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Die Ergebnisse auf dem Gebiet der Stoffwechselphysiologie des Knochens  
machen eine Neuorientierung der morphologischen Betraehtungsweise notwendig. 
Vor allem die Tracer-Untersuehungen legen einen yore Osteoblasten-Osteo- 
clastensystem unabh~ngigen Reglermechanismus der Calcium-Homoiostase nahe. 
Die Topographic dieses sog. ,,verffigbaren Calciums" ist demnach sowohl zur Inter-  
pretat ion der Stoffwechselkinetik als aueh der morphologisehen Beurteilung 
pathologischer Knochenver~nderungen yon Interesse. 

Der Austausch des Knochenminerals  erfolgt an der Oberfl/~che. RTeben den 
mit  dem Bluts t rom in engem K o n t a k t  s tehenden Oberfl/tchen der Makros t ruktur  
muf3 die ,,innere Oberfl/iehe" - -  Lacunen und Canaliculi - -  beriicksichtigt 
werden. Voraussetzung zur Darstel lung einer perilacun/~ren und pericanalicul/~ren 
Osteolyse ist die direkte Beurtei lung der Kalkdichte  bei ausreichend starker Auf- 
16sung. Die beste zur Verfiigung stehende Methode zur Messung der Verkalkungs- 
dichte ist die Mikroradiographie. I h r  AuflSsungsverm6gen ist durch die Korn-  
gr6fte des Films bes t immt und  somit auf etwa das 300fache beschr/~nkt. Die 
Canalieuh k6nnen daher nu t  bei extremen Calcipenien beobachtet  werden. Das 
Phasenkont ras tver fahren  beruht  auf der Darstel lung optiseher Diehteunter-  
sehiede. Die beste Darstel lung erh/~lt man  dutch Ann/~herung des Eindeck- 
mediums an die optische Dichte tier zu untersuchenden Struktur .  Zur Beurteilung 
der Dichte des Knoehenminerals  D = 0 , 6 2  ha t  sich unter  den geprfiften Medien 
das Cedax D =  0,58 am besten bew/~hrt. 

Methodik 
Die durch Biopsie frisch entnommenen Knochenproben werden in kaltem (4 ~ auf pI-I 7,2 

gepufferten Formol (p.a. - -  Alkohol-Sucrosegemisch) 2 Tage fixiert. Der Caleiumverlust 
kann hierbei vernachliissigt werden. Die Probe wird durch die Alkohoh'eihe geffihrt und gering- 
fiigig modifiziert nach BUI~KI~ARDT in Methacrylat unentka]kt eingebettet. Etwa 4 V dicke 
Schnitte werden direkt auf den Objekttr~ger 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 perilacun~rer und pericanalicul~rer Osteolyse werden photographiert 
und derselbe Schnitt ffir eine der folgenden Verfahron verwendet: Grundsubstanz: PAS- 
Alcianbl~u; Toluidinblau, w~i3rig pI-I 3,4. F~sern: F~rbung n~eh ~NovEI~LI, Polarisation. 
Calcium: Mikroradiographie. Calciumeinl~gerung: Fluorescenzmikroskopie nuch vorheriger 
!Vfarkierung durch Tetracyclin. 

* Die Untersuchungen wurden mit der dankenswerten Unterstiitzung der Stiftung des 
Volkswagenwerkes durchgef6hrt. 



Untersuchungen zur Funkt ion  der Osteoeyten 25 

Beiunde 
Der rol l  verkalkte Knochen ha t  im Flachschni t t  zum Lamellenverlauf eine homogene, 

glatte Struktur .  Quer zur Lamellierung werden glatte B/inder yon mehr  oder minder granu- 
lierten Zwischenri~umen unterbrochen (s. unter  SMIT~, I960). Die Osteocytenlacunen und  
Canaliculi sind scharf und  glat trandig begrenzt (Abb. 1 a). 

In  der Umgebung einzelner Osteocyten stellen sich deutliche granulierte HSfe dar. Diese 
H6fe haben entweder die Form zungenf6rmiger Ausl/~ufer, meist  im Bereich eines oder 
mehrerer Canaliculi (Abb. l b )  oder umgeben die ganze Lacune. Die Zellen liegen vorzfiglich 

Abb. 1. a Osteocyt, Phasenkontrast, 2600 vergr. Scharfe Begrenzung yon Lacune und CanMiculi; 
b Osteocyt, Phasenkontrast, 2600 x vergr. Peril~cunfire und pericanaliculiire Entka]kungszone 

in den dureh das Zusammenlaufen dreier Trabekel gebildeten Zwickeln und entsprechen im 
Aussehen h~ufig den grogen polygonalen Osteocyten, wie sie K•ESE (1964) beschrieben hat.  
Die HSfe sind jedoeh keinesfalls aul diesen Zelltyp besehr~nkt. Besonders in Proben yon 
pathologisehem Knoehen ist keine Beziehung zu irgendeiner Osteocytenform festzustellen. 
Ebensowenig sind zellfreie Laeunen bevorzugt.  In  einem Zwiekel durchsehnit t l ieher Gr6Be 
finder man  normalerweise 0 4  Laeunen mi t  HSfen, w~ihrend ihre Zahl im pathologisehen 
Knoehen his auf 25 ansteigt. 

~u h~ufiger beobaehte t  man eine pericanMieul~ire Granulierung. Die Canalieuli, 
normalerweise scharf konturiert ,  sind unscharf begrenzt oder yon einer granulierten Zone 
umgeben (Abb. 2). Im Sehnit t  ha t  man  den Eindruek einer Vermehrung, da nun  such die 
quer gesehnit tenen Kaniilehen deutlieh zur Darstellung kommen. Die Konturen  einzelner 
KanS~lehen kSnnen unscharf gezeiehnet sein oder abet  ganze Gruppen zu einem granulierten 
Feld verschmelzen. Interessanterweise sind die in I~iehtung zur KnoehenoberflS, che verlaufen- 
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den  Kani~lchen a m  s t~ rks t en  ver / inder t  (Abb. 3). Eine  deut l iche  S t r u k t u r a u f l o c k e r u n g  f inde t  
sich ebenfal ls  hi~ufig n a h e  den  Ki t t l in ien .  

Die Ver / inderungen  u m  L a c u n e n  u n d  Canaliculi  ve r l au fen  n i ch t  gleichsinnig.  Ausgepr~g te  
per icanal icul~re  Fe lder  l i nden  sich im Bereich scharf  begrenz te r  L a c u n e n .  Liegt  ein peri- 

Abb. 2. Die linke Lacune is$ scharf begrenzt, w~hrend die Canaliculi Zeichen der Entkalkung aufweisen. In tier 
rechten Lacune beginnende perilacun~re und fortgeschrJttene !oericanalicul~re Entkalkung (Phasenkontrast, 

2600 x vergr.) 

Abb. 3. Pericanalicul~re und perilacunKre EntkalkungshSfe. Die st~rksten VerKnderungen sind in l%ichtung des 
Pfeiles zur Knochenoberfl~che gerichtet (250 x vergr.) 

lacun/~rer u n d  per icanal icul~rer  t t o f  vor,  so k a n n  n i ch t  se l ten  eine Grenze zwischen  be iden  
b e o b a c h t e t  werden.  N a c h  E n t k a l k u n g  der  Schnit~e m i t  S~uren,  gepuf fe r te r  Citronens/~ure u n d  
E D T A  v e r s c h w i n d e t  das  beschr iebene  Bild. Mi~ Cedax  0,58 e ingedeckt ,  s tel len sich die Faser -  
bf indel  d u t c h  D i f f r ak t ionse r sche inungen  u n s c h a r f  da r  u n d  un t e r sche iden  sich e indeu t ig  v o m  
u n e n t k a l k t e n  Schni t t .  
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Mikroradiographie und PhasenkontrastbiId. Die Mikroradiogralohie von 10 ~ dicken Sehnit- 
ten  zeigt dureh diehte Sgume sehurt begrenzte Laeunen. Einzelne H6hlen sind unscharf be- 
grenzt und  liegen in t t6fen geringerer Dichto. Die Untersehiede sind nieht  so deutlich wie im 
Phasenkontr~st ,  lassen aber eine eindoutige tJbereinsl~immung von Mikroradiographie und  
Phasenkont ras t  erkennen (Abb. 4). Die granulierten Par t ien  k6nnen daher  als Orte geringerer 
K~lkdiehte identifiziert werden. 

Toluidin und Phasenkontrast. Naehdem entspreehende Lacunen photographier t  wurden, 
haben wir die Sehnit te in versehiedenen L6sungen entkalkt ,  gefgrbt und dieselben Lacunen 
wieder au~gesueht. In  keinem Fall konnte  im Bereieh der gr~nulierten H6fe eine Meta- 
chromasie beobachte t  werden. Das gleiche gilt fiir unentk~ikte  Schnitte. D~ im Gegensatz zu 

Abb. 4a u. b. Phasenkontrastbi~.d (a) und Mikroradiographie (b) desselben Schnittes. Die markierte Zelle ist im 
1)basenkontrast (320 • vergr.) yon einem granu]ierten Hof, in der Mikroradiographie (200 • vergr.) yon einem 

dunklen, d.h. kalkarmen Hof umg6ben 

Angaben in der Li tera tur  die perilacungre h'Ietachromasie in unserem ~{aterial sehr selten zu 
beobachten war, wurde der t (a ta lysa tor  Benzoylperoxyd durch , ,Porophor '~ ersetzt. Trotz 
krgftigerer Met~chromasie yon Osteocyten und  Mastzellen konnten  entsprechende peri- 
lacungre Ver~nderungen nu t  solten beobachte t  werden. 

PAS, Alcianblau und Phasenkontrast. Die Befunde entsprachen der Toluidinfgrbung. 

Novelli-F~irbung, Polarisation und Phasenkontrast. Im Bereich yon Osteoclasten beobachte t  
man  nicht  sd ten  eine Aufspli t terung des M~trixkollagens. Im Gegensatz dazu sind die Lueunen, 
yon Sehrggsehnitten abgesehen, stets scharf begrenzt. In  der Fgrbung n~eh NOVELH (1958) 
entspricht  der Fa rb ton  der grunulierten H6fe dem des 0steoids (rosa), die Phasens t ruktur  ist 
jedoch ~natomiseh ungest6rt.  Auch im polarisierten Lieht  lassen die Faserzflge kein yon der 
normal verkalkten Matrix abweichendes Verhal ten erkennen (Abb. 5). 

F~irberische Ver~inderungen der Osteocyten und Phasenkontrast. Mit Toluidinblau k6nnen 
orthochromatische und  metaehromatisehe Osteocyten unterschieden werden (VI~TALI, 1964). 
Zellen mi t  perilacungren H6fen im Phasenkont ras t  lassen keine einheitliehe Fgrbereakt ion 
erkennen. Die Entkalkungsh6fe um Laeunen mi t  Zeichen der Onkose und ,,gesund 
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aussehenden" Zellen weisen lediglich graduelle Untersehiede auf. Aktive Osteoeyten haben 
meist ausgedehnte EntkalkungshSfe. 

Tetracyclinmarkierung und Phasenkontrast. Das Tetraeyelin lagert sich im Knochen in 
zwei Phasen ab. An der Knochenoberfl~che stellt sich eine dichte, gelbe, bandartige Fluores- 
cenz dar (Abb. 8). Sie umfaBt je naeh osteoblast~rer Aktivit~t und Verkalkungszustand der 
Knochenoberfl~che unterschiedlich weite Partien. Im Querschnitt ist sie stets seharf begrenzt. 
Liegt die Markierung 1Engere Zeit zurfiek, so sind die TetracyclinbEnder in den Knoehen 
,,eingewandert" und yon gleicher IntensitEt, jedoch yon geringerer Breite. Der Anteil der 
FluorescenzrEume an der GesamtoberflEche der B~lkchen ist wesentlich grSBer als der der 
aktiven OsteoblastensEume. 

Abb.  5a  u. b. Peri lacun~re Osteolyse im  Phasenkon t r a s t  (a) und  polar is ier tem Lich t  (b). Die Fase rn  ver laufen 
unver~nder t  durch den En tka lkungsbe re ich  (20 • vergr . )  

Die zweite Phase zeigt ein g~nzlich anderes Verhalten. Die Fluorescenz ist diffus ohne 
deutliche Begrenzung, durchwegs schw~eher und h~ufig yon sehlierenartiger Struktur (Abb. 8). 
Sie nimmt gegen das Knocheninnere zu ab. Auftreten und Ausdehnung variieren im gesunden 
und kranken Knochen. Das hervorsteehendste Merkmal dieser Phase ist ihre Flfiehtigkeit. Lag 
die Tetracyelinmarkierung mehr als 1 4 4 1  Tage zuriick, so kann nur in den Fallen gelegentlich 
eine diffuse Phase beobachtet werden, welche eine starke Einlagerung auf Grund der zu- 
grundeliegenden Erkrankung erwarten liel~. 

Ein ghnliches Verhalten zeigt die im AusmaB wesentlich geringere perilacun~re und peri- 
eanalicul~re Markierung (Abb. 8). Die Zahl der markierten Lacunen und die Dichte der Ein- 
lagerung sind sehr verschieden. In Knochenproben yon Gesunden sind naeh 3t~giger ~/far- 
kierung nur vereinzelt randnahe Osteocyten markiert, in pathologischen Knoehen aueh zahl- 
reiche im B~lkchenzentrum liegende Zellen. Die Fluorescenz um Lacunen ist iiberwiegend 
seharf begrenzt, die der Canaliculi scharf oder diffus (Abb. 6). 

Die Untersuchung der Partien mit  diffuser Oberfl~chenfluorescenz dureh den Phasen- 
kontrast ergibt eine Begrenzung der Tetraeyc]ineinlagerung auf granu]ierte Bezirke. Nie 
konnte eine Markierung der phasenkontrastoptisch roll  verkalkt erseheinenden Bezirke be- 
obachtet werden. 

Ein ganz anderes Bild ergibt der Vergleich bei den Osteocyten. Hier sind Lacunen und 
Canalieuli in granulierten HSfen sehr selten markiert. Die Durchsicht uDaeres Materials ergab 
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zwei Lacunenformen, welche bevorzugt Tetracyclin einlagern. Die eine zeichnet sich durch eine 
zurfickgesetzte, zellferne, scharf begrenzte Verkalkungsfront aus. Sie ist yon einem auffallend 
dunklen, breiten Saum umgeben. Die Zelle wird also yon einer Hfille unverkalkter Matrix 
begrenzt (Abb. 7). Die Verwechslung mit  einem Schriigschnitt ist ausgeschlossen, wenn ein 
Canaliculum Schale und Kalkfront in einer Ebene passiert. Ahnliche Bilder erhS~lt man mit  
der Frostschen Blockf~irbung, Halo-Volume. 13el der zweiten Lacunenform wird die Wand 
durch eine sehr feingranulierte Verkalkungsfront gebildet. Die Begrenzung der Lacune zur 
Zelle ist hg, ufig nur schwer auszumachen. 
Ein dunkler Saran fehlt meist. 

Die sichere Lokalisation einer Calcium- 
einlagerung allein mit  dem Phasenkon- 
trast ist jedoch nicht m6glich. Es sind 
keineswegs Mle OberflS~chenpartien und 
Zellen der beschriebenen Form markiert. 
Vor allem bei den Osteocyten ist die 
Einlagerung yon Tetracyclin im Vergleich 
zur Zahl der ,,bevorzugten" Lacunen 
selten. Dem Nachweis des Tetracyclins 
sind h~iufig dutch die hellgriine Eigen- 
fluorescenz des gering verkalkten 

Abb. 6. Perilacun/ire und -canalicul~tre Tetracyclinfluorescenz. Scharf begrenzte Einlagerung. Flachschnitt, daher 
ist die l~tickwand ebenfalls dargestellt (400 • vergr.) 

Abb. 7. Die Zellen sind teilweise yon unverkalkter Matrix umgeben. In der linken Lacune sieht man deutlich den 
Verlauf eines Kan/ilchens durch beide Schichten (Pfeil) (2400 • vergr.) 

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

Diskussion 
U n t e r s c h i e d e  in  GrOBe u n d  F o r m  der  Os teocy~en  u n d  ih re r  L a c u n e n  s ind  sei t  

l a n g e m  b e k a n n t .  F~ rbe r i s che  V e r / t n d e r u n g e n  w u r d e n  seif~ v. RECXLI~G~AUS~r 

(1910} w i e d e r h o l t  beschr ieben .  Die  D e u t u n g  dieser  B e f u n d e  s c h w a n k t  zwischen  

Onkose  u n d  a k t i v e r  os t eocy t / t r e r  Osteoclas ie .  Mi t  u n t e r s c h i e d l i c h e m  E r f o l g  w n r d e  

w i e d e r h o l t  v e r s u c h t ,  al le o s t e o c y t ~ r e n  E r s c h e i n u n g s f o r m e n  der  e inen  oder  a n d e r e n  

Theo r i e  e i nzuo rdnen .  A u f  G r u n d  de r  o b e n  b e s c h r i e b e n e n  B e f u n d e  s ind  wi t  de r  

Auf fas sung ,  d a g  d re i  d y n a m i s c h  s icher  in  B e z i e h u n g  s t e h e n d e  F o r m e n  un te r -  
s ch ieden  w e r d e n  mtissen.  

1. Onkose. v.  I%~CXLI~HA~JSS, Ze (1910) f f ih r te  die lacun/~ren u n d  per i lacun/~ren 

Ver /~nderungen  auf  e inen  f e r m e n t a t i v e n  A b b a u  (Trypsis)  des  K n o c h e n s  zurf ick.  

I n  l ~ b e r e i n s t i m m u n g  m i t  SCltMID~r (1921) sah  er  die U r s a c h e  in  e iner  N e k r o -  

biose de r  Os t eocy t en .  RUTISHAUSER (1951), SAEGESSER (194:5), MAYNO (1951) u n d  
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KIND (1951) schliegen sieh der Auffassung an, beantworten aber die Frage des 
Entstehungsmeehanismus untersehiedlieh. 

In nenerer Zeit haben FRosT (1960), Jows~Y (1964), U~IsT (1963) und JoHn- 
sow (1964) auf den Zelluntergang und die ihn begleitenden Ver/tnderungen des 
umgebenden Knoehens hingewiesen. Wir k6nnen FROSTs Befunde im wesentliehen 
best/~tigen, fanden jedoch keine strenge Altersabh~ngigkeit, vielmehr ist gerade 
bei Adoleszenten ein ausgedehnter Zelluntergang nieht selten. 

Die Untersuehnngen zur Deutung der onkotisehen Vorg/~nge wurden aus 
methodisehen Griinden /iberwiegend an pathologisehen Knoehen durehgefiihrt. 
Naeh v. I~ECKnI~G~AVSE~ (1910) sind die perilaeun/~ren H6fe geradezu patho- 
gnomoniseh ffir Osteomalaeie und gaehitis und somit als pathologisehe Erschei- 
nungen zu bewerten. Im Gegensatz dazu fanden wit leere Laeunen und die 
Stadien des Osteoeytenunterganges in allen untersuehten mensehliehen Knoehen- 
proben. Sie sind in der normalen Compaeta h~ufiger als in der Spongiosa. Wenn 
aueh siehere Untersehiede zwisehen gesunden und pathologisehen Knoehen be- 
stehen, sind wit doeh der Ansieht, dag es sieh bei der Onkose prim/ir um einen 
physiologisehen Vorgang handelt. 

2. Osteocytiire Osteoclasie. Die Form/~ndernng der Laeunen wurde yon ZAWISCtt 
(1927) nieht als Ausdruck eines regressiven Vorganges, sondern als aktive Lebens- 
/~uBerung der Osteoeyten aufgefaBt. Naeh LIPP (1954) und RUTH (1961) soll der 
Umbau groBer Knoehenareale dureh abwechselnden osteocyt~ren Ab- und Anbau 
erfolgen. Die Autoren kommen zu der Auffassung, dab ,,den Osteoeyten eine 
weitgehende Einflul~nahme auf die umliegende Matrix m6glieh ist" (LI•P, 1954). 
Naeh Ansicht yon RUTISI~AVSER und MAYNO (1951) sind diese Vorg/~nge allerdings 
frfihe und noeh reversible Stadien der Onkose. 

Die enzymatische Grundlage einer osteoelast/iren Ze]Ifunktion wurde mit dem 
Naehweis einer Aminopeptidase (LIPP, 1959) und einer Protease (B]~LANGER, 1964) 
dargestellt. Allerdings k6nnen die bekannten proteolytischen Enzyme das Kollagen 
bei physiologisehem pH und 370 C nieht abbauen. Viele Befunde spreehen jedoeh 
fiir eine eelluli~re Aeidogenese, was, wie aus anderen Organen bekannt ist, eine 
erhShte Abbauaktivitiit der in den Lyosomen vor]iegenden proteolytisehen 
Enzyme gegen~ber Kollagen zur Folge hat. 

Uberzeugend sind die elektronenoptischen Befunde yon BAIRD (1962), weleher 
sowohl osteoelasten/ihnliche Villi, als aueh eine Massierung Lyosomen entspreehen- 
der Granula im Bereieh der Resorptionsbuchten beobaehten konnte (s. aueh 
FELL, 1964). BAUD (1962) stellte in 1)bereinstimmung mit den histologischen 
Untersuchungen IIELLER-STEINBERGs (1951) u.a.  eine wesentlieh gesteigerte 
Aktivit/it nach PTH-Gaben lest. Gleichzeitige regressive Ver/~nderungen sind 
nieht besehrieben; damit scheint die Osteoclasie Ms normMe Funktion der Osteo- 
cyten best/~tigt. ~hnliche Beobachtungen mit histologischen und mikroradio- 
graphisehen Methoden beschrieb B]~LANGn~ (1965) sowohl nach PTH-Gaben als 
auch nach EDTA-Infusion. Allerdings kommt er auf Grund seiner Untersuchungen 
zu dem Sehlug, dag die Osteocyten erst die Matrix und dann das Mineral abbauen. 
Wesentlieh ist jedoeh aueh hier der Naehweis der Reaktionsf/~higkeit des osteo- 
eyt/iren Systems. 

Die eigenen Befunde hinsiehtlieh der osteoeyt~tren Osteoelasie entspreehen 
den Beobaehtungen von LIPP (1954). Naturgem/~B ist der eindeutige histologisehe 
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Nachweis an den einzelnen Zellen unm6glich. Jedoeh linden sich Formgnderungen 
der Osteocyten, die einen eine osteoeyt/~re 0steoelasie voraussetzenden 0rts- 
weehsel nahelegen. 

3. 08teolyse. Dieser Begriff wird in der Literatur fiir Mle Formen des peri- 
lacungren Knoehenabbaus verwendet. Wie im vorgehenden Absehnitt ausgeffihrt, 
entsprieht jedoeh der perilaeun/~re Abbau veto Mineral und Matrix eher einer 
Osteoelasie, w~hrend die im folgenden zu bespreehende Mobilisation des Minerals 
Mlein eine ,,Lyse" im engeren Sinne darsteltt. Diese Unterseheidung wurde, wohl 
vorwiegend aus methodisehen Gr/inden, bisher nieht getroffen. Auf Grnnd der 
vorgetragenen Untersnehungen kann man den Begriff Osteolyse auf die peri- 
lacungre und eanMieul~re CMeium-Mobilisation besehr/~nken. 

Unter dem Eindruek der Virehowschen Vorstellung, dab Osteoid aussehlieBlieh neugebilde- 
ter unverkalkter Xnoehen sei, wurde die M6gliehkeit einer EntkMkung alten Knoehens ab- 
gelehnt (PoM~IE~, 1935). Mii-LLISR (1858) 1/iSt sic ]ediglich in begrenztem Urafang far die 
Spongiosa gelten. Erst I~I~DFLEISCg (1886) und VOLXMAS~ (1865), V. P~EOXLINCHAUSES 
(1910) und ZISGL~E (1887) h~ben die Existenz kMkloser Zonen im alten Knoehen naehgewiesen 
und auf eine Halisterase (VoLKS~A~) zuriiekgefiihrt. Der Mechanisraus einer rein physiko- 
ehemisehen CMeium-Mobilisation aus der Uragebung der 0steoeyten wurde yon LsaieuE 
loostuliert. HELLEla-STEINBER~ (1951) wies naeh PTH-Gaben mit der modifizierten Cossa- 
Methode f~irberisehe VerS~nderungen urn Osteoeyten ira unentkalkten Sehnitt nach. Ein- 
deutig konnten EntkalkungshSfe ira pathologisehen Knoehen durch die 3/Iikroradiographie 
beobachtet werden (H~vcI~, 1964; Bs 1963; JOWSEY, 1964), jedoch wegen des ge- 
ringen AuflSsungsveiznSgens der Mikroradiographie nnr in extreraen Fallen. H]~veK (1964) 
braehte die EntkalkungshSfe erstraMs rait der Topographie des aktiven Calciums in Ver- 
bindung und konnte eine gesteigerte Affinitgt zu Bleisalzen in diesera Bereich nachweisen. 
Elek~ronenraikroskopisch brachte ROBINSO]q (1964) ebenfMls kMkarrae Ra.ndbezirke urn 
Laeunen und Canalieuli zur Darstellung, die jedoeh ira Gegensatz zu den besehriebenen Ent- 
kalkungszonen eng begrenzt und relativ gleichfSrraig die Kalkfront aufloekern. 

Mit der yon uns ben/itzten Phasenkontrastmethode entfallen die Naehteile 
histoehemischer und mikroradiographischer Methoden. Der Vergleieh mit der 
Mikroradiographie weist die phasenkontrast-optisehen Struktnrunterschiede als 
KMkdiehteunterschiede aus (Abb. 4). Da eine maximMe nfitzliehe Vergr6gerung 
von 1300faeh m6glieh ist, k6nnen aueh lytisehe Vorgange um CanMieuli beobaeh- 
tet werden. 

Eine Osteotyse in tier gegebenen Definition liegt jedoch nur vet, wenn die 
Faserarehitektur ungest6rt ist. Die kombinierte phasenkontrast-optisehe, polari- 
sations-optisehe und farberisehe Untersuehung ein und desselben Sehnittes er- 
braehte keinen Anhalt ffir die ZerstSrung der Fasern im EntkMkungsbereieh 
(Abb. 5). Ebensowenig konnte eine Vergnderung der perilaeungren Kittsubstanz 
naehgewiesen werden. Aueh Cetylpyrdiumehlorid-, Alkohol- oder Carnoy-Fi- 
xierung braehte keine ~nderung des Befundes. Da wit annahmen, daS das Ms 
KatMysator verwendete Benzolperoxyd das F/irbeergebnis beeintr/~ehtigt, ver- 
wendeten wir ,,Porophor:'. Das I{esultat war eine kr/~ftigere Metaehromasie der 
/iblieherweise reagierenden Gewebsbestandteile, jedoeh keine zus&tzliehe, ins- 
besondere keine perilaeun/tre Anfarbung. Gemessen an dem kr~ftigen Ausfall der 
F/~rbnng ist demnaeh eine aussehlaggebende Beeintr~tehtigung des Resultates 
unwahrseheinlieh oder betrifft nut eine der metaehromatiseh reagierenden Stoff- 
gruppen. Am eingreifendsten ist der Entkalkungsvorgang. Die geringsten Ver- 
/tnderungen erhielten wit bei einer Sehnitt-Citratentkalkung yon ca. 10 min 
Dauer, EDTA f/ihrte zu einem blasseren F~rbeergebnis, insbesondere der Meta- 
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chromasie, Sgureentkalkung zu sehr untersehiedlichen l~esultaten. Im Gegensatz 
zu anderen Autoren (z.B. ACEARD, 1936; B~LA~OER, 1963) gelang auch durch 
Entkalkung in 5%iger Salpetersi~ure keine vermehrte Darstellung yon H6fen. 
Offensichtlich ist unsere Schnittentkalkung (10 rain) zu schonend, um die ent- 
sprechenden Matrixpartien znr Farbaufnahme vorzubereiten. Im Zusammenhang 
wesentlich ist die Beobachtung ACnARDs (1936), dab entsprechend unseren Be- 
funden die Faserarchitektur im Bereich der tt6fe ungest6rt ist. Unsere bisherigen 
Untersuchungen sind jedoch weder darauf ansgerichtet noch geeignet, fi~rberische 

Abb. 8. Knochenschliff, 60 ~z dick. Das kriiftige, breite Band (unten) entspricht dem im I~Iarkierungszentrum 
gebildeten :Knoohenmineral. Die fleckige, schwAchere Aufhellung (oben) ist diffus in gering-verkalktem Knochen 
cingelagertes Tetracyclin. Die perilacuniire und pericanalicul~ire Fluorcscenz ist zum Markraum (unterer Bildrand) 
ausgerichtet, in der rechten :Bildseite dargestellt, a Diffuse Fluorescenz, b bandf6rmige Fluorescenz, c Mark, 

d perilacuni~re Fluoresccnz, e c~nalicul~irc und pericanalicul~rc Fluorescenz 

Ver~nderungen der Kittsubstanz sicher auszuschliel~en. Im Rahmen der durch 
die Methodik gegebenen M6glichkeiten kann jedoch eine clastische Zerst6rung des 
Knochens im Entkalkungsbereich weitgehend ausgeschlossen und damit das 
Vorliegen einer Osteolyse in der gegebenen Definition nachgewiesen werden. 

Es besteht nun die M6gliehkeit, dab die H6fe geringerer Kalkdichte auf einem 
prims perilacnns Kalkmangel beruhen (PoMMEl, 1925). Dagegen sprieht, 
dab die Verkalkung meist um die jungen Osteocyten beginnt und naeh unserem 
bisherigen Wissen nm den Verkalkungsvorgang eine isolierte Mangelverkalkung 
um einen Osteoeyten unwahrseheinlich ist. Ein wichtiges Argument ist weiterhin, 
dal3 die pericanalicu]~re Granulation stets zur Knoehenoberflgehe geriehtet ist 
(Abb. 3) und zusammen mit der der Laeunen bei bestimmten Osteopathien zahlen- 
mi~l~ig zunimmt. Der Vorgang der sekundi~ren Entkalkung durch Osteolyse 
scheint damit am wahrscheinlichsten. 

Die Untersuchung pathologischer Knochenproben li~l~t quantitative Unter- 
sehiede perilacun~rer Ver~nderungen erkennen. Die Vermutung liegt daher nahe, 
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dag die 0steolyse den Ausdruek tines osteoeyt/~ren Mineralumsatzes darstellt. 
Dutch die Verabreiehung von Tetraeyelin vor der Entnahme der Knoehenproben 
konnten wir eine perilaeun/~re und perieanalieul/~re Einlagerung naehweisen. Naeh 
unseren bisherigen Beobaehtungen ist das Tetraeyelin im histologisehen Sehnitt 
auf kalkhaltige Partien besehr~nkt. Die Bindung des Antibiotieums dutch Kollagen 
und Lipoproteide ist zu gering, so dag die Fluorenseenz stets Ausdruek einer Cat  
eiumeinlagerung darstellt. Die perilaeun~re und -eanalieul/tre Fluoreseenz ist, wie 
die Oberfl/~ehenfluoreseenz, fl/iehtig und markiert damit das aktive oder ver- 
f/igbare Calcium. Dennoeh bestehen naeh den vorliegenden Beobaehtungen wesent- 
lieh Untersehiede, weshalb darauf noeh n/~her eingegangen werden soll. 

Das Tetraeyelin lagert sieh in zwei unterseheidbaren Phasen tin. Die derbe, 
bandartige Fluoreseenz entsprieht dem Bereieh des im Markierungszeitraum ge- 
bildeten Minerals (Abb. 8). Die diffuse Oberflgehenfluoreseenz ist flfiehtig und 
findet sieh aussehlieglieh an Often phasenkontrastoptiseh naehgewiesener geringer 
Verkalkungsdiehte (8). Die Aufl6sung des Fluoreseenzbildes ist ausreiehend um 
ffir diese Fraktion eine yon ROBINSON postulierte perieanalieul~re Konzentration 
auszusehliegen. 

Im Gegensatz dazu ist die perilaeungre Markierung nie im Bereieh yon Ent- 
kalkungsh6fen anzutreffen. Sic ist nit diffus, wie die Oberfl/~ehenfluoreseenz, 
sondern stets seharf begrenzt (Abb. 6). Da im gesunden Knoehen nut  vereinzelt 
Zellen markiert sincl, ist die Definition einer Caleium-einlagernden Zellform 
sehwierig. Die markierten Laeunen entspreehen jecloeh fast aussehlieglieh den 
in Abb. 7 dargestellten Zellen. 

Der entseheidende Untersehied liegt jedoeh im Verhalten der diffusen Ober- 
fl~ehenfluoreseenz und der perilaeun/~ren Fluoreseenz im pathologisehen Knoehen. 
Wit konnten Osteopathien wie prim~rer I{yperparathyreoidismus, I-Iyperthyreose 
und Osteomalaeie mit stark verminderter Caleiumdiehte des gesamten Knoehens 
und markanter diffuser Oberfl~ehenfluorescenz, jedoeh ohne Markierung der 
Osteoeyten beobaehten. Bei denselben Erkrankungen mit demselben Entkal- 
kungsgrad fanden wit bei Proben yon anderen Patienten zahlreiehe Laeunen mit 
Tetraeyelineinlagerung. Die isolierte Perfusion eines Beines dutch EDTA im Tier- 
versueh mit folgender Markierung ergab eine Zunahme der diffusen Fluoreseenz, 
jedoeh keine Osteoeytenmarkierung (VITT~I). 

Fassen wir unsere pha.senkontrastoptisehen Befunde zusammen, so ergibt sieh 
als wesentliehste Beobaehtung die morphologisehe Best/~tigung des yon bio- 
ehemiseher Seite postulierten dualen Reglermeehanismus der Caleiumhomoiostase 
(T_aLMAO~, ELLm~, 1958; J ~ r A u  BAu 1964; N~UMAN~, 1964; NO~DI~, 1964; 
McGReGor, 1964; NICHOSS, 1963, u. a.). Danaeh besteht das verfiigbare Calcium 
aus einer physikaliseh-ehemisehen Gesetzen _folgenden und dutch die Membran des 
umgebenden Zellsyneytiums gesteuerten Phase. Sic entsprieht unserer diffusen 
Fluoreseenz und seheint naeh den vorliegenden Beobaehtungen unter normalen 
Bedingungen entgegen der Annahme I~OBINSO~s (1964) die bedeutendere Fraktion 
zu sein. Die zweite Phase des verffigbaren CMeiums wird rein dureh eellul/ire 
Aktivit/~t mobilisiert und gesteuert. Sie entsprieht unserer perflaeungren pe r t  
eanalieulgren Fluoreseenz. Die osteoeyt/~re Aktivit~t ist aus mikroradiographisehen 
Untersuehungen sehwer-pathologiseh ver~nderter Knoehenproben und elektronen- 
mikroskopisehen Befunden bekannt. Die zur Untersuehung verwendete Methodik 

Virchows Arch. ]path. Anat. ,  ]3d. 341 3 
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erlaubt jedoch erstmalig routinem~l~ig die exakte Beurteilung der inneren und 
i~uf~eren Oberfli~che des Knochens bei gleichzeitiger optimaler cytologischer Unter- 
suchungsmSglichkeit. Sic gestattet zugleich aber auch die Integration morpho- 
logischer and biochemischer Untersuchungsergebnisse. 

Zusammenfassung 
Zum !Nachweis umschriebener Unterschiede der Kalkdichte wurde eine 

spezielle Phasenkontrastmethode eingesetzt, die der 1Viikroradiographie gegeniiber 
den Vorteil besserer StrukturauflSsung, geringeren technischen Aufwandes bei 
gleichzeitig guter cytologischer BeurteilungsmSglichkeit besitzt. Die vergleichende 
Anf~rbung der Schnitte erlaubt die Unterscheidung onkotischer, aktiv osteo- 
clastischer und osteolytischer Vorg/~nge um Osteocyten. Dutch die phasen- 
kontrastmikroskopischen Untersuchungen tetracyclinmarkierter Knochenproben 
kSnnen auf Grund verschiedener morphologischer Charakteristica zwei verschie- 
dene Phasen des,,verffigbaren Calciums" nachgewiesen werden. Im Bereich gering 
verkalkter KnochenoberflKchen finder sich eine diffuse, um voll verkalkte Osteo- 
cytenlacunen und Osteocytencanaliculi eine scharf begrenzte Fraktion. Die 
mineralstoffwechselphysiologische Bedeutung dieser beiden Fraktionen wird in 
Beziehung zu neueren biochemischen Untersuchungen gesetzt. 

0steocyte 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 tetracycline 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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