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Die org~nische In te rce l lu la r subs tanz  des Knochens  se tz t  sich zur  H a up t s a c he  
bUS Mucopolysacchar iden  und  Kol lagen  zusammen.  Sie wird yon  den Osteo- 
b las ten  und  Pri~osteoblasten gebildet .  Diese schmale  Schicht  yon  0s t eob la s t en  
und  Pr~os tcoblas ten  b le ib t  ws  des W a c h s t u m s  in engem K o n t a k t  mi t  dem 
Knochengewebe.  Die kol lagenen Fasern ,  die eine Querb~nderung und  eine 
Per iode yon  640 A aufweisen, s ind in eine amorphe  K i t t s u b s t a n z  e ingebet te t ,  
die du tch  einen Mucopo lysacchar id -Pro te inkomplex  gebfldet  wird.  

Der  kombin ie r t e  E insa tz  yon  Autoradiographie und EleIctronenmi/cros]copie 
ermSglicht  es, die Syn theseor te  der  Pro te ine  den  verschiedenen Ze l l s t ruk turen  
zuzuordnen  und  den Ablauf  der  Synthese  sowohl topographisch  als auch zei t l ich 
genauer  zu erfassen. I n  der  vor l iegenden Arbe i t  sell versucht  werden,  die F rage  
der  intracellulgren Kollagensynthese beim 08teoblasten der Ratte weiterhin  zu 
kl~ren.  Als Vorls  ffir unsere Un te r suchungen  wi~hlten wir H3-Prolin, das im 
Kol lagen  zusammen  m i t  Glycin  und  H y d r o x y p r o l i n  in hoher  K o n z e n t r a t i o n  
v o r k o m m t .  

Bisher liegen nur wenige elektronenmikroskopisch-autoradiographische Arbeiten mit 
I-I~-Prolin vor (I%v, VEL und HAY, ROSS und BEI~DITT). Weder Ha-Glycin noch Ha-Pro[in sind 
spezifische Kollagenvorl~iufer. Es finden sich jedoch in den Osteoblasten und in der Knochen- 
matrix keine Proteine mit hohem Pro]ingehalt. Der 1)rolingehalt der Zellkerne ist hoch, 
doch wird deft das Prolin nur in die Strukturproteine eingebaut. Es kann daher angenommen 
werden, dad das Prolin am Osteoblasten-Knochenmodell hauptsachlich ifir die Kollagen- 
synthese verwendet wird. 

lgethodik 
60--80 g schwere, weib[iche etwa 4 Wochen alte Wistarratten erhie]ten zu Versuchs- 

beginn eine einmalige I)osis yon 250 #C Ha-Prolin (spez. Akt. : 1 C/mM) i.p. Je zwei Ratten 
wurden 5, 15, 30, 60 und 240 min nach der Ha-Prolininjektion get6tet. 

Die rechte Tibia wurde in neutralem Formalin fixiert, mit EI)TA entkalkt, in Paraffin 
eingebettet und zu 5 # dicken Schnitten verarbeitet. Lichtmikroskopische Autoradiogramme 
mit den Ilfordemulsionen G 5 und K 2. Expositionszeit 8--21 T~ge. Entwicklung der Auto- 
radiogramme mit dem Kodak Developer 19b. Farbung der Schnitte durch die Filmemulsion 
mit H~malaun. 

�9 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung dureh die ttolderbankstiftung (Schweiz) und die Deutsche 
Forschungsgemeinschaft. 
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Die primgre Spongiosa der linken Tibia wurde in ldeine Wfirfel geschnitten, bei 40 C 
in Glutara]dehyd (loll 7.4) 4 Std iixiert, und anschlieBend 2 Std in Os0~ (pH 7.4) naehfixiert. 
Nach Wgsserung in einem Veronalacetat-Saccharosepuffer wurden die Organstficke fiber die 
aufsteigende Alkoholreihe in Epon 7301, sowie in Metacrylat eingebettet. Die Dtinnschnitte 
wurden mit dem LKB- und dem Porter-Blum Sorvall MT 2 Ultramikrotom hergeste]lt. Die 
Pr~Lparate wurden auf Formvar befilmte Kupfernetze gebracht und vor der autoradiographi- 
schen Verarbeitung mit einer Karbonschutzschicht fiberzogen. 

]3ei der e]ektronenmikr0skopischen Autoradiographie kam die Ilford-Emulsion L 4 zur 
Anwendung, die im Prinzip nach der ,,Zentrifugenmethode" yon KO~IZLEI~, Mi31~L~TI~ALEI~ 
und FRnu aufgetropft wurde. Die unverdiinnte L 4-Ilfordemulsion wird wghrend 
15 rain bei 450 C aufgel6st, anschliegend mit Aqua dest. im VerhgItnis 1:4--1:6 verdiinnt, 
und sodann auf eine rotierende Wachsplatte aufgetropft. Auf dieser Wachsplatte sind nahezu 
zentral die Kupfernetze mit den Pr~paraten angebraeht (methodische Einze]heiten s. ROHI~, 
KLIETMAI~N und 0EI~L:EI~T). Die elektronenmikroskopischen Autoradiogramme werden 
1--2 Monate in einem luftdichten Kasten bei Zimmertemperatur (180 C) unter Zusatz eines 
starken Trockenmittels gelagert. Bei der 10hotographischen Entwicldung folgten wir im 
Prinzip den Angaben von CA~o und VAN TUBERGE~7 und Gl~A~'BOULA57 u. Mitarb. Naeh der 
Fixation werden die Prgparate nach einer kurzen sorgf~ltigen Zwischenwiisserung in fiblicher 
Weise mit der Bleifi~rbung bei hohem pI-I nach KAm~ovsI~- ,,gefi~rbt", wodurch die Ge]atine- 
schicht mindestens teilweise abgebaut wird. Bei allen Versuchsserien wurden zur Kontrolle 
der Verteilung der Silberk6rner Autoradiogramme yon Thymidin markierter Milz mit- 
verarbeitet. 

Etwa 70% der auf diese Weise hergestellten Autoradiogramme sind ffir die Auswertung 
brauchbar. 

Auswertung mit dem Siemens Elmiskop I und Zeiss EM 9. 

Ergebnisse 
Lichtmikroskopische  Ergebnisse.  5 min  nach  der  I n j e k t i o n  von I-Ia-Prolin 

weisen nur  vereinzel te  Os teoblas ten  im Bereiche der  primi~ren Spongiosa  eine 
geringe Mark ie rung  mi t  1 - - 5  Si lberkSrnern  auf. Die Mark ie rung  der  Osteoblas ten  
n i m m t  bei  den sp/~teren Versuchszei ten  (15 und  30 rain) s te t ig  zu und  erre icht  
60 rain nach  der  P ro l in in jek t ion  ein M a x i m u m  (Abb. 1). 30 min  nach  der  Prol in-  
in jek t ion  liegen die Si lberkSrner  diffus im Cy top la sma  ver te i l t ,  w~hrend  sie nach  
60 min  deut l ich  auf der  dem Knochen  zugewandten  Seite zu erkennen sind. 

Vier  S tunden  nach  der  Pro l ingabe  lassen sich die Si lberkSrner  deut l ich  als 
yon  den  Os teoblas ten  abgese tz te r  Mark ie rungssaum erkennen (Abb. 2). 

E lek t ronenmikroskopische  Befunde. Als Grundlage  ffir die Un te r suchungen  
fiber den zei t l ichen und  topograph i schen  Ablauf  der  Kol lagensyn these  d icntc  uns 
der  Markos teob las t  und  die angrenzende unve rka lk t e  und  ve rka lk t e  Knochen-  
ma t r ix .  Das  endoplasmat i sche  l%eticulum der  Markos teob]as ten  is t  s t a rk  ent-  
wickel t  (Abb. 3). Stel lenweise k a n n  in den  Cisternen ein netzfSrmiges Mater ia l  
nachgewiesen werden,  das  m i t  grol3er Wahrsehe in l i chkc i t  e inem Kollagenvorl/~ufer 
dem Tropokol lagen  entsprich~. Die Tropokol lagenmolekf i le  bes i tzcn einen Durch-  
messer  yon  nur  15 A und  viele der  in  den Cisternen beobach te t en  F i l a m e n t e  s ind 
auch nieh~ viel d icker  als 15 A (Abb. 4) (SH~LDO~ und  RoBInSOn). 

5 und  15 rain nach  I n j e k t i o n  von Ha-Prol in  l inden  sich in allen Autorad io -  
g r a m m e n  erst  vere inzel t  Si lberkSrner  fiber denjenigen  Ante i len  des endop lasmat i -  
schen Ret icu]ums,  die sieh noch n ich t  zu Cisternen erwei ter t  haben.  Die diJat ier ten 
Ante i le  des endop lasmat i schen  Re t i cu lums  weisen keine Mark ie rung  mi t  H a- 
Pro l in  auf. Dabe i  l~6t  sich die Aktivit~tt  n u t  f iber den Osteoblas ten  und  den 
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Pr~osteocyten nachweisen. Die Osteocyten sind mit  Ausnahme der frisch 
eingeschlossenen 0steocyten, noch unmarkiert.  Die Zellen des Knochenmarkes 
weisen ebenfalls keine Aktiviti~t auf. 

Abb. 1, I~atte, proximale Tibiaepiphyse.  30 m i a  nach In jek t ioa  yon 1-I3-Prolin. Osteoblasten mi t  ei~ler 
deutl ichen Markierung (schwarze Silberkorngramfla).  Mal3stab : 1 : 800 

30 rain nach der It3-Prolingabe hat  sioh die Markierung gr61~tentefls in die 
Lumina der Cisternen verschoben. Vereinzelt kSnnen zu diesem Zeitpunkt bereits 
SilberkSrner beobachtet  werden, welche in Cisternen dicht unter der Zellmembran 
liegen (Abb. 5). 60 rain nach der Prolingabe erreicht der Einbau einen I-IShepunkt. 
Die meisten SflberkSrner liegen nun in den weiten Cisternen, daneben beobachtet  
man auBerdem alle Stadien der vorangehenden Versuchszeiten. Die Markierung 
fiber dem Go]gifeld ist jedoeh auch zu diesem Zeitpunkt nieht besonders aus- 
gepr~gt. 
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Ganz vereinzelt konnten wir auch Cisternen finden, deren Inhal t  eben frei- 
gesetzt wurde, so dab sich die Cisternen frei gegen die praossare Zone hin zu 6ffnen 
schienen. Teilweise sind auch die Kollagenvorls mit  dem eingebauten Prolin 

Abb. 2. l~atte, p roximale  Tibiaepiphyse.  240 ra in  nach  der  Ka-Prol ininjekt ion.  Die Si lberk6rner  lasser~ sich 
als  deut l ich  v o a  den Osteoblastell  abgese tz ter  Mark i e rungs saum erkennen.  Ma~s tab :  14000 

bereits in die praossare Zone fibergetreten, und bilden dort einen Saum, weleher 
demjenigen der lichtmikroskopischen Autor~diogramme entspricht. 60 rain nach 
der Prolingabe ist jedoch kein neugebildetes Kollagen fiber der verkalkten Matrix 
n~ehzuweisen (Abb. 6). 

240 rain nach der Prolininjektion h~ben die meisten Osteoblasten und Pr~- 
osteobl~sten die Prolinmarkierung verloren. Nut  gelegentlich ist noch marldertes 
Prolin fiber den Cisternen anzutrdfen.  Die Markierungsss die vorher fiber 
den noch ungeordnet liegenden kollagenen Fasern zu linden waren, h~ben sich 
nun weiterhin von den Osteoblasten ubgesetzt. Das gebfindelte Kollagen ist 
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markiert,  teilweise liegen die Silberk6rner bereits in oder nahe der Verkalkungs- 
zone (Abb. 7 und 8). 

Diskussion 
Die elektronenmikroskopisch erhobenen Befunde des Einbaues yon Ha-Prolin 

stehen in guter Ubereinstimmung mit  den ]ichtmikroskopischen Befunden. Die 

Abb. 3. Primate Tibiaspo~lgiosa der 1%atte. 10steoblast  mit stark en~wickeltem eadoplasmatischera l~eticulum; 
2 junges fibrilliires Knochengewebe; 3 verkalkte Matrix. Ges.-Vergr.: ca. 14000• 

Kollagensynthese dureh die Osteoblasten konnte bei Untersuehungen mit  H 3- 
Glycin durch CARd,too und LEBLOND und ROH~ naehgewiesen werden. Der zeit- 
liche Ab]auf des Einbaues yon Hs-Prolin und H3-Glyein liegt in der gleiehen 
GrSi~enordnung. 

Bereits 15 min nach der tts-Prolininjektion konnten wir Aktiviti~t fiber dem 
nicht erweiterten endoplasmatisehen Reticulum nachweisen. Das markierte 
Prolin liegt zu diesem Zeitpunkt wahrscheinlieh in der Form eines Tropoko]lagens 
vor, d.h. als Eiwei~. Dagegen dfirften niedermolekularere Eiweil~vorstufen, d.h. 
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Polypeptide, dureh die elektronenmikroskopisehe Verarbeitung mindestens teil- 
weise herausgel6st werden. Die Synthese der Kollagenvorls seheint sieh 
fiber dem nieht erweiterten endoplasmatisehen Retieulum zu vollziehen. 

Abb.  4. lPrimgre Tib iaspongiosa  tier Rg t te .  DetMlatffnahme einer  Cisferne,  die einen deut l ieh ne tz f6rmig  
angeordne ten  InhMt  aufweis t .  Ges.-Vergr . :  ca. 2 0 0 0 0 0 x  

Die Tatsaehe, dM] 5 rain n~eh der Prolingabe noeh kein marldertes Prolin 
fiber den Osteoblasten zu linden ist, kann dadureh erkl~rt werden, dab die 
Mengen yon Prolin, die sieh zu diesem Zeitpunkt  in der Zelle linden f/Jr eine 
Erzeugung tines virtuellen Bildes in der Filmemulsion nieht ausreiehen. Unsere 
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Befunde sehlieBen daher einen Einbau yon Prolin sehon zu diesem Zeitpunkt in 
die Zelle nieht mit  Sieherheit aus. 

30 und 60 min nach der tt3-Prolininjektion konnten wit die Aktivit/~t zur 
t Iauptsaehe fiber den Cisternen naehweisen. R~VEL ~und HAY dagegen fanden 

Abb. 5. :Prim~re Tib iaspongiosa  der  :Rat, te. Au~orad iogramm:  3 0 m i n  nach In jek t ion  yon l-I~-Prolin. Die , ,H ~- 
Prol in-Si lberk6rner"  (in typiseher  Weise aufgekn~uel t ) I iegen irt den s t a rk  erwei~erten Zis ternen  des endoplasmat i -  

schen t le t iculums.  Ges.-Vergr. :  ca. 2 6 0 0 0 x  

zu diesem Zeitpunkt die Prolinaktivitgt vorwiegend fiber dem Golgifeld der 
Knorpelzellen. I m  Gegensatz zu demjenigen der Knorpelzellen ist jedoeh das 
Golgffeld der Osteoblasten weniger stark ausgebildet. Sowohl 30 als aueb 60 rain 
naeh der Prolininjektion konnten wit nur vereinzelt eine siehere Markierung 
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Abb. 6. Pr im/ire  Tibiaspongiosa  der 1Ratte : Au to rad iog ramm.  60 rain nach In jek t ion  yon I-IS-Prolin. Die Silber- 
kSrner,  die dem in das  neugebi]dete  Kollagen e ingebauten  Prol in  entsprechen,  Iiegen fiber der  pr~oss~ren, noch 

nicht  verkalkter~ Zone der  Knoehenb~ilkchen. t~ber den Osteoblas ten f inder  sich keine  i~ark ie rung  mehr .  
Ges. Vergr . :  ca. 26000 • 

fiber dem Golgifeld linden. Hingegen fanden wir bei der Durchmusterung einer 
grSl~eren Zahl von Autoradiogrammen immer wieder Cisternen, die nahe der 
Zellmembran lagen, diese teilweise sogar auszubuehten schienen. Ganz vereinzelt 

Virchows Arch.  path .  Anat . ,  Bd. 338 24 
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Abb. 7. P r i m a t e  Tib iaspongiosa  der  Ra t t e .  240 m~n nach In jek t ion  v o a  HS-Prolin. Au to rad iog ramm.  Das  
mark i e r t e  Prol in  l iegt  als deut l icher  Mark i e rungssaum nahe  der  Yerkalkungszone.  Yereinzelte Silberk/~rner 

l iegen berei~s i~1 der  ve rka lk t en  Matr ix .  Ges. Yergr . :  ca. 26000 • 

konn ten  wir  auch Cisternen finden, deren mark i e r t e r  I n h a l t  eben freigesetzt  
w u r d e ,  so dal] sieh die Cisterne gegen die praossare  Zone hin zu 5ffnen schien. 
Die Kol lagenvor ls  kSnnen somit  auch d i rek t  fiber die Cisternen aus der  Zelle 
ausgesch]eust  werden.  

Nach  den vorl iegenden Ergebnissen scheinen alle Eiweil~e - -  und  im besonderen 
das  Kol lagen  - -  die yon sezernierenden Zellen, mi t  Einsehlul~ der  Osteoblas ten  



Abb. 8. Primgre Tibiaspongiosa der Rat te .  Knochenbglkchen umgeben vo• Markosteoblas~en. Autoradiogramm. 
240 min  nach In jek t ion  yon H3-Prolin. Das ~leugebildete Kollagen finder sich zu diesem Zeitpunk~e nahe und in  

der Verkalkungszone. Ges. Vergr.: ca. 7000 x 

gebildet werden, an oder in den Ribosomen gebildet zu werden (REv~L und HAY, 
CA~O und PALADE). Das begrenzte autoradiographisehe AuflSsungsvermSgen 
(0,1 #) l~13t eine seharfe Trennung nieht zu. Nut bei vereinzelten Sehnitten 
kormte bei mggig dilatierten Cisternen die Prolinaktivit/~t den Ribosomen einiger- 
magen zngeordnet werden. 

24* 
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Der neugebildete Kollagenvorl~ufer, wahrscheinlich ein Tropokollagen, wird 
nach unseren Befunden einerseits fiber das Golgifeld und andererseits zum 
grfBten Teil fiber die Cisternen direkt aus der Zelle ausgeschleust. Bereits nach 
4 Std findet sich die Prolinaktivit/~t in der pr/~oss~ren Zone der Knochenb/~lkehen. 
Dabei liegt das eingebaute Prolin vorerst fiber den Kollagenfibrillen, die noch 
keine Orientierung aufweisen, d.h. noch nicht gebfindelt sind. Erst spi~ter findet 
sich die Aktivit~t fiber dem gebfindelten Kollagen oder schon fiber der verkalkten 
Knochenmatrix. Das Kollagen befindet sich in zunehmendem Abstande von 
den Osteoblasten in einem hfheren Polymerisationsgrad. 

Diese Ergebnisse zeigen, dab Prolin, als Kollagenvorl~ufer, nach der Injektion 
bevorzugt yon denjenigen Zellen aufgenommen wird, die bei der Kollagen- 
synthese beteiligt sind. Der Vorgang der Kollagensynthese in seinen zeitliehen 
und topographischen Ablauf steht in guter l~bereinstimmung zum elektronen- 
mikroskopisch beschriebenen Synthese- und Sekretionsablauf der Drfisenzellen. 

Unbeantwortet  bleibt die Frage, ob das in der Zelle gebildete Syntheseprodukt 
fakultativ oder obligatorisch den Weg fiber das Golgifeld beschreitet. Unsere 
elektronenmikroskopischen Befunde machen es jedoch wahrscheinlich, dab beide 
Wege beschritten werden kfnnen. Die Rolle des Golgifeldes im Syntheseablauf 
des Kollagens bleibt vorerst noch ungekl~rt. Untersuehungen mit H3-Glucose 
(P]~Tv, RSON und LEBLOND), sowie mit S s5 am Knorpel (FEwEn, TttREADGOLD~ 
SHwLDO~) denten darauf hin, dab das Golgifeld bei der Mucopolysaccharid- 
synthese eine wichtige Rolle spielt. 

Eine extracellul/~re Bildung yon Kollagen kann nach unseren Befunden zu- 
mindestens ffir die Knochenmatrix ausgeschlossen werden. 

Frau G. SC~mDT und Fraulein A. FELD~EGn bin ich fiir die technische Hilfe zu groBem 
Dank verpflichtet. 

Zusammenfassung 
60--80 g schwere Wistarratten erhielten eine einmalige Dosis yon 250/tC 

H3-Prolin i.p. Je zwei Rat ten wurden in Intervallen von 5 his zu 240 min nach 
tier Prolininjektion getftet .  15 rain nach der Injektion liegt die Prolinaktiviti~t 
fiber dem nicht erweiterten endoplasmatischen Reticulum, das dem Ort der 
Kollagensynthese entspricht; nach 30 und 60 rain liegt das markierte Prolin 
iiber den Cisternen; nach 240 rain ist die gesamte Prolinaktivit~t in die priiossi~re 
Zone der Knochenb~lkchen fibergetretcn. ()ber dem Golgifeld liegt zu allen 
Versuchszeiten nur eine geringe Markierung mit Ha-Prolin. Topographisch und 
zeitlich l~uft die Kollagensynthese analog der Sekretbildung der Drfisenzellen ab. 
Eine extracellul~re Kollagensynthese kann am Knochen ausgeschlossen werden. 
Die Ausschleusung des Tropokollagens des Knochens findet wahrscheinlich 
grfBtenteils fiber die Cisternen und nur teilweise fiber das Golgi~eld statt. 

The Synthesis of Collagen in Respects to the Submicroscopic Structure 
of 0steoblasts 

(Electron Microscopie-Autoradiographie Studies with Tritiated Proline) 

Summary 
Wistar rats, weighing 60--80 g, received a single ip. injection of 250 #C of 

Ha-proline. Two rats were then sacrificed beginning at five minutes after the 
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inject ion,  and  a t  five minu te  in te rva l s  the rea f t e r  up  to 240 minutes .  Fifteen 
minutes  af ter  the  in jec t ion  the  prol ine a c t i v i t y  was loca ted  a t  the  non-d i l a t ed  
endoplasmic  re t i cu lum which corresponds to the  site of collagen synthesis .  Af te r  
30 and 60 minutes the  labe led  prol ine was a t  the  c is ternae;  a f te r  240 minutes 
the  ent ire  prol ine a c t i v i t y  had  m o v e d  in to  the  preosseous zone of the  b o n y  t rabe-  
culae. A t  all expe r imen ta l  t imes  there  was only  a sl ight  label ing wi th  H a- prol ine 
a t  the  Golgi appa ra tus .  Topograph ica l ly  and  t e mpora l l y  the  synthes is  of collagen 
came abou t  in a w a y  analogous to  the  fo rma t ion  of secret ion in g landu la r  cells. 
A n  ex t race l lu la r  synthes is  of collagen in  bones could be excluded.  The ex t rus ion  
of the  t ropocol lagen  of the  bone took  place for the  mos t  pa r t  p r o b a b l y  b y  w a y  
of the  c is ternae and  only pa r t i a l l y  by  w a y  of the  Golgi appara tus .  
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