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Die organische Intercellularsubstanz des Knochens setzt sich zur Hauptsache
aus Mucopolysacchariden und Kollagen zusammen. Sie wird von den Osteo-
blasten und Praosteoblasten gebildet. Diese schmale Schicht von Osteoblasten
und Praosteoblasten bleibt wihrend des Wachstums in engem Kontakt mit dem
Knochengewebe. Die kollagenen Fasern, die eine Querbidnderung und eine
Periode von 640 A aufweisen, sind in eine amorphe Kittsubstanz eingebettet,
die durch einen Mucopolysaccharid-Proteinkomplex gebildet wird.

Der kombinierte Einsatz von Awforadiographie und Elektronenmikroskopie
ermoglicht es, die Syntheseorte der Proteine den verschiedenen Zellstrukturen
zuzuordnen und den Ablauf der Synthese sowohl topographisch als auch zeitlich
genauer zu erfassen. In der vorliegenden Arbeit soll versucht werden, die Frage
der intracelluliiren Kollagensynthese beim Osteoblasten der Ratte weiterhin zu
klaren. Als Vorlaufer fiir unsere Untersuchungen wéhlten wir H3-Prolin, das im
Kollagen zusammen mit Glycin und Hydroxyprolin in hoher Konzentration
vorkormmt.

Bisher liegen nur wenige elektronenmikroskopisch-autoradiographische Arbeiten mit
H3-Prolin vor (Rever und Hay, Ross und Bexprrt). Weder H3-Glycin noch H3-Prolin sind
spezifische Kollagenvorldufer. Es finden sich jedoch in den Osteoblasten und in der Knochen-
matrix keine Proteine mit hohem Prolingehalt. Der Prolingehalt der Zellkerne ist hoch,
doch wird dort das Prolin nur in die Strukturproteine eingebaut. Es kann daher angenommen

werden, daBl das Prolin am Osteoblasten-Knochenmodell hauptsichlich fir die Kollagen-
synthese verwendet wird.

Methodik

60—80 g schwere, weibliche etwa 4 Wochen alte Wistarratten erhielten zu Versuchs-
beginn eine einmalige Dosis von 250 uC H3-Prolin (spez. Akt.: 1 C/mM) i.p. Je zwei Ratten
wurden 5, 15, 30, 60 und 240 min nach der H3-Prolininjektion getdtet.

Die rechte Tibia wurde in neutralem Formalin fixiert, mit EDTA entkalkt, in Paraffin
eingebettet und zu 5 p dicken Schnitten verarbeitet. Lichtmikroskopische Autoradiogramme
mit den Ilfordemulsionen G 5 und K 2. Expositionszeit 8—21 Tage. Entwicklung der Auto-
radiogramme mit dem Kodak Developer 19b. Firbung der Schnitte durch die Filmemulsion
mit Hamalaun.

* Ausgefiihrt mit Unterstiitzung durch die Holderbankstiftung (Schweiz) und die Deutsche
Forschungsgemeinschaft.
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Die primédre Spongiosa der linken Tibia wurde in kleine Wiirfel geschnitten, bei 4° C
in Glutaraldehyd (pH 7.4) 4 Std fixiert, und anschliefend 2 Std in 0sO, (pH 7.4) nachfixiert.
Nach Wasserung in einem Veronalacetat-Saccharosepuffer wurden die Organstiicke iiber die
aufsteigende Alkoholreihe in Epon 7301, sowie in Metacrylat eingebettet. Die Diinnschnitte
wurden mit dem LKB- und dem Porter-Blum Sorvall MT 2 Ultramikrotom hergestellt. Die
Priparate wurden auf Formvar befilmte Kupfernetze gebracht und vor der autoradiographi-
schen Verarbeitung mit einer Karbonschutzschicht iiberzogen.

Bei der elektronenmikroskopischen Autoradiographie kam die Ilford-Emulsion L4 zur
Anwendung, die im Prinzip nach der ,,Zentrifugenmethode” von Kornrer, MUBLETHALER
und FrEY-WyssLiNG aufgetropit wurde. Die unverdiinnte L 4-Ilfordemulsion wird wihrend
15 min bei 45° C aufgelost, anschliefend mit Aqua dest. im Verhiltnis 1:4—1:6 verdiinnt,
und sodann auf eine rotierende Wachsplatte aufgetropft. Auf dieser Wachsplatte sind nahezu
zentral die Kupfernetze mit den Priaparaten angebracht (methodische Einzelheiten s. RoHR,
Kriermany und OErHLERT). Die elektronenmikroskopischen Autoradiogramme werden
1—2 Monate in einem luftdichten Kasten bei Zimmertemperatur (18° C) unter Zusatz eines
starken Trockenmittels gelagert. Bei der photographischen Entwicklung folgten wir im
Prinzip den Angaben von CARO und vAN TUBERGEN und GRANBOULAN u. Mitarb. Nach der
Fixation werden die Préparate nach einer kurzen sorgfiltigen Zwischenwésserung in iiblicher
Weise mit der Bleifirbung bei hohem pH nach KarNovsky ,,gefdrbt”, wodurch die Gelatine-
schicht mindestens teilweise abgebaut wird. Bei allen Versuchsserien wurden zur Kontrolle
der Verteilung der Silberkorner Autoradiogramme von Thymidin markierter Milz mit-
verarbeitet.

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

Auswertung mit dem Siemens Elmiskop I und Zeiss EM 9.

Ergebnisse

Lichtmikroskopische Ergebnisse. 5 min nach der Injektion von HB3.Prolin
weisen nur vereinzelte Osteoblasten im Bereiche der priméren Spongiosa eine
geringe Markierung mit 1—5 Silberkérnern auf. Die Markierung der Osteoblasten
nimmt bei den spéteren Versuchszeiten (15 und 30 min) stetig zu und erreicht
60 min nach der Prolininjektion ein Maximum (Abb. 1). 30 min nach der Prolin-
injektion liegen die Silberkorner diffus im Cytoplasma verteilt, wihrend sie nach
60 min deutlich auf der dem Knochen zugewandten Seite zu erkennen sind,

Vier Stunden nach der Prolingabe lassen sich die Silberkérner deutlich als
von den Osteoblasten abgesetzter Markierungssaum erkennen (Abb. 2).

Elektronenmikroskopische Befunde. Als Grundlage fiir die Untersuchungen
iiber den zeitlichen und topographischen Ablauf der Kollagensynthese diente uns
der Markosteoblast und die angrenzende unverkalkte und verkalkte Knochen-
matrix. Das endoplasmatische Reticulum der Markosteoblasten ist stark ent-
wickelt (Abb. 3). Stellenweise kann in den Cisternen ein netzférmiges Material
nachgewiesen werden, das mit groer Wahrscheinlichkeit einem Kollagenvorldufer
dem Tropokollagen entspricht. Die Tropokollagenmolekiile besitzen einen Durch-
messer von nur 15 A und viele der in den Cisternen beobachteten Filamente sind
auch nicht viel dicker als 15 A (Abb. 4) (SHELDON und RoOBINSON).

5 und 15 min nach Injektion von H3-Prolin finden sich in allen Autoradio-
grammen erst vereinzelt Silberkérner tiber denjenigen Anteilen des endoplasmati-
schen Reticulums, die sich noch nicht zu Cisternen erweitert haben. Die dilatierten
Anteile des endoplasmatischen Reticulums weisen keine Markierung mit H3-
Prolin auf. Dabei la6t sich die Aktivitdt nur tiber den Osteoblasten und den
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Priosteocyten nachweisen. Die Osteocyten sind mit Ausnahme der frisch
eingeschlossenen Osteocyten, noch unmarkiert. Die Zellen des Knochenmarkes

weisen ebenfalls keine Aktivitat auf.
/ e
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Abb. 1. Ratte, proximale Tibiaepiphyse. 30 min nach Injektion von H3-Prolin. Osteoblasten mit einer
deutlichen Markierung (schwarze Silberkorngranula). MaBstab: 1:800

30 min nach der H3-Prolingabe hat sich die Markierung groBtenteils in die
Lumina der Cisternen verschoben. Vereinzelt konnen zu diesem Zeitpunkt bereits
Silberkorner beobachtet werden, welche in Cisternen dicht unter der Zellmembran
liegen (Abb. 5). 60 min nach der Prolingabe erreicht der Einbau einen Hohepunkt.
Die meisten Silberkérner liegen nun in den weiten Cisternen, daneben beobachtet
man aulerdem alle Stadien der vorangehenden Versuchszeiten. Die Markierung
iiber dem Golgifeld ist jedoch auch zu diesem Zeitpunkt nicht besonders aus-

gepragt.
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Ganz vereinzelt konnten wir auch Cisternen finden, deren Inhalt eben frei-
gesetzt wurde, so daf} sich die Cisternen frei gegen die préossire Zone hin zu 6ffnen
schienen. Teilweise sind auch die Kollagenvorldufer mit dem eingebauten Prolin

Abb. 2. Ratte, proximale Tibiaepiphyse. 240 min nach der H3-Prolininjektion. Die Silberkorner lassen sich
als deutlich von den Osteoblasten abgesetzter Markierungssaum erkennen. MaBstab: 14000

bereits in die préossire Zone iibergetreten, und bilden dort einen Saum, welcher
demjenigen der lichtmikroskopischen Autoradiogramme entspricht. 60 min nach
der Prolingabe ist jedoch kein neugebildetes Kollagen iber der verkalkten Matrix
nachzuweisen (Abb. 6).

240 min nach der Prolininjektion haben die meisten Osteoblasten und Pré-
osteoblasten die Prolinmarkierung verloren. Nur gelegentlich ist noch markiertes
Prolin tiber den Cisternen anzutreffen. Die Markierungssiume, die vorher iiber
den noch ungeordnet liegenden kollagenen Fasern zu finden waren, haben sich
nun weiterhin von den Osteoblasten abgesetzt. Das gebiindelte Kollagen ist
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markiert, teilweise liegen die Silberkérner bereits in oder nahe der Verkalkungs-
zone (Abb. 7 und 8).
Diskussion
Die elektronenmikroskopisch erhobenen Befunde des Einbaues von H3-Prolin
stehen in guter Ubereinstimmung mit den lichtmikroskopischen Befunden. Die

Abb. 8. Primiire Tibiaspongiosa der Ratte. ! Osteoblast mit stark entwickeltem endoplasmatischem Reticulum ;
2 junges fibrillires Knochengewebe; 3 verkalkte Matrix. Ges.-Vergr.: ca. 14000 X

Kollagensynthese durch die Osteoblasten konnte bei Untersuchungen mit H3-
Glycin durch CarNEIrRo und LEBLoND und RoHR nachgewiesen werden. Der zeit-
liche Ablauf des Einbaues von H3-Prolin und H3-Glycin liegt in der gleichen
GroBenordnung.

Bereits 15 min nach der H3-Prolininjektion konnten wir Aktivitdt tiber dem
nicht erweiterten endoplasmatischen Reticulum nachweisen. Das markierte
Prolin liegt zu diesem Zeitpunkt wahrscheinlich in der Form eines Tropokollagens
vor, d.h. als EiweiB. Dagegen diirften niedermolekularere Eiweilvorstufen, d.h.
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Polypeptide, durch die elektronenmikroskopische Verarbeitung mindestens teil-
weise herausgelost werden. Die Synthese der Kollagenvorlaufer scheint sich
iiber dem nicht erweiterten endoplasmatischen Reticulum zu vollziehen.

Abb. 4. Primire Tibiaspongiosa der Ratte. Detailaufnahme einer Cisterne, die einen deutlich netzférmig
angeordneten Inhalt aufweist. Ges.-Vergr.: ca. 200000 x

Die Tatsache, daf3 5 min nach der Prolingabe noch kein markiertes Prolin
iiber den Osteoblasten zu finden ist, kann dadurch erklirt werden, dall die
Mengen von Prolin, die sich zu diesem Zeitpunkt in der Zelle finden fir eine
Erzeugung eines virtuellen Bildes in der Filmemulsion nicht ausreichen. Unsere
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Befunde schlielen daher einen Einbau von Prolin schon zu diesem Zeitpunkt in
die Zelle nicht mit Sicherheit aus.

30 und 60 min nach der H3-Prolininjektion konnten wir die Aktivitét zur
Hauptsache iber den Cisternen nachweisen. RuvEL und Hay dagegen fanden

S » 33
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Abb. 5. Primiire Tibiaspongiosa der Ratte. Autoradiogramm: 30 min nach Injektion von H?-Prolin. Die ,,H3-
Prolin-Silberkdrnert (in typischer Weise aufgeknduelt)liegen in den stark erweiterten Zisternen des endoplasmati-
schen Reticulums, Ges.-Vergr.: ca. 26000 x

zu diesem Zeitpunkt die Prolinaktivitit vorwiegend iiber dem Golgifeld der
Knorpelzellen. Im Gegensatz zu demjenigen der Knorpelzellen ist jedoch das
Golgifeld der Osteoblasten weniger stark ausgebildet. Sowohl 30 als auch 60 min
nach der Prolininjektion konnten wir nur vereinzelt eine sichere Markierung
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Abb. 6. Primdre Tibiaspongiosa der Ratte: Autoradiogramm. 60 min nach Injektion von H?-Prolin. Die Silber-
koérner, die dem in das neugebildete Kollagen eingebauten Prolin entsprechen, liegen {iber der priossiren, noch
nicht verkalkten Zone der Knochenbilkchen. Uber den Osteoblasten findet sich keine Markierung mehr.

Ges, Vergr.: ca. 26000 x

tiber dem Golgifeld finden. Hingegen fanden wir bei der Durchmusterung einer
grofleren Zahl von Autoradiogrammen immer wieder Cisternen, die nahe der

Zellmembran lagen, diese teilweise sogar auszubuchten schienen. Ganz vereinzelt
Virchows Arch. path, Anat., Bd. 338 24



350 Hawsperer Ronr: Kollagensynthese und submikroskopische Struktur des Osteoblasten

‘. " . . _.I. . ‘K). -
Abb. 7. Priméire Tibiaspongiosa der Ratte. 240 min nach Injektion von H3-Prolin, Autoradiogramm. Das

markierte Prolin liegt als deutlicher Markierungssaum nahe der Verkalkungszone. Vereinzelte Silberkérmer
liegen bereits in der verkalkten Matrix. Ges. Vergr.: ca. 26000 x

konnten wir auch Cisternen finden, deren markierter Inhalt eben freigesetzt
wurde, so daB sich die Cisterne gegen die priossire Zone hin zu 6ffnen schien.
Die Kollagenvorldufer konnen somit auch direkt tiber die Cisternen aus der Zelle
ausgeschleust werden.

Nach den vorliegenden Ergebnissen scheinen alle Eiweille — und im besonderen
das Kollagen — die von sezernierenden Zellen, mit Einschlufl der Osteoblasten



Abb. 8. Priméire Tibiaspongiosa der Ratte. Knochenbdlkchen umgeben von Markosteoblasten. Autoradiogramm.
240 min nach Injektion von H2-Prolin. Das neugebildete Kollagen findet sich zu diesem Zeitpunkte nahe und in
der Verkalkungszone. Ges. Vergr.: ca. 7000 X

gebildet werden, an oder in den Ribosomen gebildet zu werden (RevEL und Hay,
Caro und Pavrapk). Das begrenzte autoradiographische Auflésungsvermogen
(0,1 ) 148t eine scharfe Trennung nicht zu. Nur bei vereinzelten Schnitten
konnte bei maBig dilatierten Cisternen die Prolinaktivitit den Ribosomen einiger-
mallen zugeordnet werden.

24*
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Der neugebildete Kollagenvorldufer, wahrscheinlich ein Tropokollagen, wird
nach unseren Befunden einerseits iiber das Golgifeld und andererseits zum
groBiten Teil itber die Cisternen direkt aus der Zelle ausgeschleust. Bereits nach
4 Std findet sich die Prolinaktivitdt in der praossiren Zone der Knochenbélkchen.
Dabei liegt das eingebaute Prolin vorerst iiber den Kollagenfibrillen, die noch
keine Orientierung aufweisen, d.h. noch nicht gebiindelt sind. Erst spéter findet
sich die Aktivitat iiber dem gebiindelten Kollagen oder schon iiber der verkalkten
Knochenmatrix. Das Kollagen befindet sich in zunehmendem Abstande von
den Osteoblasten in einem hoheren Polymerisationsgrad.

Diese Ergebnisse zeigen, dall Prolin, als Kollagenvorldufer, nach der Injektion
bevorzugt von denjenigen Zellen aufgenommen wird, die bei der Kollagen-
synthese beteiligt sind. Der Vorgang der Kollagensynthese in seinen zeitlichen
und topographischen Ablauf steht in guter Ubereinstimmung zum elektronen-
mikroskopisch beschriebenen Synthese- und Sekretionsablauf der Driisenzellen.

Unbeantwortet bleibt die Frage, ob das in der Zelle gebildete Syntheseprodukt
fakultativ oder obligatorisch den Weg iiber das Golgifeld beschreitet. Unsere
elektronenmikroskopischen Befunde machen es jedoch wahrscheinlich, dafl beide
Wege beschritten werden konnen. Die Rolle des Golgifeldes im Syntheseablauf
des Kollagens bleibt vorerst noch ungeklart. Untersuchungen mit H3-Glucose
(PrrERSON und LEBLOND), sowie mit S% am Knorpel (FEwWER, THREADGOLD,
SuELDON) deuten darauf hin, daf das Golgifeld bei der Mucopolysaccharid-
synthese eine wichtige Rolle spielt.

Eine extracelluldre Bildung von Kollagen kann nach unseren Befunden zu-
mindestens fir die Knochenmatrix ausgeschlossen werden.

Frau G. SceEmrpT und Friulein A. FELDHEGE bin ich fir die technische Hilfe zu grofem
Dank verpflichtet,

Zusammenfassung

60—80 g schwere Wistarratten erhielten eine einmalige Dosis von 250 uC
H3.Prolin i.p. Je zwei Ratten wurden in Intervallen von 5 bis zu 240 min nach
der Prolininjektion getdtet. 15 min nach der Injektion liegt die Prolinaktivitét
iiber dem nicht erweiterten endoplasmatischen Reticulum, das dem Ort der
Kollagensynthese entspricht; nach 30 und 60 min liegt das markierte Prolin
iiber den Cisternen; nach 240 min ist die gesamte Prolinaktivitit in die préossire
Zone der Knochenbilkchen iibergetreten. Uber dem Golgifeld liegt zu allen
Versuchszeiten nur eine geringe Markierung mit H3-Prolin. Topographisch und
zeitlich lduft die Kollagensynthese analog der Sekretbildung der Driisenzellen ab.
Eine extracellulire Kollagensynthese kann am Knochen ausgeschlossen werden.
Die Ausschleusung des Tropokollagens des Knochens findet wahrscheinlich
groBtenteils iber die Cisternen und nur teilweise tiber das Golgifeld statt.

The Synthesis of Collagen in Respects to the Submicroscopic Structure
of Osteoblasts
(Electron Microscopic-Autoradiographic Studies with Tritiated Proline)
Summary
Wistar rats, weighing 60—80 g, received a single ip. injection of 250 uC of
H,-proline. Two rats were then sacrificed beginning at five minutes after the
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injection, and at five minute intervals thereafter up to 240 minutes. Fifteen
minutes after the injection the proline activity was located at the non-dilated
endoplasmic reticulum which corresponds to the site of collagen synthesis. After
30 and 60 minutes the labeled proline was at the cisternae; after 240 minutes
the entire proline activity had moved into the preosseous zone of the bony trabe-
culae. At all experimental times there was only a slight labeling with H;-proline
at the Golgi apparatus. Topographically and temporally the synthesis of collagen
came about in a way analogous to the formation of secretion in glandular cells.
An extracellular synthesis of collagen in bones could be excluded. The extrusion
of the tropocollagen of the hone took place for the most part probably by way
of the cisternae and only partially by way of the Golgi apparatus.
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