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Die Ergebnisse auf dem Gebiet der Stoffwechselphysiologie des Knochens
machen eine Neuorientierung der morphologischen Betrachtungsweise notwendig.
Vor allem die Tracer-Untersuchungen legen einen vom Osteoblasten-Osteo-
clastensystem unabhingigen Reglermechanismus der Calcium-Homoiostase nahe.
Die Topographie dieses sog. ,,verfiigbaren Calciums‘ ist demnach sowohl zur Inter-
pretation der Stoffwechselkinetik als auch der morphologischen Beurteilung
pathologischer Knochenverinderungen von Interesse.

Der Austausch des Knochenminerals erfolgt an der Oberfliche. Neben den
mit dem Blutstrom in engem Kontakt stehenden Oberflichen der Makrostruktur
muBl die ,,innere Oberfliche’* — Lacunen und Canaliculi — beriicksichtigt
werden. Voraussetzung zur Darstellung einer perilacunéren und pericanaliculdren
Osteolyse ist die direkte Beurteilung der Kalkdichte bei ausreichend starker Auf-
lIésung. Die beste zur Verfiigung stehende Methode zur Messung der Verkalkungs-
dichte ist die Mikroradiographie. Ihr Auflésungsvermogen ist durch die Korn-
groBe des Films bestimmt und somit auf etwa das 300fache beschrénkt. Die
Canaliculi kénnen daher nur bei extremen Calcipenien beobachtet werden. Das
Phasenkontrastverfahren beruht auf der Darstellung optischer Dichteunter-
schiede. Die beste Darstellung erhdlt man durch Anndherung des Eindeck-
mediums an die optische Dichte der zu untersuchenden Struktur. Zur Beurteilung
der Dichte des Knochenminerals D=0,62 hat sich unfer den gepriiften Medien
das Cedax D=0,58 am besten bewahrt.

Methodik
Die durch Biopsie frisch entnommenen Knochenproben werden in kaltem (4°) auf pH 7,2
gepufferten Formol (p.a. — Alkohol-Sucrosegemisch) 2 Tage fixiert. Der Calciumverlust

kann hierbei vernachlissigt werden. Die Probe wird durch die Alkoholreihe gefiihrt und gering-
fiigig modifiziert nach BURKHARDT in Methacrylat unentkalkt eingebettet. Etwa 4 p dicke
Schnitte werden direkt auf den Objekttrager aufgezogen. Das Spreiten in Wasser (pH 5,8 bis
6,4) hat deutliche Calciumverluste zur Folge. Die Schnitte werden dann in Cedax 0,58 ein-
gedeckt. Partien mit perilacunirer und pericanaliculirer Osteolyse werden photographiert
und derselbe Schnitt fiir eine der folgenden Verfahren verwendet: Grundsubstanz: PAS-
Alcianblau; Toluidinblau, wirig pH 3,4. Fasern: Farbung nach Noverur, Polarisation.
Calcium: Mikroradiographie. Calciumeinlagerung: Fluorescenzmikroskopie nach vorheriger
Markierung durch Tetracyclin.

* Die Untersuchungen wurden mit der dankenswerten Unterstiitzung der Stiftung des
Volkswagenwerkes durchgefihrt.
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Befunde

Der voll verkalkte Knochen hat im Flachschnitt zum Lamellenverlauf eine homogene,
glatte Struktur. Quer zur Lamellierung werden glatte Binder von mehr oder minder granu-
lierten Zwischenrdumen unterbrochen (s. unter Smrra, 1960). Die Osteocytenlacunen und
Canaliculi sind scharf und glattrandig begrenzt (Abb. 1a).

In der Umgebung einzelner Osteocyten stellen sich deutliche granulierte Hofe dar. Diese
Hofe haben entweder die Form zungenférmiger Ausldufer, meist im Bereich eines oder
mehrerer Canaliculi (Abb. 1b) oder umgeben die ganze Lacune. Die Zellen liegen vorziglich

Abb. 1. a Osteocyt, Phasenkontrast, 2600 vergr. Scharfe Begrenzung von Lacune und Canaliculi;
b Osteocyt, Phasenkontrast, 2600 X vergr. Perilacunire und pericanaliculire Entkalkungszone

in den durch das Zusammenlaufen dreier Trabekel gebildeten Zwickeln und entsprechen im
Aussehen hiufig den groBen polygonalen Osteocyten, wie sie Knuse (1964) beschrieben hat.
Die Hofe sind jedoch keinesfalls auf diesen Zelltyp beschrankt. Besonders in Proben von
pathologischem Knochen ist keine Beziehung zu irgendeiner Osteocytenform festzustellen.
Ebensowenig sind zellfreie Lacunen bevorzugt. In einem Zwickel durchschnittlicher GroSe
findet man normalerweise 0—4 Lacunen mit Héfen, wihrend ihre Zahl im pathologischen
Knochen bis auf 25 ansteigt.

Wesentlich hdufiger beobachtet man eine pericanaliculire Granulierung. Die Canaliculi,
normalerweise scharf konturiert, sind unscharf begrenzt oder von einer granulierten Zone
umgeben (Abb. 2). Im Schnitt hat man den Eindruck einer Vermehrung, da nun auch die
quer geschnittenen Kan#lchen deutlich zur Darstellung kommen. Die Konturen einzelner
Kanélchen koénnen unscharf gezeichnet sein oder aber ganze Gruppen zu einem granulierten
Feld verschmelzen. Interessanterweise sind die in Richtung zur Knochenoberfliche verlaufen-
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den Kanilchen am stérksten verindert (Abb. 3). Eine deutliche Strukturauflockerung findet
sich ebenfalls hdufig nahe den Kittlinien.

Die Veriinderungen um Lacunen und Canaliculi verlaufen nicht gleichsinnig. Ausgeprigte
pericanaliculidre Felder finden sich im Bereich scharf begrenzter Lacunen. Liegt ein peri-

Abb. 2. Die linke Lacune ist scharf begrenzt, wihrend die Canaliculi Zeichen der Entkalkung aufweisen. In der
rechten Lacune beginnende perilacunéire und fortgeschrittene pericanaliculire XEntkalkung (Phasenkontrast,
2600 x vergr.)

Abb. 3. Pericanaliculire und perilacunire Entkalkungshéfe. Die stirksten Verdnderungen sind in Richtung des
Pfeiles zur Knochenoberfliche gerichtet (250 X vergr.)

lacunéirer und pericanaliculéirer Hof vor, so kann nicht selten eine Grenze zwischen beiden
beobachtet werden. Nach Entkalkung der Schnitte mit Siuren, gepufferter Citronensiure und
EDTA verschwindet das beschriebene Bild. Mit Cedax 0,58 eingedeckt, stellen sich die Faser-
buindel durch Diffraktionserscheinungen unscharf dar und unterscheiden sich eindeutig vom
unentkalkten Schnitt.
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Mikroradiographie und Phasenkontrastbild. Die Mikroradiographie von 10 . dicken Schnit-
ten zeigt durch dichte S&ume scharf begrenzte Lacunen. Einzelne Héhlen sind unscharf be-
grenzt und liegen in HMofen geringerer Dichte. Die Unterschiede sind nicht so deutlich wie im
Phasenkontrast, lassen aber eine eindeutige Ubereinstimmung von Mikroradiographie und
Phasenkontrast erkennen (Abb. 4). Die granulierten Partien konnen daher als Orte geringerer
Kalkdichte identifiziert werden.

Toluidin und Phasenkontrast. Nachdem entsprechende Lacunen photographiert wurden,
haben wir die Schnitte in verschiedenen Losungen entkalkt, gefirbt und dieselben Lacunen
wieder aufgesucht. In keinem Fall konnte im Bereich der granulierten Hofe eine Meta-
chromasie beobachtet werden. Das gleiche gilt fiir unentkalkte Schnitte. Da im Gegensatz zu

Abb. 4a u. b. Phasenkontrastbild (a) und Mikroradiographie (b) desselben Schnittes. Die markierte Zelle ist im
Phasenkontrast (320 x vergr.) von einem granulierten Hof, in der Mikroradiographie (200 X vergr.) von einem
dunklen, d.h. kalkarmen Hof umgeben

Angaben in der Literatur die perilacunire Metachromasie in unserem Material sehr selten zu
beobachten war, wurde der Katalysator Benzoylperoxyd durch ,,Porophor* ersetzt. Trotz
kriftigerer Metachromasie von Osteocyten und Mastzellen konnten entsprechende peri-
lacunire Verinderungen nur selten beobachtet werden.

PAS, Alcionblaw, und Phasenkonirast. Die Befunde entsprachen der Toluidinfirbung.

Novelli-Firbung, Polarisation und Phasenkontrast. Im Bereich von Osteoclasten beobachtet.
man nicht selten eine Aufsplitterung des Matrixkollagens. Im Gegensatz dazu sind die Lacunen,
von Schriigschnitten abgesehen, stets scharf begrenzt. In der Firbung nach Noverrr (1958)
entspricht der Farbton der granulierten Héfe dem des Osteoids (rosa), die Phasenstruktur ist
jedoch anatomisch ungestért. Auch im polarisierten Licht lassen die Faserziige kein von der
normal verkalkten Matrix abweichendes Verhalten erkennen (Abb. 5).

Fdirberische Verdnderungen der Osteocyten wnd Phasenkontrast. Mit Toluidinblau kénnen
orthochromatische und metachromatische Osteocyten unterschieden werden (Virrarr, 1964).
Zellen mit perilacuniren Hofen im Phasenkontrast lassen keine einheitliche Farbereaktion
erkennen. Die Entkalkungshéfe um Lacunen mit Zeichen der Onkose und s»gesund
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aussehenden® Zellen weisen lediglich graduelle Unterschiede auf. Aktive Osteocyten haben
meist ausgedehnte Entkalkungshéfe.

Tetracyclinmarkierung wnd Phasenkontrast. Das Tetracyclin lagert sich im Knochen in
zwei Phasen ab. An der Knochenoberfliche stellt sich eine dichte, gelbe, bandartige Fluores-
cenz dar (Abb. 8). Sie umfaBt je nach osteoblastirer Aktivitit und Verkalkungszustand der
Knochenoberfliche unterschiedlich weite Partien. Im Querschnitt ist sie stetsscharf begrenzt.
Liegt die Markierung lingere Zeit zuriick, so sind die Tetracyclinbidnder in den Knochen
,.eingewandert’ und von gleicher Intensitéit, jedoch von geringerer Breite. Der Anteil der
Fluorescenzriume an der Gesamtoberfliche der Bilkchen ist wesentlich groBer als der der
aktiven Osteoblastensdume.

Abb. 5a u. b. Perilacuniire Osteolyse im Phasenkontrast (a) und polarisiertem Licht (b). Die Fasern verlaufen
unverindert durch den Entkalkungsbereich (20 X vergr.)

Die zweite Phase zeigt ein ginzlich anderes Verhalten. Die Fluorescenz ist diffus ohne
deutliche Begrenzung, durchwegs schwicher und héufig von schlierenartiger Struktur (Abb.8).
Sie nimmt gegen das Knocheninnere zu ab. Auftreten und Ausdehnung variieren im gesunden
und kranken Knochen. Das hervorstechendste Merkmal dieser Phase ist ihre Fliichtigkeit. Lag
die Tetracyclinmarkierung mehr als 14—21 Tage zuriick, so kann nur in den Féllen gelegentlich
eine diffuse Phase beobachtet werden, welche eine starke Einlagerung auf Grund der zu-
grundeliegenden Erkrankung erwarten lief3.

Ein #hnliches Verhalten zeigt die im AusmaB wesentlich geringere perilacunire und peri-
canaliculire Markierung (Abb. 8). Die Zahl der markierten Lacunen und die Dichte der Ein-
lagerung sind sehr verschieden. In Knochenproben von Gesunden sind nach 3tdgiger Mar-
kierung nur vereinzelt randnahe Osteocyten markiert, in pathologischen Knochen auch zahl-
reiche im Bilkchenzentrum liegende Zellen. Die Fluorescenz um Lacunen ist iiberwiegend
scharf begrenzt, die der Canaliculi scharf oder diffus (Abb. 6).

Die Untersuchung der Partien mit diffuser Oberfldchenfluorescenz durch den Phasen-
kontrast ergibt eine Begrenzung der Tetracyclineinlagerung auf granulierte Bezirke. Nie
konnte eine Markierung der phasenkontrastoptisch voll verkalkt erscheinenden Bezirke be-
obachtet werden.

Ein ganz anderes Bild ergibt der Vergleich bei den Osteocyten. Hier sind Lacunen und
Canaliculi in granulierten Hofen sehr selten markiert. Die Durchsicht unseres Materials ergab
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zwei Lacunenformen, welche bevorzugt Tetracyeclin einlagern. Die eine zeichnet sich durch eine
zuriickgesetzte, zellferne, scharf begrenzte Verkalkungsfront aus. Sie ist von einem auffallend
dunklen, breiten Saum umgeben. Die Zelle wird also von einer Hiille unverkalkter Matrix
begrenzt (Abb. 7). Die Verwechslung mit einem Schriagschnitt ist ausgeschlossen, wenn ein
Canaliculum Schale und Kalkfront in einer Ebene passiert. Ahnliche Bilder erhilt man mit
der Frostschen Blockfarbung, Halo-Volume. Bei der zweiten Lacunenform wird die Wand
durch eine sehr feingranulierte Verkalkungsfront gebildet. Die Begrenzung der Lacune zur
Zelle ist héufig nur schwer auszumachen.
Ein dunkler Saum fehlt meist.

Die sichere Lokalisation einer Caleium-
einlagerung allein mit dem Phasenkon-
trast ist jedoch nicht mdglich. Es sind
keineswegs alle Oberflichenpartien und
Zellen der beschriebenen Form markiert.
Vor allem bei den Osteocyten ist die
Einlagerung von Tetracyclin im Vergleich
zur Zahl der ,bevorzugten™ Lacunen
selten. Dem Nachweis des Tetracyclins
sind héufig durch die hellgrine Eigen-
fluorescenz ~ des  gering  verkalkten

Abb. 6

Abb. 6. Perilacuniire und -canaliculiire Tetracyclinfluorescenz. Scharf begrenzte Einlagerung. Flachschnitt, daher
ist die Rilckwand ebenfalls dargestellt (400 x vergr.)
Abb. 7. Die Zellen sind teilweise von unverkalkter Matrix umgeben. In der linken Lacune sieht man deutlich den
Verlauf eines Kanilchens durch beide Schichten (Pfeil) (2400 x vergr.)

Knochens Grenzen gesetzt. Dariiber hinaus besteht eine bevorzugte Markierung bestimmter
Knochenpartien, die wahrscheinlich auf regionalen Unterschieden der Durchblutung beruhen.

Diskussion

Unterschiede in GréBe und Form der Osteocyten und ihrer Lacunen sind seit
langem bekannt. Férberische Verdnderungen wurden seit v. RECKLINGHAUSEN
(1910) wiederholt beschrieben. Die Deutung dieser Befunde schwankt zwischen
Onkose und aktiver osteocytirer Osteoclasie. Mit unterschiedlichem Erfolg wurde
wiederholt versucht, alle osteocytaren Erscheinungsformen der einen oder anderen
Theorie einzuordnen. Auf Grund der oben beschriebenen Befunde sind wir der
Auffassung, da} drei dynamisch sicher in Beziehung stehende Formen unter-
schieden werden miissen.

1. Onkose. v. RECKLINGHAUSEN (1910) fithrte die lacunidren und perilacuniren
Verdnderungen auf einen fermentativen Abbau (Trypsis) des Knochens zuriick.
In Ubereinstimmung mit ScmMipr (1921) sah er die Ursache in einer Nekro-
biose der Osteocyten. RUTISHAUSER (1951), SaEgEssER (1945), Mavyyo (1951) und
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Kinp (1951) schlieBen sich der Auffassung an, beantworten aber die Frage des
Entstehungsmechanismus unterschiedlich.

In neuerer Zeit haben Frost (1960), JowsEY (1964), Urist (1963) und Joun-
soN (1964) auf den Zelluntergang und die ihn begleitenden Verdnderungen des
umgebenden Knochens hingewiesen. Wir kénnen Frosrs Befunde im wesentlichen
bestétigen, fanden jedoch keine strenge Altersabhingigkeit, vielmehr ist gerade
bei Adoleszenten ein ausgedehnter Zelluntergang nicht selten.

Die Untersuchungen zur Deutung der onkotischen Vorginge wurden aus
methodischen Griinden fiberwiegend an pathologischen Knochen durchgefiihrt.
Nach v. RECKLINGHAUSEN (1910) sind die perilacundren Hofe geradezu patho-
gnomonisch fiir Osteomalacie und Rachitis und somit als pathologische Erschei-
nungen zu bewerten. Im Gegensatz dazu fanden wir leere Lacunen und die
Stadien des Osteocytenunterganges in allen untersuchten menschlichen Knochen-
proben. Sie sind in der normalen Compacta hiufiger als in der Spongiosa. Wenn
auch sichere Unterschiede zwischen gesunden und pathologischen Knochen be-
stehen, sind wir doch der Ansicht, dal} es sich bei der Onkose primir um einen
physiologischen Vorgang handelt.

2. Osteocytire Osteoclasie. Die Formanderung der Lacunen wurde von ZAwiscH
(1927) nicht als Ausdruck eines regressiven Vorganges, sondern als aktive Lebens-
dubBerung der Osteocyten aufgefallt. Nach Lirp (1954) und Ruta (1961) soll der
Umbau groBler Knochenareale durch abwechselnden osteocytiren Ab- und Anbau
erfolgen. Die Autoren kommen zu der Auffassung, dafl ,,den Osteocyten eine
weitgehende Einflunahme auf die umliegende Matrix moglich ist* (Lipp, 1954).
Nach Ansicht von RuTisHausir und Mavyno (1951) sind diese Vorgéinge allerdings
frithe und noch reversible Stadien der Onkose.

Die enzymatische Grundlage einer osteoclastéren Zellfunktion wurde mit dem
Nachweis einer Aminopeptidase (Lipp, 1959) und einer Protease (BELANGER, 1964)
dargestellt. Allerdings kénnen die bekannten proteolytischen Enzyme das Kollagen
bei physiologischem pH und 37° C nicht abbauen. Viele Befunde sprechen jedoch
fiir eine celluldre Acidogenese, was, wie aus anderen Organen bekannt ist, eine
erhohte Abbauaktivitdit der in den Lyosomen vorliegenden proteolytischen
Enzyme gegeniiber Kollagen zur Folge hat.

Uberzeugend sind die elektronenoptischen Befunde von Baup (1962), welcher
sowohl osteoclastendhnliche Villi, als auch eine Massierung Liyosomen entsprechen-
der Granula im Bereich der Resorptionsbuchten beobachten konnte (s. auch
Frrr, 1964). Baup (1962) stellte in Ubereinstimmung mit den histologischen
Untersuchungen HEeLLER-STEINBERGs (1951) u.a. eine wesentlich gesteigerte
Aktivitdt nach PTH-Gaben fest. Gleichzeitige regressive Verdnderungen sind
nicht beschrieben; damit scheint die Osteoclasie als normale Funktion der Osteo-
cyten bestatigt. Ahnliche Beobachtungen mit histologischen und mikroradio-
graphischen Methoden beschrieb BEraNcar (1965) sowohl nach PTH-Gaben als
auch nach EDTA-Infusion. Allerdings kommt er auf Grund seiner Untersuchungen
zu dem SchluBl, daB die Osteocyten erst die Matrix und dann das Mineral abbauen.
Wesentlich ist jedoch auch hier der Nachweis der Reaktionsfihigkeit des osteo-
cytdren Systems.

Die eigenen Befunde hinsichtlich der osteocytéren Osteoclasie entsprechen
den Beobachtungen von Lrpp (1954). Naturgemdl ist der eindeutige histologische
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Nachweis an den einzelnen Zellen unmdéglich. Jedoch finden sich Forménderungen
der Osteocyten, die einen eine osteocytdre Osteoclasie voraussetzenden Orts-
wechsel nahelegen.

3. Osteolyse. Dieser Begriff wird in der Literatur fir alle Formen des peri-
lacunéren Knochenabbaus verwendet. Wie im vorgehenden Abschnitt ausgefiithrt,
entspricht jedoch der perilacundre Abbau vom Mineral und Matrix eher einer
Osteoclasie, wahrend die im folgenden zu besprechende Mobilisation des Minerals
allein eine ,,Lyse” im engeren Sinne darstellt. Diese Unterscheidung wurde, wohl
vorwiegend aus methodischen Grinden, bisher nicht getroffen. Auf Grund der
vorgetragenen Untersuchungen kann man den Begriff Osteolyse auf die peri-
lacundre und canaliculire Caleium-Mobilisation beschranken.

Unter dem Eindruck der Virchowschen Vorstellung, daBl Osteoid ausschlieBlich neugebilde-
ter unverkalkter Knochen sei, wurde die Moglichkeit einer Entkalkung alten Knochens ab-
gelehnt (Pommer, 1935). MCLLER (1858) laBt sie lediglich in begrenztem Umfang fir die
Spongiosa gelten. Erst RinppLEIscH (1886) und Vorkmann {1865), v. RECKLINGHAUSEN
(1910) und ZrecLER (1887) haben die Existenz kalkloser Zonen im alten Knochen nachgewiesen
und auf eine Halisterase (VoLRMANN) zuriickgefithrt. Der Mechanismus einer rein physiko-
chemischen Calcium-Mobilisation aus der Umgebung der Osteocyten wurde von LericHs
postuliert. HELLER-STEINBERG (1951) wies nach PTH-Gaben mit der modifizierten Cossa-
Methode farberische Verinderungen um Osteocyten im unentkalkten Schnitt nach. Ein-
deutig konnten Entkalkungshofe im pathologischen Knochen durch die Mikroradiographie
beobachtet werden (HEUOK, 1964; BELANGER, 1963; JowsEy, 1964), jedoch wegen des ge-
ringen Auflosungsvermogens der Mikroradiographie nur in extremen Fallen, Hrvok (1964)
brachte die Entkalkungshéfe erstmals mit der Topographie des aktiven Calciums in Ver-
bindung und konnte eine gesteigerte Affinitdt zu Bleisalzen in diesem Bereich nachweisen.
Elektronenmikroskopisch brachte Rosrxson (1964) ebenfalls kalkarme Randbezirke um
Lacunen und Canaliculi zur Darstellung, die jedoch im Gegensatz zu den heschriebenen Ent-
kalkungszonen eng begrenzt und relativ gleichférmig die Kalkfront auflockern.

Mit der von uns beniitzten Phasenkontrastmethode entfallen die Nachteile
histochemischer und mikroradiographischer Methoden. Der Vergleich mit der
Mikroradiographie weist die phasenkontrast-optischen Strukturunterschiede als
Kalkdichteunterschiede aus (Abb. 4). Da eine maximale niitzliche VergréBerung
von 1300fach moglich ist, kénnen auch lytische Vorgédnge um Canaliculi beobach-
tet werden.

Eine Osteolyse in der gegebenen Definition liegt jedoch nur vor, wenn die
Faserarchitektur ungestort ist. Die kombinierte phasenkontrast-optische, polari-
sations-optische und farberische Untersuchung ein und desselben Schnittes er-
brachte keinen Anhalt fiir die Zerstérung der Fasern im Entkalkungsbereich
(Abb. 5). Ebensowenig konnte eine Verdnderung der perilacuniren Kittsubstanz
nachgewiesen werden. Auch Cetylpyrdiumchlorid-, Alkohol- oder Carnoy-Fi-
xierung brachte keine Anderung des Befundes. Da wir annahmen, daB das als
Katalysator verwendete Benzolperoxyd das Farbeergebnis beeintrachtigt, ver-
wendeten wir ,,Porophor’. Das Resultat war eine kraftigere Metachromasie der
iblicherweise reagierenden Gewebsbestandteile, jedoch keine zusdtzliche, ins-
besondere keine perilacunire Anfarbung. Gemessen an dem kraftigen Ausfall der
Farbung ist demnach eine ausschlaggebende Beeintrichtigung des Resultates
unwahrscheinlich oder betrifft nur eine der metachromatisch reagierenden Stoff-
gruppen. Am eingreifendsten ist der Entkalkungsvorgang. Die geringsten Ver-
dnderungen erhielten wir bei einer Schnitt-Citratentkalkung von ca. 10 min
Dauer, EDTA fithrte zu einem blasseren Féarbeergebnis, insbesondere der Meta-
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chromasie, Sdureentkalkung zu sehr unterschiedlichen Resultaten. Im Gegensatz
zu anderen Autoren (z.B. AcEHARD, 1936; BELANGER, 1963) gelang auch durch
Entkalkung in 5%iger Salpetersidure keine vermehrte Darstellung von Héfen.
Offensichtlich ist unsere Schnittentkalkung (10 min) zu schonend, um die ent-
sprechenden Matrixpartien zur Farbaufnahme vorzubereiten. Im Zusammenhang
wesentlich ist die Beobachtung AcHarDs (1936), daB entsprechend unseren Be-
funden die Faserarchitektur im Bereich der Hofe ungestért ist. Unsere bisherigen
Untersuchungen sind jedoch weder darauf ausgerichtet noch geeignet, farberische

Abb. 8. Knochenschliff, 80 y. dick. Das kriftige, breite Band (unten) entspricht dem im Markierungszentrum

gebildeten Knochenmineral. Die fleckige, schwichere Aufhellung (oben) ist diffus in gering-verkalktem Knochen

eingelagertes Tetracyclin. Die perilacunire und pericanaliculidre Fluorescenz ist zum Markraum (unterer Bildrand)

ausgerichtet, in der rechten Bildseite dargestellt. @ Diffuse Fluorescenz, b bandformige Fluorescenz, ¢ Mark,
d perilacuniire Fluorescenz, ¢ canaliculire und pericanaliculdre Fluorescenz

Veranderungen der Kittsubstanz sicher auszuschlieBen. Im Rahmen der durch
die Methodik gegebenen Moglichkeiten kann jedoch eine clastische Zerstorung des
Knochens im Entkalkungsbereich weitgehend ausgeschlossen und damit das
Vorliegen einer Osteolyse in der gegebenen Definition nachgewiesen werden.

Es besteht nun die Moglichkeit, daf die Hofe geringerer Kalkdichte auf einem
priméren perilacundren Kalkmangel beruhen (PomMER, 1925). Dagegen spricht,
daB die Verkalkung meist um die jungen Osteocyten beginnt und nach unserem
bisherigen Wissen um den Verkalkungsvorgang eine isolierte Mangelverkalkung
um einen Osteocyten unwahrscheinlich ist. Ein wichtiges Argument ist weiterhin,
daB die pericanaliculire Granulation stets zur Knochenoberfliche gerichtet ist
(Abb. 3) und zusammen mit der der Lacunen bei bestimmten Osteopathien zahlen-
miBig zunimmt. Der Vorgang der sekundéren Entkalkung durch Osteolyse
scheint damit am wahrscheinlichsten.

Die Untersuchung pathologischer Knochenproben lifit quantitative Unter-
schiede perilacundrer Verdnderungen erkennen. Die Vermutung liegt daher nahe,
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dall die Osteolyse den Ausdruck eines osteocytéren Mineralumsatzes darstellt.
Durch die Verabreichung von Tetracyclin vor der Entnahme der Knochenproben
konnten wir eine perilacunidre und pericanaliculdre Einlagerung nachweisen. Nach
unseren bisherigen Beobachtungen ist das Tetracyclin im histologischen Schnitt
auf kalkhaltige Partien beschrankt. Die Bindung des Antibioticums durch KoHlagen
und Lipoproteide ist zu gering, so dal} die Fluorenscenz stets Ausdruck einer Cal-
ciumeinlagerung darstellt. Die perilacunére und -canaliculdre Fluorescenz ist, wie
die Oberflichenfluorescenz, fliichtig und markiert damit das aktive oder ver-
fugbare Calcium. Dennoch bestehen nach den vorliegenden Beobachtungen wesent-
lich Unterschiede, weshalb darauf noch nidher eingegangen werden soll.

Das Tetracyclin lagert sich in zwei unterscheidbaren Phasen ein. Die derbe,
bandartige Fluorescenz entspricht dem Bereich des im Markierungszeitraum ge-
bildeten Minerals (Abb. 8). Die diffuse Oberflichenfluorescenz ist fliichtig und
findet sich ausschlieflich an Orten phasenkontrastoptisch nachgewiesener geringer
Verkalkungsdichte (8). Die Auflosung des Fluorescenzbildes ist ausreichend um
fur diese Fraktion eine von RoBINSoN postulierte pericanaliculdre Konzentration
auszuschliefen.

Im Gegensatz dazu ist die perilacundre Markierung nie im Bereich von Ent-
kalkungshéfen anzutreffen. Sie ist nie diffus, wie die Oberflichenfluorescenz,
sondern stets scharf begrenzt (Abb. 6). Da im gesunden Knochen nur vereinzelt
Zellen markiert sind, ist die Definition einer Calcium-einlagernden Zellform
schwierig. Die markierten Lacunen entsprechen jedoch fast ausschlieBlich den
in Abb. 7 dargestellten Zellen.

Der entscheidende Unterschied liegt jedoch im Verhalten der diffusen Ober-
flichenfluorescenz und der perilacundren Fluorescenz im pathologischen Knochen.
Wir konnten Osteopathien wie primérer Hyperparathyreoidismus, Hyperthyreose
und Osteomalacie mit stark verminderter Calciumdichte des gesamten Knochens
und markanter diffuser Oberflichenfluorescenz, jedoch ohne Markierung der
Osteocyten beobachten. Bei denselben Erkrankungen mit demselben Entkal-
kungsgrad fanden wir bei Proben von anderen Patienten zahlreiche Lacunen mit
Tetracyclineinlagerung. Die isolierte Perfusion eines Beines durch EDTA im Tier-
versuch mit folgender Markierung ergab eine Zunahme der diffusen Fluorescenz,
jedoch keine Osteocytenmarkierung (VITTALT).

Fassen wir unsere phasenkontrastoptischen Befunde zusammen, so ergibt sich
als wesentlichste Beobachtung die morphologische Bestédtigung des von bio-
chemischer Seite postulierten dualen Reglermechanismus der Calciumhomoiostase
(Tarmacr, ErLrtor, 1958; JEFFAY, BAYNE, 1964 ; NEUMANN, 1964 ; NorDIN, 1964;
McGrEcoR, 1964 ; N1cHOLS, 1963, u. a.). Danach besteht das verfiigbare Calcium
aus einer physikalisch-chemischen Gesetzen folgenden und durch die Membran des
umgebenden Zellsyncytiums gesteuerten Phase. Sie entspricht unserer diffusen
Fluorescenz und scheint nach den vorliegenden Beobachtungen unter normalen
Bedingungen entgegen der Annahme RoBinsons (1964) die bedeutendere Fraktion
zu sein. Die zweite Phase des verfiigbaren Calciums wird rein durch cellulare
Aktivitdt mobilisiert und gesteuert. Sie entspricht unserer perilacuniren peri-
canaliculdren Fluorescenz. Die osteocytare Aktivitat ist aus mikroradiographischen
Untersuchungen schwer-pathologisch verdnderter Knochenproben und elektronen-
mikroskopischen Befunden bekannt. Die zur Untersuchung verwendete Methodik
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erlaubt jedoch erstmalig routineméafig die exakte Beurteilung der inneren und
duBeren Oberflache des Knochens bei gleichzeitiger optimaler cytologischer Unter-
suchungsmoglichkeit. Sie gestattet zugleich aber auch die Integration morpho-
logischer und biochemischer Untersuchungsergebnisse.

Zusammenfassung

Zum Nachweis umschriebener Unterschiede der Kalkdichte wurde eine
spezielle Phasenkontrastmethode eingesetzt, die der Mikroradiographie gegentiber
den Vorteil besserer Strukturauflésung, geringeren technischen Aufwandes bei
gleichzeitig guter cytologischer Beurteilungsmdéglichkeit besitzt. Die vergleichende
Anfarbung der Schnitte erlaubt die Unterscheidung onkotischer, aktiv osteo-
clastischer und osteolytischer Vorginge um Osteocyten. Durch die phasen-
kontrastmikroskopischen Untersuchungen tetracyclinmarkierter Knochenproben
konnen auf Grund verschiedener morphologischer Charakteristica zwei verschie-
dene Phasen des ,,verfiigharen Calciums‘‘ nachgewiesen werden. Im Bereich gering
verkalkter Knochenoberflachen findet sich eine diffuse, um voll verkalkte Osteo-
cytenlacunen und Osteocytencanaliculi eine scharf begrenzte Fraktion. Die
mineralstotfwechselphysiologische Bedeutung dieser beiden Fraktionen wird in
Beziehung zu neueren biochemischen Untersuchungen gesetzt.

Osteocyte Activity, as Studied in Phase Contrast and Fluorescence Microscopy
Summary

A special phase contrast method was used to demonstrate localized differences
of mineralisation in undecalcified bone sections. This method has the advantage
over microradiography in that it permits better structural differentiation with a
minimum of technical outlay. The comparative staining of the sections facilitates
the distinction of oncotic, active osteoclastic and osteolytic prozesses around
osteocytic lacunae. With phase contrast and fluorescence microscopic examination
of tetracyecline labelled bone specimens it is possible to distinguish two different
phases of “available calcium” on the basis of different morphological characteris-
tics. A diffuse tetracycline fluorescence is seen in low density surfaces of the
trabeculae, whereas the fluorescence is well defined around fully calcified osteo-
cytic canaliculi and lacunae. The importance of these two fractions in the physio-
logy of mineral metabolism is discussed in the light of new biochemical data.
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