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The Effect of Long-Term Calcitonin Administration on Bone Cells
and Bone Mineralization in the Rat

Summary. The effect of caleitonin on bone tissue was studied in rat cortical and trabe-
cular bone after long-term treatment. The aim of this study was to get exact data on calci-
tonin action on bone tissue by histomorphometry.

Histomorphometric analysis of bone alterations was performed using undecalcified longi-
tudinal as well as grounded cross sections of the tibial metaphysis and diaphysis.

In agreement with other authors our experimental results show that calcitonin inhibits
bone resorption. This inhibitory effect is not caused by a reduction of the number of osteo-
clasts but by a reduced cellular resorption activity of osteoclasts. Bone formation is not
affected by caleitonin in intact as well as in parathyroidectomized animals. On the contrary
bone mineralization is clearly improved under calcitonin administration in parathyroidecto-
mized rats. This favourable effect is probably caused by a direct hormonal influence on
calcium transport in the osteoblast.

Key words: Calcitonin — Bone remodelling — Bone mineralization — Histomorpho-
metry.

Zusammenfassung. In einer Langzeitstudie wurde mit gquantitativen histologischen Me-
thoden die Wirkung von Calcitonin an der Spongiosa und Corticalis der Ratte untersucht.
Neben den Verinderungen des Serumcalciums wurden Art und Ausmaf der Hemmwirkung
auf die Knochenresorption, sowie die Beeinflussung der Knochenneubildung und der Knochen-
mineralisation durch das Hormon beurteilt.

In Ubereinstimmung mit den bisherigen Ergebnissen anderer Autoren wird die Knochen-
resorption bei sonst unbehandelten Ratten durch Calcitonin gehemmt. Diese Hemmung ist
jedoch nicht durch eine Reduktion der Osteoklastenzahl, sondern durch eine Verminderung
der zelluliren Resorptionsleistung bedingt. Unter den gewiihlten Bedingungen beeinfluft
Calcitonin nicht die Matrixsynthese der Osteoblasten. Calcitonin férdert aber die Minerali-
sationsleistung der Osteoblasten bei parathyreoidektomierten Ratten, bei denen eine erhebliche
Mineralisationsstérung ausgebildet ist. Als Ursache fiir die verbesserte Mineralisation wird
eine direkte hormonale Beeinflussung des Mineraltransportes im Osteoblasten angenommen.

Einleitung

Calcitonin wirkt hypocaleidmisch und hypophosphatimisch (Hirsch ef al.,
1964 ; Raisz et al., 1967; Copp, 1970; Hirsch ef ol., 1973; Orimo und Hirsch, 1973;
Talmage et al., 1973). Die Bedeutung des Hormons fiir den menschlichen Orga-
nismus ist umstritten. Mit verschiedenen Methoden konnte nachgewiesen werden,
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daB Calcitonin die Knochenresorption hemmt (Friedman und Raisz, 1965;
Belanger und Rasmussen, 1968; Haddad und Avioli, 1970; Kallio ¢t al., 1972).
Unterschiedliche Auffassungen bestehen allerdings iber die Art der Calcitonin-
wirkung auf die Knochenresorption. In frilheren Untersuchungen wurde ange-
nommen, dafl die Zahl der Osteoclasten verringert wird (Foster et al., 1966;
Matrajt-Denys ef al., 1971). Andererseits zeigen neuere Arbeiten, dal} Calcitonin
offenbar nur die Osteoclastenaktivitdit hemmt (Zichner, 1974; Weisbrode und
Capen, 1974).

Da in der Regel keine isolierte Beeinflussung einer Knochenzelle, sondern
des gesamten Knochenzellsystems (Mesenchymzelle, Osteoblast, Osteocyt, Osteo-
clast) erfolgt, wird ein EinfluB des Calcitonins auch auf die Knochenneubildung
und Knochenmineralisation diskutiert. Kin erhohter Knochenanbau wurde nach
Calcitoningabe im Tierversuch beobachtet (Matrajt ef al., 1968; van Nguyen
and Jowsey, 1970), der ebenfalls bei lokalen Knochenumbauprozessen (Delling
und Gliickselig, 1971; Delling ef al., 1970) und extraossiren Knochenmatrix-
implantaten (Thompson and Urist, 1973) sowie in der Gewebekultur (Reynolds,
1968; Reynolds und Minkin, 1969; Reynolds und Dingle, 1970) nachweisbar war.
Andere Untersucher konnten dagegen diesen Calcitonineffekt weder in vitro
(Flanagan und Nichols, 1975) noch am intakten Tiermodell (Bellwinkel ef al.,
1971; Russel et al., 1973) bestétigen.

Diese unterschiedlichen Ergebnisse veranlafiten uns daher, eine experimentelle
Untersuchung mit folgenden Voraussetzungen durchzufiihren:

1. Verwendung verschiedener Calcitonindosierungen tiber einen langen Zeit-
raum, um eine Anpassung der Knochenzellen zu gewéhrleisten.

2. Die auftretenden Skeletverdnderungen sollten quantitativ getrennt nach
den Veridnderungen an der Corticalis und Spongiosa ausgewertet werden.

3. Da die Knochenmineralisation einen wesentlichen Teilprozess des Knochen-
umbaus darstellt, sollte der Einflufl des Hormons auf eine verzégert ablaufende
Mineralisation beim Hypoparathyreoidismus gesondert geprift werden.

Material und Methoden

60 weibliche Ratten (Wistar CFN) mit einem Korpergewicht von 150 g wurden in 6
Gruppen geteilt. 30 Tiere wurden durch Elektrokauterisation parathyreoidektomiert. Es
wurden nur solche Tiere als parathyreoidektomierte verwendet, deren Serumecalcium am
3. postoperativen Tag nach 24stiindigem Hungern unter 2.5 mval/l lag. 10 Epithelkérperchen-
intakte (INT) und 10 parathyreoidektomierte (PTX) Ratten dienten als Kontrollen. 10 INT
und 10 PTX Ratten erhielten 2mal 30 mE (MRC) Calcitonin tdglich im Abstand von 12 Std.
10 weitere INT und PTX Ratten erhielten jeweils 2mal 200 mE (MRC) Calecitonin. Verwendet
wurde extraktives Schweine-Calcitonin (Ciba, Basel) mit einer Aktivitdt von 8 MRC Ein-
heiten pro Ampulle. Der Ampulleninhalt wurde in 1 ml 0.1 mol Ameisenséure geldst und
anschlieBend mit 5% gepufferter Gelatinelosung (pH 4,6) weiter verdiinnt, so daB jedem Tier
jeweils zur Erreichung eines Depoteffektes 1 ml Gesamtlésung subcutan gespritzt wurde.
Die Kontrolltiere erhielten das Losungsmittel allein. Die Tiere wurden mit einer Altromindidt
(C 1000:Calciom 0,95%, Phosphor 0.80%, Vitamin D3 500 IE/kg) und Leitungswasser
ad libitum erngbrt. Dauer des Versuchs: 10 Wochen. Calcium im Serum wurde mit dem
Atomabsorptionsspektrophotometer (Perkin — Elmer, Typ 300) bestimmt. Zur Markierung der
Knochenmineralisation erhielten alle Tiere in wichentlichen Absténden intraperitoneal 10 mg
Oxytetracyclin (Vendarcin, Schering). Am Ende des Versuches wurde unmittelbar nach der
Tétung eine Tibia von jedem Tier entnommen und im oberen Drittel mit einer Diamantstige
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Tabelle 1. Histomorphometrie der Tibiacorticalis: Knochenanbau- und Knochenresorptions-

indexes
Al = Lo 100 (%)
(Anbau Index)
BL = Im 100 (%)
(Resorptions Index) Tt

T a (Treffer auf tetracyclinmarkierter subperiostaler Knochenanbaufliche).

T m (Treffer auf der Markraumflédche, deren Gréfie durch die endostale Knochenresorption
bedingt ist).

T t (Totale Trefferanzahl auf der Gesamtquerschnittsfliche einschlieBlich des Markraumes).

durchtrennt. Die Fixation erfolgte in Carnoy’scher Losung fiir 2 Stunden, anschlieBend
wurde das Gewebe dehydriert und nach Stiickfarbung in basischem Fuchsin in Acrylat chne
vorherige Entkalkung eingebettet (Delling, 1972). Von der proximalen Tibia wurden 5 p. dicke
Lingsschnitte angefertigt und nach Trichrom-Goldner und von Kossa gefirbt. Die quantita-
tive Analyse der Anbau- und Resorptionsoberflichen sowie der Knochenstraktur (Volumen-
dichte) wurde mit einem Integrationsokular durchgefithrt (Merz, 1967). 12 MeBfelder unmittel-
bar im AnschluB an die primére Erdifnungszone wurden an zwei Schnitten von jeder Tibia
bei einer VergroBerung von 300 ausgewertet.

50 p. dicke Querschliffe der Tibiadiaphyse 2 mm proximal des Abganges der Fibula
wurden auf wasserfestem NaBschleifpapier angefertigt. Die VergréBerungen (60fach) von
Mikroaufnahmen im uv-Licht der gesamten Tibiaguerschnitte wurden mit einem Punktzihl-
verfahren ebenfalls quantitativ ausgewertet. Bestimmt wurden die Gesamtquerschnittstliche,
die Markraumfliche sowie der neugebildete Knochen wihrend der Versuchsdauer (Tetra-
cyclin markierte Fliche). Um Unterschiede in der topographischen Héhe des Querschliffes
auszuschalten, wurden Knochenanbau und Knochenresorption in Form von Indices errechnet
(Tabelle 1).

Die statistische Signifikanz wurde nach dem #-Test nach Student gepriift. Die Mineralisa-
tion des Knochengewebes wurde auBerdem qualitativ untersucht. Eine eindeutige Abgren-
zung der 10 verschiedenen Mineralisationsfronten entspricht einer normalen Knochenminerali-
sation. Eine diffuse Markierung der gesamten Fliche ist Ausdruck einer verzégert ablaufenden
Mineralisation mit einer allméhlichen Einlagerung von Calcium bzw. Tetracyclin. Ebenfalls
als Zeichen der Untermineralisation wird die Permeabilitdt des Knochengewebes fir den
basischen Farbstoff Fuchsin gedeutet (Delling, 1975).

Ergebnisse

Bei einem Ausgangsgewicht der Tiere von 155 + 11 g war die Gewichtszu-
nahme in allen Tiergruppen am Ende des zehnwochigen Versuches gleich (INT-
Kontrollen 250 4-17 g, PTX-Kontrollen 252 18 g, INT-60 mE CT 243 118 g,
PTX-60 mE CT 241 421 g, INT-200 mE CT 261 4-27 g, PTX-200 mE CT 259
+ 14 g). Wihrend des Behandlungszeitraumes von 10 Wochen trat ein Verlust
der hypocalcidimischen Aktivitdt des Hormons ein. Zu Versuchsbeginn bewirkte
die subcutane Injektion von 200 mE (MRC) Calcitonin einen Abfall des Serum-
calciums von 0,91 40,25 mval/l nach 60 min. Mit der gleichen Hormondosis
konnte am Versuchsende nur noch ein Abfall von 0,48 - 0,32 mval/l nach 60 min
erreicht werden. Dieser Unterschied ist statistisch signifikant (p < 0.0125).

Die Knochenstruktur und die Knochenmasse der Tibiametaphysenspongiosa
blieben nach zehnwéchiger Calcitonintherapie unverindert. Die Volumendichte
der Spongiosa weist keine signifikanten Unterschiede zwischen behandelten und
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Tabelle 2. Histomorphometrische Parameter der Tibiametaphysenspongiosa. Die Knochen-

resorption wird durch Parathyreoidektomie in allen Tiergruppen reduziert: Kontrollen

(p<0,0005), 60 mE (MRC) Calcitonin pro Tag (p<<0,01), 400 mE (MRC) Calcitonin pro Tag

(p<0,2). Volumendichte und Osteoidoberflichen (Knochenanbau) zeigen keine signifikanten
Differenzen

Volumendichte Osteoid-Oberfliche Resorptions-Oberfliche

INT n PTX = INT n PTX INT 7 PTX =

Kontrollen 21,7 (6) 24,7 (5) 2,0 (6) 3,6 (5) 9,7 (6) 2,1 (5)
+2,6 +2.9 +0,7 41,7 40,1 +04

60 mE CT/d 21,9 (5) 17,0 (6) 0,6 4) 24 (6) 9.6 5) 2,6 (6)
+1,0 +1.4 40,6 +0,4 £1,7 +04

400 mE CT/d 21,7 (6) 22,8 5 24 (6) 0,7 6y 92 (6) 6,1 (5)
+1.3 +1,3 40,5 +0.3 +1,3 +£29

M-+ SEM, Messungen in %.

Tabelle 3. Histomorphometrische Parameter der Tibiacorticalis. Durch Parathyreoidektomie

wird bei den unbehandelten Kontrolltieren die Knochenresorption significant vermindert

(p< 0.025). Bei den intakten sowie parathyreoidektomierten Tieren ergibt sich ebenfalls

eine signifikante Reduktion der Knochenresorption unter der hohen Calcitonindosierung

von 400 mE (MRC) pro Tag: INT (p<< §,0005), PTX (p< 0.05). Die Anbau-Indexe zeigten
keine signifikanten Unterschiede

Anbau-Index Resorptions-Index
INT n PTX n INT n PTX 7

Kontrollen 26.9 (6) 26.7 (5) 23.8 (8) 18.6 (5)
+ 1,0 +23 11 +17

60 mE CT/d 26,8 (6) 23,9 (6) 18,0 (6) 20.7 (6)

+1.3 + 1,7 +1,6 +1,5

400 mE CT/d 27,1 (6) 25,8 (6) 17,4 (6) 15,0 (6)
+ 1.9 +1,1 40,9 +0,7

M 4- SEM, Messungen in %.

unbebandelten Tieren auf. Sowohl die Zahl der Osteoclasten als auch die Aus-
dehnung der Resorptionsoberflichen wurden durch die Parathyreoidektomie bei
den unbehandelten Tieren um 80% des Ausgangswertes reduziert. Eine weitere
Abnahme konnte bei den parathyreoidektomierten Tieren auch durch Calcitonin
nicht erreicht werden (Tabelle2). An der Metaphysenspongiosa konnte eine
Reduktion der Resorptionsoberflichen nach Calcitonintherapie bei den epithel-
korperchen-intakten Tieren nicht nachgewiesen werden (Tabelle 2). An der Corti-
calis lieB sich dagegen eine Reduktion der Knochenresorption unter der Calci-
tonintherapie nachweisen. Die niedrigsten Werte wurden in der PTX Gruppe
mit hoher Calcitonindosierung beobachtet (Tabelle 3).
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Abb. 1. Tetracyclinmarkierung der Tibiacorticalis im Querschnitt. Oben: Unbehandeltes
Kontrolltier mit scharf markierten Mineralisationsfronten. Unten: Mineralisationsstérung
nach Parathyreoidektomie mit diffuser Tetracyclinmarkierung und Fuchsinpermeabilitit
{dunkle subperiostale Areale) des Knochens. Unentkalkter Schliff, 50 p, UV-Licht, X200



234 A, Schulz und G. Delling

Abb. 2. Tetracyclinmarkierung der Tibiacorticalis im Querschnitt. Oben: Schemenhafte

Ausbildung von Mineralisationsfronten und Riickbildung der Fuchsinpermeabilitit des

Knochens bei parathyreoidektomierten Tieren unter gleichzeitiger Behandlung mit der

geringen Calcitonindosierung von 2mal 30 mE (MRC) pro Tag. Unten: Vollstéindige Erhal-

tung scharf markierter Mineralisationsfronten bei parathyreoidektomierten Tieren unter

gleichzeitiger Behandlung mit 2mal 200 mE (MRC) Calcitonin pro Tag. Unentkalkter Schliff,
50 w, UV-Licht, <200
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Die Knochenneubildung zeigte weder an der Tibiametaphysenspongiosa noch
an der Tibiacorticalis in der Diaphyse einen signifikanten Unterschied zu den
unbehandelten Kontrollen (Tabellen 2 und 3).

Uberraschenderweise ergaben sich bei der Beurteilung der Knochenminerali-
sation durch die Tetracyclinfluoreszenz die aufféilligsten Unterschiede. Bei den
INT Kontrolltieren lassen sich die 10 im Abstand von je einer Woche gegebenen
Tetracyclinmarken eindeutig voneinander abgrenzen (Abb.1 oben). Bei den
PTX Tieren kommt es zu einer verzogert ablaufenden Mineralisation und damit
auch zu einer erhéhten Fuchsinpermeabilitdt des neugebildeten Knochens sowie
einer undeutlichen diffusen Tetracyclinmarkierung im Vergleich zu den INT
Kontrollen (Abb. 1 unten). Die niedrige Dosierung von 2mal 30 mE (MRC)
Calcitonin 1403t stellenweise diese Abgrenzung der Tetracyclinmarken wieder
deutlicher werden, gleichzeitig wird auch die Fuchsinpermeabilitit des Knochen-
gewebes erheblich reduziert (Abb. 2 oben). Dies bedeutet eine stirkere Minerali-
sation des Knochengewebes. Die Gabe der hohen Calcitonindosis von 2mal 200 mE
(MRC) pro Tag hat einen iberzeugenden Effekt auf die Knochenmineralisation
im Vergleich zu den parathyreoidektomierten Kontrolltieren. Die einzelnen Tetra-
cyclinmarken sind wieder scharf voneinander abgrenzbar. Eine diffuse Tetra-
cyclinmarkierung wie bei den parathyreoidektomierten Kontrolltieren ist nicht
mehr nachweisbar (Abb. 2 unten).

Diskussion

Wiihrend des gesamten Versuches von 10 Wochen lieB sich eine eindeutige
Calcitoninwirkung nachweisen. Mit zunehmender Versuchsdauer kommt es jedoch
zu einer Reduktion der Hormonwirkung. Die abnehmende hypocalcidmische
Aktivitdt des Hormons kann einerseits mit dem zunehmenden Alter der Ratten
erkldrt werden (Orimo and Hirsch, 1973), andererseits ist jedoch auch die Ent-
wicklung eines milden sekundéren Hyperparathyreoidismus nicht auszuschlieBen
(Sorensen et al., 1972).

Bei Betrachtung der Resorptionsparameter nach Calcitonintherapie entsteht
der Eindruck einer unterschiedlichen Reaktion von Spongiosa und Corticalis.
Dies wurde auch von anderen Autoren vermutet (Russel ef al., 1973). Es mufl
jedoch berticksichtigt werden, dal bei der quantitativen Auswertung der Spon-
giosaverinderungen zellulire Resorptionsparameter, bei der quantitativen Aus-
wertung der Corticalisveranderungen hingegen das Resultat der Knochenresorp-
tion bestimmt wurden. Weisbrode und Capen (1974) konnten zeigen, daB nach
Calcitonintherapie die Zahl der Osteoclasten pro Resorptionsoberflicheneinheit
der Spongiosa nicht signifikant reduziert wird. Andererseits wird asuf Grund
elektronenmikroskopischer Untersuchungen eine Hemmung der Osteoclastenakti-
vitét mit Verlust des Biirstensaumes unter Calcitonineinflu beschrieben (Kallio
et al., 1972; Lucht, 1973; Malkani e¢f al., 1973; Weisbrode und Capen, 1974;
Zichner, 1974). Diese Hemmung der Osteoclastenaktivitit muB zu einer ver-
ringerten Resorptionsleistung und damit auch zu einer verringerten Knochen-
resorption fiihren. Die Knochenresorption wurde an der Corticalis durch den
Resorptionsindex erfalit, der bei den mit Calcitonin behandelten Tieren im Ver-
gleich zu den Kontrollen signifikant erniedrigt ist. An der Metaphysenspongiosa



236 A. Schulz und G. Delling

kann diese verminderte osteoclastire Knochenresorption durch direkte Bestim-
mung der Osteoclasten nicht erfafit werden. Damit scheint Calcitonin einen
wesentlichen Einflufl auf die Zellaktivitdt und weniger auf die cytogenetische
Entwicklung der Osteoclasten zu haben.

Bei Prozessen mit erhéhtem Knochenumbau (Knochenregeneration) konnte
in eigenen Versuchen ein positiver Calcitonineffekt auf die Knochenneubildung
gezeigt werden (Delling und Gliickselig, 1971 ; Ziegler und Delling, 1969, 1972).
Foster et al. (1966) beobachteten bei der Ratte nach Gabe von 200 mE (MRC)
Calcitonin pro Tag eine erhohte rontgenologische Dichte der Wirbelkorper.
Die Autoren schlossen daraus, daf auch die Knochenneubildung durch Caleci-
tonin stimuliert wird. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen sowie zu den eigenen
experimentellen Untersuchungen mit erhéhtem Knochenumsatz konnte bei Nor-
maltieren kein wesentlicher Effekt des Hormons auf die Knochenneubildung
nachgewiesen werden. Weder die Corticalis noch die proximale Tibiametaphysen-
spongiosa zeigten bei der quantitativen Auswertung eine signifikante Differenz
zwischen behandelten INT und PTX sowie unbehandelten INT und PTX Tieren.
Daraus kann geschlossen werden, daBl Calcitonin unter den gewahlten Bedin-
gungen keinen EinfluBl auf die Knochenneubildung, d.h. auf die Matrixsynthese
der Osteoblasten hat.

Unabhingig von dem Einfluf} auf die Knochenumbauprozesse hat Caleitonin
einen EinfluB anf die Knochenmineralisation in der Gewebekultur. Die Frei-
setzung von radioaktivem 45 Calcium ist in der Gewebekultur vermindert, wenn
dem Medium Calcitonin zugesetzt wird (Reynolds and Dingle, 1970). Auch unter
in vivo Bedingungen wurde von verschiedenen Autoren eine verstirkte Minerali-
sation des Osteoids sowie des Knorpels nach Anwendung von Calcitonin vermutet
(Haas et al., 1968; Zichner, 1970; Thompson and Urist, 1973). Eine quantitative
Analyse der Knochenmineralisation, insbesondere eine quantitative Analyse der
Tetracyclinfluoreszenz ist derzeit nicht moglich. Die Bestimmung muf sich daher
im wesentlichen auf eindeutig voneinander abgrenzbare bzw. auf eine diffuse
Tetracyclinmarkierung der Mineralisationsfronten (verzégert ablaufende Minera-
lisation) stiitzen. Im Tierexperiment kommt es durch Parathyreoidektomie zu
einer eindeutigen Mineralisationsstorung (Jowsey et al., 1958; Bernick, 1971;
Rosler and Rabinowitz, 1973). Die Tetracyclinmarkierung ist bei diesen Tieren
diffus (Abb. 1 unten). Nach Gabe von 2mal 30 mE (MRC) Calcitonin pro Tag
wird diese Mineralisationsstérung verringert und durch eine Dosierung von
2mal 200 mE/Tag vollstindig aufgehoben. Daraus kann geschlossen werden,
daf Calcitonin die Knochenmineralisation bei einer vorbestehenden Minerali-
sationsstorung giinstig beeinfluBt. Der Mechanismus dieser Calcitoninwirkung
ist noch nicht endgiiltig geklirt. Radiokinetische Untersuchungen mit 45 Calcium
lassen vermuten, daB Calecium zunichst in der Knochenflissigkeit angereichert
wird (Hirsch et al., 1973). Danach kommt es zu einer Akkumulation amorpher
Calciumphosphatgranula im Osteoid wie auch in der periosteocytéren Matrix
(Matthews ef al., 1972). Talmage et al. (1972) vermuten, daB Calcitonin priméar
einen verstirkten Phosphateinbau in das Knochengewebe bewirkt. Moglicher-
weise wird durch einen erhéhten Phosphateinbau bei der parathyreoidektomierten
Ratte nach Calcitoningabe die Mineralisation so erheblich gebessert. Anfgrund dieser
Untersuchungen scheint Calcitonin einen isolierten EinfluB auf den Mineral-



Calcitoninwirkung auf Knochenumbau und Knochenmineralisation 237

transport im Osteoblasten zu nehmen, wihrend die Matrixsynthese als zweite
Funktion der Osteoblasten und Osteocyten unter den gewdhiten experimentellen
Bedingungen unbeeinfluft bleibt.

Anhand weiterer Studien miiite gepriift werden, ob sich der giinstige Effekt
auf die Mineralisation auch therapeutisch bei der Behandlung menschlicher Osteo-
pathien mit gestérter Mineralisation (Vitamin D-resistente Osteomalacien, Fluor-
behandelte Osteoporosen) ausnutzen lat.
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