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Electron-Microscopic and Microradiographic Findings in Bones o/Rats 
Treated with Dihydrotachysterol 

Summary. Rats were treated with Dihydrotachysterol (0.l mg twice a week) and the 
following electron microscopic and microradiographic findings were made: 

1. The cancellous bone of the epiphysis and metaphysis were sclerotized by newly formed 
bone which appears in the microradiogramm to be incompletely calcified. 

2. Electron microscopically and microradiographieally there were decalcified regions 
around numerous osteocytc lacunae. In the old, fully calcified bone these altered lacunae 
were arranged in small groups; in the young, incompletely calcified bone they were dispersed 
more homogenously. 

3. In the mucopolysaccharide sheath of many osteocytes we found different quantities 
of a material made up of fine, electron-dense particles. We presume this material to be free 
calcium dissolved from the surrounding bone matrix. 

We consider these alterations to be the morphological equivalent of osteoeytic activity in 
the metabolism of calcium. ~Te discuss the relationship of these alterations to "periosteocytic 
osteolysis" and "onkosis". 

Zusammen/assung. Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie und der Mikroradiographie wurde 
der Knochen yon I~atten untersucht, die mit 2real 0,1 mg/Woche Dihydrotachysterin behan- 
delt worden waren. Dabei erhoben wir folgende Befuude: 

1. Durch Neubildung clues mikroradiographisch schwach verkalkt erseheinenden Kno- 
chens wird die Spongiosa der Epi- und ~Ietaphyse sklerosiert. 

2. Elektronenmikroskopiseh und mikroradiographisch sieht man um zahlreiche Osteocyten 
EntkalkungshSfe; sie liegen im alten, roll verkalkten Knochen in Gruppen, im jungen, schwach 
verkalkten Knochen mehr gleichm~13ig verteilt. 

3. In der periosteocyt~ren 1Vfucopolysaccharidscheide finder sich bei eincr groBen Zahl 
yon Zellen in wechselnder 1V[engc ein aus feinen, elektronendichten Partikeln bestehendes 
Material; dieses Material wird als freies Calcium angesehen, welches aus der periosteocyt~ren 
Grundsubstanz stammt. 

Die beschriebenen Ver~nderungen werden als morphologischer Ausdruck einer Aktivit/~t 
der Osteocyten im Caleiumstoffwechsel aufgefaBt. Ihre Beziehungen zur periosteoeytgren 
Osteolyse und zur Onkose wcrden diskutiert. 

Der Vi tamin  D-Abk6mmling  Dihydrotaehys ter in  (DHT) /£hnelt in seiner 
Wirkung  dem Nebenschflddrf isenhormon;  es erh6ht  den Serum-Calcium-Spiegel 
(v. BRAND et al., 1932). Seine Wirkungsweise und  seine Angriffspunkte im Cal- 
ciumstoffwechsel wurden bereits vielfach un te rsuch t  (s. REMAGEN, 1968). Un te r  
anderem konnte  einer yon uns  (REMAGEN, 1967) dureh radiochemische Unter-  
suchungen des Calciumstoffweehsels a n h a n d  eines Stoffwechse]modells (AvBE~T 

* Mit Unterstiitzung der DFG durchgefiihrt. 
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et al., 1960) mi t  Hflfe von  Calcium 45 zeigen, dab D H T  neben  der Calcium- 
resorption aus dem Darm auch die Mineralmobil isat ion im Knochen  versti~rkt. 
Bei der Mineralmobfl isat ion spielen - -  neben  dem osteoklastischen Knoehen-  
abbau  - -  die Osteocyten eine wesentliche Rolle (BI~LANOE~ el~ al., 1965). Bei 
unseren Stoffwechseluntersuchungen mi t  D H T  erhob sich daher die Frage, ob 
die Aktivi t / i t  der Osteocyten bei der Calciummobil isat ion morphologisch nach- 
weisbar ist. Ziel der vorl iegenden Unte r suchung  ist es, mi t  Hilfe der Elektronen-  
mikroskopie u n d  der Mikroradiographie diese Frage zu beantwor ten .  

Material und Methoden 

Zu unseren Versuchen verwendeten wir weibliche Ratten (Wistar CFM) von 150--160 g 
Gewicht. Die Versuchstiere erhielten 2real wSchentlich 0,1 mg (insgesamt 0,6 mg) DHT in 
~ais51 gel5st dureh die Schlundsonde. 

F fir den elektronenmikroskopischen Tell der Untersuchung benutzten wir 10 Versuchs- 
und 3 Kontrolltiere. Wir tSteten die Tiere in Athernarkose durch ErSffnung der Brustaorta 
und legten das distale Ende des Femur so schnell wie m5glich frei, brachen die Epiphyse ab 
und zerlegten den metaphys~ren Xnochen unter gepuffertem 1%igem Osmiumtetroxyd yon 
4 ° C mit der Rasierklinge in Stfiekchen yon etwa 0,5 mm Kantenlgnge. Der Zeitraum zwischen 
T5tung und Einbringung des Knochens in die Fixierflfissigkeit betrug maximal ] min. lqach 
zweistfindiger Fixierung wurden die Stfickchen in PufferlSsung gespfilt, fiber eine aufsteigende 
Acetonreihe entw~ssert und in Araldit eingebettet. Mit dem Porter-Blum-~ikrotom fertigten 
wir unter Verwendung eines Diamantmessers Feinschnitte an, kontrastierten die Schnitte 
tells mit Bleicitrat, teils mit Uranylacetat und untersuchten sie mit dem Siemens-Elmiskop I. 
Von einzelnen VersuchstierblSckchen wurden, parallel zu den anderen, Schnitte direkt in 
einer gesgttigten LSsung yon terti~rem Caleiumphosphat aufgefangen und unkontrastiert 
untersucht. 

Ffir die Mikroradiographie standen uns aus den Stoffwechseluntersuchungen (~EM[AGEN, 
1967) yon 30 intakten Versuchs- und 30 Kontrolltieren jeweils die Hglften der Femurkondylen 
sowie yon 21 thyreoparathyreoidektomierten Versuehstieren auBer den Femurkondylen der 
Tibiakopf, mehrere Wirbel, die Knorpelknochengrenze von drei l%ippen und eine Unterkiefer- 
h~lfte zur Verffigung. Die Knochen wurden in dreimal gewechseltem Aceton-Alkohol abs. ~-~ 
fixiert, entfettet und entw~ssert und dann unentkalkt in Methylmethacrylat (Methylmetha- 
crylat 10 ml; Benzoylperoxyd 0,2 g; Poly~thylenglyko14000 4 g) nach Durchtr~nkung (2mal 
gewechselt) m5g]ichst hart eingebettet. Wir zerlegten die B15cke mit der Mikros~ge naeh 
WAG~ER (1965) (Firma Jung, Heidelberg) in ca. 100 ~ dicke Sggeschnitte und schliffen yon 
Hand auf eine Dicke yon durchschnittlich 50--60 ~ nach. Von diesen Schliffen fertigten wir 
mit dem Mikroradiographieapparat Philips CMR 5 auf Kodak spectroscopic safety film, 
type 649 Gtt, Kontaktaufnahmen bei 2 mA und 4,5 kV an und entwickelten sie mit Gevaert 
G 230 konstant 10 rain. Wir vergrSBerten die Mikroradiogramme mit dem Zeiss-Photomikro- 
skop naeh. 

Ergebnisse 
1. Ele]ctronenmi]cros~opische Untersuchung 

a) Kontrolltiere. Die Knochenzel len sind auch im Di innschn i t t  zumeist  spinde- 
lig geformt. Der Zellkern n i m m t  gewShnlich den grSBten Teil der Zelle ein. Eine 
typische doppelte K e r n m e m b r a n  grenzt  ihn vom Cytoplasma ab. Die Kernsub-  
stanz ist feinkSrnig u n d  ziemlich gleichmi~l~ig verteilt .  Das Cytoplasm& enthi~lt 
mi~Big viele, ziemlieh geschwollene Mitoehondrien mi t  deutlich s ichtbaren Cristae. 
Das wechselnd gut  ausgepr~gte rauhe endoplasmatische Ret ieu lum ist teilweise 
zu Zis ternen erweitert ;  ferner l inden  sieh Ansehni t te  des Golgi-Apparates sowie 
meist  rundliehe,  ziemlich elektronendiehte  Einschliisse yon  der GrSBe der Mito- 
chondrien, sog. dense bodies, die wohl Lysosomen entsprechen. Aul3erdem sieht 
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Abb. 1. Elektronenmikroskopisches Bild eines regelhaften Osteocyten. Im breiten Cyto- 
plasma zah]reiche Zellorganellen und Einschlfisse. Die Zellmembran ist m~gig gebuchtet, die 
Mucopolysaccharidscheide sehmal. Die verkalkte Grundsubstanz erseheint hier an der Grenze 
gegen die ZellhShle deutlich aufgerauht. In der Zellscheide einige Kollagenfibrillen. 28000 ×. 
Bedeutung der Bezifferung: 1 Kern, 2 Mitochondrien, 3 endoplasmatisches Retieulum mit 
Zisternen, 4 Ribosomen, 5 Golgi-Zone, 6 Glykogen, 7 "dense bodies", 8 Zellfortsgtze, 9 Zell- 
membran (diinne Pfeile), 10 ~ueopolysaccharidscheide (zwischen --), 11 feine Kollagenfibril- 
len, 12freies Calcium, 13 ,,osmiophile Lamina" (dieke Pfeile), ldverkalkte interlacun~re 

Matrix, 15 Entkalkungsbezirke 

m a n  freie R ibosomen  sowie GlykogenkOrnchen.  Die Ze l lmembran  ist  im all- 
gemeinen fMtenfrei,  gelegentl ich aber  such  s ta rker  gebueh te t  und  gefa] tet  oder  
in F o r m  yon Mikrovil l i  susgezogen;  sie u m g i b t  such  die Zellsusl£ufer,  die sich 
h~tufiger aufgabeln,  bevor  sic in die Ksn/~lchen der  Grundsubs tanz  e int re ten.  Der  
R a u m  zwisehen der  Ze l lmembran  und der  ve rka lk t en  e lek t ronend ich ten  Grund-  
subs tanz  is t  meis t  schmsl ,  oft  nur  sps l t f6 rmig ;  er en t sp r ieh t  der  Mucopoly-  
sscehar idscheide  der Zelle und  enth~tlt vielfach feine quergestreif te ,  ungeordne t  
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Abb. 2. Elektronenmikroskopisches Bild des Osteocyten eines Versuchstieres. Die Zellorga- 
nellen gleichen denen der regelhaiten Zelle in Abb. 1. In der stark verbreiterten Zellscheide 
zahlreiche Anschnitte yon Zellforts~tzen und, in ungleichm~Giger Verteilung, reichlich freies 
Calcium. Oben im Bild ein erweiterter Kan~lchenabgang, der ebenfalls Calcium enth~lt. 

38500 × 

l iegende Fibrf l len.  Die ve rka lk t e  Grundsubs tanz  grenzt  u n v e r m i t t e l t  an  die Muco- 
polysacchar idscheide .  Die Begrenzung der  KnochenhShle  is t  vielfach gla t t ,  die 
Zellscheide spa l t f6rmig  und  die Z d l m e m b r a n  eben. U m  andere  Knochenze l len  
is t  die Grenzlinie der  ve rka lk t en  Knocheng rundsubs t anz  r auh ;  kurze  nade la r t ige  
Zacken ragen in die Zellscheide vor. Die Zellscheide is t  an  diesen Stellen gewShn- 
lich brei ter ,  die Ze l lmembran  s ta rker  gegliedert .  I n  der  ve rka lk t en  Knochen-  
g rundsubs tanz  is t  n u t  ge]egentlich die Quers t re i fung der  Kol lagenf ibr i l len  er- 
kennba r  (Abb. 1). 

b) Versuchstiere. Die Cytoplasm aorg~nellen und  die Cytopl~smaeinschl i isse  in 
den  Knochenze l len  un te rsche iden  sich pr inzipiel l  n ich t  yon denen der  Kont ro l l -  
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Abb. 3. Elektronenmikroskopisches Bild des Osteocyten eines Versuchstieres. Stark geschwol- 
]erie Mitochondrien. l~eichlich freies Calcium und viele feine Kollagenfibrillen in der breiten 
Zellscheide. Durch ausgedehnte Entkalkung der ZellhShlenwand ist die ,,osmiophile Lamina" 

freigelegt. 38 500 × 

tiere. Dagegen ist die Zellmembran der Osteocyten meist st/irker eingebuchtet 
und gefaltet. Der wesentliche Unterschied zu den Kontrollen besteht in der star- 
ken Verbreiterung der Mucopolysaccharidscheide; diese enth~It auch hier feine 
qnergestreiite Kollagenfibrillen. Ferner finder man in der Mucopolysaccharid- 
scheide zahlreicher ZellhShlen, entweder gleichm~Big rein verteilt oder streifem 
fSrmig zusammengeschoben und geh/~uft, sehr kleine nadelartige Partikel yon der 
Elektronendichte der verkalkten Grundsubstanz. Diese Partikel liegen auch in 
Buchten der Zellmembran und in den gelegentlich erweiterten Kan£1chenabg£n- 
gen (Abb. 2). 

Nur selten sieht man glatt  begreuzte Zellh5hlen; meist ist die Wand stark auf- 
gerauht und mit  unregelm/~l~igen Zacken versehen. Der angrenzende Tell der 
Knochengrundsubstanz ist bei einem Tell der Zellen yon regelhafter Elektronen- 
dichte, bei anderen aber fleckfSrmig oder durchgehend aufgehellt, so dab die 
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quergestreiften Kollagenfibrillen in wechselnder Ausdehnung sichtbar werden. 
Diese H6fe verminderter Diehte werden gegen die Zellseheide fast immer dureh 
einen schmMen, deutlieh diehteren Saum abgegrenzt (Abb. 3). 

Die auf gesgttigter CMeiumphosphatl6sung aufgefangenen und nieht kontra- 
stierten Sehnitte zeigen die gleiehen Vergnderungen in der Zellscheide und in der 
umgebenden Grundsubstanz. Die Feinstruktur des Cytoplasma ist aus versthnd- 
lichen Grtinden nur angedeutet zu erkennen. 

2. Mikroradiographische Unter8uchung 
a) Kontrolltiere. Die Kontrolltiere dieser Versuchsserie wurdcn mit  gleich 

schweren Versuchstieren paargefiittert. Da die Versuchstiere teilweise schlecht 
fragcn, ist dadurch auch die Calciumaufnahme der Kontrolltiere teilweise erheb- 
lich verringert. Bei Tieren mit hoher Calciumaufnahme finden sich nur vereinzelt 
erweiterte Osteocytenh6hlen mit  unscharfer Begrenzung, w~hrend die fiberwie- 
gende Mehrzahl der HShlen klein, spindelf6rmig und scharf begrenzt ist. Bei 
Tieren mit geringerer CMcium~ufnahme sind die erweiterten Osteocytenh6hlen 
etwas zahlreicher. 

b) Versuchstiere. Bei den Versuchstieren mit geringer Calciumaufnahme weisen 
zahlreiche Osteone in der Corticalis der Diaphyse eine deutlich geringere Strahlen- 
dichte auf. In  der Epi- und Metaphyse finder man zwischen den Mten Spongiosa- 
b/~lkchen wechselnd viel neu angebauten Knochen, der die Markr~ume entspre- 
chend stark cinengt und das Bild einer Sklerose hervorruft. Dieser ,,Sklerose- 
knochen" ist deutlich sehw~cher verkalkt  Ms die alte Spongiosa (Abb. 4). Sowohl 
im jungen als auch im Mten Knochen sind zahlreiche OsteocytenhShlen ausgewei- 
tet  und unscharf begrcnzt. I m  alten, roll  verkMkten Knochen liegen sie meist 
in kleinen Gruppen beisammen; die Grundsubstanz ist in diesem Bereich in 
wechselndem Grade verst~rkt strahlendurchl~ssig (Abb. 5). I m  schwach verkalk- 
ten, jungen Knochen sind die ver/~nderten Osteocytenh6hlen mehr gleichm~gig 
verteilt zu linden. Auch hier kann durch eine diffus verminderte Strahlendichte 
der Grundsubstanz der Eindruck eines ,Zusammenfliegcns" der Zellh6hlen ent- 
stehen (Abb. 6). Bei starker VergrSBerung kann man gelegentlich die erweiterten 
Kan/~lchen erkennen. 

Diskussi0n 

Unsere Befunde lassen sich folgendermagen zusammenfassen: In  dem unter- 
suchten Knochen unserer Versuchstiere rief die DItT-Behandlung eine Sklero- 
sierung der Spongiosa dutch Anbau eines jungen, schwach verkalkten Knochens 
an die alten B/~lkchen hervor, l m  alten und jungen Knochen erschienen Osteo- 
cytenhShlen erweitert und unscharf begrenzt. Diese EntkMknngsh6fe um die 
Osteoeyten waren aueh elektronenmikroskopiseh naehweisbar. Ferner war die 
Mucopolysaeeharidseheide zwisehen Osteocyt und Zellh6hlenwand deutlieh ver- 
breitert und enthielt vielfaeh eine feindisperse Substanz mit der gleiehen Elek- 
tronendichte wie die verkalkte Grundsubstanz. 

Die Sklerosierung der Spongiosa der R6hrenknochen nach lgnger andauernder 
Behandlung mit  D I t T  wurde bereits yon L~NEL (1941) sowie EGE~ et M. (1942) 
beobachtet.  L ~ n L  betrachtete die Sklerose als Endstadium der morphologischen 
Veri~nderungen. Dieser junge Skleroseknochen befindet sich wahrscheinlich auf 
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dem Wege zur vollst/~ndigen VerkMkung. Es ist jedoch auch m6glich und lgBt 
sich aufgrund der mikroradiographischen Bilder nicht ausschlieBen, dab dieser 
Knochen aueh sekund/~r entkalkt  wurde, wie HEVCK (1961, 1965) bei /ihnlichen 
Befunden am menschlichen Knochen annahm. 

Die mikroradiographisch und elektronenmikroskopisch um OsteocytenhShlen 
nachweisbaren Entkalkungsh6fe sind die Folge einer Calciummobilisation durch 
die Zelle im Rahmen des durch D I I T  gesteigerten Calciumstoffwechsels. Die nach 
der Methode yon BOOTa~OYD (1964) durchgeffihrten Kontrollen schlieBen die 
M6glichkeit aus, dab diese Entkalkungsh6fe dutch die Einwirkung w/~Briger 
L6sungen bei der Prgparation entstanden sind. Auf den mikroradiographischen 
Bfldern kann man feststellen, dab die EntkMkungshSfe in charakteristischer 
Weise gruppenf6rmig im alten und mehr gleiehmgBig verteilt im jungen Knoehen 
angeordnet sind. Diese Verteilung gleicht derjenigen yon Knoehenver/inderungen 
um Osteocyten, wie sic yon ]~]~LANGER et gl. (1965), v. ~:~ECKLINGKAUSEN (1910) 
und HEUCK (1961--1966) beschrieben wurden. BI~LANGEI¢ pr/tgte ffir die yon ihm 
beobachteten Vergnderungen um die Knochenzelle den Ausdruck ,,periosteo- 
cyti~re Osteolyse", da er mit  histo]ogischen und histochemischen Methoden auch 
einen Abbau organischer Grundsubstanz um die Zelle nachweisen konnte. 
v. RECKLINGIIAUSEN besehrieb eine ]ichtmikroskopisch bei Rachitis und Osteo- 
malacie sichtbare Erweiterung der H6hle yon Osteocyten mit gleiehzeitiger Nekro- 
biose der Zelle unter dem Namen ,,Onkose". Er  nahm an, dab die Onkose Aus- 
druck einer Aktivit/~t der Zellen im CMciumstoffwechsel sei; diese Vorstellungen 
fiber die Onkose sowie die LokMisation dieser Ver/~nderung wurden sp/~ter yon 
der Genfer Schule (s. KIND, 1950/51) aufgegriIfen und eingehend diskutiert. Auch 
BI~LANGER ver t ra t  die Auffassung, dab die periosteocytgre Osteolyse Folge einer 
Stoffwechselaktivitgt der Zelle sei. Einer yon uns (ItEUCK, 1961) konnte bei 
Untersuehungen menschlicher Osteopathien zeigen, dal3 die Osteocyten auf die 
lokalen Vorg/~nge der MinerMisation nnd Demineralisation einen richtungsweisen- 
den EinfluB ausfiben. 

Diese Vorstellungen erhMten durch unsere Befunde in der Mucopolysaecharid- 
scheide der Osteocyten eine weitere, sehr wesentliche Stfitze: Das in der Zell- 
scheide naehgewiesene, aus feinen Nade]n bestehende Material entsprieht in seiner 
Struktur den Ablagerungen, die yon anderen Autoren (DUDLEY et al., 1961; 
I IA~cox  et al., 1962; COOPE~ et al., 1966; I~oE~ et al., 1967) zwisehen den Mikro- 
villi und im Zellinneren yon Osteoklasten gefunden und als Calciumsalz angespro- 
chen wurden. Wir hMten diese feinen Partikel gleichfalls ffir Calcium und 
schlieBen daher aus unseren Befunden, dab die Osteocyten am Mineralstoffwechsel 
teilnehmen: Wird der Stoffweehsel - -  wie in unserem Experiment  - -  fiber das 
physiologisehe MaB gesteigert, so mobilisieren die Osteocyten in ihrer Umgebung 
Calcium in solcher Menge, dab es morphologisch in der Zellscheide nachweisbar 
wird. Die Oberfl/iche der an die Osteocytenh6hlen und die Knochenkan/~]chen 
grenzenden Grundsubstanz ist auBerordentlieh groB; BAuD (1962) gab sie mit  
250 mm2/mm a Knoehensubstanz an. Sic ermSglieht daher eine schnelle Mobili- 
sation, ohne dab organische Grundsubstanz aufgelSst werden mfiBte. Diese Stoff- 
wechselvorg/tnge laufen nach den Vorstellungen yon WASSE]~MAN~ et al. (1965) 
in der den Osteocyten und seine Ausl/~ufer umgebenden Mucopolysaccharidscheide 
ab, was durch unsere elektronenmikroskopischen Befunde best/~tigt wird. 
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Unsere elektronenmikroskopischen Bilder zeigen die gleiche Feinstruktur der 
Osteocytem wie sie yon anderen Autoren dargestellt wurde (RosISSO~ et al., 1958 ; 
DuDLeY et al., 1961 ; BAuD eg al., 1962 ; WASS~RMANS et al., 1965). Zu der Kon- 
troverse fiber die Faserstruktur der unmittelbar an die OsteoeytenhShle grenzen- 
den Grundsubstanz k6nnen wir nieht Stellung nehmen, da wit nur unentkalktes 
Material untersuchten. An der Grenze zwischen Zellscheide und verkalkter 
Grundsubstai~z fanden wir, wenn der Entkalkungshof  starker ausgepr/~g~ war, 
als dunklen Saum die yon W A s s ~ r A ~ - 5  - et al. (1965) beschriebene ,,osmiophile 
Lamina"; sie wurde aueh yon C o o ~ s ~  et al. (1966) beschrieben und yon D~rDL~Y 
et al. (1961) abgebildet. WASSE~A~CS et ah waren nieht sicher, ob es sieh um 
eine eigene Struktur handele, und BAUD et al. (1963) fa t ten  sie als ein Artefakt 
auf. Die yon uns fast immer beobachteten feinen Fibrillen in der Mucopoly- 
saccharidscheide wurden auch yon BAirD et al. (1962) und W A S S ~ a ~ A ~  et al. 
(1965) beschrieben, wogegen DuDLeY et al. (1961) die Zellseheide faserfrei fanden. 
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