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Paget’s Disease of Bone

Ultrastructure and Cytogenesis of Osteoclasts

Summary. The cytogenesis of giant osteoclasts in Paget’s disease of bone
was studied by means of electron microscopy. 26 iliac crest biopsies were
made and divided for light and electron microscopic investigation. A special
procedure was used for electron microscopic preparation of bone without
previous decalcification.

Paget osteoclasts are characterized by their high content of nuclei. Several
nuclei may show paracrystalline inclusions pointing to a possible virus infec-
tion of these cells. Giant osteoclasts have an increased mobility and a high
resorptive activity, manifest by the dissection of bone fragments from endo-
steal bone surfaces.

Cell membrane interdigitations between mononuclear cells and osteoclasts
occur as a morphologic concomitant of cell fusion. Frequent occurence
of such cell membrane contacts seem to indicate an increased tendency
to cell fusion among the mononuclear precursors of Paget-osteoclasts. Precur-
sor cells are located in the pericapillary region, and morphologically resemble
pericytes.

The assumption of an increased rate of cell fusion amoungst the precursor
cells of osteoclasts might explain the development of giant osteoclasts in
this disease. Further studies of the paracrystalline nuclear inclusions of Paget-
osteoclasts are necessary to determine whether this process can be considered
to be a cytopathogenic effect of virus infection.

Key words: Paget’s disease — Osteoclasts — Ultrastructure — Cytogenesis.

Mit Unterstiitzung der Sonderforschungsbereiche 34 (Hamburg) und 87 (Ulm) der Deutschen

Forschungsgemeinschaft

Sonderdruckanforderungen an.: Dr. Andreas Schulz, Pathologisches Institut, Universitit Hamburg,
Martinistr. 52, D-2000 Hamburg 20, Bundesrepublik Deutschland



310 A. Schulz et al.

Zusammenfassung. Zur Frage der Cytopathogenese der Riesenosteoclasten
beim Morbus Paget des Knochens wurden elektronenmikroskopische Unter-
suchungen an menschlichen Knochenbiopsien durchgefithrt. Anteile von 26
aus diagnostischen Grilinden entnommenen Beckenkammbiopsien wurden
nach einem besonderen Priaparationsverfahren unentkalkt fiir die Elektronen-
mikroskopie aufgearbeitet.

Die Paget-Osteoclasten zeichnen sich durch eine hohe Kernzahl aus. Ein-
zelne Zellkerne besitzen parakristalline Einschliisse, die Hinweis auf eine
Virusinfektion der Zellen sein kénnen. Die Riesenosteoclasten zeigen eine
gesteigerte Zellbeweglichkeit und hohe Resorptionsleistung durch Dissektion
von Knochenfragmenten aus den endostalen Oberflachen.

Zwischen einkernigen Zellen und Osteoclasten finden sich ultrastrukturell
Zellmembraninterdigitationen, die dem Vorgang der Zellfusion entsprechen.
Die hiufige Beobachtung dieser Zellmembrankontakte spricht fiir eine er-
hohte Zellfusionstendenz von einkernigen Vorlduferzellen der Osteoclasten
beim Morbus Paget. Die Vorlduferzellen stammen aus dem pericapilliren
Bereich und entsprechen morphologisch den Pericyten.

Die Annahme einer gesteigerten Zellfusionsrate von einkernigen Osteocla-
stenvorlduferzellen wiirde die Entwicklung der Riesenosteoclasten erkliren,
die fiir den Morbus Paget des Knochens typisch sind. Ob diesem Vorgang
ein durch Viren ausgeloster cytopathogener Effekt zugrunde liegt, muB3 durch
weitere Untersuchungen an den parakristallinen Einschliissen der Osteocla-
stenkerne geprift werden.

Einleitung

Die durch Paget (1877) erstmals beschriebene Ostitis deformans ist heute ein
morphologisch und klinisch fest definiertes Krankheitsbild. Umfangreiche pa-
thologisch-anatomische und klinische Studien (Schmorl, 1932; Collins, 1956;
Sissons, 1966) haben gezeigt, daB der Morbus Paget des Knochens eine zumeist
multilokulidre Erkrankung des Skeletsystems ist, die im hoheren Erwachsenenal-
ter auftritt und zu ausgedehnten Skeletdeformitdten fiihren kann. Bevorzugt
befallen sind der Schidel, die Wirbelsdule, der Beckenring und die proximalen
Femuranteile (Schmorl, 1932). Histologisch findet sich in den erkrankten Skelet-
regionen ein erhéhter Knochenumbau, der von den Knochenumbauprozessen
bei endokrinen (generalisierten) Osteopathien (Delling, 1975) abweicht. Kno-
chenresorption und Knochenumbau sind gleichermaf3en stark aktiviert, wobei
die Knochenresorption durch besonders groBe vielkernige Osteoclasten erfolgt
(Rasmussen and Bordier, 1974). Offenbar entsteht durch einen raschen Wechsel
von Knochenresorption und Knochenanbau die typische Mosaikstruktur des
Paget-Knochens (Schmorl, 1932). Diese besteht aus lamelldr aufgebauten Kno-
chenarealen, die durch sog. Kitt- oder Zementlinien miteinander verfugt sind
(Erdheim, 1935; Sisson, 1976). In den Markraumen bildet sich ein stark vaskula-
risiertes Bindegewebe aus, das arterio-vendse Anastomosen enthalten kann (Ed-
holm and Howart, 1953). Diesen morphologischen Verdnderungen entsprechen
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in der Radiocalciumkinetik (Heaney and Whedon, 1958) gesteigerte Mineralaus-
tauschvorginge. Die erhohte alkalische Phosphatase im Serum ist Ausdruck
des verstirkten Knochenanbaus, wahrend die gesteigerte Hydroxyprolinaus-
scheidung Folge einer vermehrten Resorption und des Abbaus von Knochenkol-
lagen ist (Sissons, 1976; Rasmussen und Bordier, 1974).

Trotz dieser morphologischen und klinischen Kenntnisse ist die Ursache
des Krankheitsprozesses noch ungeklirt. Wihrend Paget (1877) eine entziind-
liche Atiologie annahm, wird heute auch die Vorstellung vertreten, daB es sich
um eine benigne neoplastische Erkrankung der Knochenzellen handele (Rasmus-
sen and Bordier, 1974). Hinweise fiir eine mogliche Virusitiologie haben sich
durch die elektronenmikroskopische Untersuchung von Osteoclasten aus er-
kranktem menschlichen Knochengewebe beim Morbus Paget ergeben (Rebel
et al., 1976).

Diese neuen idtiologischen Aspekte und die noch offene Frage nach der
Cytogenese der fiir diese Erkrankung typischen Riesenosteoclasten haben uns
daher zur elektronenmikroskopischen Untersuchung einer grofleren Serie von
Knochenbiopsien von Patienten mit einem Morbus Paget veranlat. Nach Ent-
wicklung eines geeigneten Préparationsverfahrens (Schulz, 1975, 1977) konnten
diese elektronenmikroskopischen Untersuchungen zusétzlich an fiir die Diagno-
stik entnommenen Beckenkammbiopsien durchgefiihrt werden.

Material und Methoden

Untersucht wurden Knochenbiopsien aus dem Beckenkamm von 26 Patienten mit einem Morbus
Paget der Beckenregion. Das Alter der 9 weiblichen und 17 ménnlichen Patienten lag zwischen
50 und 75 Jahren. In allen Biopsien ergab die diagnostische Auswertung den eindeutigen histologi-
schen Befund eines Morbus Paget. Die mit einer elektrischen Hohlfrdse (Innendurchmesser 5 mm)
entnommenen Biopsien (Burkhardt, 1966) wurden fir die licht- und elektronenmikroskopische
Untersuchung geteilt und getrennt aufgearbeitet. Fiir die unentkalkte Aufarbeitung zur elektronenmi-
kroskopischen Untersuchung gingen wir nach einer eigens hierfiir entwickelten Priparations- und
Einbettungstechnik vor (Schulz, 1975, 1977):

Der fiir die Elektronenmikroskopie bestimmte Teil der zylindrischen Stanzbiopsie wurde in
etwa 1 mm breite Scheiben zerlegt und fiir 3 h in einem Glutaraldehyd-Na-Cacodylat-Puffergemisch
fixiert (2,30% Glutaraldehyd; pH 7,4; 300 mosmol). Nach dem Spiilen in s-Collidin-Puffer (pH 7,4)
erfolgte die Nachfixierung in 1,3%igem Osmiumtetroxid-s-Collidin Puffergemisch. Die unentkalkten
Biopsiescheiben betteten wir in einem niederviskdsen Epongemisch ein und stellten mit Glasmessern
Semidiinnschnitte her. Ultradiinnschnitte wurden mit Diamantmessern auf einem LKB-Ultro-
tome II hergestellt und mit gesattigter alkoholischer Uranylacetat- und wiBriger Bleizitratldsung
kontrastiert. Die elektronenmikroskopische Auswertung erfolgte an einem Zeiss EM 9 S II bei
60 KV.

Ergebnisse

Die Spongiosarchitektur ist beim Morbus Paget in den befallenen Skeletabschnit-
ten umgeformt. Die Spongiosa besteht aus breiten plumpen Knochentrabekeln,
die unregelmiBige Oberflichen mit tiefen Einbuchtungen aufweisen. Histolo-
gisch sind im Semidiinnschnitt die typischen Kittlinien zu erkennen, die die
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Abb. 1. Oben: Knochenstruktur beim M. Paget. Die plumpen Spongiosabalken (hellgran) zeigen
zahlreiche Kittlinien. Auf den endostalen Oberflichen tiefe Resorptionslakunen und breite Osteoid-
sdume (dunkelgrau). Unentkalkter Semidiinnschnitt, Azur II Methylenblau x 70. Unten: Riesen-
osteoclast beim M. Paget mit iiber 30 Zellkernen in einer Schnittebene. Dissektion eines Knochenfrag-
mentes (Pfeil). Degenerierender Osteoclast mit Kernpyknosen ohne Bezug zur Knochenoberfliche
(x). Unentkalkter Semidiinnschnitt, Azur II Methylenblau x 430
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Mosaikstruktur des Paget-Knochens besonders deutlich hervortreten lassen
(Abb. 1 oben).

Auf den endostalen Oberflichen der Spongiosabilkchen finden sich hdufig
in enger Nachbarschaft Knochen bildende und Knochen resorbierende Zellen.
Die Knochenneubildung erfolgt durch ein bis zweireihig angeordnete kubische
Osteoblasten. Diese Zellen liegen auf unterschiedlich breiten Osteoidsdumen,
die zum é&lteren mineralisierten Knochen zumeist durch eine scharf markierte
Linie abgegrenzt sind (Abb. 1). Die gesteigerten Knochenanbauvorginge beim
Morbus Paget sollen in der vorliegenden elektronenmikroskopischen Untersu-
chung nicht weiter beriicksichtigt werden.

In tiefen Resorptionslakunen und perforierenden Resorptionstunneln liegen
die fuir die Pagetsche Knochenerkrankung typischen vielkernigen Riesenosteocla-
sten (Abb. 1 unten). Diese grofien Osteoclasten enthalten in einer Schnittebene
hédufig 30 bis 60 Zellkerne. Die Osteoclasten zeigen dabei nicht nur eine lakunire
Knochenresorption, sondern auch eine Dissektion von schmalen Knochenvor-
spriingen, die zwischen benachbarten Lakunen liegen. Auf diese besondere Kno-
chenresorptionsform wird bei der Beschreibung der ultrastrukturellen Untersu-
chungsergebnisse niaher eingegangen. Neben intakten Osteoclasten finden sich
auch solche, die pyknotische Zellkerne und eine Vacuolisierung des Cytoplasmas
aufweisen. Diese degenerativ verdnderten Osteoclasten haben keine direkte Be-
zichung zu den benachbarten Knochenoberflachen (Abb. 1 unten). In den Mark-
rdumen der Paget-Spongiosa findet sich ein lockeres Bindegewebe, das von
zahlreichen ektatischen Blutleitern durchsetzt wird, welche lediglich eine ein-
schichtige Endothelbegrenzung besitzen und damit postcapilliren Venolen ent-
sprechen (Abb. 1 oben).

Ultrastruktur der Osteoclasten

Die Form der Osteoclasten ist sehr variabel. Zumeist finden sich rundlich ovale
Zellen, die sich der Knochenoberfliche anpassen und auch tiefe Resorptionslaku-
nen vollstindig ausfiillen kdnnen (Abb. 3 und 4). Der Zellaufbau zeigt in Abhéin-
gigkeit von der Schnittebene eine polare Anordnung der Zellbestandteile. Die
Resorptionszone nimmt nur einen Teil der basalen dem Knochen anliegenden
Zellflache ein. Sie besteht aus einem Biirstensaum mit fingerférmigen Cytoplas-
mafortsiitzen (Abb. 4 unten). Dariiber liegt eine Vesikelzone im Cytoplasma
des Osteoclasten. Die Zellkerne sind in dem von der Resorptionszone abgewand-
ten Teil der Zelle angeordnet und von perinucledren Golgi-Feldern umgeben.
Die tbrigen Organellensysteme wie Mitochondrien, rauhes endoplasmatisches
Reticulum sind diffus im restlichen Cytoplasma verteilt, wobei die Resorptions-
zone einschlieBlich der Vesikelzone frei von anderen Zellorganellen ist.

Héufig finden sich in einzelnen Zellkernen der Paget-Osteoclasten Einschluf3-
korper, die in den Osteoclasten skeletgesunder Patienten nicht vorkommen
(Abb. 2). Es sind Formationen mikrotubulérer Strukturen, die nicht in jedem
Zellkern aber fast in allen Osteoclasten nachweisbar sind. Diese Mikrotubuli
liegen parallel in Biindeln vor, die in verschiedenen Richtungen angeordnet
sind und dabei eine geflechtartige Struktur bilden kénnen. Neben diesen locker



Abb. 2. Oben: Elektronenmikroskopische Ubersicht eines Riesenosteoclasten ohne Resorptionszone
beim M. Paget mit tiber 30 Zellkernen in einer Ultradiinnschnittebene. In einzelnen Zellkernen
parakristalline mikrotubulédre Einschliisse. x 2600. Unten: Mikrotubuldre Einschliisse in parakristal-
liner Form. Mikrotubuli parallel angeordnet, gréBte meBbare Linge bis 0.5 p, Durchmesser 100 A.
% 12000
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Abb. 3. Oben: Paget-Osteoclast in tiefer Resorptionslakune mit randlich angeschnittener Resorp-
tionszone in der Tiefe der Einbuchtung. x2900. Unten: Paget-Osteoclast in Migration iiber der

Knochenoberfliche. Der Osteoclast hat eine Resorptionslakune verlassen (rechts unten) und bewegt
sich iiber die Knochenoberfliche. Keine basale Resorptionszone. x 4000
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grationsphase mit multiplen Biin-

Abb. 4. Oben: Basale Cytoplasmaregion eines Osteoclasten in Mi

Osteoclasten mit Resorptionszone bestehend aus einem Biirstensaum mit fingerformigen Cytoplas-
mafortsitzen und dariiber angeordneter phagolysosomaler Vesikelzone. Oberhalb finden sich im

deln parallel angeordneter Mikrofilamenten (Pfeil). x 8500. Unten: Basaler Abschnitt eines Paget-
Cytoplasma einzelne lamelldre Golgifelder (G). x 23000
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im Karyoplasma verteilten Biindeln, finden sich auch rundliche in parakristalli-
ner Form vorliegende Inklusionen, die von einem schmalen Chromatin-freien
Hof umgeben werden (Abb. 2 unten). Die Mikrotubuli bestehen im Langsschnitt
aus 2 parallelen Membranen zwischen denen die Matrix aufgehellt ist. Der
Durchmesser eines Mikrotubulus betrigt 100 A. Die Linge ist nicht sicher be-
stimmbar, da sie in Abhéngigkeit von der Schnittebene variiert. Bei anndhernd
parallelem Anschnitt ist eine kontinuierliche Linge der Mikrotubuli bis 0,5
meBbar.

Es kann angenommen werden, daB Paget-Osteoclasten unterschiedliche Akti-
vitdts-Phasen haben. Es wechseln Resorptionsphasen mit Migrationsphasen. Bei
der Migration bewegen sich die Osteoclasten {iber die Knochenoberfliche, um
an einem anderen Standort erneut in eine Resorptionsphase einzutreten. Entspre-
chend finden sich im fixierten Ultradiinnschnitt Osteoclasten, die aus ihren
Resorptionslakunen ausgewandert sind und {iber die angrenzende Knochenober-
flache gleiten, ohne daf3 basale Resorptionszeichen erkennbar sind. Diesen Zellen
fehlt ein basaler Birstensaum und eine Vesikelzone (Abb. 3 unten). HAufig
treten in diesen basalen Cytoplasmaregionen der Osteoclasten Ansammlungen
kurzer Biindel von parallel angeordneten Mikrofilamenten auf (Abb. 4 oben).

Bei der osteoclastiren Resorption lassen sich ultrastrukturell zwei Formen
unterscheiden. Die haufiger zu beobachtende Form ist die lakunire Resorption,
bei der im Bereich des Biirstensaums der Osteoclasten eine mit fortschreitender
Resorption tiefer werdende Einbuchtung im mineralisierten Knochen entsteht.
Bei der lakundren Resorption sind die mikrovilliren Cytoplasmafortsitze, die
den Biirstensaum bilden, senkrecht zur Knochenoberfliche angeordnet (Abb. 4
unten). Angrenzend an die Cytoplasmaeinfaltungen des Biirstensaumes findet
sich in der Zelle eine Vesikelzone aus Phagolysosomen. Diese Vesikelzone ent-
steht einerseits durch Bewegung primirer Lysosomen von den Golgi-Feldern
in Richtung auf den Biirstensaum, andererseits durch den Vorgang der Pagocy-
tose mit Ausbildung von Phagosomen, die an den Einbuchtungen des Biirsten-
saumes in die Zelle eintreten.

Die zweite Form der osteoclastéren Resorption ist eine dissezierende Resorp-
tion. Die Osteoclasten bilden dabei Zellausldufer, die vorspringende Kanten
der Knochenoberfliche umschlingen und unterminieren (Abb. 5). Durch Unter-
héhlung kommt es schlieBlich zur Abtrennung ganzer Knochenfragmente von
der Knochenoberfliche. Die Fragmente des noch mineralisierten Knochens wer-
den in Pseudovacuolen von der Zelle umschlossen und resorbiert. Die Membran
der Vacuole weist wiederum fingerf6rmige Ausstillpungen auf, die dem Biirsten-
saum an der Basis der Osteoclasten entsprechen. Im Cytoplasma des Osteoclasten
findet sich in der Umgebung dieser Vacuole ¢ine Anreicherung phagolysosomaler
Vesikel (Abb. 6 oben).

Beim Resorptionsvorgang kommt es zuerst zur Aufldsung der Apatitkristalle.
Die nadelformigen Mineralbestandteile werden von den Kollagenfasern abgeldst
und finden sich in intervillésen Spaltriumen des Biirstensaums. AnschlieBend
gelangen sie durch Aufnahme in phagolysosomale Vesikel in die Zelle. Durch
die Demineralisation werden die Kollagenfibrillen der Knochenmatrix demas-
kiert, wobei ihre periodische Querstreifung erkennbar wird (Abb. 6 unten). Eine
Phagocytose von groBeren quergestreiften Kollagenfaserfragmenten durch
Osteoclasten ist nicht nachzuweisen.



Abb. 5. Dissezierende Knochenresorption von Paget-Osteoclasten. Plumpe fingerférmige Cytoplas-
mafortsitze des Biirstensaums unterminieren den Knochen und fithren durch kommunizierende
Resorptionstunnel zur Abtrennung von Knochenfragmenten. Oben und unten x 2800
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Abb. 6. Oben: Osteoclastdre Resorption von abgeldsten Knochenfragmenten. Die dissezierten Kno-
chenbruchstiicke werden von Osteoclasten in Form einer Pseudovacuole umschlossen. Die Vacuolen-
wand besteht aus einem andeutungsweise erkennbaren Biirstensaum. In der Umgebung findet sich
eine Anreicherung phagolysosomaler Vesikel. x 10800. Unten: Biphasischer Resorptionsvorgang
mit Demineralisation der Kollagenfibrillen, deren Querstreifung erkennbar wird (Pfeil). Die nadelfér-
migen mineralisierten Proteoglycanbestandteile liegen in den Falten des Biirstensaums und werden
phagocytiert. Die Degradation der Kollagenfibrillen erfolgt extrazelluldr. x 25500
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Abb. 7. Phagocytose von Osteocyten durch Paget-Osteoclasten. Oben: Ein Osteoclast erreicht einen
Osteocyten durch Resorption der Lakunenwand. x 7500. Unten: Phagocytose des Osteocyten durch
Aufnahme in eine Digestionsvacuole. Keine Fusion von Osteocyten mit Osteoclasten. x 3900



Abb. 8. Zellfusion von einkernigen Vorlauferzellen mit Osteoclasten. Oben: Lamelldre Interdigitatio-
nen (Pfeil) zwischen der Zellmembran einer einkernigen Zelle und dem darunter liegenden Osteocla-
sten. x 5500. Unten: Pericytire Zellform aus der Umgebung einer Capillare mit Erythrocyt (EC)
in Zellfusion mit einem Osteoclasten. Lamelldre Interdigitationen ( Pfeile) zwischen den Zellmembra-
nen der Pericyten (PC) und den Osteoclasten (Ocl). Zwischen den Ausldufern der Capillarendothel-
zellen und den Pericyten findet sich eine Basalmembran (BM). x 8000
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Abb. 9. Degenerierender Paget-Osteoclast ohne Zellkernanschnitt. Zahlreiche Myelinfiguren in Auto-
phagosomen. x 3700

Bei der Resorption des Knochens werden auch Osteocytenlakunen erreicht
(Abb. 7 oben). Die Osteocyten zeigen dabei degenerative Verdnderungen mit
Vacuolisierung des Cytoplasmas und beginnender Zellkernpyknose durch Hete-
rochromatinkondensation. Im weiteren Verlauf folgt nicht eine Fusion, sondern
eine Phagocytose des Osteocyten durch den Osteoclasten. Der Osteocyt liegt
dann in einer groBen Vacuole und ist dem weiteren Digestionsproze3 unterwor-
fen, der mit zunehmenden degenerativen Kern- und Cytoplasmaverdnderungen
einhergeht (Abb. 7 unten). Kernteilungsfiguren wie Mitosen oder Amitosen sind
in den Osteoclasten nicht nachweisbar. Dagegen finden sich elektronenmikrosko-
pisch Zellmembranphdnomene, die Zellfusionsprozessen entsprechen:

Bei der Untersuchung von Zellmembranverdnderungen der Osteoclasten zeigt
sich, daB hiufig enge Membrankontakte mit benachbarten einkernigen Zellen
bestehen. Diese Membrankontakte sind Interdigitationen von Cytoplasmafort-
satzen. In der Anfangsphase bildet sich ein labyrinthartiges Geflecht von Pseudo-
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podien zwischen beiden Zellen aus. In der ndchsten Phase lagern sich die Zellen
dicht aneinander, so daB die Interdigitationen eine lamelldre Zone bilden (Abb. 8
oben). Darauf kommt es iiber zunehmende Unterbrechungen der Kontinuitét
beider aneinandergelagerter Zellmembranen zur Fusion der Zellen (Abb. 8 un-
ten).

Die mit den Osteoclasten oder zu Osteoclasten fusionierenden einkernigen
Zellen sind wenig differenzierte Zellen aus der Umgebung der Capillaren
und Venolen. Sie enthalten einen groBen chromatinarmen rundlich ovalen Zell-
kern und ein organellenarmes Cytoplasma mit wenigen Mitochondrien, Lysoso-
men und freien Ribosomen. Von den endothelialen GefdBwandzellen sind sie
zumeist durch eine Basalmembran getrennt (Abb. 8 unten). Nach der celluliren
Substruktur und der rdumlichen Beziehung dieser Zellen zu den BlutgefiBen
handelt es sich um pericytire Zellformen.

AuBer intakten Osteoclasten treten Osteoclasten mit degenerativen Kern-
und Cytoplasmaverinderungen auf. Sie zeigen eine zunehmende Anzahl von
Autophagenvacuolen, die Myelinfiguren enthalten (Abb. 9). Nach einer bisher
nicht bekannten Zeitspanne gehen diese mehrkernigen Riesenzellen daher zu-
grunde. Fiir einen Ubergang oder eine Auflésung in Osteoblasten ergeben sich
keine morphologischen Hinweise.

Diskussion

In der Pathogenese des gesteigerten Knochenumbaus beim Morbus Paget wird
der Knochenresorption durch mehrkernige Osteoclasten eine entscheidende
Rolle zuerkannt. Die Osteoclasten beim Morbus Paget stellen eine Sonderform
dar, die durch eine GréBenzunahme, gesteigerte Zellkernzahl und erhohte Einzel-
zellaktivitdt im Vergleich zu den normalen Osteoclasten des menschlichen und
tierischen Knochengewebes charakterisiert ist (Schulz, 1977). Unter hormoneller
Stimulation durch Parathormon kommt es auch am normalen menschlichen
und tierischen Knochengewebe zur Steigerung der Einzelzellaktivitit der Osteo-
clasten (Gothlin and Ericsson, 1976; Hall, 1975). Funktionsmorphologische
Merkmale der erhohten Zellaktivitdt sind die Ausbildung des Biirstensaums
(Hancox, 1972; Schenck, 1974) und die Stimulation des lysosomalen Systems
der Zelle (Lucht and Maunsbach, 1973; Schulz und Delling, 1976). Das lysoso-
male System besteht aus dem Golgi-Feld sowie den primdren und sekundiren
Lysosomen. Wihrend in den perinucledren Golgi-Feldern die Bildung der prima-
ren Lysosomen erfolgt (Cameron, 1969; Scott, 1967), die als Transportvesikel
zur Ausschleusung und Abgabe hydrolytischer Enzyme dienen (Vaes, 1968),
nehmen Phagosomen an den Einfaltungen des Biirstensaums mineralisierte Parti-
kel auf (Lucht, 1972; Bonnucci, 1974).

In den Osteoclasten besteht offenbar ein entgegengesetzt gerichteter Vesikel-
strom, der unmittelbar angrenzend an die Finfaltungen des Biirstensaumes zu
einer Anreicherung von vesikuldren Zellorganellen fiihrt: Primire Lysosomen
wandern in Richtung auf die basale Zellmembran zur Ausschleusung von Enzy-
men, Phagosomen entstehen an der basalen Zellmembran der Osteoclasten und
gelangen in die Zelle mit phagocytiertem Material. Auf diese Weise kommt
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es in aktiv resorbierenden Osteoclasten zur Ausbildung einer Vesikelzone iiber
dem Biirstensaum. Hier findet eine Fusion von primiren Lysosomen und Phago-
somen zu Phagolysosomen oder sekundéren Lysosomen statt, da in allen vesiku-
laren Zellorganellen dieser Region das fiir den Resorptionsvorgang erforderliche
Enzym saure Phosphatase nachgewiesen werden konnte (Doty and Schoffield,
1972). Bet inaktiven Osteoclasten fehlt diese typische polare Anordnung der
Vesikelzone, so dall ihr Vorhandensein andererseits als sicheres funktionsmor-
phologisches Kriterium fiir aktiv resorbierende Osteoclasten angesehen werden
kann (Schulz und Delling, 1976).

Osteoclasten sind mobile Zellen, die Bewegungen auf der Knochenoberfliche
durchfiihren (Gaillard, 1975). Entsprechende Momentaufnahmen ergeben sich
am fixierten Gewebe, in dem Osteoclasten erscheinen, die aus ithren Resorptions-
lakunen herausgeglitten sind. Diese Osteoclasten weisen bei der Migration Gber
die Knochenoberflache keinen Biirstensaum auf, sie sind anscheinend kurzfristig
in eine inaktive Phase eingetreten. Die Resorptionstitigkeit der Osteoclasten
lauft danach offenbar biphasisch ab: Es wechseln Phasen der Migration ohne
Resorption mit Phasen der Resorption ohne Migration. Bei der Resorption
entstehen typische Lakunen als Einbuchtung unter der Basis der Osteoclasten.
Die Resorption erfolgt durch Demineralisation und Freilegung der Kollagenfa-
sern mit anschlieBender Aufspaltung der organischen Knochenmatrixbestand-
teile (Bonucci, 1974). Bei der Migrationsphase verlat der Osteoclast die Resorp-
tionslakune und erzeugt an einer anderen Stelle nach Wiedereintritt in die Re-
sorptionsphase eine erneute Lakune. Folgt ein rascher Wechsel zwischen Migra-
tions- und Resorptionsphase, so entstechen eng benachbarte Resorptionslakunen,
da der Osteoclast nur kurze Wegstrecken zuriicklegt. Zwischen benachbarten
Resorptionslakunen bilden sich dabei kammartige Knochenvorspriinge heraus,
die durch Pseudopodien der Osteoclasten umschlungen und unterminiert sowie
anschlieBend ganz abgeldst werden kénnen. Bei den Paget-Osteoclasten ist diese
Form der dissezierenden Resorption besonders hiufig zu beobachten. Sie spricht
fitr eine gesteigerte Zellmotilitit und einen raschen Wechsel von Migrations-
und Resorptionsphasen bei den Paget-Osteoclasten und erklart dadurch auch
die hohe Resorptionsleistung dieser Zellen. Paget-Osteoclasten besitzen beson-
ders zahlreiche Zellkerne (Rasmussen und Bordier, 1974). In jeder Schnittebene
ist die Zahl der Zellkerne in Paget-Osteoclasten um das drei- und vierfache
héher als in endokrin-stimulierten Osteoclasten (Schulz und Delling, nicht publi-
ziert). Die Ursache fiir diese starke Zunahme der Kernzahl ist bisher nicht
bekannt. Lichtmikroskopische und autoradiographische Studien haben zu der
Annahme gefiihrt, daB Osteoclasten durch Zellfusion einkerniger Vorlduferzellen
entstehen, wobei die Natur dieser Zellen noch umstritten ist (Hall, 1975; G6thlin
und Ericcson, 1976). Unsere Untersuchung ergibt keine Hinweise auf eine endo-
mitotische oder amitotische Kernteilung, die die Zunahme der Zellkernzah
in den Paget-Osteoclasten erklidren kénnte. Dagegen finden sich ultrastrukturel
Zellmembrankontakte zwischen einkernigen Zellformen und den Osteoclasten.
die auf Zellfusionsvorginge schlieBen lassen, wie sic auch bei der Entstehung
anderer Formen von Riesenzellen beobachtet wurden (Schulz et al., 1976). Dic
Ultrastruktur dieser Vorliuferzellen dhnelt nach der Organellen-Ausstattung
den Pericyten der Capillaren, ohne daf3 bisher eine eindeutige Zuordnung au
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morphologischer Basis moglich ist. Auf die auffallige Vermehrung pericytirer
Zellformen beim Morbus Paget wurde auch die Untersuchungen iiber die Vascu-
larisation des Paget-Knochens hingewiesen (Demmler, 1974). Der Zunahme von
ZellgroBe und Kernzah! bei den Paget-Osteoclasten liegt daher wahrscheinlich
eine erhohte Fusionsrate der Vorlduferzellen zugrunde. Die Ursachen hierfir
sind noch unbekannt. Aus Gewebekulturversuchen ist bekannt, daB3 die groflen
Osteoclasten eine besonders hohe Zellmotilitat aufweisen (G6thlin und Ericcson,
1976), so dafl auf eine Beziehung zwischen ZellgroBe und FEinzelzellaktivitit
der Osteoclasten geschlossen werden kann.

Ein besonderer morphologischer Befund sind mikrotubuldre Einschliisse in
den Zellkernen von Paget-Osteoclasten. Diese nucledren Einschliisse sind zumeist
in einer Region der Zellkerne konzentriert und stehen in rdumlicher Beziehung
zueinander. Gelegentlich bilden sie auch rundliche parakristalline Einschlufikor-
per, die von einem chromatinfreien Hof umgeben werden. Diese mikrotubuldren
Einschliisse in den Zellkernen der Paget-Osteoclasten wurden bereits in ihrer
Struktur eingehend beschrieben (Malkani et al., 1976 ; Rebel et al., 19744a, 1974Db,
1975). Unsere Untersuchungen bestatigen das von diesen Autoren beschriebene
morphologische Bild und die geometrische Anordnung der Mikrotubuli. Wih-
rend Malkani et al. (1976) jedoch einen Durchmesser der Mikrotubuli von 150 A
angaben, liegt der von uns gemessene Durchmesser mit 100 A um '/, niedriger.
Lediglich 90 A geben Singer et al. (1976) fiir den Durchmesser eines einzelnen
Mikrotubulus an. Da die Befunde jedoch morphologisch identisch sind, mul}
angenommen werden, dafl die abweichenden MeBergebnisse durch unterschiedli-
che Fixations- und Praparationsmethoden bedingt sind.

Die Bedeutung der mikrotubuldren Einschliisse ist noch unklar. Als Aggrega-
tionsform von Zellkernproteinen kénnen sie Ausdruck eines besonderen Funk-
tionszustandes der Osteoclasten sein (Rebel et al., 1974a). Da entsprechende
Verdnderungen in Osteoclasten unter verschiedensten experimentellen Bedingun-
gen bisher nicht beobachtet werden konnten (Rebel et al., 1976), ist die Annahme
einer exogenen Entstehung dieser Einschliisse wahrscheinlicher. Dabei kommt
vor allem eine Virusinfektion der Osteoclasten in Betracht (Rebel et al., 1976;
Malkani et al., 1976). Diese Deutung stiitzt sich auf die Beobachtung mikrotubu-
ldrer und parakristalliner nucleirer EinschluBkérper bei einer Reihe von Virusin-
fektionen wie Masernvirus (Nakai et al., 1969; Kallmann et al., 1959), Herpes-
und Adenoviren (Ghadially, 1975). Dabei ist es bisher unklar, ob die neben
den Viruspartikeln vorkommenden parakristallinen Strukturen als Proteine der
Wirt-Zelle oder der Viren anzusehen sind (Ghadially, 1975). Als Begleitphino-
men von Virusinfektionen mit Adenoviren konnten in der Gewebekultur auch
virusfreie Proteinkristalle beobachtet werden (Morgan and Rose, 1960). Auf-
grund dieser parakristallinen Einschliisse in den Paget-Osteoclasten ergibt sich
im Rahmen einer moglichen Virusinfektion der Hinweis auf einen cytogeneti-
schen Aspekt der Riesenosteoclasten beim Morbus Paget. Aus Untersuchungen
in der Zellkultur virusinfizierter Zellen ist bekannt, dafl bestimmte Virusstimme
einen cytopathogenen Effekt auf die Zellen ausiiben kdnnen, der sie zur Bildung
von Riesenzellen tber einen ProzeB der Zellfusion veranlaBt (Falke und Richter,
1961). Die Annahme liegt daher nahe, daB auch beim Morbus Paget eine erhéhte
Fusionstendenz von Vorlauferzellen der Osteoclasten durch eine mégliche Virus-
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infektion induziert sein kénnte. Diese Vorstellung bleibt jedoch hypothetisch,
solange der Bewels einer Virusinfektion nicht geflihrt ist. Zukiinftige Untersu-
chungen an den parakristallinen EinschluBkérpern in Paget-Osteoclasten miissen
zeigen, ob die urspriingliche Auffassung Pagets (1877) von der entziindlichen
Atiologie dieser Erkrankung durch den Nachweis von Virusproteinen erneut
gestiitzt werden kann. Die Frage nach der Atiologie der Pagetschen Knochener-
krankung bleibt somit noch unbeantwortet. Die aufgrund unserer ultrastruktu-
rellen Untersuchung entwickelten Aspekte zur Cytogenese der Paget-Osteocla-
sten lassen sich hingegen abschlieBend in einem Schema zusammenfassen
(Abb. 10). Danach sprechen die morphologischen Befunde dafiir, da diese
Osteoclasten durch Zellfusion aus Vorliduferzellen entstehen, die anscheinend
identisch mit dem Pericyten der Capillaren sind. Nach bisher unbekannter Le-
bensdauer gehen diese hoch aktiven und beweglichen Osteoclasten zugrunde.
Fir die Auflosung der Osteoclasten in Einzelzellen und ecine Transformation
im Osteoblasten ergeben sich keine morphologischen Hinweise. Die gleichzeitige
Stimulation des Knochenanbaus im Paget-Knochen ist daher eine weitere offene
Frage in der Pathogenese dieser Skeleterkrankung.
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