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

Summary. Peculiar periodically banded structures were found in the extracellular spaces
of a vascular type of a murine osteosarcoma. 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”.
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Zusammenfassung. In einem vasculidren Typ eines Osteosarkoms der Maus wurden eigen-
artige, im Extracellularraum gelegene, periodisch gebénderte Strukturen festgestellt. Diese
bestanden aus diinnen, nahezu parallel angeordneten Filamenten mit elektronendichten
Querbindern von etwa 35-50 nm Breite. Die Periodizitit der Binderung betrug etwa 85-100nm.
Ahnliche Strukturen wurden von zahlreichen Autoren in verschiedenen Geweben mehrerer
Species gefunden. Im allgemeinen werden sie als ,, fibrous long-spacing collagen’ bezeichnet.

Bei den osteogenen Tumoren, die bei Mdusen nach Inkorporation des kurz-
lebigen osteotropen Radionuklids Ra-224 beobachtet werden, handelt es sich
iiberwiegend um osteoblastische Osteosarkome (Gossner et al., 1972). Thre Inter-
cellularsubstanz besteht aus Kollagenfibrillen und mineralisierter Knochen-
grundsubstanz (Marquart et al., 1974). In der vorliegenden Mitteilung wird itber
eine ungewohnliche geformte Intercellularsubstanz berichtet, die in einem bei
den Versuchen mit Ra-224 (vgl. Gossner et al., 1976; Miiller et al., 1976) selten
auftretenden Osteosarkomtyp vorkam. Diese Intercellularsubstanz, die nicht
licht-, sondern nur elektronenmikroskopisch zu erfassen war, fanden wir in
einem von 28 untersuchten Osteosarkomen.

Material und Methoden

Bei einer mannlichen NMRI-Maus wurde ein kirschgrofer Tumor im proximalen Bereich
des linken Humerus festgestellt. Das Tier gehérte zu einer Versuchsgruppe, in der NMRI-
Miusen von der 5. bis zur 8. Lebenswoche wochentlich 2 mal 1,5 uCi/kg Ra-224 intraperitoneal
injiziert worden war. Der Tumor wurde 19 Monate nach Versuchsbeginn gefunden. Die
Einzelheiten der Versuchsbedingungen entsprechen den bereits frither gemachten Angaben
(Marquart, 1974; Gossner et al., 1976; Miiller et al., 1976).

* Durchgefithrt im Rahmen eines EURATOM-Assoziationsvertrages (090-72-1 BIAD).
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Abb.1a u. b. Vasculirer Typ eines Osteosarkoms der Maus. (a) Tumorausschnitt mit
Sinusoiden. HE, 310 x. (b) Neugebildeter Knochen. v. G., 125 X

Sofort nach Tétung der Maus durch Chloroforminhalation wurde ein kleines Gewebsstiick
zur elektronenmikroskopischen Untersuchung aus dem Tumor herausgeschnitten, in gekiihlte,
phosphatgepufferte 6,25%ige Glutaraldehydlésung (pH 7,3) gebracht und in kleine Wiirfel
von etwa 1 mm Kantenlinge geschnitten. Diese wurden nach 4stindiger Fixierung in der
Glutaraldehydlésung 2 h lang in gekiuhlter, phosphatgepufferter 1 %iger OsO,-Losung (pH 7,3)
nachfixiert, in aufsteigender Alkoholreihe entwissert und in Epon 812 eingebettet. Mit
einem Reichert-Ultramikrotom Om U2 stellten wir Ultradiinnschnitte her, die mit Uranyl-
acetat und Bleicitrat kontrastiert wurden. Die elektronenmikroskopische Untersuchung
fithrten wir mit einem AEI-Elektronenmikroskop EM6B durch.

Das iibrige Tumorgewebe wurde nach réntgenologischer Untersuchung des Mausskelets
in 4%iger Formalinldsung fixiert, in 20%iger EDTA-Losung entkalkt und in Paraffin ein-
gebettet. Die Schnitte wurden mit Himatoxylin-Eosin und van Gieson gefiarbt. AuBerdem
wurde die Silberimprignation nach Lendrum durchgefithrt.

Befunde

Réntgenologisch zeigte sich eine wabig strukturierte Auftreibung des proximalen
Humerusabschnitts links mit Defekten der Corticalis und sparlicher Neubildung
von schmalen, von der Corticalis ausgehenden Knochenspangen in einem kirsch-
groflen Weichteilschatten. Makroskopisch fand sich ein méfig fester, auffallend
dunkelroter Tumor. Lichtmikroskopisch handelte es sich um einen zellreichen,
wenig differenzierten Tumor, der invasiv gewachsen war und die Corticalis zer-
stort hatte. In dem Tumorgewebe fielen viele sinusartige Gefdfraume auf (Abb. 1a).
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Abb. 2. Der Extracellularraum zwischen zwei Osteosarkomzellen (Z) ist groBtenteils mit
elektronendichtem amorphem Material ausgefillt. Man erkennt mehrere bandférmige Kérper
mit hell-dunkler periodischer Querstreifung (Pfeile). 40000 X

Kollagen- und Knochenbildung waren nur gering ausgeprigt (Abb. 1b). Stellen-
weise sah man Biindel argyrophiler Fasern. Auf Grund der zahireichen GefiB-
raume wurde der Tumor als vasculdrer Typ eines Osteosarkoms bezeichnet.

Die elektronenmikroskopische Untersuchung des Tumorgewebes zeigte, daB es
sich bei den Tumorzellen iiberwiegend um polymorphkernige, mit einem gut ent-
wickelten rauhen endoplasmatischen Reticulum ausgestattete fibro- und osteo-
blastendhnliche Zellen handelte. Eine Unterscheidung zwischen beiden Zelltypen
war oft nicht moéglich, da in dem untersuchten Material keine mineralisierte
Knochengrundsubstanz zu finden war. Bei sonst dhnlicher Ultrastrultur war fir
osteoblastendhnliche Zellen ihr Gehalt an Lipidvacuolen kennzeichnend. Ver-
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einzelt kamen priosteoblastendhnliche Zellen vor, die durch intracytoplasmatische
Glykogendepots charakterisiert waren. Die Capillaren und Sinusoide, die in dem
Tumorgewebe reichlich vorhanden waren, wurden von schmalen, langgestreckten
Zellen begrenzt, die wenig rauhes endoplasmatisches Reticulum enthielten. In
einigen wenigen Tumorzellen kamen sogenannte ,,intracisternale A-Typ-Viruspar-
tikel* vor.

Zwischen den Zellen des Tumorgewebes waren nur spérlich Kollagenfibrillen
vorhanden. Die Intercellularrdume waren zum groften Teil mit elektronen-
dichtem amorphem Material ausgefiillt (Abb. 2). Als auffalligster Befund waren
gelegentlich band- oder spindelférmige Korper mit hell-dunkler periodischer Quer-
streifung zu finden (Abb. 2, 3a). Bei stirkerer VergrofBerung zeigte sich, daf die
eigenartigen langlichen Strukturen aus lings und ungefdhr parallel verlaufenden
Filamenten bestanden, die wesentlich diinner als Prikollagenfibrillen waren
(Abb. 3b). Die hellen und dunklen Querbdnder der mikrofilamentéren Strukturen
waren wesentlich breiter und ihre Periodizitdt wesentlich langer als die von
Kollagenfibrillen. Die elektronendichten Bander waren etwa 35-50 nm breit, die
Periodizitdt der Banderung betrug etwa 85-100 nm.

Die periodisch auftretenden dunklen Querstreifen waren offenbar durch
Biindelung der Mikrofilamente an jeweils diesen Stellen bedingt. Teilweise waren
etwa 10-20 nm dicke, nicht quergestreifte Mikrofibrillen, die Prakollagenfibrillen
glichen, nahezu parallel in sehr enger Nachbarschaft zu den quergebdnderten
Filamenten lokalisiert (Abb. 3a und b). Die beschriebenen Strukturen befanden
gich zwar manchmal direkt neben Capillaren oder Sinusociden, zeigten jedoch
keine Lagebeziehung zu den Blutgefdfen.

Diskussion

Filamentéire Strukturen mit periodischer Querstreifung, die den hier mit-
geteilten sehr dhnlich sind, werden von zahlreichen Autoren beschrieben (Lit.
bei Banfield et al., 1973; Hashimoto und Ohyama, 1974; Schubert und Adam,
1974 ; Kimura et al., 1975). Solche, in verschiedenen Geweben mehrerer Species
gefundene Strukturen werden meist als ,fibrous long-spacing collagen® (Luse
et al., 1963) bezeichnet. Andere Bezeichnungen sind ,,Luse‘s bodies” (Raimondi
et al., 1962), ,,Gitterkollagen®, , Kollagenoid** (Rohen, 1962), ,,banded bodies*
(Pillai, 1964), ,.cross-banded filamentous aggregations oder ,,zebra bodies*
(Hashimoto und Ohyama, 1974).

Die Bedeutung des ,long-spacing collagen und die Bedingungen fiir sein
Auftreten in normalen und pathologisch veranderten Geweben sind nicht bekannt.
Einige Autoren vermuten, dafl eine Stérung der Mucopolysaccharidproduktion
in den dem ,long-spacing collagen® benachbarten Zellen bei seiner Entstehung
eine Rolle spielt (Ramsey, 1965; Hashimoto und Ohyama, 1974 ; Kimura et al.,
1975).

Abb. 3. (a) Zwei bandférmige Korper mit hell-dunkler periodischer Querstreifung im Extra-

cellularraum eines Osteosarkoms der Maus. 60000 X. (b) AusschnittvergréBerung von (a). Die

langlichen Strukturen bestehen aus lings und ungefihr parallel verlaufenden Filamenten.

Teilweise sind Mikrofibrillen nahezu parallel in sehr enger Nachbarschaft zu den quer-
gebiinderten Filamenten lokalisiert. 120000 x
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In manchen Arbeiten wird eine enge Lagebeziehung zwischen , fibrous long-
spacing collagen® und Kollagenfibrillen beschrieben (Ramsey, 1965; Mollo und
Monga, 1971; Hashimoto und Ohyama, 1974). In dem von uns untersuchten
Tumorgewebe waren Kollagenfibrillen nur spéarlich vorhanden. Wir sahen jedoch
héufig nicht quergestreifte Mikrofibrillen, die Prakollagenfibrillen glichen, in sehr
enger Nachbarschaft zu den quergebinderten Strukturen lokalisiert.

Befunde iiber das Vorkommen von ,,long-spacing collagen® in neoplastischem
Gewebe bezogen sich bisher auf menschliche Tumoren des Nervengewebes (Lit.
bei Raimondi et al., 1962 ; Ramsey, 1965; Cravioto und Lockwood, 1968; Cervds-
Nawvarro et al., 1968), des lymphoreticuliren Gewebes (Mollo und Monga, 1971)
und der Haut (Hashimoto und Ohyama, 1974). AuBerdem wurde diese Kollagen-
form in einem Hadmangiosarkom der Maus und einem Mastocytom des Hundes
gefunden (unverdffentl. Beobachtungen, erwahnt bei Banfield et al., 1973).

Silberberg et al. (1963) beobachteten zwar ,long-spacing collagen® im Gelenk-
knorpel am Femurkopf der Maus, unseres Wissens gibt es jedoch keine Berichte
itber das Vorkommen dieser Strukturen in normalem oder neoplastischem Kno-
chengewebe. Das bisher nicht bekannte Auftreten von ,fibrous long-spacing
collagen® in einem osteogenen Sarkom der Maus bestatigt seine ubiquitdre Ver-
breitung.
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