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Dermatosparactic calf-tail-tendon-collagen was investigated by mechanical measurements, elec-
tron microscopy and x-ray diffraction. We suppose, that the tensile strength decrease of the fibres
is due to the irregular aggregation of subfibrils to fibrils. The x-ray diagram of the fibre is not
influenced by state of disorder. Cyclic extension of dermatosparactic collagen leads to a higher
increase in tensile strength than in the case of normal calf tendon. The effect might be due to the
increase of fibril- and area-density resulting in an augmentation of crosslinks.

Einleitung 8 Wochen alten Kalbes und aus der Schwanzsehne

Di hanisch E; hat einer 4 Wochen alten Ratte. Die Aufbewahrung der
ie mechanischen Eigenschaften von Kollagen — p g}, erfolgte in Ringerlosung bei + 2 °C.

hingen wesentlich von der Struktur und vom Ord- Bestimmung der mechanischen GroBen mit Hilfe
dungszustand der Fasern bzw. Fibrillen ab. So fiihrt  der von Bowitz ¢ beschriebenen MeBanordnung. Fa-
eine Auflockerung des Gefliges durch Quellung!
ebenso wie durch uberhohtes Dehnen der Fasern?
infolge Aufweitung zwischenmolekularer Abstinde
zu einem Abfall der Zugfestigkeit. In vivo sind dhn-
liche Gegebenheiten iiberall dort anzutreffen, wo in-
folge eines Defektes in der Fibrogenese unvollstéan-
dig vernetzte oder schlecht assoziierte Fibrillen bzw.
Fasern resultieren. Wohl am eindrucksvollsten 1af3t
sich dies am dermatosparaktischen Kollagen? —
einer vererblichen Bindegewebskrankheit, bei der
insbesondere das Kollagen der Haut nur noch eine
stark herabgesetzte Zugfestigkeit besitzt — veran-
schaulichen.
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Material und Methoden

Es standen zur Verfiigung frei préparierte Bein-
sehnen eines 3 Tage alten und Schwanzsehnen eines
8 Tage alten dermatosparaktischen Kalbes. Als Kon-
trolle dienten Fasern aus der Schwanzsehne eines

§ Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft ~ Apb. 1. Pseudofibrillen aus der Schwanzsehne eines 8 Tage
(Schwerpunktprogramm: Biopolymere und Biomechanik  jjten dermatosparaktischen Kalbes; a) Lings-, b) Quer-
von Bindegewebssystemen). schnitte. Der Pfeil zeigt auf ein Netzwerk aus Subfibrillen-
Requests for reprints should be sent to Prof. Dr. Th. biindel. Man achte auf den bandartigen Charakter dieser
Nemetschek, Pathologisches Institut der Universitait Hei- stark aufgelockerten Fibrillen. Schnittkontrastierung mit
delberg, Im Neuenheimer Feld 220/221, D-6900 Heidel- PWS und Uranylacetat. 2560/76 und 2549/76; el. opt.

berg 1. 19.000 : 1.
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sern aus Schwanzsehnen wurden unter Ringerlsung
oder Hamaccel® bei 20 °C zwischen 3 und 9% ein-
oder mehrmalig gedehnt; Dehnungsgeschwindigkeit
8%/min; Fasern aus Beinsehnen wurden wegen un-
gleichmaliger Querschnitte nicht vermessen. Von
samtlichen Proben wurden Roéntgenbeugungsdia-
gramme und elektronenmikroskopische Aufnahmen
angefertigt sowie der Schrumpfungspunkt (7,) be-
stimmt.

Die Praparation der Fasern fiir die Elektronen-
mikroskopie sowie fiir die Anfertigung von Ront-
genbeugungsdiagrammen erfolgte wie bereits be-
schrieben °.

Zahlung und Klassifizierung der Fibrillenquer-
schnitte mit Hilfe eines Teilchengréfenanalysators
TGZ 3 von Zeiss an lichtoptischen Vergroflerungen
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Abb. 3. Weit- und Kleinwinkelrontgendiagramme einer nativ
feuchten Faser aus der Schwanzsehne eines 8 Tage alten
dermatosparaktischen Kalbes. Im Kleinwinkeldiagramm ist
die 1. und 20. Ordnung der 670 A Langperiode angezeigt.
Kiessig- und Kratky-Kammern; CuKa-Strahlung: Abstand
Praparat—Film: 51,4 bzw. 235 mm. R6 2521 und 2510.

Abb. 2. Leicht aufgelockerte Fibrille
aus der Beinsehne eines 3 Tage alten
dermatosparaktischen Kalbes. Die Pfeile
markieren schrig verlaufende Spalt-
linien. Kontrastierung wie bei Abb, 1.
2635/75; el. opt. 38.000 : 1.

elektronenmikroskopischer Aufnahmen: Endvergro-

Berung ~ 30000 : 1.

Ergebnisse

Als Beispiel fir dieses in seinem Aufbau gestorte
Kollagen sind in Abb. 1 Fibrillen aus der Schwanz-
sehne eines dermatosparaktischen Kalbes wieder-
gegeben. Man erkennt, dhnlich wie bei Fibrillen
aus der Haut dieser Tiere, stark aufgelockerte, mehr
bandartige Pseudofibrillen, Querschnitte
(Abb. 1b) ein bizarres Aussehen besitzen. In
Abb. 2 sind zum Vergleich Fibrillen aus der Bein-
sehne eines dermatosparaktischen Tieres wieder-
gegeben. Eine Fibrillenauflockerung ist weniger
deutlich zu beobachten und verlauft entlang den
mit Pfeilen markierten Spaltlinien.

In Abb. 3 sind schlieflich die zum Objekt aus
Abb. 1 gehorigen Klein- und Weitwinkelréntgen-
diagramme wiedergegeben. Man findet alle fiir in-
taktes natives Kollagen charakteristischen Reflexe,
so z.B. auch die Langperiode mit der 1. Ordnung
bei 670 A. Ebenso findet man an mit Phosphor-
wolframsdure (PWS) behandelten Fasern in der
Rontgenbeugung die fiir eine geordnete Einlage-
rung typischen Reflexfolgen ©.

deren

Bestimmt man nun an Schwanzsehnen-Fasern im
biphasischen Spannungs-Dehnungs-Diagramm? die
mechanischen Eigenschaften, so findet man bei einer
Dehnungsgeschwindigkeit von 8%/min einen k-
Modul von nur ~2kp/mm? entsprechend ~ 2 x
107 N/m?; demgegeniiber besitzt eine Faser aus
einer 8 Wochen alten Rattenschwanzsehne bei der
gleichen Dehnungsgeschwindigkeit einen £-Modul
von 42 kp/mm? oder 4,1 x 108N/m? Bei Wieder-
holungsmessungen fihrt mehrmaliges Dehnen bis
~6% (8%/min) zu einem auffalligen Anstieg des
E-Moduls auf 23 kp/mm? entsprechend 2,26 x 108
N/m?. Im einzelnen lag die maximale Zunahme des
E-Moduls E; bei ca. 1200% (Abb. 4) und war je-
weils am grofiten an dicken, mehrstridngigen Fasern.
Demgegeniiber war an allerdings nur schwer zu pra-
parierenden Einzelfasern der Anstieg von E; mit
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Abb. 4. Maximale, durch Konditionierung er-
zielte E-Modul-Anderungen in Abhingigkeit
vom Faserquerschnitt, gemessen an Fasern aus
¢ Schwanzsehne eines dermatosparaktischen Kal-

1000

800

600

400

2004

bes. Die E-Modul-Werte wurden aus Kondi-
tionierungskurven entnommen, von denen eine
in Abb. 5 dargestellt ist. E;, = Ausgangs-
wert; E, max = Maximalwert.
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Abb. 5. Anderung der E-Moduln der Schwanzsehnenfasern
eines dermatosparaktischen Kalbes bei fortgesetzter zykli-
scher Belastung. Mit zunehmender Zahl der Dehnungen
wurde die Amplitude stufenweise von 4% auf 8% vergroBert.
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90% erheblich niedriger. Eine normale Kalbssehnen-
Faser von 0,84 mm?® Querschnitt zeigte bei gleicher
Dehnungsvorgeschichte eine Zunahme im E;-Modul
von 450% gegeniiber einer beim dermatosparakti-
schen Kollagen zu erwartenden Anderung von 750%
(s. Abb. 4).

Parallel mit dem Anstieg der Zugfestigkeit war
weiterhin auch eine Erhéhung der Thermostabilitat
der Fasern zu registrieren. So lag der Schrumpfungs-
punkt der konditionierten Faser bei ~ 61 °C gegen-
iiber einem Ausgangswert von 56,5 °C.

Die Zunahme von E, unterliegt hingegen Schwan-
kungen, da bei den ersten ¢—e-Kurven wegen zu
geringer Dehnung E, noch nicht zu ermitteln war,
und somit die Ausgangswerte der jeweils ersten
Dehnung fehlten.

In Abb. 5 ist nun die Anderung des E-Moduls
mit der Zahl der Dehnungen bei ansteigender pro-
zentualer Dehnung graphisch dargestellt. Die Kur-
venform hatte bei allen Versuchen annihernd das
gleiche Aussehen. Weiterhin findet man die E-
Moduln sogenannter Einzelfasern bis zum Faktor
3,5 niedriger als an den dicken Fasern.

Diskussion

Wie gezeigt werden konnte, besitzen die Fibrillen
aus der Schwanzsehne eines dermatosparaktischen
Kalbes einen vergleichbar gestorten Ordnungszu-
stand wie Hautkollagen entsprechender Tiere. Eben-
so findet man an diesen Fasern im Vergleich mit
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Kontrollkollagen einen niedrigeren E-Modul. Die
hierdurch angezeigte geringe Zugfestigkeit der Fa-
sern beruht offenbar auf einer gestérten Assoziation
der Kollagenmonomeren zu hoheren Ordnungen. Als
Ursache hierfiir wird bekanntlich eine sterische Be-
hinderung durch den Verbleib terminaler Peptid-
ketten an den Dreierschrauben angesehen, die in-
folge des Fehlens der zum Abspalten erforderlichen
Prokollagenpeptidase ? zu erwarten ist. Die Assozia-
tion der Prokollagenmonomeren zu den strukturtra-
genden Subfibrillen muf} jedoch storungsfrei erfolgt
sein, was sowohl aus der Darstellung einer hoch-
unterteilten Querstreifung als auch vor allem aus
den Rontgendiagrammen in Abb. 3 hervorgeht. Im
Einklang mit dem bandartigen
Habitus dieser Pseudofibrillen muf} somit die an-
gedeutete sterische Behinderung durch die termina-
len Peptidschwénze seinen Niederschlag, wie bereits
vermutet ?, bei der Assoziation der Subfibrillen zu
Fibrillen gefunden haben. Das Auftreten der fir die
Umsetzung mit PWS charakteristischen Rontgen-
reflexe deutet allerdings darauf hin, dafl im Mittel
dennoch eine ausreichende Anzahl von Subfibrillen
»richtig® assoziiert sein miissen. Das gestorte Fibril-
lengefiige ist nicht zuletzt auch durch die bizarren
Formen der Querschnitte widergespiegelt. Bemer-
kenswerterweise besitzen in wvitro durch Quellung
aufgelockerte Fibrillen zwar einen vergréferten,
aber dennoch stets ovalen bis runden und geschlos-
senen Querschnitt 1% 11, Lediglich die Querschnitte
rekonstituierter Fibrillen aus kolloidalen Kollagen-
l6sungen besitzen ein vergleichbar bizarres Aus-
sehen 2. Bekanntlich ist es auf dem Wege einer
Ausfillung kolloidal gelosten Kollagens nicht mog-
lich, lange zusammenhéngende Fasern zu erhalten,
vielmehr fiihrt dieser Rekonstitutionsprozef} als Aus-
druck einer gestorten Faserbildung lediglich zu kur-
zen flockigen Assoziaten.

Die Stérung der Fibrillenbildung bei der Der-
matosparaxie und die damit verbundene Beeintrach-
tigung physikalischer Quervernetzungen (vgl. aber
auch Ref. 13) ist somit als Ursache fiir die geringe
Zugfestigkeit dieses Kollagens anzusehen. Neben
einer geringeren Packungsdichte diirfte dabei insbe-
sondere auch eine Beeintrdchtigung des Lingen-

aufgelockerten

wachstums der unter diesen Bedingungen entstande-
nen bandartigen Pseudofibrillen von Bedeutung sein.
Geht man ndmlich davon aus, daf} nicht nur die
~2900 A langen Dreierschrauben, sondern auch
alle anderen Untereinheiten einer Faser stets erheb-

lich kiirzer als das néchst hohere System sind, so er-
gibt sich daraus zweierlei:

1. Die endlich langen Bausteine miissen versetzt zu-
einander parallel angeordnet sein, damit

2. Querbindungskrifte nicht nur zur lateralen, son-
dern auch zur longitudinalen Stabilisierung des
jeweiligen Systems (Subfibrille, Fibrille, Faser)
beitragen konnen.

Die festigkeitsbestimmenden Untereinheiten diirf-
ten sich also nicht iiber die gesamte Fibrillen- bzw.
Faserlange erstrecken. Die mechanischen Eigenschaf-
ten eines solchen Systems miissen also stark von der
Linge dieser Untereinheiten bzw. ihrer Uberlap-
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Abb. 6. Fibrillenquerschnitte aus einer Schwanzsehnenfaser
eines 8 Tage alten dermatosparaktischen Kalbes; in a) vor
und b) nach Konditionierung durch mehrmaliges Dehnen.
Bei insgesamt gezihlten ~18000 Querschnitten nimmt die
Flichendichte [Fibrillen/®] beim Verstrecken der Faser
von 65 auf 80 zu. Gleichzeitig dndert sich auch das Ver-
hiltnis zwischen stark aufgelockerten und anndhernd kom-
pakten Querschnitten von 7 :3 fiir die unverstreckte, auf
~1 :1 fiir die konditionierte Faser.
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pungszonen und der hierdurch gegebenen Querver-
netzungsdichte abhéngen. An einer Faser, die nicht
nur aus einem lockeren Gefiige von diinnen, son-
dern vor allem auch kurzen Fibrillen bzw. Subfibril-
lenbiindeln besteht, wird man deshalb einen niedri-
gen E-Modul messen. Andererseits liegen in einem
solchen System besonders viele Moglichkeiten vor,
bei einer durch zyklisches Dehnen verbesserten
Parallelassoziation der Untereinheiten, insbesondere
physikalische Neuvernetzungen auszubilden. Wie zu
erwarten, resultiert hieraus parallel mit dem Anstieg
der Flachendichte [Fibrillen/#?] und einer Zu-
nahme kompakter Fibrillenquerschnitte (Abb. 6b)
ein hoher relativer Festigkeitszuwachs (Abb. 4),
der um so grofler ist, je dicker die Faser war.
SchlieBlich ist der hierdurch resultierende Zuwachs
an nicht notwendigerweise kovalenten Quervernet-
zungen auch noch durch einen Anstieg der Thermo-
stabilitdt angezeigt.

Die niedrige Zugfestigkeit des dermatosparakti-
schen Kollagens diirfte also nicht allein aus einer ge-
storten Parallelaggregation von Untereinheiten, son-
dern vor allem auch auf dem Vorliegen kiirzerer
Baueinheiten als normalerweise beruhen. Diese
SchluBfolgerung wird weiterhin gestiitzt durch Mes-
sungen an in vitro durch Quellung aufgelockerten
gesunden Fasern mit einem E-Modul von 3.3 x 108
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