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Nach einer einmaligen Injektion von Parathormon tritt eine massive Knochen-
resorption ein, welche von einer langsamer ablaufenden Regenerationsphase ge-
folgt wird. Mit Hilfe von 3H-Thymidin, einem spezifischen DNS-Vorldufer, konnte
die Entstehung der gehéuft auftretenden Osteoclasten abgeklirt werden (Romw,
1965). Auf dem Hohepunkt der Parathormonwirkung lassen sich 40 min nach der
Injektion von *H-Thymidin keine markierten Osteoclastenkerne nachweisen, d.h.
in den Osteoclasten findet keine DNS-Neusynthese statt. Dieser Befund spricht
fiir eine Entstehung der Osteoclasten durch Fusion. An dieser Fusion sind sowchl
die Préosteoblasten, als auch die Osteoblasten beteiligt. Der Vorgang des Knochen-
abbaues ist bisher weitgehend ungeklart, das Schicksal der aufgelosten organi-
schen und anorganischen Knochenmatrix nach der Auflésung unbekannt.

In der vorliegenden Arbeit soll der Mechanismus des Knochenabbaues unter
besonderer Berticksichtigung einer mdglichen Speicherfunktion der Osteoclasten
elektronenmikroskopisch untersucht werden.

Methodik

Zwolf weibliche, 150—180 g schwere Wistarratten erhalten zu Versuchsbeginn eine ein-
malige Injektion einer mittleren Dosis von je 200 I. E. Parathormon (Lilly) i.p., und werden
15 min, 1, 2, 6, 12, 24 und 48 Std nach der Hormongabe durch Decapitation getotet.

Die primére Spongiosa der proximalen Tibiaepiphysenfuge wird in Blécke von 1 mm
Kantenlinge geschnitten und bei 4°C wihrend 4—6 Std in Glutardialdehyd (pH 7,4, Na-
Veronalacetatpuffer) fixiert. Nach einer Zwischenwésserung in einem Na-Veronalacetatpuffer
werden die Organstiicke 2 Std in OsO, (pH 7,4) nachfixiert, und iiber die aufsteigende Alkohol-
reihe in Epon 812 eingebettet. Zur Ermittlung der geeigneten Knochenpartien werden semi-
dicke Schnitte (2000—2500 A) hergestellt. Nachkontrastierung der Ultradiinnschnitte mit der
Bleifairbung nach Karxvovsky (1961). Auswertung der Ultradiinnschnitte mit dem Zeiss-
Elektronenmikroskop EM 9 (Baujahr 1964).

Ergebnisse
Das Zellbild des normalen Knochens wird beherrscht durch das Auftreten von
Osteoblasten, (Abb. 1). Das hochentwickelte rauhe endoplasmatische Reticulum der
Osteoblasten entspricht der lichtmikroskopischen Basophilie. Ks bildet ein weit-
verzweigtes Kanalsystem, welches den groften Teil der Zelle ausfillt. Teilweise
erweitern sich die meist eng und dicht aneinanderliegenden Membranen des
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Ergastoplasmas zu Zisternen, deren Inhalt elektronendichter als das Grundeyto-
plasma ist, eine netzformige Anordnung zeigt und mit groffer Wahrscheinlichkeit
den Kollagenvorldufern entspricht. Die spéarlichen Mitochondrien liegen zwischen
den Anteilen des Ergastoplasmas eingestreut. Sie sind linglich bis oval und be-
sitzen eine deutlich erkennbare Doppelmembran und gut ausgebildete, parallel
angeordnete Cristae (Abb. 1). Der Zellkern befindet sich meist auf der dem Kno-
chenbilkchen abgewandten Seite. Ein Nucleolus ist fast immer vorhanden. Die

Abb. 1. Primire Tibiaspongiosa der Ratte, Kontrolle. Osteoblastenteilansicht. Das gut ausgebildete Ergasto-
plasma (ER) zeigt viele Zisternen. Der Golgikomplex () weist deutlich sichtbare Vesikel auf. Mitochondrien (M),
Pravssére Zone (POZ) mit kollagenen Fibrillen (Pfeil), Circa 14000:1 (2028/65)

Zellmembran bildet gegen die préaossdre Zone zu fingerartige Ausldufer, welche
oft tief in die noch unverkalkten kollagenen Fasern einstrahlen. Die préossire
Zone setzt sich aus zwei Regionen zusammen:

1. der zellnahen Region, in der unregelmafig angeordnete kollagene Fasern
ohne sichtbare Querbinderung liegen, und

2. der an die Mineralisationszone grenzenden Region (Abb. 1).

Dort finden sich in der Mehrzahl parallel angeordnete, vereinzelt bereits
verkalkte kollagene Fibrillen mit einer deutlichen Querbinderung. Die
Hydroxylapatitkristalle, am Ubergang zur verkalkten Matrix, setzen sich aus
nadelférmigen, verschieden langen Elementen zusammen. Meist sind diese

4%
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Kristalle entsprechend der Anordnung der kollagenen Fasern in der priaossiren
Zone parallel zueinander ausgerichtet.

Die frisch eingeschlossenen Osteocyten sind von einer, wenn auch nur schmalen,
priosséren Zone umgeben, die sich mit zunehmendem Abstand von der Minerali-
sationszone noch verschmadlert. Die Ausliufer des Cytoplasmas der Osteocyten
strahlen oft bis tief in die Canaliculi der verkalkten Matrix ein. Osteoclasten
lassen sich beim normalen Knochen nur ganz vereinzelt nachweisen. Sie kommen

Abb. 2. Primére Tibiaspongiosa der Ratte. Osteoclastenteilansicht. Zwischen den zahlreichen Mikrovilli liegen
viele feine Calciumhydroxylapatitkristalle (Pfeil). Die Knochenocberfliache ist aufgelockert. Cirea 36000:1 (3619/65)

lediglich an den Orten des intensiven Knochen- und Knorpelumbaues, d.h. in der
priméren und sekundiren Spongiosa vor.

Nach Parathormongabe hingegen ist die Zahl der Osteoclasten vermehrt, Inner-
halb von 12 Std nach der Hormoninjektion steigt der Prozentsatz der Osteo-
clasten, bezogen auf die Gesamtzahl der Knochenzellelemente, von 3% auf 12%
(Romr, 1962). Es lassen sich elektronenmikroskopisch zwei Osteoclastentypen
unterscheiden: eine aktive und eine ruhende Form.

Der aktive Osteoclast steht in engstem Kontakt mit dem Knochen. Die den
Knochen beriibrende Zellmembran zeigt sehr stark ausgebildete fingerartige Aus-
ldufer und Ausbuchtungen (Microvilli). Das Cytoplasma dieser Fortsdtze ist
bhomogen, elektronendichter als das ibrige Cytoplasma. Unter dem Microvilli-
besatz der Osteoclasten erscheint der verkalkie Knochen stark aufgelockert
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(Abb. 2). Der scharfe Ubergang von der verkalkten Knochenmatrix zur pri-
ossiren Zone, welche hier duBerst schmal ist, verschwindet. Die normalerweise
fast glatte Oberfliche der Knochen ist an manchen Stellen unterbrochen und 1af3t
viele feine Kristalle erkennen {Abb. 2). Diese Hydroxylapatitkristalle sind sehr
zahlreich zwischen den fingerartigen Fortsitzen der Osteoclasten zu finden, wo
sie sich parallel zur Plasmamembran anzuordnen scheinen. Derartige Kristalle
beobachtet man auch in Vacuolen der Osteoclasten (Abb. 3). Mit Hilfe von

Abb. 3. Primére Tibiaspongiosa der Ratte. Osteoclastenteilansicht mit Vacuolen (V), welche teilweise Kristalle
in sich einschlieBen (Pleil), Mitochondrien (M), Ergastoplasma (ER). Circa 12000:1 (3460/65)

Serienschnitten konnte nachgewiesen werden, dafi ein Teil dieser Vacuolen mit
der Zellmembran in Verbindung steht. Vacuolen treten in verschiedenen Groflen
auf. Thre Zabl und GréBe nimmt mit ihrer Entfernung vom Knochen ab. Die
Kristalle in den Vacuolen lagern sich meist peripher an die Vacuolenwand und
entsprechen den Hydroxylapatitkristallen des Knochens. In den meisten Zonen
der Knochenresorption kann die organische Matrix nicht nachgewiesen werden.
Nur ganz vereinzelt findet man feinste kollagene Fibrillen ohne Kristalle (Abb. 4).
Die dem Knochen abgewandte Zellmembran ist meist glatt und zeigt nur wenige,
diinnere und sehr kurze fingerartige Fortsitze. Die Zellkerne liegen im zentralen
Teil der Osteoclasten und besitzen meist einen deutlichen Nucleolus. Alle Kerne
weisen Einstiilpungen auf.
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Die perinucledr gelegenen Golgifelder sind meist stark entfaltet (Abb. 5). Da-
bei ist fir die Golgifelder der Osteoclasten charakteristisch, dafl nur wenig
vesiculdre Anteile vorhanden sind, und die sebr zahlreichen Lamellen lang ge-
streckt und parallel angeordnet sind. Die Mitochondrien sind sehr zahlreich.

Der ruhende Osteoclast steht nicht in unmittelbarer Beziehung mit den Kno-
chenbélkchen und besitzt eine sternformige Gestalt (Abb. 6). Seine Zellgrenze ist
glatt, d.h. ohne die fiir den aktiven Osteoclasten typischen fingerartigen Aus-

Abb. 4. Primare Tibiaspongiosa der Ratte, Osteoclastenteilansicht mit Mikrovillibesatz. In enger Nachbarschaft
der Mikrovilli finden sgich demaskierte kollagene Fibrillen (#) mit einer deutlichen Querbénderung, sowie freie
Kristalle (Pieil). Circa 17000:1 (3478/65)

buchtungen. Vacuolen sind nur selten anzutreffen. In ihrem Innern beobachtet
man keine Kristalle. Mitochondrien treten in gro8er Zabl auf. Das rauhe endo-
plasmatische Reticulum ist im Vergleich zum aktiven Osteoclasten weniger kraftig
ausgebildet.

Im Gegensatz zum normalen Knochen lassen sich 12 Std nach Parathormon-
injektion regelmiBig in unmittelbarem Kontakt mit der verschmélerten préa-
ossdren Zone Spindelzellen aufzeigen. Sie sind parallel zum Knochenbilkchen
ausgerichtet. In gleicher Richtung verlaufen im Zellinneren auch die Membranen
des stark entwickelten, dicht gelagerten, rauhen endoplasmatischen Reticulum,
welches sich nur selten zu kleinen Zisternen erweitert. Mitochondrien sind nur
wenig vorhanden.
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Diskussion
Die auffilligsten Verdnderungen am Knochen nach Parathormoneinwirkungen
lassen sich an den Orfen des intensivsten Spongiosaumbaues und Knochenliangen-
wachstums aufzeigen. Dabei bewirken bei jungen Ratten schon kleine Dosen von
Parathormon deutlich sichtbare Veranderungen des Knochens. Charakteristisch
fir jede Knochenresorption ist das Auftreten von ein- und mehrkernigen Osteo-
clasten. Obwohl lichtmikroskopisch in den Osteoclasten nie Knochensalze nach-

Abb. 5. Primare Tibiaspongiosa der Ratte. Osteoclastenteilansicht mit einem perinucleir gut ausgebildetem
Golgikomplex, welcher sich hauptséchlich aus Lamellen aufbaut (@), Mitochondrien (M), Zellkern (N). Circa17000:1
(3463/65)

gewiesen werden konnten, wurden organische Anteile der Knochenmatrix in den
Vacuolen dieser Zellen aufgefunden (Excer, 1952). Knochensalze sollen lediglich
in benachbarten Makrophagen vorkommen. Im Elektronenmikroskop dagegen
werden Kristalle, welche ganz frei von Kollagen erscheinen, in Vacuolen von
Osteoclasten beobachtet. Die Menge der Kristalle, die durch die Osteoclasten
aufgenommen wird, ist wahrscheinlich so gering, daB sie sich der lichtmikro-
skopischen Beobachtung entzieht.

An der Knochenoberfliche lassen sich nur selten in unmittelbarer Nachbar-
schaft von aktiven Osteoclasten demaskierte, d.h. von Kristallen freie kollagene
Fasern nachweisen. In den Osteoclasten selbst und deren Vacuolen sind keine
kollagenen Fasern zu sehen. Freie, nadelférmige Kristalle liegen hingegen tiberall
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am Knochenrand in enger Nachbarschaft zu aktiven Osteoclasten, ebenso zwi-
schen den Mikrovilli und in den Vacuolen im Zellinnern. Bei der forcierten Re-
sorptionstétigkeit nimmt die Zelle Kristalle auf, bevor diese vollstindig aufgelost
worden sind. Die Beobachtung an Serienschnitten, daf} ein Teil der Vacuolen noch
mit den Membranen der Microvilli in Verbindung steht, spricht fiir eine Phago-
cytose der Osteoclasten, wie dies auch fir andere mehrkernige Riesenzellen be-
kannt ist (vgl. z.B. LETTERER, 1959).

ADbb. 6 Primare Tibiaspongiosa der Ratte. Ruhender Osteoclast mit vier Kernanschnitten (), Ergastoplasma (ER)
und vielen Mitochondrien (M). Nucleolus (Pfeil). Circa 3400:1 (3465/65)

Die vorliegenden Ergebnisse ergeben keine sicheren Aufschliisse diber die Art
des Knochenabbaues durch die Osteoclasten.

Hingegen stehen sie im Gegensatz zu den Ansichten von Kériiker (1873),
MoLeax (1954, 1957), Urist und McLEax (1957), daf organische und anorgani-
sche Teile der Knochenmatrix gleichzeitig abgebaut und durch die Osteoclasten
,,verdaut‘‘ wiirden. Vielmehr kann man auf Grund der elektronenmikroskopischen
Beobachtungen annehmen, dafl die organische Matrix zuerst extracelluldr auf-
gelost oder abgebaut wird und sodann die freien Kristalle von den Osteoclasten
phagocytiert und verdaut werden (vgl. dazu auch Scorr und Prass, 1956;
CameroN und RoBmnsow, 1958; Gonzares und KarNovsky, 1961; KNESE und
Kwxoop, 1961; GOLDHABER, 1962 und Gartrarp, 1962). Der Osteoclast miifite
somit mindestens zwei Stoffe bilden: Eine Substanz, welche die organische
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Knochenmatrix, das Kollagen und den Mucopolysaccharidproteinkomplex, de-
polymerisjert und auflost, und einen zweiten Stoff, welcher die Knochenkristalle
zerstort. Der letztere Vorgang, der sich auch teilweise innerhalb der Zelle in den
Vacuolen abspielt, wurde auf eine Sdurewirkung zuriickgefiilhrt (GOLDHABER,
1962; GaiLrarp, 1962). Nach unseren Befunden scheint die anorganische Kno-
chenmatrix in den Osteoclasten angereichert und u.U. teilweise in die Blutbahn
abgegeben zu werden. Diese Speicherung ist wahrscheinlich an lysosomale Zell-
strukturen gebunden. Dafiir spricht auch der hohe Gehalt an saurer Phosphatase
in den Osteoclasten. Die Speicherfahigkeit der Osteoclasten konnte auch Gorp-
HABER (1962) durch eine Plutoniumanhiufung in Osteoclasten nach Resorption
eines vorher mit Plutonium markierten Knochens aufzeigen. Ahnliche Ergebnisse
erhielten schlieBlich ArRNorD und JEE (1957) bei der autoradiographischen Unter-
suchung des Knochens nach Injektion von 29Pu.

Fir die Resorption oder besser nach Dopps (1932) ,,removal oder ,,destruc-
tion“, der organischen Matrix wird ein proteolytisch enzymatischer Prozefl an-
genommen (NEUMANN, 1960 ; Kxess und Kxoop, 1961). Bei der aktiven Knochen-
resorption wird zundchst durch enzymatische Spaltung das Kollagen zu Peptiden
abgebaut (STERN u. Mitarb., 1965). Diese Spaltprodukte gleichen in GriéBe und
Aminosdurenzusammensetzung denjenigen, welche bei der Kollagenauflésung
durch bakterielle Kollagenase entstehen.

Diese Peptide kénnten sodann teilweise durch andere Enzyme in freie Amino-
sduren gespalten und daraufhin durch das Blut abtransportiert werden. Tatsdch-
lich ist nach Parathormoninjektion der Mucoproteingehalt des Serum erh&ht
(Exerr, 1952).

Auch die elektronenmikroskopischen Befunde sprechen gesamthaft fiir einen
solchen enzymatischen Vorgang. Dabei entziehen sich allerdings schon die Peptide
und erst recht die freien Aminosiuren der Darstellung, da sie wihrend der Pri-
paration groBtenteils herausgelost werden. Die grofie Zahl von Mitochondrien in
den Osteoclasten unterstreicht den groBen Energieverbrauch dieser Zellen, welcher
fiir die ausgeprigte enzymatische und sekretorische, sowie fiir die phagoeytotische
und speichernde Aktivitdt der Osteoclasten erforderlich ist. Auch die enorme
OberflichenvergréBernng durch die Mikrovilli spricht fiir eine Resorptions- und
eine Sekretionsleistung der Zelle. HaNcox (1956) vermutete, daf3 die groBe Anzahl
von lichtmikroskopisch festgestellten Vacuolen in Osteoclasten sekretorischer
Natur sind. Allerdings zeigt das Vorhandensein von Kristallen und ihre enge Be-
ziehung zu den Mikrovilli, daf} zumindest ein Teil dieser Vacuolen eher als Aus-
druck einer Phagocytose, denn als solcher einer Sekretion aufzufassen ist. Fir
eine Speicherung von organischer Matrix in diesen Vacuolen ergeben sich jedoch
keine Anhaltspunkte. Lediglich kleinere aus dem Golgifeld stammende Vacuolen
koénnten sekretorischer Natur sein.

Der Golgikomplex ist in den Osteoclasten gut ausgebildet. Die Bedeutung
dieses Zellkompartiments fir Synthese- und Sekretionsvorginge der Zelle wurde
in jlingster Zeit auch elektronenmikroskopisch-autoradiographisch unterstrichen
(Rour, 1966). Dafiir, dal3 der lamellire Anteil des Golgifeldes ein Membran-
reservoir darstellt, konnte die Tatsache sprechen, daB in den aktiven Osteo-
clasten wohl grofie Golgifelder, jedoch nur wenig rauhes endoplasmatisches Re-
ticulum vorhanden ist. Umgekehrt zeigen die Osteoblasten mit dem sehr gut
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ausgebildeten rauhen endoplasmatischen Reticulum nur wenig Golgilamellen. Unter
der Annahme, daB die Osteoclasten durch Fusion von Priosteoblasten und Osteo-
blasten entstehen (Romgr, 1964), miilten sich die Membranen des Frgastoplasma
zuriickbilden. Fir die Bedeutung des Golgifeldes als Membranreservoir konnte
schlielich die Beobachtung sprechen, daf der Osteoclast mehr lamelldre als
vesiculire Membransysteme aufweist.

Dag Schicksal der Osteoclasten nach Beendigung ihrer Tatigkeit ist ungeklért.
Diese Zellen besitzen eine verhiltnismaBig kurze Lebensdauer von etwa 12 Std
(vgl. dazu auch Tonwa, 1960; GOLDHABER, 1962; RouR, 1964). Zugrundegehende
Osteoclasten wurden bisher nicht beobachtet. Daher kénnte angenommen werden,
daB sich diese wieder in Osteoblasten und Priosteoblasten nmwandeln (HELLER,
1950; Toxwxa, 1960; Youna, 1962).

12 Std nach der Parathormongabe finden sich im Gegensatz zu den Befunden
am normalen Knochen regelméfiig in unmittelbarer Beziehung zu den Knochen-
balkchen spindelige Zellen, welche ein stark entwickeltes, enges Ergastoplasma
besitzen. Dabei handelt es sich u.E. um junge, noch nicht funktionstiichtige
Osteoblasten. Sie schieben sich oft keilformig zwischen die Osteoclasten und die
Reste der Knochenbélkchen und leiten so die Knochenneubildungsphase ein.

Zusammenfassung

1. Zur Priifung der Parathormonwirkung auf den Knochen erhalten 150 bis
180 g schwere Wistarratten je eine einmalige Dosis von 200 I. E. Parathormon i. p.
Diese Ratten werden in Intervallen von 15 min bis zu 48 Std getdtet. Zur elektro-
nenmikroskopischen Verarbeitung kommt die prozimale Tibiaepiphysentuge.

2. 6 Std nach der Parathormongabe treten die Osteoclasten in einer ruhenden
und in einer aktiven Form auf. Der aktive Osteoclast unterscheidet sich vom
ruhenden hauptsichlich durch seine Vacuolen mit freien Calciumhydroxylapatit-
kristallen, dem Mikrovillibesatz und den unmittelbaren Kontakt mit dem Kno-
chenbalkchen, welches zerstort wird. Die nicht verkalkte préossire Zone ver-
schwindet. Demaskiertes Kollagen 14t sich nur selten nachweisen.

3. Diese Befunde deuten auf einen enzymatisch bedingten Abbau der organi-
schen Matrix mit anschlieBender Phagocytose und ,,Verdauung® der freien an-
organischen Knochenmatrix hin.

Electronmicroseopie study of the mode of action of Parathormone on bone
Summary

Wistar rats weighing 150-—180 g received a single injection of 250 1.U. Para-
thormone i.p. Small pieces of the proximal part of the tibia were examined in
intervals from 15 min up to 48 hours.

Six hours after the injection of Parathormone two types of osteoclasts were
found: An inactive and an active type. The active osteoclast is represented by
vacuoles containing crystals of calciumhydroxyapatite, by a brush border and
by its intimal contact with the calcified bone. The non-calcified preosseous zone
disappears. Sometimes demasked collagen tibrils are found.

The results suggest an enzymatically conditioned destruction of the organic
bone matrix with subsequent phagocytosis and “digestion’ of the liberated in-
organic bone matrix.
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