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So-Called Fibrous  Long-Spacing Collagen in a Murine Osteosarcoma 

Summary. Peculiar periodically banded structures were found in the extra.cellular spaces 
of a vascular type of a murine osteosareoma. The structures consisted of fine almost 
parallely arranged filaments with electron-dense cross-bands of about 35-50 nm thickness. 
The periodicity of the bands was about 85-100 nm. Similar structures have been found by 
many authors in various tissues of different species. Commonly, they have been referred 
to as "fibrous long-spacing collagen". 

Key words: Cross-banded filamentous structures - -  Murine osteosarcoma - -  Fibrous 
long-spacing collagen. 

Zusammen/assung. In einem vaseulgren Typ eines Osteosarkoms der Maus wurden eigen- 
artige, im Extracellularraum gelegene, periodiseh gebgnderte Strukturen festgestellt. Diese 
bestanden aus diinnen, nahezu parallel angeordneten Filamenten mit elektronendichten 
Querb~ndem yon etwa 35-50 nm Breite. Die Periodizit~it der B~inderung betrug etwa 85-100 nm. 
Ahnliehe Strukturen wurden yon zahlreichen Autoren in verschiedenen Geweben mehrerer 
Species gefunden. Im allgemeinen werden sic als ,, fibrous long-spacing collagen" bezeichnet. 

Bei den osteogenen Tumoren,  die bei M/~usen nach Inkorpora t ion  des kurz- 
lebigen osteotropen Radionukl ids  Ra-224 beobaehtet  werden, handel~ es sich 
fiberwiegend um osteoblastische Osteosarkome (GTssner et al., 1972). Ihre  Inter-  
eellularsubs~anz besteht  aus Kollagenfibri l len und  mineral is ierter  Knoehen-  
g rundsubs tanz  (Marqnart  et al., 1974). I n  der vorl iegenden Mit te i lung wird fiber 
eine ungew6hnliehe geformte In tereel lu larsubstanz  beriehtet,  die in einem bei 
den Versuehen mit  Ra-224 (vgl. GSssner et al., 1976; Mfiller et al., 1976) selten 
auf t re tenden  Osteosarkomtyp vorkam. Diese Intereel lu larsubstanz,  die nieht  
lieht-, sondern nur  elektronenmikroskopisch zu erfassen war, fanden  wir in 
einem yon 28 un te rsuch ten  OsCeosarkomen. 

1)Iaterial und Methoden 

Bei einer m~,nnlichen NMRI-~:[aus wurde ein kirschgrol~er Tumor im proximalen Bereich 
des linken Humerus festgestellt. Oas Tier gehSrte zu einer Versuchsgruppe, in dec NMII.I- 
M~usen yon der 5. bis zur 8. Lebenswoche w6chentlich 2 mal 1,5 ,~Ci/kg P~a-224 intraperitoneal 
injiziert worden war. I)er Tumor wurde 19 Monate nach Versuehsbeginn gefunden. Die 
Einzelheiten der Versuchsbedingungen entspreehen den bereits frfiher gemachten Angaben 
()garquart, 1974; GTssner et al., 1976; Mtiller et al., 1976). 

* Durehgefiihrt im l~ahmen eines EUkATOM-Assoziationsvertrages (090-72-1 BIAD). 
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Abb. l a u. b. Vaseulgrer Typ eines Osteosarkoms der Maus. (a) Tumoraussehnitt mit 
Sinusoiden. I-IE, 310 • (b) Neugebildeter Knoehen. v. G., 125 • 

Sofort nach T6tung der Naus durch Chloroforminhalation wurde ein kleines Gewebsstfick 
zur elektronenmikroskopischen Untersuchung aus dem Tumor herausgeschnitten, in gekiihlte, 
phosphatgepufferte 6,25%ige Glutaraldehydl6sung (pI-I 7,3) gebracht and in kleine Wiirfel 
yon etwa 1 mm Kantenliinge geschnitten. Diese wurden nach 4stiindiger Fixierung in der 
Glutaraldehydl6sung 2 h lang in gekfihlter, phosphatgepufferter 1%iger OsO4-L6sung (pH 7,3) 
nachfixiert, in aufsteigender Alkoholreihe entwgssert and in Epon 812 eingebettet. Mit 
einem Reichert-Ultramikrotom Om U2 stellten wir UltradiinnschniSte her, die mit Uranyl- 
acetat und Bleici~rat kontrastiert warden. Die elektronenmikroskopische Untersuchung 
fiihrten wir mit einem AEI-Elektronenmikroskop EM6B durch. 

Das iibrige Tumorgewebe wurde nach rSntgenologischer Untersuchung des Mausskelets 
in 4%iger FormalinlSsung fixiert, in 20%iger EDTA-LSsung entkalkt and in Paraffin ein- 
gebettet. Die Schnitte warden mit I:[/~matoxylin-Eosin und van Gieson gef/~rbt. Aagerdem 
wurde dis Silberimprg, gnation nach Lendrum durchgefiihrt. 

Belunde 

RSntgenologisch zeigte sich eine w a n g  s t ruk tu r i e r t e  Auf t re ibung  des proximMen 
t Iumernsabsehn i t t s  l inks mi t  Defek ten  der  Cortical is  nnd  sp/~rlieher Neub i ldung  
yon  sehmalen,  yon der  Corticalis  ausgehenden  Knoehenspangen  in e inem kirsch- 
grogen Weieh te i l scha t ten .  Makroskopiseh l and  sigh ein m/~Big fester,  auffa l lend 
dunke l ro te r  Tumor.  L ieh tmikroskop i seh  hande l te  es sich um einen zellreiehen, 
wenig differenzier ten Tumor,  der  invas iv  gewaehsen war  und die Cort ical is  zer- 
s t6r t  ha t te .  I n  dem Tumorgewebe fielen viele s inusar t ige  Gef/~13r/~ume anf (Abb. 1 a). 
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Abb. 2. Der Extxacellularraum zwisehen zwei Osteosarkomzellen (Z) ist grSl3tenteils mit 
elektronendichtem amorphem Material ausgeffillt, i~an erkenn~ mehrere bandfSrmige K6rper 

mit hell-dunkler periodischer Querstreifung (Pfeile). 40000 • 

Kollagen- und Knoehenbildung waren nur gering ansgepr/~gt (Abb. I b). Stellen- 
weise sah man Biindel argyrophiler Fasern. Anf Grund der zahlreiehen Gef/~B- 
r/~ume wurde der Tumor als vascul/~rer Typ eines 0steosarkoms bezeichnet. 

Die elektronenmikroskopische Untersnehnng des Tumorgewebes zeigte, dab es 
sieh bei den Tumorzellen iiberwiegend um polymorphkernige, mit einem gut eng- 
wiekelten ranhen endoplasmatischen Retieulnm ausgesta*tete fibro- und osteo- 
blast, en/~hnliehe Zellen handelte. Eine Unterscheidung zwisehen beiden Zelltypen 
war oft nieht m6glieh, da in dem untersuehten Material keine mineralisierte 
Knoehengrnndsubstanz zu linden war. Bei sonst/Lhnlicher Ultras~ruktnr war fiir 
osteoblasteng~hnliehe Zellen ihr Gehalt an Lipidvacuolen kennzeiehnend. Vet- 
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einzelt kamen pr/~osteoblasten/~hnliche Zellen vor, die dureh intracytoplasmatische 
Glykogendepots eharakterisiert waren. Die Capillaren und Sinusoide, die in dem 
Tumorgewebe reichlich vorhanden waren, wurden yon schmMen, langgestreekten 
Zellen begrenzt, die wenig rauhes endoplasmatisches Reticulum enthielten. In 
einigen wenigen Tumorzellen kamen sogenannte ,,intracisternMe A-Typ-Viruspar- 
tikel" vor. 

Zwischen den Zellen des Tumorgewebes waren nur spSxlieh Kollagenfibrillen 
vorhanden. Die Intercellularr/~ume waren zum gr613ten Tell mit elektronen- 
dichtem amorphem Material ausgefiillt (Abb. 2). Als auff~tlligster Befund waren 
gelegentlich band- oder spindelf6rmige K5rper mit hell-dunkler periodischer Quer- 
streifung zu finden (Abb. 2, 3 a). Bei st/~rkerer Vergr613erung zeigte sich, dab die 
eigenartigen 1/~nglichen Strukturen aus 1/s und ungef~hr parallel verlaufenden 
Filamenten bestanden, die wesentlich diinner als Pr~kollagenfibrillen waren 
(Abb. 3 b). Die hellen und dunklen Querb/~nder der mikrofilament~ren Strukturen 
waren wesentlich breiter und ihre Periodizit~tt wesentlich l~nger als die yon 
Kollagenfibrillen. Die elektronendichten B/~nder waren etwa 35-50 nm breit, die 
Periodizit~tt der B~tnderung betrug etwa 85-100 nm. 

Die periodisch auftretenden dunklen Querstreifen waren offenbar dutch 
Biindelung der Mikrofilamente an jeweils diesen Stellen bedingt. Teilweise waren 
etwa 10-20 nm dicke, nicht quergestreifte Mikrofibrillen, die Pr/~kollagenfibrillen 
glichen, nahezu parallel in sehr enger Naehbarsehaft zu den quergeb/~nderten 
Filamenten lokalisiert (Abb. 3 a und b). Die beschriebenen Strukturen befanden 
sich zwar manehmM direkt neben Capillaren oder Sinusoiden, zeigten jedoeh 
keine Lagebeziehung zu den Blutgef/~gen. 

Diskussion 

Filament/~re Strukturen mit periodischer Querstreifung, die den hier mit- 
geteilten sehr /~hnlich sind, werden yon zahlreichen Autoren besehrieben (Lit. 
bei Banfield et M., 1973; I-Iashimoto und Ohyama, 1974; Schubert und Adam, 
1974; Kimura et M., 1975). Solche, in verschiedenen Geweben mehrerer Species 
gefundene Strukturen werden ineist als ,,fibrous long-spacing collagen" (Luse 
et M., 1963) bezeichnet. Andere Bezeichnungen sind ,,Luse's bodies" (RMmondi 
et M., 1962), ,, Gitterkollagen ", ,,Kollagenoid" (Rohen, 1962), ,,banded bodies" 
(PillM, 1964), ,,cross-banded filamentous aggregations" oder ,,zebra bodies" 
(Itashimoto und Ohyama, 1974). 

Die Bedeutung des ,,long-spacing collagen" und die Bedingungen fiir sein 
Auftreten in normMen und pathologisch ver/~nderten Geweben sind nicht bekannt. 
Einige Autoren vermuten, da$ eine StSrung der Mueopolysaecharidproduktion 
in den dem ,long-spacing collagen" benaehbarten Zellen bei seiner Entstehung 
eine Rolle spiel~ (lgamsey, 1965; t tashimoto und Ohyama, 1974; Kimura et M., 
1975). 

Abb. 3. (a) Zwei bandf6rmige K6rper mit hell-dunkler periodischer Querstreifung im Extra- 
cellularraum eines Osteosarkoms der Maus. 60000 • (b) Ausschnittvergr6Berung yon (a). Die 
l/~nglichen Struk~uren bestehen aus 15rags und ungef/ihr parallel verlanfenden Filamenten. 
Teilweise sind Mikrofibrillen nahezu parallel in sehr enger 2%chbarsch~ft zu den quer- 

geb/indert~en Filgmenten loka.lisiert.. 120000 x 
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I n  manchen Arbeiten wird eine enge Lagebeziehung zwischen ,,fibrous long- 
spacing collagen" undKollagelif ibri l len beschrieben (Ramsey, 1965; Mollo und 
Monga, 1971; I-Iashimoto und  Ohyama,  1974). I n  dem yon  uns unLersuchten 
Tumorgewebe w~ren Kollagenfibrilleli nur  sp~Lrlieh vorhanden.  Wir  sahen jedoch 
hi~ufig nicht  quergesLreifte Mikrofibrilleli, die Prs glichen, in sehr 
enger NachbarschafL zu den quergeb~nderten StrukLureli lokalisiert. 

Befulide fiber das Vorkommen yon  ,,long-spacing collagen" in neoplast ischem 
Gewebe bezogen sich bisher auf menschliehe Tumoren  des Nervengewebes (Lit. 
bei Raimolidi  eL al., 1962; Ramsey,  1965; Cravioto und  Lockwood, 1968; Cerv6s- 
Navar ro  et al., 1968), des lymphoreLieuls Gewebes (Mollo und Monga, 1971) 
und der HauL (IIashimoLo und  Ohyama,  1974). Aul~erdem wurde diese Kollagen- 
form in einem Hi~mangiosarkom der M~us ulid eilieln Mastocy*om des Hundes  
gefunden (uliver6ffenL1. BeobachLungen, erw~hnt bei Banfield eL al., 1973). 

Silberberg eL al. (1963) beobachteLeli zwar , long-spacing collagen" im Gelenk- 
kliorpel am Femurkopf  der Maus, unseres Wissens gibt es jedoch keine BerichLe 
tiber das Vorkommen  dieser SLrukLuren in normalem oder neoplastischem Kno- 
ehengewebe. ]:)us bisher nichL bekannLe Auft re ten voli ,,fibrous long-spacing 
collagen" in einem osLeogenen Sarl~om der Maus besLs seine ubiquiLi~re Ver- 
breitung. 
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