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Ultrastructure and Development of Cortical Osteocytes
Experimental Investigation in the Rat

Summary. Osteocytic 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 osteocytes 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.

Zusammenfassung. An der Metaphysencorticalis der Rattentibia wurde die Entwicklung
des Osteocyten mit Hilfe seiner Alters-Lage-Beziehung im Knochen untersucht. Die funktio-
nellen Veréinderungen des Osteocyten und seiner pericelluliren Strukturen charakterisieren
die verschiedenen ultrastrukturell fabaren Entwicklungsstadien der Knochenzelle.

Aus dem Osteoblasten entsteht iber den Matrixosteocyten der junge Osteocyt, der an der
Mineralisationsfront der neugebildeten Knochenmatrix liegt. Durch komplette Mineralisation
der perilakuniren Matrix entwickelt sich der reife Osteocyt. Dieser kann phasisch verschiedene
Funktionszustande (inaktiv, formativ, resorptiv) annehmen oder degenerieren. Endstadium
ist die Leere Lakune mit EinschluB von Zellresten und Kollagenfasern, die teilweise minerali-
sieren. Die Kenntnis der aufgefithrten Stadien gestattet die Beurteilung experimenteller Ver-
anderungen.

Einleitung

Ultrastrukturelle Untersuchungen des Knochens haben gezeigt, da3 der Osteo-
cyt keine ruhende Zelle eines bradytrophen Gewebes darstellt. Die ultrastruk-
turellen Charakteristika dieser Zelle (Baud, 1962) dndern sich je nach Teilnahme
am Matrix- und Mineralstoffwechsel des Knochens (Cameron ¢t al., 1964 ; Remagen
et al., 1968; Belanger, 1969). Der Funktionszustand des Osteocyten, dem eine
zentrale Bedeutung im Mineral- und Stoffaustausch des Knochens zukommt
(Matthews, 1971 ; Holtrop and Weniger, 1972), 148t sich an dem wechselnden Ge-
halt intracellularer Strukturen und Organellen ablesen (Baud, 1968).

Der Osteocyt ist jedoch nicht als isoliertes Reaktionszentrum endokriner und
metabolischer Kinfliisse auf den Knochen zu betrachten. Er steht in enger funk-
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tioneller Beziehung zu den morphologischen Strukturen seiner unmittelbaren
Umgebung, die sich in gleichermalen empfindlicher Weise verédndern kénnen
{(Delling und Donath, 1972; Scherft, 1972). Bereits unter physiologischen Be-
dingungen kénnen verschiedene Funktionszustdnde des Osteocyten nachgewiesen
werden. Jande und Belanger (1969 und 1971) untersuchten den spongitsen Kno-
chen der Ratte und definierten ultrastrukturell drei Phasen der Aktivitit des
Osteocyten. Sie unterschieden eine formative, eine resorptive und eine degene-
rative Phase. 1971 versuchte Jande durch Untersuchung der Spongiosa an der
Kiickentibia eine Zuordnung zwischen Zellalter und Aktivitdtsphase. Danach
befindet sich die jiungste Zelle in der formativen Phase, diese geht mit zunehmender
Reife der Zelle in die resorptive Phase fiber und endet schlieBlich mit der alternden
Zelle in der degenerativen Phase.

Die Kenntnis der Verkniipfung bestimmter funktioneller Charakteristika des
Osteocyten mit seiner Entwicklung ist zur Abgrenzung pathologischer Verdnde-
rungen unter endokrinen oder metabolischen Einfliissen unerlédBlich. Von der Vor-
stellung ausgehend, dall die Lage des Osteocyten im Knochen ein Mal} fiir das
Alter des Osteocyten darstellt, haben wir diese Alters-Lage-Beziehung der Zelle
im Hinblick auf ihre ultrastrukturell falBbaren Funktionsbilder untersucht.

Die von fritheren Untersuchern (Jande and Belanger, 1971 ; Jande, 1971} unter
dhunlicher Fragestellung betrachtete Spongiosa wird nur von endostalen Knochen-
oberflachen begrenzt und stellt morphologisch eine besondere Knochenstruktur
dar. Sie ist raschen Verdnderungen durch Knochenumbauvorginge ausgesetzt
und 148t daher eine verliBlliche Alters-Lage-Bestimmung ihrer Osteocyten nicht
in jedem Falle zu. Daher haben wir die Osteocyten an der metaphyséiren Tibia-
corticalis untersucht, da hier durch das appositionelle Knochenwachstum eine
eindeutige Alters-Lage-Bestimmung mdoglich ist. Als Versuchstiere dienten Ratten,
deren corticaler Knochen aus lamellaren Ring-Systemen aufgebaut ist (Abb. 1).

Material und Methoden

Versuchstiere waren wachsende Ratten (weibliche Albinoratten, Stamm Wistar CFN)
mit einem durchschnittlichen Koérpergewicht von 130 g. Die Aufarbeitung des Knochen-
materials erfolgte unentkalkt (Donath und Delling, 1971). Nach 10miniitiger Perfusion der
Tiere durch die Aorta abdominalis mit einem Glutaraldehyd-Cacodylatpuffergemisch (Glutar-
aldehyd 2,3% ; pH 7.2—7.4; 300 mosm) wurden beide Tibiae entfernt und die metaphysire
Corticalis in Blécke von maximal 1 mm Kantenlidnge zerlegt. AnschlieBend erfolgte eine
weitere Immersionsfixation des Materials fiir 4 h in dem gleichen Glutaraldehyd-Cacodylat-
puffergemisch bei - 4°C. Die Proben wurden dann in Natriumcacodylatpuffer (pH 7,4;
300 mosm) gespiilt und mit einem 1,33 %igen Osmiumtetroxyd-s-Collidin-Puffergemisch fur
2 h nachfixiert. Nach erneuter Spiilung in s-Collidin Puffer wurden die Gewebsproben iiber die
aufsteigende Alkoholreihe und Propylenoxyd entwissert. Nach Vorbehandlung der Knochen-
stiickchen in einem Propylenoxyd-Epongemisch von steigender Konzentration (3:1, 1:1, 1:3)
im Vakoum (3 Tage) erfolgte die Einbettung in Epon 812 (abgewandelt nach Luft, 1961;
A:B=2:8).

Die Feinschnitte wurden am Ultramikrotom Reichert OMU 2 mit einem Diamantmesser
hergestellt. Die Kontrastierung der Schnitte erfolgte mit Uranylacetat und Bleicitrat (Donath
und Delling, 1971). Die elektronenmikroskopische Untersuchung der Schnitte fiihrten wir am
Siemens I und am Philips EM 300 bei 80 kV Strahlspannung durch. Neben den ultrastruk-
turellen Merkmalen der Zelle wurden die Strukturen der osteocytdren Umgebung untersucht
und in das Funktionsbild mit einbezogen. In Anlehnung an die Benennung morphologischer
Charakteristika des Osteocyten und seiner Umgebung durch andere Untersucher (Remagen
et a., 1968; Jande, 1971; Scherft, 1972; Wassermann und Yaeger, 1965) wurden Bezeichnun-
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Abb. 1. Sektor der Tibiacorticalis einer Ratte mit periostaler und endostaler Knochenober-
fliche. Unentkalkter Schliff, Stiackfirbung basisches Fuchsin, 25 x

Abb. 2. Schematische Darstellung des Osteocyten und der periosteocytéren Strukturen: OC
Osteocyt, LW Lakunenwand, PCR pericellulirer Raum, PLM perilakunire Matrix

gen der periosteocytdren Strukturen wie pericellulirer Raum (PCR}), Lakunenwand (LW),
perilakunidre Matrix (PLM), interlakunére Matrix (ILM) in der Beurteilung besonders bertick-
sichtigt (Abb. 2).
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Ergebnisse

Aug dem Osteoblasten entwickelt sich durch Synthese von Knochenmatrix,
Matrixausschleusung und Ablagerung in der Umgebung der Matrixosteocyt. Ent-
sprechend liegt die Knochenzelle in diesem Entwicklungsstadium nahe der end-
oder periostalen Knochenoberfliche und weist die celluldren Charakteristica der
Proteinsynthese auf (Abb. 3a). Der Zelleib ist dicht angefiillt mit einem rauhen
endoplasmatischen Reticulum, das oft vesikelartig erweitert ist. Das Golgifeld
ist klein, die Mitochondrien sind nicht sehr zahlreich. Der Zellkern ist glattwandig.
Die Zellmembran liegt der Lakunenwand dicht an, ein pericullirer Raum ist nicht
erkennbar. Die perilakunére und interlakundre Knochenmatrix weist ein unter-
schiedliches Mineralisationsmuster auf und enthilt besonders zur Knochenober-
flache hin nur wenige kleine Kristallisationskeime. Diese sind bei der angewandten
Kontrastierung als schwarze biischelférmige Bezirke erkennbar, die keine ein-
deutige Ausrichtung zum Verlauf der Kollagenfasern zeigen.

Im néchsten Entwicklungsstadium befindet sich die als junger Osteocyt zu
bezeichnende Knochenzelle (Abb. 3b). Sie ist als Folge fortwihrender Osteo-
blastentétigkeit bereits wieder von der Oberflache ihrer Entstehung durch appo-
sitionelle Knochenmatrixablagerung abgeriickt. Der junge Osteocyt ist allseits
von Knochenmatrix umgeben. Der Zellkern ist rundlich-oval und glatt begrenzt.
Die Komposition der Zellorganellen deutet auf eine erhdhte Proteinsynthese hin
durch das vorherrschende rauhe endoplasmatische Reticulum. Die pericelluliren
Strukturen dieser Zelle lagsen jedoch schon deutliche Unterschiede im Vergleich
zum entstehenden Osteocyten erkennen. Die Zellmembran liegt nur noch stellen-
weise der Lakunenwand an, so daB sich ein spaltférmiger pericelluldrer Raum ent-
wickelt und die ihn begrenzende Lakunenwand in ihrem Verlauf deutlich sichtbar
wird. Der pericellulire Raum enthilt fein granulires und filamentéres Material.
Die Lakunenwand ist glatt. Charakteristische Verdnderungen zeigt die peri-
lakunare Matrix. Sie ist bereits zum élteren Knochen hin dicht mineralisiert, zeigt
aber in Richtung auf die Knochenoberflache eine noch aus fleckférmigen, teils
konfluierenden Kristallisationszentren bestehende Mineralisation. Dieser Osteocyt
liegt damit an der Grenze zum komplett mineralisierten Knochen, an der soge-
nannten Mineralisationsfront.

Mit fortschreitender Mineralisation und weiterer subperiostaler Knochenneu-
bildung ist der Osteocyt schlieBlich vollstdindig von mineralisiertem Knochen
umgeben und wird zum reifen Osteocyten (Abb. 4a—Db). Ultrastrukturell ist der
reife Osteocyt durch eine vollstindig mineralisierte perilakunire Matrix charak-
terisiert. Lakunenwand, pericellularer Raum und Osteocyt sind jedoch in ihrer
Substruktur variabel. Der Zellkern ist bei der ruhenden Zelle grofl und besitzt
eine glatte Kernmembran. Das Cytoplasma enthélt geringere Anteile protein-
synthetisierender Zellorganellen. Meist sind jedoch ein deutliches Golgifeld und
vermehrt Mitochondrien ausgebildet. Die Organellenzusammensetzung ist ab-
hingig vom Funktionszustand des Osteocyten. Wahrend der in Abb. 4a enthaltene
Osteocyt sich in einer inaktiven Phase befindet, kann der reife Osteocyt auch
durchaus verschiedene Aktivitatsmerkmale zeigen. Neben Osteocyten mit forma-
tiver Aktivitit bestehen solche mit resorptiver Aktivitat (Abb. 4b). Das Cyto-
plasma der resorbierenden Zelle ist aufgelockert, es finden sich Vacuolen und
Phagolysosomen. Der pericelluldre Raum wird erweitert und von granuliren sowie
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Abb. 3a u. b. Elektronenmikroskopische Darstellung der osteocytdren Entwicklung. (a)

Matrixosteocyt mit proteinsynthetisierenden Zellorganellen und bheginnender fleckférmiger

Mineralisierung der PLM (schwarze sternférmige Niederschlige). (b) Junger Osteocyt an der

Mineralisationsfront gelegen, bereits zum Teil von komplett mineralisierter perilakunsrer
Matrix umgeben. Uranylacetat und Bleicitrat, (a) 9000 x, (b) 14500 X
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Abb. 4a—c. Elektronenmikroskopische Darstellung der osteocytéiren Entwicklung. (a) Reifer

inaktiver Osteocyt mit schmalem pericellulirem Raum, glatter Lakunenwand und komplett

mineralisierter perilakundrer Matrix. (b) Resorbierender reifer Osteocyt mit breitem peri-

cellulirem Raum und gezackter Lakunenwand. (¢) Degenerierender Osteocyt. Uranylacetat
und Bleicitrat, (a) 6750 %, (b) 7760 X, (¢) 5400 X
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Abb. 5. Schematische Darstellung der osteocytiren Entwicklungsstadien vom Osteoblasten
zur leeren Lakune

fibrillaren Strukturen angefiillt. Die Lakunenwand ist bizarr geformt mit tiefen
Einbuchtungen. Stellenweise sind mineralisierte Matrixanteile freigelegt und ragen
halbinselférmig in den pericelluliren Raum. Intracellulir liegen vereinzelt auch
phagocytierte Fragmente mineralisierter Knochenmatrix.

Inmitten der dlteren Knochenlamellen ist neben dem reifen Osteocyten das
néchste Entwicklungsstadium ausgebildet — der degenerierende Osteocyt (Abb.
4¢). Der Zellkern weist eine beginnende Pyknose mit Verklumpung des Hetero-
chromatins auf. Im Cytoplasma sind wenig Zellorganellen, vor allem aber reichlich
Vakuolen. Bei einem schmalen Cytoplasmasaum ist der pericellulire Raum breit



354 A. Schulz et al.

und enthilt fein granulires und reticuldres Material. Auffallig verandert ist die
Lakunenwand, die tiefe Einbuchtungen aufweist. Im Stadium des Zellunterganges
findet man schlieBlich nur noch eine leere Lakune mit Zellresten. In der Lakune
liegen Kollagenfasern, die in ihrem Verlauf unterschiedlich angeschnitten sind.
Die Lakunenwand ist stark eingebuchtet. Die pericellulire Matrix ist besonders
dicht mineralisiert. Die Kollagenfasern innerhalb der Lakune weisen unregel-
méifige Calcifikationen auf, die zum Teil konfluieren (Mikropetrosis). Die beob-
achteten Stadien der osteocytiren Entwicklung sind in Abb. 5 schematisch dar-
gestellt.

Diskussion

Der Osteocyt wurde von Cooper ef al. (1966) als ein von mineralisierter Kno-
chenmatrix umgebener Osteoblast bezeichnet. Der Osteocyt unterscheidet sich
jedoch hinsichtlich seiner funktionellen Moglichkeiten und seines Organellenge-
haltes wesentlich vom Osteoblasten. Er entsteht aus dem Osteoblasten, verliert
aber im Laufe seiner verschiedenen Entwicklungsstadien einige seiner ultrastruk-
turellen Funktionsmerkmale und gewinnt neue hinzu. Die Fiahigkeit zur Knochen-
resorption ist die Haupteigenschaft, die der Osteocyt hinzugewinnt (Frost, 1960;
1963 ; Jowsey, 1964 ; Belanger, 1969; Heuck, 1970). Im resorbierenden Osteocyten
sind lysosomale Organellen vorhanden, in denen hydrolytische nzyme nachge-
wiesen werden konnten (s. Baud, 1968). Gleichzeitig bleibt aber die Fahigkeit des
Osteocyten zur Matrixsynthese erhalten, wie es durch den autoradiographischen
Nachweis hoher Incorporationsraten von radioaktiv markierten Aminosduren in
den Osteocyten gezeigt werden konnte (Koburg, 1961).

Dem jungen Osteocyten wird iibereinstimmend eine vorwiegend formative
Funktion zugeschrieben (Jande, 1971; Jande und Belanger, 1971; Cameron ef al.,
1964 ; Baud, 1968). Uber die weitere Entwicklung des Osteocyten bestehen unter-
schiedliche Auffassungen. Jande (1971) beobachtete am spongidsen Knochen
einen funktionellen Wechsel der osteocytaren Aktivitdt wihrend des Lebenscyclus
der Zelle. Aus der knochenbildenden Zelle wird eine knochenresorbierende. Diese
degeneriert schlieflich und geht zugrunde. Unsere Untersuchungen an der Corfi-
calis zeigen dagegen, daB der Osteocyt zunichst ein Reifestadium erreicht, wenn
seine umgebende Matrix voll mineralisiert ist. In diesem Stadium kénnen je nach
Stimulation eine formative, eine resorptive und eine inaktive Phase unterschieden
werden. Im Reifestadium befindet sich der groBite Teil der Corticalisosteocyten.
Die Gesamtheit der reifen Osteocyten steht mit ihren verschiedenen Reaktions-
méglichkeiten unter dem Einfluf metabolischer und endokriner Verdnderungen
des Gesamtorganismus.

Als phasischen Leistungswandel bezeichnete Zichner (1970) die elektronen-
mikroskopisch beobachteten Verdnderungen des Osteocyten und seiner pericellu-
lairen Strukturen unter Calcitoninbehandlung. Untersuchungen iiber die Rever-
sibilitat dieser funktionellen Zeliverinderungen unter verschiedenen endokrinen
und metabolischen Bedingungen fehlen bisher. Ebenso ist die physiologische
Bedeutung der Zelldegeneration nicht bekannt. Sie fithrt iiber einen Zellverlust
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zur sogenannten Mikropetrosis (Frost, 1960) und damit zur kompletten Minerali-
sation der Osteocytenlakune (Jowsey et al., 1964). Durch derartige Vorgange wird
die intraossale Stoffaustauschfliche reduziert, die nach Frost (1963) in 1 mm?
Corticalis durch 20 mm? Lakunenwandungen und 200 mm? Wandungen der
Osteocytencanaliculi représentiert wird. Bezogen auf das Gesamtskelettsystem,
das zu etwa 80 % aus corticalem Knochen besteht, sind osteocytire Veranderungen
deshalb von groBer Bedeutung in der Pathogenese generalisierter Osteopathien.
Die Abgrenzung pathologischer Veranderungen von den hier beschriebenen phy-
siologischen Funktionsmerkmalen des Osteocyten soll daher das Ziel weiterer
Untersuchungen sein.
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