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Die Fluorochromierung von Knochenanbau

und -zirkulation

Berton A. Rahn

Knochenchirurgische Implantate verdndern
die Zirkulation im Knochen und bewirken
inneren Umbau, Zur Analyse der Zusam-
menhidnge miissen diese vitalen Vorgidnge
sichtbar gemacht werden. Es sind Farbetech-
niken entwickelt worden, welche erlauben,
am lebenden Organismus Skelettveridnderun-
gen in ithrem zeitlichen Ablauf zu verfolgen
oder Zonen gestorter Zirkulation abzugren-
zen.

Von Vitalfarbetechniken wird gefordert,
dass sie eine selektive Darstellung der interes-
sierenden Strukturen gestatten. Erwiinscht
ist ein moglichst grosser Kontrast zwischen
den angefiarbten Geweben und ihrer Umge-
bung. Dabei sollten die untersuchten biologi-
schen Vorgidnge nicht merklich gestort wer-
den. Es ist moglich, bestimmte Gewebsstruk-
turen durch Fluorochrome (fluoreszierende
Substanzen) zu markieren. Die fluorochro-
mierten Gewebsanteile leuchten vor einem
dunklen Untergrund und kénnen durch den
guten Kontrast leichter erkannt werden. Da-
mit geniigen niedrigere Dosierungen der ent-~
sprechenden Farbstoffe, was auch eine ge-
ringere Toxizitat bedeutet.

Darstellung der Knochenzirkulation

Die Knochendurchblutung kann durch In-
jektion von Tusche (Trueta und Cavadias,
1955), feindispersem Bariumsulfat (Rhine-
lander und Baragry, 1962) oder Kunststoff
dargestellt werden. Die Untersuchung ge-
schieht im histologischen Schnitt, im Roént-
genbild oder der Mikroradiographie, am
transparent gemachten Priparat oder nach
Auflosen der Gefidssumgebung. Lichtmikro-
skopische Techniken sowie das Rasterelek-
tronenmikroskop (Draenert und Draenert,
1980) werden zur Darsteliung der Gefissto-
pographie verwendet. Alle diese Techniken
der Gefidssdarstellung bedingen einen Ein-

griff in die afferente Gefassbahn. Die Fiil-
lung der Gefasslumina geschieht passiv,
meist mit statischem Druck in der Grossen-
ordnung des systolischen Blutdruckes. Die
Fillsubstanzen weisen nicht die gleichen
rheclogischen Eigenschaften auf wie das
Blut, und zudem konnen die Partikel auch
aggregieren. Es ist deshalb nicht immer mit
absoluter Sicherheit gewihrleistet, dass die
physiologischen Verhaltnisse korrekt wieder-
gegeben werden. Vitalfarbungen gelangen
auch klinisch zur Anwendung, z.B. zur Ab-

grenzung von Verbrennungsnekrosen (Burri

et al., 1965). Am Skelett wurden Sequester
bei Knocheninfektionen mit Disulfinblau
dargestellt. (Jenny et al., 1977). Fur die expe-
rimentelle Knochenforschung wurde die Di-
sulfinblautechnik modifiziert (Gunst et al.,
1979).

Mit Hilfe von Vitalfarbungen des Knochens
konnten einige praktische Aspekte der
Durchblutung im Zusammenhang mit der
Osteosynthese dargestellt werden.
Unmittelbar nach einer Fraktur sind die in-
trakortikalen Gefdsse an den Fragmentenden
unterbrochen. Wenige Stunden nach dem
Trauma hat sich die Zone, in der keine Zir-
kulation mehr stattfindet, auf mehrere Milli-
meter, von den Fragmentenden gemessen,
ausgedehnt. Dies kann selbst dann beobach-
tet werden, wenn die Hauptgefasse in der
Umgebung noch intakt geblieben sind. Der
hauptsdchliche Blutzustrom zu den Rohren-
knochen geschieht durch die Arteriae nutri-
ciae. Diese dringen durch die Kortikalis in
den Markraum ein und verteilen sich dort
auf die ganze innere Knochenoberfliche.
Allgemein wird angenommen, dass von den
Markraumgefdssen aus ungefihr die inneren
zwel Drittel der Kortikalis erndhrt werden,
wihrend das dussere Drittel vom Periost aus
durchblutet wird. Neuere Untersuchungen
mit Vitalfarbstoffen (Gunst et al., 1979, Pfi-
ster et al., 1980) am Schaf und Kaninchen
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haben aber gezeigt, dass sowohl periostales
wie endostales Versorgungssystem bis zu ei-
nem gewissen Grade Zirkulationsausfille im
anderen System kompensieren kénnen. Da-
bei kann das endostale System bei einem
Ausfall des periostalen Sysiems noch dber
90 % der Kortikalsdicke erndhren. Nach eci-
nem Ausfall des endostalen Systems wird
vom periostalen System her noch bis zur
Halfte der Kortikalsdicke versorgt.

Eine Operation einer Fraktur bewirkt eine
zusitzliche Storung der Zirkulation. Durch
den operativen Zugang werden zum Teil
Weichteilgefdasse unterbrochen, zum Teil
werden diese Teile auch vom Knochen abge-
lést. Durch eine postoperative Schwellung
(Oedem, Haematom) kann es im verletzten
Gebiet zu einer Stase kommen. Je nach der
Operationsmethode kommen noch unter-
schiedliche Operationsschiaden dazu. Nur ein
geringes Trauma ist beim Gebrauch eines
fixateur externe zu erwarten. Die Weichteil-
schidden bleiben dabel minimal, und im Kno-
chen ist die Zirkulation nur gerade um die
Bohrlocher gestort. Diese Technik wird vor
allem dann angewendet, wenn die Weichteile
im Frakturbereich durch das Unfallgesche-
hen schon stark geschidigt sind.

Reine Verschraubungen von Schaftbriichen
sind aus Stabilitdtsgriinden nur noch sehr
selten in Gebrauch, im epiphysdren und me-
taphysaren Bereich ist dies jedoch eine iibli-
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Abb. 1 Vitalfdrbung der
Gefassrdume  im Knpo-
chen. Bereits 30 Sekunden
nach intravendser Verab-
reichung lisst sich der
Fluoreszenzfarbstoff  in
Knochenproben nachwei-
sen. Die Ubersichtsauf-
nahme zeigt weiss eine
funktionierende  Durch-
blutung der Markhohle,
in den umgebenden
Weichteilen und in den in-
trakortikalen Gefissen.

che Technik. Der Gewebsschaden durch eine
Verschraubung ist auf das lokale Trauma di-
rekt um die Bohrlocher (Abb.3) und auf das
Freilegen des Operationsgebietes beschriankt.

Die durch den Bohrvorgang traumatisierte
Zone ist deutlich kleiner, wenn mit gut ge-
schiarftem Bohrer gearbeitet wird (Schmelz-
eisen pers. Mitt.).

Unter Osteosyntheseplatten sind, wie mit
Hilfe von Vialfarbungen nachgewiesen wur-
de (Gunst et al., 1979), ausgedehntere Sto-
rungen zu erwarten. Die nicht durchblutete
Zone weist ungefahr das Ausmass der Platte
auf, geht aber iiber die direkte Kontaktzone
zwischen Platte und Knochen hinaus (Liithi
et al., 1980}, Es diirfte sich hier also nicht um
eine direkte Druckwirkung auf die im Kno-
chen gut geschiitzten Gefédsse handeln. Die
Tiefenausdehnung der gestorten Zone um-
fasst beim Schaf und beim Hund ungefdhr
einen Drittel bis eine Halfte der Kortikalis-
dicke, beim Kaninchen oft die ganze Korti-
kalis.

Das Ausbohren der Markhdahle und das Ein-
bringen eines Marknagels unterbrechen die
medullidre Versorgung. Die periostale Zirku-
lation kann die Durchblutung bis ungefdhr
zur Mitte der Kortikalis und zum Teil auch
dariiber hinaus gewdihrleisten, es bleibt aber
ein markhohlennahes Kortikalisrohr chne
Zirkulation.




Die Erholung von grosseren zirkulationsge-
storten Arealen geht mit Knochenumbau
(Havers’scher Umbau) einher. Dieser Um-
bau beginnt in der dritten bis vierten Woche
an den Grenzen zwischen durchbluteter und
nicht durchbluteter Kortikalis. Die Revasku-
larisierung geht so vor sich, dass die beste-
henden Gefdssrdume rekanalisiert und wie-
der mit der Zirkulation verbunden werden.
Darauf wird der Knochen um diese Gefiss-
rdaume lokal resorbiert, um in der Folge
durch neuen Knochen ersetzt zu werden.
Dieser schrittweise Ersatz des Knochens im
gestorten Gebiet geschieht prinzipiell nach
dem gleichen Mechanismus, ob der Gefiss-
schaden durch eine Platte (Gunst et al.,
1979) oder durch einen Marknagel (Pfister et
al., 1979) verursacht worden ist. Bei der
Plattenversorgung, wo das Trauma auf der
periostalen Seite ansetzt, geschieht dieser Er-
satz zentrifugal, wihrend beim Marknagel
mit zentraler Storung der Knochenumbau
zentripetal erfolgt (Pfister et al., 1979). An
der Kaninchentibia ist der Schaden nach
zwei bis drei Monaten behoben, beim Schaf
dauert dies etwa vier bis sechs Monate, Eine
Biopsie von einem Patienten nach Plattenfi-
xation einer Tibiafraktur hat gezeigt, dass
nach einem Jahr erst etwa zwei Drittel des
Knochens umgebaut sind. Eine Wartezeit
von eineinhalb bis zwei Jahren bis zur Plat-
tenentfernung, wie es klinisch an der Tibia
gehandhabt wird, scheint im Hinblick auf

Abb. 2. Vitalfirbung der
Knochenzellen. Der intra-
vends verabreichte Fluo-
reszenzfarbstoff ldsst sich
auch in den einzelnen
Osteozyten und in deren
Fortsidtzen nachweisen.

Knochendurchblutung und -umbau adaquat
zu sein. Inzwischen gelang es, die Auflésung
zwischen durchbluteten und nicht durchblu-
teten Strukturen bis auf das Niveau der Ha-
vers’schen Kanile zu bringen. Unter optima-
len Bedingungen lassen sich sogar einzelne
blaugefiarbte Osteozyten darstelien. Die An-
farbung der Osteozyten ist aber wegen des
geringen Kontrastes zur Umgebung nicht im-
mer zuverldssig erkennbar. Fluorescein-Na
(Siegfried, Zofingen) in Phosphatpuffer ge-
16st (10 g/100 ml) wurde den Versuchstieren
intravenos verabreicht. Die danach entnom-
menen Knochenproben zeigen im Fluores-
zenz-Mikroskop  (Blauanregung, gelber
Sperrfilter) eine deutliche griingelbe Fluores-
zenz vor dunklem Hintergrund. Bei schwa-
cher Vergrosserung ist diese Fluoreszenz in
den umgebenden Weichteilen und innerhalb
der Havers’schen Kanile sichtbar (Abb.1).
Bei stiarkerer Vergrosserung sind die einzel-
nen Osteozyten und sogar die Osteozytenfort-
satze, die sogenannten Canaliculi, deutlich
von der Umgebung abgrenzbar (Abb. 2). Der
Farbstoff ist bereits 30 Sekunden nach der
Injektion in den Zellen anzutreffen. Nach ei-
nem Gewebstrauma, wie z. B. einer Fraktur
oder Implantation einer Knochenschraube,
sind deutlich Zonen sichtbar, in denen das
Fluorochrom fehlt (Abb.3). Die Molekiile
der verwendeten Markiersubstanz weisen ein
ungefahr doppelt so grosses Molekularge-
wicht wie ein Glukosemolekiil auf. Es ist des-
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halb anzunehmen, dass diese Substanz tber
die Durchstromung in den Gefissen hinaus
auch die Versorgung des Gewebes wieder-
spiegelt (perikapillidre Zirkulation). Mit die-
ser Intravitalfidrbung steht uns daher eine
empfindliche und fein aufldsende Technik
zur Abklarung der Zirkulationsstorung im
Knochen zur Verfiigung.
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Abb. 3. Durchblutungs-
storung im Knochen. Das
Bohren und Gewinde-
schneiden im Knochen Rat
die Zirkulation in den be-
nachbarten Gefdssen un-
terbrochen, Das Ausmass
der Storung wird durch
die Abwesenheit des Vi-
taifarbstoffs sichtbar ge-
macht.

Markierung des Gewebsminerals

Bereits im [8. Jahrhundert wurde zur Dar-
stellung des Knochenanbaus Farberrote (ru-
bia tinctorum) an Versuchstiere verfiittert
(Belchier, 1736). Die Verwendung von Fir-
berréte und spidter des daraus isolierten
Farbstoffes Alizarin wurde vor allem im

Abb. 4. Knochenbildung
im Bereich der Wachs-
tumsfuge. Die Markier-
substanz wurde dost ein-
gelagert, wo Mineralisa-
tionsvorgidnge  staitfin-
den. Als charakteristisch
fiir die chondrale Ossifi-
kation ist die Verkalkung
der Knorpelgrundsub-
stanz  {fein  gestreifte
Zone) zwischen den Sau-
len der Knorpelzellen an-
zusehen.




19. Jahrhundert zu einer Standardtechnik in
der Knochenforschung. Bedenken wegen der
Hemmung von Knochenbildung und Mine-
ralisation (Harris, 1964) haben das Alizarin
etwas verdrangt. Tetracyclin-Antibiotika bil-
den mit Apatit Chelatkomplexe. Diese lassen
sich durch ihre gelbe Fluoreszenz sichtbar
machen und neugebildeter Knochen kann
markiert werden (Milch et al., 1957). Die se-

Abb 3. Bildung von Fa-
serknochen. Bet der Fa-
serknochenbildung  ver-
kalken gleichzeitig relativ
grosse Areale, sodass die
gleiche Markiersubstanz
{iber Distanzen von 0,5
mm und mehr nachweis-
bar ist.

quentielle Verabreichung von mehreren Mar-
ken erlaubt ein besseres Erfassen der zeitab-
hangigen Dynamik. Im Verlaufe der Zeit
sind weitere Farbstoffe dazugekommen, so
dass die Zeitmarken durch ihren Farbton un-
terscheidbar werden. Neben den Tetracycli-
nen haben sich die Substanzen Calcein (griin,
Suzuki und Mathews, 1966), Calceinblau
(Rahn und Perren, 1970), Xylenolorange

Abb. 6, Bildung von la-
melldrem Knochen. La-
melldrer Knochen bildet
sich in einer Geschwindig-
keit von 1-2 Mikrometern
pro Tag. Er wird prak-
tisch immer aufgelagert
auf eine bereits minerali-
sierte Struktur, in diesem
Falle auf vorher gebilde-
ten Faserknochen.
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Abb. 7. Verschiebung von Knochenstrukturen, Wih-
rend des Wachstums verschieben sich Knochenstrukiu-
ren durch Resorption auf der einen, Anbau auf der an-
deren Seite. Gefdssrdume machen diese Verschiebung
mit, was aus der einseitigen Knochenbildung im Kno-
cheninnern ersichtlich wird.

(Rahn und Perren, 1971), und Alizarinkom-
plexon (rot, Rahn und Perren, 1972) auf
Grund threr Vertraglichkeit fur die intravita-
le Verabreichung als geeignet erwiesen. Da-
neben gelangen auch die ebenfalls als Kom-
plexe eingebauten Porphyrine (Coutelier et
al., 1963), Alizarinrot-S (Harris, 1960) und
das orangegelb fluoreszierende Lumomagne-
son (Coutelier, 1973) zur Anwendung. Die
Einlagerung des ebenfalls fluoreszierenden
Procionrots (Prescott et al., 1968) und von
Bleiacetat (Schneider, 1968) beruht nicht auf
dem Mineralisationsprozess, die Substanzen
werden aber ebenfalls als Zeitmarken in mi-
neralisierenden Geweben verwendet.

Die Fluoreszenzmarken werden dort gefun-
den, wo Mineralisationsvorginge stattfin-
den, so z.B. bei der Knochenbildung. Die
chondrale Ossifikation (Abb.4), die Faser-
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Abb. 8. Markiersubstanzen an freigelegten Oberflidchen.
Sidgeschnitte (helle Linie oben rechts), mechanische Zer-
tritmmerung (helle Flache unten links) und Knochenre-
sorption (gezackte Linien unten links) kénnen Bin-
dungsmoglichkeiten fir die Markiersubstanzen freile-
gen. lhre spezielle Form und Lokalisation lisst diese
Stelten sich vom Knochenanbau unterscheiden.

knochenbildung (Abb. 3) und die lamellire
Knochenbildung zeigen dabei ein charakteri-
stisches Markierungsmuster (Abb.6). Die
Vertetlung und der Abstand der Farbmarken
geben Auskunft iiber Ort, Richtung und Ge-
schwindigkeit der Knochenbildungsvorginge
(Abb.7). Die Auflosung zwischen einzeln
verabreichten Marken ermoglicht routine-
mdssig Intervalle von wenigen Tagen zu un-
terscheiden. Das Minimum der zeitlichen
Abstande, welche bei lamellirem Knochen
noch eine Trennung zweier gleichfarbiger
Marken erlaubt, liegt in der Gréssenordnung
von 12-24 Stunden. Durch kontinuierliche
Verabreichung der Markiersubstanzen uber
eine bestimmte Zeit hinweg farbt sich die
ganze wihrend dieser Zeit gebildete Kno-
chenmenge an. So kann der neugebildete
Knochen mit einer Videokamera selektiv er-




d

b

Abb. 9. Selektives Herausheben einzelner Farbmarken. Durch spezielle Filterwahl im Fluoreszenzmikroskop ist es
moglich, einzelne Farben intensitdtsmissig aus der Umgebung herauszuheben. Aus der Abbildung 9a wurde im
abgebildeten Beispiel die griinen Fluoreszenzlinien speziell hervorgehoben (Abb. 9b).

fasst werden. Das Videosignal kann in digi-
tale Werte umgewandelt und morphome-
trisch ausgewertet werden, Neben den Orten
der Knochenbildung binden auch andere
Stellen Fluorochrome. Verkalkungen bei Ge-
websnekrosen zeigen ebenfalls eine Einlage-
rung der verschiedenen Markiersubstanzen.
An Orten, an denen Osteoklasten den Kno-
chen resorbiert haben oder auch an Stellen,
an denen die Knochenoberflache mechanisch
verletzt wurde, werden Bindungsmoglichkei-
ten fir die entsprechenden Chelatkomplexe
freigelegt (Abb.8). Verdnderungen der Fil-
terkombinationen sowohl im Anregungs-
strahlengang des Fluoreszenzmikroskops wie
auch auf der Emissionsseite erlauben es, ein-
zelne Fluoreszenzfarben gegeniiber den an-
deren intensitdtsmassig stark hervorzuheben.
In der fotografischen Dokumentation wie

auch bei Betrachtung kénnen dadurch ein-
zelne Phasen der Knochenbildung separat er-
fasst werden (Abb.9), was die Bildauswer-
tung erleichtert. Die selektive Filterung zeig-
te noch einen weiteren Vorteil: Sogar ein far-
benblinder Mitarbeiter unseres Labors konn-
te damit die verschiedenen Farbmarken iden-
tifizieren und auswerten. Mit der polychro-
men Fluoreszenzmarkierung des Knochenan-
baus steht uns eine experimentelle Technik
zur Verfiigung, die Auskiinfte iiber die Dy-
namik der Mineralisationsvorgiange gibt. Sie
lasst sich bereits mit relativ einfachen Mitteln
durchfithren und ist praktisch in jedem La-
bor méglich. Eine Kombination von Fluores-
zenzmarkierung des neugebildeten Knochens
mit einer Darstellung der Zirkulationsver-
hiltnisse kann dazu beitragen, die gegenseiti-
gen Beziehungen zu analysieren.
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