arbeiten von OKURA  Teilchengrofie in mp . | 10—20 | 21—30 | 31—40

und Kovamal® kennt man  Pikrinséure . . . . . 76 % 20% 4%

die GroBe verschiedener AzocarminB . . . . 15% 85% [

Farbstoffteilchen. Saurefuchsin . . . . | 75% 1 25%
Anilinblauw . . . . . 47% | 53%

Sie miissen den inter-
micellaren Réumen der
Grundsubstanz entsprechen, um zu farben. Sind sie gréfler, konnen sie nicht in
dag Gewebe eindringen, sind sie erheblich kleiner, werden sie bei der Differenzie-
rung (Entfirbung) rasch entfernt. Thre Aufnahme durch den Knochen gibt uns
daher einen Anhalt fiir die ungefihre GroBe seiner intermicellaren Réume und
seiner Ultrastrukturdichte.

Da die absolute Farbstoffeinlagerung nicht allein von der Dichte, sondern
auch von der Dicke des Priparates abhingt, geniigt es nicht, die Farbsittigungs-
werte des Knochens zu bestimmen. Die mit dem Mikrotom angefertigten Schnitte
haben nie konstante Dicke, und wechselnde Massen haben eine unterschiedliche
Anzahl intermicellarer Réume. Hs ist daher notig, zuerst die Lichtabsorption des
ungefirbten Knochens (FuBpunkt der Firbungskurve) zu messen, da sie nur von
der Dicke abhangt. Weiter ist der Amstieg der Farbintensitsit mit der Zeit zu
bestimmen. Es entstehen bei gleicher Dichte und unterschiedlicher Dicke parallel
verlaufende Kurven mit unterschiedlichen absoluten Werten, da die Zahl der
intermicellaren Réume mit steigender Dicke zunimmt. Umgekehrt treten bei
gleicher Dicke und verschiedener Dichte divergierende Kurven mit gleichem Ful-
punkt auf. Hier ergeben die Sattigungswerte den wahren Umfang der inter-
micellaren Réume.

Farberische Untersuchungen erfolgten mit Hilfe der Azanfirbung (s. Ro-
MEIS™), der Versilberung ohne und mit Perjodsidure nach DerrMer und SCHWARZ,
der ,,umgekehrten‘‘ Azanfarbung, der Sédurefuchsin-Kalialaunfirbung ehemals
verkalkter Stellen nach Eros (modifiziert) sowie heterodispersen Farbstoff-
gemischen. Dazu dienten Azocarmin-Anilinblaulésung (Verhaltnis 1:1, Ver-
diinnung und Aciditdt wie bei den mikrodensometrischen Versuchen) oder Mi-
schungen aus Azocarmin, Methylenblau und Pikrinsdure. Es wurde erst fortlaufend
gefarbt (progressive Fiarbung) und anschliefend mit Wasser oder Alkohol entfirbt
(regressive Farbung oder Differenzierung). Zur modifizierten Farbung nach Erds
wurde 15 sec mit einer 2%igen Kalialaun-Saurefuchsin-Losung gefarbt, bei der
»umgekehrten‘ Azanfarbung zuerst 8 min mit Anilinblau-Goldorange, dann, nach
kurzem Abspiilen mit Wasser, die gleiche Zeit mit Azocarmin. Dazu wurden
unverdiinnte Stammlosungen benutzt.
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Befunde
1. Férbung mit heterodispersen Farbstoffgemischen

Fir die Anféarbung einer Struktur ist nach voN MOLLENDORFF auller
ihrer eigenen Dichte die Zerteilung (Dispersion) des Farbstoffes aus-
schlaggebend. So gelingt es weder mit Pikrinsfiure noch mit Azocarmin,
den feinsten von mir benutzten Farbstoffen (s. Tabelle 1), Plexiglas
(Polymetacrylsdureester) zu firben, da dessen Dichte zu hoch ist. Wie
voN MOLLENDORFF und KrREBS!? am quergestreiften Muskel nachwiesen,
gelingt es mit heterodispersen Farbstoffgemischen, Dichteunterschiede
im untersuchten Stoff festzustellen, unter der Voraussetzung, dal man
Diffusionsfarbstoffe verwendet, die keine feste Adsorption durch das
Substrat erleiden. Diesen Bedingungen werden Azocarmin, Methylen-
blau und Esbachs Reagens (Pikrinsdure als firbender Bestandteil)
gerecht, wie ich in vielen Féarbeversuchen am Knochen feststellen konnte.
So ist es méglich, mit diesen Diffusionsfarbstoffen eine fortlaufende
Farbung und Entfarbung vorzunehmen. Allerdings gelingt beim Azo-
carmin die Entfirbung mit Wasser nicht ganz vollstindig, gut und
schnell dagegen mit Alkohol. Anilinblau dagegen ist ungeeignet, da es
mit dem Substrat eine feste Bindung chemischer oder adsorptiver
Natur eingeht, wie durch die Anilinblau-Azocarmin-Mischiirbung
nachzuweisen ist. Sie ergibt folgendes: Das Priparat firbt sich blau-
violett mit besonderer Betonung der Generallamellen. Weiterhin bemerkt
man, daf} die Mehrzahl der lingsgetroffenen Fasern zuerst heller und mehr -
rotlich erscheint, nach 30 min jedoch dunkler als die quergeschnittenen
und in gleichem blauvioletten Farbton. Wird sodann mit Alkohol
differenziert, so entsteht ein rein blau gefdrbtes Praparat mit hellen,
blassen Quer- und dunkleren Léngsfasern.

Es handelt sich hier nur teilweise um eine heterodisperse Farbung,
bei der die kleineren Farbstoffteilchen (Azocarmin) den gréBeren zundchst
voraneilen und in Medien mit schlechteren Diffusionsbedingungen, z. B.
in den lingsgeschnittenen Fasern, ein relatives Ubergewicht erlangen:
roter Farbton. Wie der Vergleich von gefirbten und polarisierten Pré-
paraten ergibt, bewirkt Anilinblau eine besonders starke Farbung der
lingsverlaufenden Faserbiindel. Daher wird nach 30 min die rote
Toénung dieser Biindel durch die intensive Farbe des Anilinblaus iiber-
deckt, withrend die steil angeordneten Fasern, vom Anilinblau nicht so
tingiert, heller erscheinen. Durch die folgende Differenzierung wird
Azocarmin ginzlich herausgeldst, Anilinblau aber nur in ganz geringem
MaBe, da es stirker an den Fasern haftet, besonders an den lings-
geschnittenen. Um mit einwandfreien Diffusionsfarbstoffen Dichte-
unterschiede im Knochen zu ermitteln, wurden einerseits Farbstofi-
gemische aus Methylenblau, Pikrinséure und Azocarmin und andererseits
reine Losungen der einzelnen Komponenten verwandt. Zur Bestimroung
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der relativen Teilchengrofle und damit der Dispersion wurden Filtrier-
papierstreifen mit einem Ende in die Farbstoffmischung eingetaucht und
das Emporwandern der einzelnen Farbstofffraktionen registriert. Bei
einer Azocarmin-Esbachlosung zeigte sich folgende Farbverteilung
(von der Lésung aus): rot—orange—gelb, d. h. die gelbe Pikrinsiure war
am weitesten diffundiert. Bei einer Methylenblau-Azocarminlésung war
die Reihenfolge: blau—violett—rosa, bei einer stabilisierten Methylen-
blau-Esbachlésung: blau—grin—gelb. Die Zwischenfarben erkliren
sich durch gleichzeitige Anwesenheit beider Komponenten. Die
Diffusionsgeschwindigkeit zeigt also folgende Reihenfolge: Pikrin-
sdure > Azokarmin >Methylenblau und die TeilchengroBe Pikrinsdure <
Azokarmin <C Methylenblau, da die kleinsten Teilchen am schnellsten
diffundieren. Bei einer Azocarmin-Anilinblaumischung zeigte sich die
Anordnung blau—rétlich, d.h. die Azocarminteilchen sind die kleineren.
Damit konnten auch OKURAs elektronenoptische Ergebnisse iiber die
Reihenfolge der TeilchengroBen bestitigt werden (S.73).

Bei Anwendung einer stabilen alkalischen Mischung von Esbachs
Reagens und Methylenblau, die dunkelgriine Farbe besitzt, beobachtet
man unter dem Mikroskop folgende Einwirkung auf den Schnitt: Das
helle Priparat wird gelbgrin und dann dunkelgriin, weil vor dem
Methylenblau die héherdisperse Pikrinsdure hineindiffundiert. Entfirbt
man mit distilliertem Wasser, so folgen einander diese Stadien: dunkel-
griimn—grimblau—>blédulich—hell, d. h., die Pikrinséure diffundiert auch
schneller hinaus, weshalb gegen Ende der Differenzierung das grober
disperse Methylenblau dominiert.

Innerhalb des Knochens beobachtet man indessen eine besondere
Verteilung der Farbstoffe: Die Randsiume und die quergetroffenen
Fasern erscheinen bei progressiver Firbung dunkler als die Lingsfasern,
die zentrale Compacta und die zentralen Achsen der Spongiosabilkchen,
die mehr gelblich tingiert sind. Wenn man den Farbstoff wieder heraus-
lost (regressive Firbung), zeigt sich beinahe eine Umkehr dieser Er-
scheinungen. Die lingsgetroffenen Fasern und die zentralen Anteile
der Compacta und Spongiosa werden dunkler, erhalten einen blauen
Farbton und treten mehr hervor. Mit Hilfe von Polarisationsunter-
suchungen kann festgestellt werden, daB es sich tatsichlich um Lings-
fasern handelt. Natiirlich treten auch hier quantitative Unterschiede auf,
die durch den wechselnden Steigungswinkel der Lamellen bedingt sind.

Prinzipiell gleiche Verhiltnisse bemerkt man auch bei einer Pikrin-
siure-Azocarminmischung und besonders deutlich bei Azocarmin-
Methylenblaulésungen.

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

Abb. 1. Spongiosa des Beckenkammmes auf dem Schirm

der registrierenden Apparatur. Die waagerechte Linie

gibt den registrierten Durchmesser an. Der MeBpunkt

ist gerade rechts vom Trabekel sichtbar. 28jdhriger
Mann. VergroBerung 1:256
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Abb. 2. Lichtabsorption eines vital gewonnenen
Knochenpriaparates. Spongiosatrabekel des Becken-
kammes im Durchmesser. VergréBerung 1:256. GriBe
der MeBpunkte 16 p. Firbung mit Azocarmin
0,1%0. @: 5 min, b: 10 min
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Da sich die neugebildete
Knochensubstanz  aullen
appouniert, entsprechen die
sich langsamer firbenden
und entfirbenden dichteren
zentralen Bezirke von Com-
pacta und Spongiosa dlieren
Strukturen des Knochens.

2. Mikrodensometrische
Untersuchungen

Bestimmtman die Farb-
sittigung eines Knochen-
trabekels im Durchmesser
(Abb. 1), so ergeben sich
folgende typische Kurven
(Abb. 2). Aus den Dia-
grammen der Abb. 2 li6t
sich ablesen, daB die Farb-
sittigung ihre Spitzenwerte
in den Osteoidsdumen und
den #ubBersten General-
lamellen des Bilkchens
erreicht und zu dessen
Achse hin kontinuierlich
abfills. Man kann also
auch mikrodensometrisch
den Anstieg der Dichte mat
zunehmendem  Alter der
Struktur nachweisen., Wei-
ter ist aus dem Diagramm
zu entnehmen, daf die Far-
bung der peripheren Lamel-
len schnell erfolgt — unter

den angegebenen Bedingungen in 5 min —, wihrend die Zentren sich
zunichst langsamer farben, aber letztlich gleich hohe Werte erreichen wie
die Rinder. Das wird im zweiten Diagramm — nach 10 min — deutlich.

Diese Dichtekurven der Spongiosa, die bel allen Altersstufen des
Menschen gleich verlaufen, sind in ihren absoluten Werten abhingig von
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der Breite des Bilkchens. So firbt sich ein schmaler Trabekel schneller
als ein breiter, da er nur wenige zentrale Lamellen besitzt.

In orientierenden Messungen wurde dann die zunehmende Fiarbung
des Priparates in Minuten festgestellt. Hierbei zeigte es sich, daB in
allen untersuchten Fillen, bei intra vitam und post mortem entnommenen
Knochen, die Farbintensitdt der Spongiosabdlkchen erheblich hoher als
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Abb. 3. Vergleich der Lichtabsorption von Spongiosa und Compacta. Obere Kurven

Spongiosa, untere Compacta; Knochen vom Lebenden: ausgezogene Linien, Knochen vom

Toten: unterbrochene Linien. MeBfléiche 160 g2, Auf der Abszisse eingetragen die Zeit,

wihrend der eine Azocarminlosung einwirkt; auf der Ordinate die Lichtabsorption in
Prozenten. 74jahrige Frau
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Abb. 4. Mikrodensometrische Kurven von ante mortem gewonnenem Knochen.
a: 28jdhriger Mann, b: 29jdhrige Frau, c¢: 19jdhriger Mann

die der Compacta im gleichen Priparat ist. Das wird besonders deutlich,
wenn man die Lichtabsorption von 160 y? groBen Knochenflichen auf-
zeichnet, tritt aber schon bei 16 42 in Erscheinung.

Daraus ergibt sich also, wie zu erwarten war, dal die Compacta
dichter als die Spongiosa ist.

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

AufschluBlreicher ist die Messung zentraler Balkenteile an korre-
spondierenden Punkten desselben Falles vor und nach dem Tode sowie
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an solchen verschiedener Individuen zum Vergleich. Unter korre-
spondierenden Stellen verstehen wir die Achsen gleichbreiter Spongiosa-
bilkchen.

Dabei ergab sich, dal die von DrTTMER, ScHMITT-ROHDE und
HasgricH mitgeteilte Dichteabnahme der Knochengrundsubstanz nach
dem Tode bestétigt werden konnte. Der postmortal erhaltene Knochen
zeigt hohere Farbintensitédt alsder wihrend des Lebens punktierte (Abb. 3).

Da, bei jungen gesun-
den Menschen die Licht-
absorptionskurven flach
verlaufen (Abb. 4), ist
eine erhebliche Dichte
dieser Knochengrund-
substanz anzunehmen.
Der Knochen &dlterer In-
dividuen zeigt dagegen
so unterschiedliche Kur-
ven, dall es unmoglich
ist, aus der Spongiosa-
dichte auf das Lebens-
alter des Menschen zu

schlieBen. Thre Dichte
Z/bifbbsa%ﬁ‘mﬁf}z %7” @ u /00. diirfte nur vom Alter

a7 v

Abb. 5. Vergleich der Lichtabsorption lings- und quer- der betreffenden Lamel-
getroffener Fasern bei verschiedenen Farbstoffen. Quer- Jen abhéngen.
getrofiene Fasern: kurze Séulen; lingsgetroffene Fasern:
lange Saulen. Anilingentianaviolett 1°/y,ig 15 sec, Anilin- Da Azocarmin sehr
blau 0,167°%,ig 20 min, Azocarmin 0,1%4.ig 5 min, . . .
Azocarmin 0,1%,.ig 20 min (von oben nach unten) fein verteilt ist (Ta"
belle 1), treten bei seiner

Anwendung Differenzen der Farbsittigung zwischen lings- und quer-
getroffenen Fasern nicht so deutlich hervor, wie bei Anilinblau- oder
Gentianaviolettfarbung (Abb. 5). Dies gilt fiir Knochen von Lebenden
und Toten. Bei den geringen lamelldren Lichtabsorptionsunterschieden
fiir Azocarmin handelt es sich im wesentlichen um Lichtbrechungs-
effekte, die auch schon am ungefiarbten Priaparat nachzuweisensindund
dann etwa 50% der Azocarmindifferenzen betragen. Sie schwanken je
nach Quellung des Schnittes und fithren zu den bedeutsamsten Fehlern
bei Messungen der Lichtabsorption (MEYER-ARENDT).

Bei Anwendung von Amnilinblow ergeben sich starke Unterschiede
in der Lichtabsorption dicht benachbarter Stellen, die das Ergebnis
einer chemisch oder elektrostatisch bedingten Fiarbung darstellen
diirften, die elektiv die lingsverlaufenden Fasern bevorzugt (S. 74). Sie
zeigen daher eine hohere Lichtabsorption (Abb. 5). Bei dieser deutlichen
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Inhomogenitidt eines mit Anilinblau gefdrbten Priparates ergeben nur
Summenmessungen verwertbare Bilder, da sich die Einzelfehler zu
einem gewissen Mittelwert aufheben. Zwar treten auch Unterschiede der
Farbintensitdt zwischen Compacta und Spongiosa wie bei Azocarmin
auf, dagegen sind meist keine deutlichen Differenzen zwischen ante und
post mortem punktiertem Knochen festzustellen (Abb. 6).

Bei Benutzung einer Amnilingentianavioleftlosung tritt die unter-
schiedliche Lichtabsorption von Fasern verschiedenen Steigungswinkels
noch stirker in Erscheinung, da eine intensive Fdrbung der ldngs-
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Abb. 6. Mikrodensometrische Xurven von ante und post mortem gewonnenem Knochen.

Auf der Abszisse aufgetragen die Zeit, wihrend der eine Anilinblauldsung einwirkt, auf

der Ordinate die Lichtabsorption in Prozenten. Knochen vom Lebenden: ausgezogene

Linien, Knochen vom Toten: unterbrochene Linien. Die obere Kurve gibt die Verhéltnisse
bei einer 50jahrigen Frau, die untere bei einer 78jahrigen Frau wieder

geschnittenen Fasern erfolgt (Abb. 5). Es gelingt jedoch niemals, durch
Nachfédrbung mit Gentianaviolett, die Differenzen der Lichtabsorption
zwischen Fasern verschiedenen Verlaufes in einem Anilinblaupridparat
zu verstirken. Ebensowenig kann Anilinblau den durch Gentianaviolett
geschaffenen Kontrast verstdrken.

Zuletzt wurde noch die Mikrodensometrie mit Kalialaun-Sdure-
fuchsin durchgefiihrt. Die dabei erhaltenen Dichtekurven der Spongiosa-
zentren zeigen ebenfalls die e-Funktion der Farbzunahme und kon-

gruente Kurven fiir ante und post mortem entnommenes Material
(Abb. 7).

Vergleicht man die mit den verschiedenen Farbstoffen erhaltenen
Ergebnisse miteinander, so zeigt es sich, daB von den angewandten
Farbungen allein die mit Adzocarmin verwertbare Aussagen iiber die
Dichteverhaltnisse der Grundsudstanz im entkalkten Knochen liefert. Bei
ihr liegt im Gegensatz zu den anderen genannten Farbstoffen eine reine
Diffusionswirkung vor. Anilinblau und Gentianaviolett zeigen durch die
unterschiedliche Anfirbung verschieden angeschnittener Fasern eine
starke Streuung der Mefiwerte, so dafl genauere Aussagen nicht méglich
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sind. Durch Kalialaun-Séurefuchsin soll eine besonders kréiftige Farbung
ehemals verkalkter Stellen des Knochens erreicht werden. Es firben sich
jedoch auch kollagene Fasern bevorzugt an.

Entsprechend den Beobachtungen von ScuMITT-ROEDE' wWurden
vergleichende Untersuchungen zwischen Ultrastrukturdichte und Wider-
stand des Knochens bei der Entnahme mit der Nadel durchgefithrt.
Dabei zeigte es sich, dall zwischen der Hdrte des Knochens bei der
Punktion und seiner mikrodensometrisch ermittelten Dichfe keine
Beziehungen bestehen. Anscheinend ist die Hiirte des Knochens weit-
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Abb. 7 Mikrodensonietrische Kurven von ante und post mortem erhaltenem Knochen.
Auf der Abszissé eingetragen die Zeit, wihrend der eine S#urefuchsinlésung einwirkt, auf
der Ordinate die Lichtabsorption in Prozenten. Knochen vom Lebenden: ausgezogene
Linien, Knochen vom Toten: unterbrochene Linien. a.: 28jdhriger Mann, b: 67jahriger Mann
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gehend von seinem Kalkgehalt abhéngig. Da man aber bei jungen
Knochen eine hohe Ultrastrukturdichte antrifft, diirfte letztere mit der
Elastizitdt und Festigkeit der Knochen iibereinstimmen.

3. Firberische Untersuchungen

Bei der Azanfdrbung bemerkt man sowohl am intra vitam wie post
mortem entnommenen Knochen folgende Erscheinungen:

1. Die lingsgeschnittenen ¥asern des lamelliren Knochens werden,
homogen rot angefarbt, die zwischen ihnen liegenden quergetroffenen
Faserbiindel dagegen schollig, kornig hellblau bis blau.

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

3. Die zentralen Bezirke der Spongiosa sowie die gesamte Compacta
sind rot, die Osteoidsiume aber leuchtend blau gefiirbt.

4. Die duBerste Generallamelle und die innerste Osteonlamelle — die
jiingsten Appositionszonen also — sind rot.
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Die rot-blau-Grenzen sind nie scharf, eine Ausnahme machen nur
die Osteoidsiume. Der rote Farbton ist bei geringer Intensitidt pastell-
artig diffus ausgebreitet. Alle beschriebenen Bilder ergeben sich bei gut
differenzierten 8 y starken Schnitten. Diinnere Stellen sind immer mehr
blau, dickere mehr rot, gefarbt. Dabei ist zu bedenken, dafi der nach dem
Tode entnommene Knochen, auf Grund seiner geringeren Dichte, bei
gleicher Férbezeit primér mehr Azocarmin aufnimmt als der vom
Lebenden. Durch die Anilin-Alkoholdifferenzierung, im Verlaufe der
Azanfirbung, wird aus ihm aber auch mehr Azocarmin herausgelost, so
daB der postmortal erhaltene Knochen beim Abschluf der Farbung
weniger Azocarmin enthilt.

Neben der Azanfirbung fithrte ich die ,,umgekehrte” Azanfarbung
durch. Der Knochen erscheint dabei einheitlich braun, und zwar an den
Rindern dunkler als in der zentralen Compacta und Spongiosa. Er
zeigt leuchtend blauviolette Sdume, lings- und quergeschnittene Fasern
weisen keine Farbunterschiede auf. Differenziert man nunmehr mit
Wasser, Alkohol oder Salzsidure-Alkohol, bekommt der Knochenschnitt
eine rein blaue Farbe, die trotz weiterer Differenzierung bleibt. Gleich-
zeitig treten die lingsgetroffenen Fasern durch stédrkere blaue Tonung
hervor. Offenbar sind also Goldorange und Azocarmin bei der Diffe-
renzierung herausdiffundiert und Anilinblau allein zuriickgeblieben.

AuBer der Azanfirbung wurden am ante und post mortem punk-
tierten Knochen die Versilberung mit und ohne Perjodsidure (DETTMER
und Scawarz) und die Farbung verkalkten Knochengewebes nach ERGs
(modifiziert) angewendet. Bei der Versilberung konnten die von DErT-
MER, SCHMITT-ROHEDE und HABERICH® beschriebenen Erscheinungen am
vorliegenden Material bestétigt werden. Vor allem fillt hierbei die inten-
sive Schwirzung der peripher gelegenen lingsgeschnittenen Fasern auf.

Im Gegensatz zur Azanfirbung und Versilberung 146t die Farbung
mit Saurefuchsin nach ERGs keine postmortale Verdnderung des
Knochengewebes erkennen. Im einzelnen sehen wir, dafi die lings-
getroffenen Fasern und besonders die peripher liegenden stirker als die
quergeschnittenen Biindel gefdrbt sind. Neben dieser Analogie zur
Versilberung mit Perjodsiure und zur Anilinblaufirbung zeigt Sdure-
fuchsin auch gegensitzliche Kigenschaften: Es fiarbt die Knochen-
kapseln (Zellhofe) mit ihrer faserigen Struktur (WEIDENREICH nach
Handb.) fast gar nicht, die faserfreien Kittflichen (V. EBNER nach
Handb.11) dagegen infensiv. Zusammenfassend kann hier gesagt werden,
daB eine stirkere Fiarbung lingsgeschnittener Fasern mit Bevorzugung
junger Elemente (duflere Generallamellen, innere Osteonlamellen am
GefalBkanal) auftritt. !

Polarisationsoptische Uniersuchungen ergaben die bekannten, durch
Anwesenheit kollagener Fibrillen bedingten Bilder. Eine meBbare

Virchows Arch. Bd. 331 6
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Verdanderung der Kollagenfibrillen im Knochen nach dem Tode wurde
nicht beobachtet. Die Helligkeit der duflersten Generallamelle blieb bei
verschiedener Stellung des Analysators konstant, in den anderen La-
mellen wechselte sie.

Diskussion

Wie schon erwiihnt, wird die Grundsubstanz (Matrix) aus Kitt-
substanz und kollagenen Fibrillen gebildet. Die Fibrillen, als Elemente
der Ultrastruktur im Lichtmikroskop nicht sichtbar, sind groBtenteils
gebiindelt und durch interfibrillire Kittsubstanz zu Fasern vereinigt.
Da die interfibrillire Kittsubstanz mit der ibrigen Kittsubstanz im
Knochen identisch sein diirfte, sind die Eigenschaften der sichtbaren.
Fasern im Knochen auf die in ihnen enthaltenen Kollagenfibrillen zu
beziebhen. In diesem Sinne kann man Fasern und Fibrillen gleichsetzen,
wie etwa WEIDENREICH, unter dessen , Fibrillen® eigentlich Fasern zu
verstehen sind, da die Existenz kollagener Fibrillen erst spiter elektronen-
optisch festgestellt wurde.

Unter dieser Voraussetzung ist die feste Bindung zwischen Anilinblau
und Faser, wie sie in der Azocarmin-Anilinblau-Mischfarbung und der
,umgekehrten® Azanfirbung sichtbar wurde, durch die Fibrillen und
nicht durch die Kittsubstanz verursacht. Diese feste Bindung konnte
durch aktive Seitenketten der Kollagentibrille (s. GRASSMANN) bedingt
sein. Es ist denkbar, dal Anilinblau (Triphenylfuchsinchlorhydrat),
entsprechend den allgemeinen Farbeprinzipien (s. KARRER?), von einer
basischen Seitenkette gebunden wiirde. Da die Summe der Fibrillen-
lingsschnitte eine groBere Oberfliche und damit mehr reaktionsfihige
Seitenketten als die der Querschnitte aufweist, miiften nach dieser
These die lingsverlaufenden Fasern mehr Farbstoff binden- als die
quergetroffenen. Das ist tatsichlich der Fall (Abb.5). Somit wird
auch verstindlich, daB Gentianaviolett, wie oben angefiihrt, die Anilin-
blaufirbung nicht zu steigern vermag, da die aktiven Gruppen bereits
vom zuvor einwirkenden Anilinblau besetzt sind. Anilinblau, Gentiana-
violett und in geringerem MafBle Séurefuchsin diirften demnach Fibrillen-
farbstoffe sein.

Da bei ihrer Verwendung keine Unterschiede zwischen ante und
post mortem entnommenem Knochen auftreten, kénnen die Fibrillen
nicht an den postmortalen Verinderungen des Knochens teilnehmen.
Das wird bestitigt durch polarisationsoptische Untersuchungen.

Im Gegensatz zu den erwihnten Farbstoffen ist Azocarmin nach
den Ergebnissen der progressiven und regressiven Farbungen als Diffu-
sionsfarbstoff anzusehen. Die stérkere Azocarmineinlagerung in den
postmortal entnommenen Knochen soll nach DETTMER, ScEMITT-ROHDE
und HasericaS durch postmortale Dichteabnahme der Ultrastruktur
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bedingt sein. So kénnte durch Erweiterung der intermicellaren Liicken
innerhalb der Grundsubstanz mit dem Tode eine grofiere Aufnahme-
fahigkeit fiir die Azocarminteilchen geschaffen werden. Da die Fibrillen
nach den mitgeteilten Beobachtungen nicht an den postmortalen
Verdnderungen des Knochens teilnehmen, koénnen diese nur durch
Yorginge in der Kittsubstanz bedingt sein.

Dafiir spricht auch das Resultat der Azanfirbung. Sie stellt eine
Synthese zwischen Diffusionsfarbung (Azocarmin) und chemischer oder
adsorptiver Bindung an das Substrat (Anilinblau) dar. DerrMEr u.
Mitarb.5 nahmen an, daB Azocarmin nach SEKI alle intermicellaren
Riume des Knochens, Anilinblau mit seinen groferen Teilchen jedoch
nur die groBeren Réume, wie sie durch den postmortalen Abbau ent-
stehen, erfilllen kann. Durch die Differenzierung der mit Azocarmin
gefidrbten Priparate sollten nach dieser Ansicht bei der Azanfirbung
die gréBeren Riume fir Anilinblau frei werden. Die Mikrodensometrie
mit diesem Farbstoff miiite dann aber grofere Differenzen zwischen
Knochen von Lebenden und Toten ergeben, als sie von mir gemessen
wurden (Abb. 6). Meines Erachtens haben jedoch die postmortal ent-
stehenden groBeren Liicken der Kittsubstanz, die nach der Anilin-
Alkoholdifferenzierung azocarminfrei sind, weitere Teile der kollagenen
Fibrillen dem Anilinblau zugénglich gemacht, wihrend im Knochen vor
dem Tode die Fasern weitgehend von dichter azocarminhaltiger Kitt-
substanz blockiert sind. Durch die feste Bindung an die kollagenen
Fibrillen entsteht so die gesteigerte Blaufirbung des Knochens nach
dem Tode, die sich durch abschlieBende Differenzierung nicht aufheben
1aBt. Anilinblau zeigt also ein ganz anderes Verhalten, als man bei einer
Diffusionsfarbung mit gréBeren Teilchen (DerTMER u. Mitarb.) erwarten
miilte.

Diese Hypothese wird noch durch die ,,umgekehrte” Azanfirbung
unterstrichen. Da hier Anilinblau vor dem Azocarmin einwirkt, kénnen
die Fibrillen nicht von azocarminhaltiger Kittsubstanz blockiert werden
und sind dem Anilinblau zuginglich. Die léingsgeschnittenen Fasern
miifiten dann nach der abschliefenden Differenzierung kréftig blau
geférbt sein. Das trifft auch in allen Féllen zu.

Das gleiche gilt fiir die Azocarmin-Anilinblau-Mischfirbung, bei der
eine gleichzeitige Einwirkung beider Farbstoffe stattfindet. Sie fithrt
zur Blaufiarbung der langsgeschnittenen Fasern, die weder durch Wasser-
noch durch Alkoholdifferenzierung aufzuheben ist.

Bei der normalen Azanfirbung erscheinen die lidngsgetroffenen
Fagern jedoch rétlich. Sie haben also das Azocarmin kaum abgegeben
und miissen daher schlechtere Diffusionsbedingungen und somit héhere
Dichte aufweisen als die quergetroffenen Biindel, in denen blaue Ténung
vorherrscht.
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Auch die Firbung mit heterodispersen Farbstoffen zeigt, daB in
Faserrichtung ein Diffusionsmaximum, senkrecht dazu ein Minimum
besteht. Als Ursachen dieser Ausrichtung konnen die Lagerung der
Hydroxylapatitkristalle in der Grundsubstanz, die Struktur der kolla-
genen Fibrillen oder der Aufbau der Kittsubstanz selbst angesehen
werden. Nach elektronenmikroskopischen Untersuchungen von Ro-
BINSON!? sowie RoBmNsoN und Warsox'® liegen die tafelférmigen
Apatitkristalle des Knochens mit ihrer Léngsachse der Fibrillenachse
parallel an der Fibrillenoberfliche. Nach der Entkalkung wiirden sie
deshalb Diffusionskanile in der Faserrichtung hinterlassen. — Innerhalb
der Fibrille sind, nach Beobachtungen von KExNEDY, die axialen Anteile
von geringerer Dichte als die randstdndigen, so dall man von einer
Rohrenstruktur sprechen konnte, die ebenfalls in der Langsachse gute
Diffusionsbedingungen liefern kénnte.

Die Grundsubstanz zeigt- mit zunehmendem Alter héhere Dichte
(Abb. 2). Je jinger der Knochen, desto grofer ist seine Farbsittigung.
Daher zeigen die Osteoidsiume die stéirkste Einlagerung (Azocarmin,
Anilinblau, Silberkeime) von allen Knochenbezirken. Sie nehmen bei
heterodispersen Gemischen auch Teilchen des grobsten Farbstoffes auf.
Bei der Azanfarbung erscheinen sie leuchtend blau, da Anilinblau die
feinsten Fasern (WEIDENREICH n. Handb.'!) intensiv firbt, nachdem
durch Differenzierung das Azocarmin leicht aus den groBen Liicken des
Osteoids herausdiffundiert ist. Nach Pommer (Handb. d. m. A.1) soll
die Farbung des Osteoids mit Anilinblau durch kérnige Kalkeinlagerung
bedingt sein. RoBINsoN und Watson5 haben durch elektronenoptische
Untersuchungen aber festgestellt, dal mit zunehmender Reifung des
Knochengewebes sowohl die Apatitkristalle wie die Kollagenfibrillen
an GroBe zunehmen, so daf im neugebildeten Osteoid nur kleine anorga-
nische Ablagerungen anzutreffen sind. Kornige HKinlagerungen sind
allerdings nie festzustellen. -Da viele unverkalkte Bindegewebe sich gut
mit Anilinblau féarben, galt das dunkelblau tingierte Knochengewebe
bei der Azanfirbung als unverkalkt, das rot gefarbte als diffus verkalkt
(Wart n. Handbuch). Andererseits farben sich auch Parenchyme,
wie Knochenmark im selben Priparat, mit Azan rot, so daf die Defi-
nition rot = verkalkt, blau = unverkalkt auch beim Knochen nicht
haltbar ist. Die dunkelblaue Anfirbung von Knochengewebe bei der
Azanfirbung kommt nur dann zustande, wenn die Dichte der Grund-
substanz so gering ist, daB sie eine leichte Abgabe des Azocarmins in der
vorgeschriebenen Differenzierungszeit der Azanfirbung zulift und
damit die Fibrillen dem Anilinblau zugénglich macht.

Besondere Verhiltnisse lassen die jiingsten Anteile des Knochens
erkennen: die #uBlersten Genperal: und die innersten Osteonlamellen.
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Obwohl sie nur geringe Dichte aufweisen, sind sie nach der Azanfirbung
meist leuchtend rot anzutreffen. Da fiir Anilinblau hier offenbar kein
Substrat zur Bindung vorhanden ist und nur Azocarmin und Goldorange
nachweisbar einwirken, miissen diese Lamellen faserfrei oder faserarm
sein. In diesem Sinne sprechen auch Polarisationsversuche, die konstante
Helligkeit bei wechselnder Stellung des Analysators ergeben. Mit
Sdurefuchsin werden diese Lamellen ebenso intensiv wie die faser-
freien Kittfldchen gefirbt. Daraus 148t sich ebenfalls die These ableiten,
daf} diese jiingsten Lamellen temporér faserfreie Appositionskittflichen
darstellen, in die moglicherweise vom Osteoid aus Filamente (Vorstufen
der Fibrillen) eingelagert werden.

Ahnliche Bilder hatte schon AcHARD! mit anderen Farbstoffen
erhalten. Er fithrte die firberischen Unterschiede zwischen verschiedenen
Knochenstrukturen auf verschiedene elektrostatische Ladungen des
angefirbten Substrats zurtick. So erhielt er mit verschieden geladenen
Liésungen eines sauren (Ponceau) und eines basischen (Methylenblau)
Farbstoffes eine unterschiedlich intensive Anférbung des Knochens.
Nach Keprowsky? tritt jedoch mit Verdnderung der elektrostatischen
Ladung (durch pg-Verschiebung) eine Anderung der TeilchengréBe in
der Farblosung auf, da mit Zunahme gleicher Ladung die abstoBenden
Krifte in Aggregaten von Farbstoffmolekiilen wachsen. Daher sind
AcHArDs Bilder, die er, nach Lirsecang?, als Folge verschiedener
Ladung bestimmter Knochenstrukturen ansah, das KErgebnis einer
beterodispersen Reihenfirbung.

Zusammenfassung

In verschiedenen Untersuchungen wurde nachgewiesen, dafl die
Dichte der Knochengrundsubstanz mit dem Tode abnimmt. Diese
Abnahme der Ultrastrukturdichte ist auf Verdnderungen der Kitt-
substanz zurtickzufiithren. Die Grundsubstanz besitzt, dem Knochen-
alter entsprechend, unterschiedliche Dichte. Mit zunehmendem Alter
der Struktur steigt ihre Dichte. Sie besitzt eine rdumliche Anordnung,
welche die Diffusion in Richtung der Faserbiindel beginstigt. Die unter
dem Osteoidsaum liegende Grundsubstanz ist nach den angestellten
Untersuchungen zumeist faserfrei wie die Kittflichen und weist erst in
spateren Stadien Fasern auf.

Ein Zusammenhang zwischen der Ultrastrukturdichte der Grund-
substanz und der Festigkeit des Knochens (bei der Punktion nach
BARTELHEIMER) ist an den Knochen junger gesunder Individuen fest-
zustellen. Bei dlteren Menschen wurden keine Beziehungen gefunden.

Es wurde das Prinzip der Azanfirbung am entkalkten Knochen
untersucht.
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