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Elec t ron  Microscopic Demons t r a t i on  of the  Per ios teoeyt ie  Mat r ix  
b y  EDTA-Dcea le i f i ca t ion  of U l t r a t h i n  Sections 

Summary. The mineralization pattern of the periosteocytic matrix of cortical bone 
was examined by decalcifying ultrathin sections of the tibial metaphysis of female rats. 
Since contrast material is only absorbed by the non-mineralized osseous matrix the section 
decalcified sections show a negative of the mineralized tissue. Investigations of non- 
decalcified sections of bone made for comparison were performed. This method is useful 
for demonstrating the mineralization pattern of the periosteocytic matrix as well as for 
excluding artefacts in non-decalcified sections of bone. 

Zusammen[assung. An der Metaphysencorticalis der Tibia weiblicher Ilatten wurde der 
Mineralisationsgrad der periosteocyt/iren Matrix mit I-Iilfe der Schnittentkalkung untersucht. 
Da Kontrastmittel nur yon nichtmineralisiertem Knochengewebe aufgenommen werden, er- 
h/ilt man nach der Schnittentkalkung ein Negativbild der mineralisierten Knochenmatrix. 
Vergleichende Untersuchungen zn unentkalkten Schnitten wurden durchgeffihrt. Die Methode 
ist zur Darstellung des Mineralisationsgrades der periosteocyt/iren Matrix sowie zum Aus- 
schlug yon Artefakten an unentkalkten Knochenschnitten geeignet. 

Die Bedeu tung  des Osteocyten  f/it  die Ca lc ium-Hom6os tase  is t  in den le tz ten  
J a h r e n  ausffihrl ich darges te l l t  worden (Baud, 1962; B61anger, 1969; Cameron,  
1969; Talmage,  1970; Mat thews,  1970; B a u d  und  Auil, 1971). U l t r a s t ruk tu re l l e  
Ver£nderungen  sowohl des Os teocyten  als aueh  der  per ios teoeyt / i ren  Mat r ix  wur- 
den sowohl un te r  physiologischen Bedingungen  ( Jande  und  B61anger, 1971) 
als aueh  bei geste iger ter  Knochenreso rp t ion  (Remagen,  Caesar und  I t euek ,  
1968) besehrieben.  Dabe i  lieBen sieh die mi t  unterschiedl ichen Methoden  
der  F ixa t ion ,  E n t k a l k u n g  und  K o n t r a s t i e r u n g  erhobenen Befunde nu t  teilweise 
mi t e inander  vergleichen. Unk la rhe i t  bes t eh t  un te r  anderem fiber die A r t  und  
Ausdehnung  der osmiophi len Membran  bzw. der  Mucopolysaeehar idseheide  in 
der  W a n d  der  Osteoeytenh6hlen.  Da  sowohi der  Oberfl/iehe der  Laeunenwand  
als auch der  W a n d  der  Canalieul i  mi t  ihren  Osteocytenaus l /mfern  eine wesent-  
liehe Stoffwechsel funkt ion zugeordne t  worden ist, is t  die weitere  Aufk lgrung  
der  U l t r a s t r u k t u r  dieser Gewebsregion notwendig .  Wir  versneh ten  deshalb  eine 
geeignete Dars te l lung  der  pe r ios teoey tgren  Mat r ix  zu erreiehen. 

Material und Methodik 
Bei 10 weiblichen, 120 g schweren Sprague-Dawley-Ratten wurden beide Tibia durch 

Perfusion mit GIutaraldehyd fixiert (Donath und Delling, 1971). Nach der Fixation wurden 

* Mit Unterstfitznng dutch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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Abb. 1. Schnittentkalkte iKetaphysencorticalis der Rattentibia. Osteooyt bei experimentellem 
ttypoparathyreoidismus. Perfusionsfixation (Glutaraldehyd mit Cacodyl~tpuffer; Osmium- 
sEure), vor der Entk~lkung mit Uranylacetat kontrastiert. Minemlisierte ]3ezirke (B). 12300 × 

kleinere BlScke der Met~physencortic~lis zuges~gt, in Epon 812 eingebettet und mit dem 
Ultramikrotom (l~eiehert)~ feingeschnitten. Die Kontr~stierung je eines Sehnittes erfolgte 
mit Ur~nylacetat (Stenpak und W~nd, 1964), mit Bleicitmt (Ven~ble und Coggeshall, 1965) 

1 Mit freundlieher Unterstiitzung der Werner-Otto-Stiftung, H~mburg. 
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Abb. 2. Unentkatkte Metaphysencorticalis der gattentibia. Osteoeyt mit wei~em Osteocyten- 
hof bei experimentellem Hypoparathyreoidismus. Perfusionsfixation (Glutaraldehyd mit Caco- 
dylat~puffer; Osmiums~ure), Schnittkontrastierung mit Uranylaeetat und Bleieitrat. 12 300 × 

sowie in Kombination yon Uranylacetat und Bleicitrat. Jeweils ein korrespondierender 
Schnitt wurde mit einem Trolofen 1%iger EDTA-L6sung (pH 7,4; eingestellt mit Tri- 
iithanolamin) im Anschlul~ an die Kontrastierung entkalkt. Insgesamt warden pro Ge- 
webebl6ckchen 6 Schnitte mi~ dem Elektronenmikroskop Philips EM 300 untersucht. 
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Abb. 3. Unentkalkte Metaphysencorticalis der Rattentibia. Fehlender 0steocytenlacunen- 
raum zwischen Lacunenwand und Osteocytenoberfl~che. Experimenteller Hypopareathyroidis- 
mus. Perfusionsfixation (Glutaraldehyd mit Cacodylatpuffer; Osmiums~iure), Schnittkontra- 

stierung mit Uranylacetat und Bleicitrat. 12 300 × 

Ergebnisse 
I m  kont ras t ie r ten  Ul t rad i innschn i t t  k o m m t  es nach der E n t k a l k u n g  zur 

Negat ivdars te l lung der mineral is ier ten Knochenbezh-ke. Die verkalkte  Knochen-  
mat r ix  ist fiir Kon t r a s tmi t t e l  (Osmiumsgure, Uranylaee ta t ,  Bleici trat  u.a.)  n icht  



Periosteoeyt~tre Matrix nach Ultrad~nnschnitt-Entkalkung 309 

Abb. 4. Sehnittentkalkte Metaphyseneortiealis der gattentibia. Osmiophile Grenzzone (Z). 
Experimenteller Hypoparathyreoidismus. Perfusionsfixation (Glutaraldehyd mit Caeodylat- 
puffer, Osmiums~iure), Kontrastierung mit Uranylaeetat vor der Entkalkung. 12300 × 

erreichbar, da die Calciumapatitkristalle die kollagenen Fasern vollst/~ndig be- 
decken (Glimcher, 1968). Eine Anla.gerung yon Kontrastmit te l  an die Calcium- 
apatitkristalle wurde bei quanti tat iven Messungen (Intensit~ttsbestimmungen) 
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nieht beobaehtet. Bei der Entkalkung kontrastierter Sehnitte (Osmiumsgure und 
Uranylaeetat) wird Calcium, ebenso wie alle anderen bivMenten Kationen, dutch 
EDTA komplex gebunden und herausgelSst. Osmiums~ure und Uranylaeetat  
werden vom EDTA dagegen nieht angegriffen, so dab die nieht verkalkten Be- 
zirke kontrastiert, die verkMkten j edoeh unkontrastiert  dargestellt werden (Abb. 1). 
Je naeh Lage der Osteoeyten (markraumnah, zentral) weehselt die Struktur der 
perieellul~ren Matrix und die Weite der OsteoeytenhShle (Abb. 2). Die peri- 
eellul~re Matrix besteht bei markraumnahen Osteoeyten vorwiegend aus kollage- 
nen Fasern (Abb. 3), deren Verlauf yon der radi~ren zur parallelen Ausriehtung 
mit der Entfernung vom Markraum weehselt. Zwisehen den kollagenen Fasern 
liegt eine elektronenoptiseh hellere Grundsubstanz, die bei l~ngerer Entkalkung 
gel6st wird und im perieellul/tren Raum als floekiges Material erseheint. Sog. 
,,dense bodies", die aueh im niehtkontrastierten Sehnitt naehweisbar sind, ver- 
/~ndern ihre Diehte naeh EDTA-Entkalkung nieht. Die ~bergangszone vom un- 
verkalkten zum verkalkten Knoehen erseheint seharf abgegrenzt und erlaubt eine 
Aussage fiber die Gesamtbreite. Membran~hnliehe osmiophile Substanzen finden 
sieh in zentralen Absehnitten der Cortiealis im Bereieh der Mineralisationszone 
der Osteoeytenh6hle (Abb. 4). Aul3erdem kommt es zur Ausbildung dieser osmio- 
philen Grenzzone entlang der Canalieulae der Osteoeytenausl~tufer. Die osmio- 
philen Substanzen zeigen einen diskontinuierliehen Verlauf, der in der Osteo- 
eytenlaeune vielfaeh von kollagenen Fasern unterbroehen wird. 

Diskussion 

Sehenk und Riede (1971) fiihrten lichtmikroskopiseh vergleichende mikroradio- 
graphische Untersuehungen an teilentkalkter Femurcortiealis dureh. Elektronen- 
mikroskopiseh liegen bisher Untersuehungen entweder am bloekentkalkten oder 
am unentkalkten Material vor. F fir die Befunde, die am entkalkten Material er- 
hoben warden, blieb der EinfluB des EDTA ungekl~rt. F fir das unentkalkte 
Material wurde ein Einflug der Phosphatpuffer der FixierlSsung auf naehtr/~gliehe 
Caleiumphosphatniedersehl&ge diskutiert. Die Verwendung der untersehiedliehen 
Puffer (Caeodylat, s-Collidin) lieBen jedoch keinen Untersehied erkennen (Donath 
und Delling, 1971). Ebenso soll der p i t -Weft  und der Caleinmgehalt (l~emagen 
et M., 1968) der Streekflfissigkeit beim Feinsehneiden einen Einflul3 auf das 
Mineralisationsmuster haben. Die vergleiehenden Untersuehungen von bloekkon- 
trastierten unentkalkten und sehnittentkalkten Proben lieBen keine Untersehiede 
im Mineralisationsgrad der periosteoeyt/~ren Matrix erkennen. Dureh die Sehnitt- 
entkMkung ist eine eindeutige Darstellung der periosteoeyt~ren Matrix m6glich. 
In l~bereinstimmung mit Jande und Belanger (1971) kann eine reine Mueopoly- 
saeeharidseheide, wit sie yon Baud und Morgenthaler (1963), Cameron (1964) und 
l~emagen et al. (1968) vermutet  wurde, nieht naehgewiesen werden. In einzelnen, 
fiberwiegend/~lteren Osteoeyten kommt es dagegen zur Ausbildung einer unvoll- 
st~tndigen membran/~hnliehen osmiophilen Grenzzone, deren Funktion noeh unge- 
kl~rt ist (Cooper, Milgram und Robinson, 1966 ; Remagen et al., 1968). Besonders 
deutlieh tr i t t  diese Grenzzone an den Canalieulae der Osteoeytenausl/~ufer hervor. 
Funktionelle Ver~nderungen der Osteoeyten und damit der Knoehenmatrix 
werden dutch die Negativdarstellung erheblieh deutlieher dargestellt. 
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