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Ul t ras t ruc ture  and  Development  of Cortical Osteocytes 

Experimental Investigation in the l~at 
Summary. Osteoeytic development was studied in cortical bone of the tibial metaphysis 

in the rat, with respect to the relationship between age and localization of the cells. The 
different development stages through which the osteocytes pass during their life cycle are 
characterized by functional alterations of the osteocyte itself, as well as pericellular structures 
of bone substance. 

The osteoblasts, surrounded by bone matrix, are transformed to matrix osteocytes and 
then to young osteocytes. The young ostcocytes are situated at the mineralization front of 
newly formed bone matrix. The osteocyte matures through complete mineralization of the 
perilacunar bone matrix. The mature osteocyte may acquire different functional aspects 
(inactive, formative, resorptive) or degenerate. The final phase is the empty lacunae, which 
is mineralized by micropetrosis. 

Zusammen/assung. An der lVretaphysencorticalis der gattentibia wurde die Entwicklung 
des Osteocyten mit ttilfe seiner Alters-Lage-Beziehung im Knochen untersucht. Die funktio- 
nellen Vergnderungen des Osteocyten und seiner pcricellul~iren Strukturen charakterisieren 
die verschiedenen nltrastrukturell fa6baren Entwicklungsstadien der Knochenzelle. 

Aus dem Osteoblasten entsteht fiber den Matrixosteocyten der junge Osteocyt, der an der 
Mincralisationsfront der neugebildeten Knochenmatrix liegt. Durch komplette Mineralisation 
der perilakun~ren Matrix entwickelt sich der relic Osteocyt. Dieser kann phasisch verschiedcne 
Funktionszusti~nde (inaktiv, formativ, resorptiv) annehmcn oder degenerieren. Endstadium 
ist die Leere Lakunc mit Einschlul3 von Zellresten und Kollagenfasern, die teilweisc minerali- 
sieren. Die Kenntnis der aufgeffihrten Stadien gestattet die Beurteilung experimenteller Vcr- 
gnderungen. 

Einleitung 
Ultras t rukture l le  Unte rsuchungen  des Knochens  haben  gezeigt, daf3 der Osteo- 

cyt keine ruhende Zelle eines b rady t rophen  Gewebes darstellt .  Die ul t ras t ruk-  
turel len Charakterist ika dieser Zelle (Baud, 1962) ~ndern sich je nach Tei lnahme 
am Matrix- und  Mineralstoffwechsel des Knochens  (Cameron et a~., 1964 ; l~emagen 
et al., 1968; Belanger, 1969). Der Funk t ionszus t and  des Osteocyten, dem eine 
zent ra le  Bedeutung  im Mineral- a n d  Stoffaustausch des Knochens  zukommt  
(Matthews, 1971 ; I-Ioltrop and  Weniger,  1972), 1/iftt sich an dem wechselnden Ge- 
hal t  intracellulSrer S t ruk tu ren  und  Organellen ablesen (Baud, 1968). 

Der Osteocyt ist jedoch nicht  als isoliertes Reakt ionszen t rum endokriner  und  
metabolischer Einflfisse auf den Knochen  zu betrachten.  Er  s teht  in enger funk- 
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tioneller Beziehung zu den morphologisehen Strukturen seiner unmittelbaren 
Umgebung, die sich in gleiehermaBen empfindlicher Weise ver~ndern kSnnen 
(Dolling und Donath, 1972; Seherft, 1972). Bereits unter physiologischen Be- 
dingungen k6nnen versehiedene Funktionszust/inde des Osteoeyten naehgewiesen 
werden. Jande und Belanger (1969 und 1971) untersuchten den spongiSsen Kno- 
chen der Ratte und definierten ultrastrukturell drei Phasen der Aktivit~t des 
Osteoeyten. Sie untersehieden eine formative, eine resorptive und eine degene- 
rative Phase. 1971 versuehte Jande dureh Untersuchung der Spongiosa an der 
Kfiekentibia eine Zuordnung zwischen Zellalter und Aktivit~tsphase. Danach 
befindet sieh die jiingste Zelle in der Iormativen Phase, diese geht Init zunehmender 
Reife der Zelle in die resorptive Phase fiber und endet schliel3]ich mit der alternden 
Zelle in der degenerativen Phase. 

Die Kenntnis der Verkniipfung bestimmter funktioneller Charakteristika des 
Osteocyten mit seiner Entwicklung ist zur Abgrenzung pathologischer Ver/~nde- 
rungen unter endokrinen oder metabolisehen Einflfissen unerl/il31ieh. Von der Vor- 
stellung ausgehend, dal3 die Lage des Osteocyten im Knochen ein MaB fiir das 
Alter des Osteocyten darstellt, haben wir diese Alters-Lage-Beziehung der Zelle 
im ttinblick auf ihre ultrastrukturell Ial3baren Funktionsbilder untersueht. 

Die yon frfiheren Untersuehern (Jande and Belanger, 197t ; Jande, 1971) unter 
/~hnlieher Fragestellung betrachtete Spongiosa wird nur yon endostalen Knochen- 
oberfl~chen begrenzt und stellt morphologiseh eine besondere Knoehenstruktur 
dar. Sie ist raschen Veri~nderungen dutch Knoehenumbauvorg/~nge ausgesetzt 
und 1/~l~t daher eine verl~Bliche Alters-Lage-Bestimmung ihrer Osteocyten nieht 
in jedem Falle zu. Daher haben wir die Osteocyten an der metaphys~ren Tibia- 
cortiealis untersueht, da hier dureh das appositionelle Knochenwachstum eine 
eindeutige Alters-Lage-Bestimmung m6glieh ist. Als Versuchs~iere dienten I~atten, 
deren eorticaler Knochen aus lamelliiren Ring-Systemen aufgebaut ist (Abb. 1). 

Material und Methoden 

Versuchstiere waren wachsende Ratten (weibliche Albinoratten, Stamm Wistar CFN) 
mit einem durehschnittlichen KSrpergewicht von 130 g. Die Aufarbeitung des Knoehen- 
materials erfolgte unentkalkt (Donath und Delling, 1971). Naeh 10minfitiger Periusion der 
Tiere durch die Aorta abdominalis mit einern Glutaraldehyd-Cacodylatpuffergemiseh (Glutar- 
aldehyd 2,3% ; pH 7.2--7.4; 300 mosm) wurden beide Tibiae entfernt und die metaphysi/re 
Corticalis in BlScke yon maximal 1 mm Kantenl~nge zerlegt. Anschliellend erfolgte eine 
weitere Immersionsfixation des Materials fiir 4 h in dem gleiehen Glutaraldehyd-Caeodylat- 
puffergemiseh bei -/4 ~ C. Die Proben wurden dann in Natriumeacodylatpuffer (pH 7,4; 
300 mosm) gespfilt und mit einem 1,33 %igen Osmiumtetroxyd-s-Collidin-Puffergemisch fiir 
2 h naehfixiert. Nach erneuter Spiilung in s-Collidin Puffer wurden die Gewebsproben fiber die 
aufsteigende Alkoholreihe und Propylenoxyd entwi~ssert. Nach Vorbehandlung der Knochen- 
stfiekchen in einem Propylenoxyd-Epongemisch yon steigender Konzentration (3:1, 1 : 1, 1 : 3) 
im Vakuum (3 Tage) erfolgte die Einbe~tung in Epon 812 (abgewandel~ nach Luf~, 1961; 
A:B=2:8).  

Die Feinschnitte wurden am Ultramikrotom Reichert OMU 2 mit einem Diamantmesser 
hergestellt. Die Kontrastierung der SchnRte erfolgte mit Uranylacetat und Bleicitrat (Donath 
und Delling, 1971). Die elektronenmikroskopische Untersuchung der Schnitte fiihrten wir am 
Siemens Iund  am Philips EM 300 bei 80 kV Strahlspalmung durch. Neben den ultrastruk- 
~urellen Merklnalen der Zelle wurden die Strukturen der osteoeyt~ren Umgebung untersucht 
und in das Funktionsbild mit einbezogen. In Anlehnung an die Benelmung morphologiseher 
Charakteristika des Osteocyten und seiner Umgebung durch andere Untersueher (Remagen 
et al., 1968; Jande, 1971; Scherft, 1972; Wassermann und Yaeger, 1965) wurden Bezeichnun- 
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Abb. 1. Sektor der Tibiacorticalis einer Ra~e mit periostMer und endostaler Knochenober- 
flS~che. Unentkalkter Schliff, Stiickf~rbung basisches Fuchsin, 25 • 

Abb. 2. Schem~tische Darstellung des Osteocyten und der periosteocyti~ren Strukturen: OC 
Osteoeyt, L W  Lakunenwand, P C R  perieellul~rer Raum, P L M  perilakungre Matrix 

gender  periosteocyti~ren Struk%uren wie pericelluliirer Raum (PCI~), Lakunenwand (LW), 
perilakuns Matrix (PLM), interlakunire Matrix (IL~) in der Beurteilung besonders berfiek- 
siehtigt (Abb. 2). 
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Ergebnisse 
Aus dem Osteoblasten entwickelt sich durch Synthese yon Knochenmatrix, 

Matrixanssehleusung und Ab]agerung in der Umgebung der Matrixosteoeyt. Ent- 
sprechend liegt die Knochenzelle in diesem Entwicklungsstadium nahe der end- 
oder periostalen Knochenoberfl~che und weist die eelluli~ren Charakteristica der 
Proteinsynthese auf (Abb. 3 a). Der Zelleib ist dicht angeffi]lt mit einem rauhen 
endoplasmatisehen Reticulum, das oft vesikelartig erweitert ist. Das Golgifeld 
ist klein, die Mitoehondrien sind nieht sehr zahlreieh. Der Zellkern ist glattwandig. 
Die Zellmembran liegt der Lakunenwand dicht an, ein pericull~rer Raum ist nieht 
erkennbar. Die perilakun~re und interlakuni~re Knoehenmatrix weist ein unter- 
schiedliches Mineralisationsmuster auf und enthiHt besonders zur Knochenober- 
fl~che hin nur wenige kleine Kristallisationskeime. Diese sind bei der angewandten 
Kontrastierung als schwarze biisehelfSrmige Bezirke erkennbar, die keine ein- 
deutige Ausrichtung zum Verlauf der Kollagenfasern zeigen. 

Im n~chsten Entwieklungsstadium befindet sieh die als junger 0steocyt zu 
bezeichnende Knochenzelle (Abb. 3b). Sie ist als Folge fortw~hrender Osteo- 
blastents bereits wieder yon der Oberfl~che ihrer Entstehung dureh appo- 
sitionelle Knochenmatrixablagerung abgeriiekt. Der junge Osteoeyt ist allseits 
yon Knoehenmatrix umgeben. Der Zellkern ist rundlich-oval und glatt begrenzt. 
Die Komposition der ZeUorganellen deutet auf eine erhShte Proteinsynthese hin 
durch das vorherrsehende rauhe endoplasmatisehe Reticulum. Die perieellul~ren 
Strukturen dieser Ze]le lassen jedoeh schon deutliche Unterschiede im Vergleieh 
zum entstehenden Osteoeyten erkennen. Die Zellmembran liegt nur noch stellen- 
weise der Lakunenwand an, so d~$ sich ein spaltfSrmiger perieellu]~rer l%aum ent- 
wickelt und die ihn begrenzende Lakunenwand in ihrem Verlauf deutlich sichtbar 
wird. Der pericelluls Raum enth~lt rein granul~res und filament~res Material. 
Die Lakunenwand ist glatt. Charakteristische Ver~nderungen zeigt die peri- 
lakun~re Matrix. Sic ist bereits zum iilteren Knoehen bin dieht mineralisiert, zeigt 
aber in Richtung auf die Knoehenoberfl~che eine noch aus fleckfSrmigen, teils 
konfluierenden Kristallisationszentren bestehende Mineralisation. Dieser Osteocyt 
liegt damit an der Grenze zum komplett mineralisierten Knoehen, an der soge- 
nannten Mineralisationsfront. 

Mit fortschreitender Mineralisation und weiterer subperiostaler Knoehenneu- 
bildung ist der Osteoeyt sehliel31ieh vollst~ndig yon mineralisiertem Knochen 
umgeben und wird zum reifen Osteoeyten (Abb. 4arab). Ultrastrukturell ist der 
reife Osteocyt dureh eine vollst~ndig mineralisierte perilakun~re Matrix charak- 
terisiert. Lakunenwand, pericelluli~rer Raum und Osteocyt sind jedoch in ihrer 
Substruktur variabel. Der Zellkern ist bei der ruhenden Zelle groB and besitzt 
eine glatte Kernmembran. Das Cytoplasma enth~lt geringere Anteile protein- 
synthetisierender Zellorganellen. Meist sind jedoch ein deutliches Golgifeld und 
vermehrt Mitochondrien ausgebildet. Die Organellenzusammensetzung ist ab- 
hs yore Funktionszustand des Osteocyten. Ws der in Abb. 4a enthaltene 
0steocyt sich in einer inaktiven Phase befindet, kann der reife Osteoeyt aueh 
durchaus verschiedene Aktivits zeigen. Neben Osteoeyten mit forma- 
river Aktiviti~t bestehen solche mit resorptiver Aktivit~t (Abb. 4b). ]:)us Cyto- 
plasma der resorbierenden Zelle ist aufgeloekert, es linden sich Vacuolen und 
Phagolysosomen. Der perieelluli~re Raum wird erweitert und yon granuliiren sowie 
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Abb. 3a u. b. Elektronenmikroskopische Darstellung der osteocyt~ren Entwicklung. (a) 
Matrixosteocyt mit proteinsynthetisierenden Zellorganellen und beginnender fleckfSrmiger 
Mineralisierung des PLM (sshwarze sternfSrmige Niedersch|~ge). (b) Junger Osteocyt an der 
Mineralisationsfront gelegen, bereits zmn Teil yon komplett mineralisierter perilakun~irer 

~atrix umgeben. Uranylace~at und Bleicitrat, (a) 9 000 • (b) 14 500 • 
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Abb. 4a--c.  Elektronenmikroskopische Darstellung der osteocyt~ren Entwicklung. (a) Reifer 
inaktiver Osteocyt mit  schmalem pericellul~rem Raum, glatter Lakunenwand und komplett 
mineralisierter perilakun~rer Matrix. (b) Resorbierender reifer Osteocyt mit breitem peri- 
cellul~rem Raum und gezackter Lakunenwand. (c) Degenerierender Os~eocyt. UranyIacetat 

und Bleicitrat, (a) 6750 •  (b) 7760 •  (c) 5400 • 
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Abb. 5. Schematische Darstellung der osteocyt~ren Entwicklungsstadien vom Osteoblasten 
zur leeren Lakune 

fibrill/~ren Strukturen angefiillt. Die Lakunenwand ist bizarr geformt mit tiefen 
Einbuchtungen. Stellenweise sind mineralisierte Matrixanteile freigelegt und ragen 
halbinselfSrmig in den pericellul/iren Raum. Intracellul~tr liegen vereinzelt auch 
phagocytierte Fragmente mineralisierter Knochenmatrix.  

Inmi t ten  der glteren Knochenlamellen ist neben dem reifen Osteocyten d~s 
n&chste Entwicklungsstadium a u s g e b i l d e t -  der degenerierende Osteocyt (Abb. 
4c). Der Zellkern weist eine beginnende Pyknose mit  Verklumpung des Hetero- 
chromatins auf. I m  Cytoplasma sind wenig Zellorganellen, vor allem aber reichlich 
Vakuolen. Bei einem sehmalen Cytoplasmasaum ist der pericellulAre Raum breit 
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und enth/~It rein granul&res und retieul&res Material. Auff/illig ver/indert ist die 
Lakunenwand, die tiefe Einbuehtnngen aufweist. Im Stadium des Zellunterganges 
finder man schlief31ich nur noch eine leere Lakune mit Zellresten. In der Lakune 
liegen Kollagenfasern, die in ihrem Verlauf untersehiedlieh angesehnitten sind. 
Die Lakunenwand ist stark eingebuehtet. Die perieellulgre Matrix ist besonders 
dicht mineralisiert. Die Kollagenfasern innerhalb der Laknne weisen unregel- 
m~t3ige Calcifikationen auf, die zum TeiI konfluieren (Mikropetrosis). Die beob- 
achteten Stadien der osteoeyt~ren Entwieklung sind in Abb. 5 sehematisch dar- 
gestellt. 

Diskussion 

Der Osteocyt wurde yon Cooper et a~. (1966) als ein yon mineralisierter Kno- 
chenmatrix umgebener Osteoblast bezeichnet. Der Osteocyt unterscheidet sich 
jedoch hinsichtlich seiner funktionellen MSgliehkeiten und seines Organellenge- 
haltes wesentlich vom Osteoblasten. Er  entsteht aus dem Osteoblasten, verliert 
aber im Lanfe seiner verschiedenen Entwicklungsstadien einige seiner ultrastruk- 
turellen Funktionsmerkmale und gewinnt neue hinzn. Die F~higkeit zur Knochen- 
resorption ist die Haupteigensehaft, die der Osteoeyt hinzugewinnt (Frost, 1960; 
1963; Jowsey, 1964; Belanger, 1969; Heuek, 1970). Im resorbierenden Osteoeyten 
sind lysosomale Organellen vorhanden, in denen hydrolytische Enzyme nachge- 
wiesen werden konnten (s. Baud, 1968). Gleichzeitig bleibt aber die Fahigkeit des 
0steocyten znr Matrixsynthese erhalten, wie es durch den autoradiographischen 
Nachweis hoher Ineorporationsraten yon radioaktiv markierten Aminos~uren in 
den 0steoeyten gezeigt werden konnte (Koburg, 1961}. 

Dem jungen Osteoeyten wird iibereinstimmend eine vorwiegend formative 
Funktion zngeschrieben (Jande, 1971 ; Jande und Belanger, 1971 ; Cameron et al., 
1964; Baud, 1968). ~ber  die weitere Entwicklung des Osteocyten bestehen unter- 
schiedliche Anffassungen. Jande (1971) beobachtete am spongi6sen Knochen 
einen funktionellen Weehsel der osteocyti~ren Aktivit/~t w~hrend des Lebenscyclns 
der Zelle. Aus der knoehenbildenden Zelle wird eine knoehenresorbierende. Diese 
degeneriert schliel]lich und geht zugrunde. Unsere Untersuchnngen an der Corti- 
calis zeigen dagegen, dal~ der Osteocyt zun/~chst ein geifestadium erreicht, wenn 
seine umgebende Matrix roll  mineralisiert ist. In diesem Stadium k6nnen je nach 
Stimulation eine formative, eine resorptive and eine inaktive Phase unterschieden 
werden. Im Reifestadium befindet sich der gr6Bte Tell der Corticalisosteocyten. 
Die Gesamtheit der reifen Osteocyten steht mit ihren verschiedenen geaktions- 
m6glichkeiten unter dem Einflul~ metabolischer und endokriner Vergnderungen 
des Gesamtorganismus. 

Als phasischen Leistungswandel bezeiehnete Zichner (1970) die elektronen- 
mikroskopisch beobachteten Ver~nderungen des Osteocyten und seiner pericellu- 
listen Struktnren unter Calcitoninbehandlung. Untersuchungen fiber die Rever- 
sibilit~t dieser funktionellen Zellvergnderungen unter verschiedenen endokrinen 
and metabolischen Bedingungen fehlen bisher. Ebenso ist die physiologische 
Bedeutung der Zelldegeneration nieht bekannt. Sie ffihrt fiber einen Zellverlust 
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zur sogenannten  Mikropetrosis (Frost, 1960) u n d  damit  znr komple t ten  Minerali- 
sat ion der Osteoeytenlakune (Jowsey et al., 1964). Dutch  derartige Vorg~nge wird 
die intraossale Stoffaustauschflache reduziert ,  die nach Fros t  (1963) in 1 m m  a 
Cortiealis dutch  20 m m  2 L a k u n e n w a n d u n g e n  n n d  200 m m  2 W a n d u n g e n  der 
Osteoeyteneanalieuli  relor/isentiert wird. Bezogen auf das Gesamtskelet tsystem, 
das zu etwa 80 % aus eortiealem Knoehen  besteht,  sind osteoeyt~re Veranderungen 
deshalb yon  groBer Bedeutung  in  der Pathogenese generalisierter Osteopathien. 
Die Abgrenzung pathologiseher Veranderungen  yon  den hier besehriebenen phy- 
siologisehen F u n k t i o n s m e r k m a l e n  des Osteoeyten soll daher das Ziel weiterer 
Unte r suehungen  sein. 
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