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Einlettung.

In der lichtmikroskopischen Histologie wird seit langem die Auf-
fassung vertreten, daB sich die kollagenen Fasern des Sehnengewebes aus
argyrophilen Fasern differenzieren. Man spricht daher in diesem Zu-
sammenhang auch von prikollagenen Fasern (vgl. WassERMANN 1929).
Die Ansicht, daB3.die unterschiedliche Versilberung von argyrophilen
und kollagenen Fasern nur auf physikalischen Faktoren beruhe, ist
durch Untersuchungen mit Hilfe der Perjodsiure-Leukofuchsinreaktion
sehr fraglich geworden. In letzter Zeit haben ndmlich Gersa und CaTch-
POLE (1949), CLarA (1952) und GRAUMANN (1952) mit dieser Methode
histochemische Unterschiede beider Faserarten feststellen kinnen. .

Wie elektronenmikroskopische Untersuchungen gezeigt haben, be-
stehen kollagene und argyrophile Fasern aus Fibrillen mit einer genuinen
Querstreifung von etwa 64 my. und einer Kittsubstanz (cementing
substance). Der unterschiedliche Ausfall der Perjodsiure-Leukofuchsin-
reaktion kann demnach sowohl auf einem differenten Verhalten der
Fibrillen als auch der Kittsubstanz oder auch beider Komponenten der
Fasern beruhen. Elektronenoptische Untersuchungen verschiedener
Autoren zeigten, von gewissen Dickenunterschieden abgesehen, ein
gleichartiges Verhalten der Fibrillen von argyrophilen und kollagenen
Fasern (Gross und ScHMITT 1948; GrOsS 1950; WasserRMANN 1951:
BAIRATI, MASsaRI und Marsico 1952). Demnach wiire zu erwarten, daB
sich lediglich die Kittsubstanzen beider Faserarten unterscheiden.
Demgegeniiber lassen sich mit Hilfe der Bindegewebsversilberung nach
GoMORI gerade die Fibrillen beider Faserarten elektronenmikroskopisch
voneinander trennen (v. HERRATH und DerrmMEr 1951; DETTMER,
NeckeEL und Ruska 1951).  Auch Differenzierungsvorginge an den

* Durchgefiihrt mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgememschaft
Arbeit unter Leitung von Prof. Dr. W. ScHWARzZ.
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Fibrillen lassen sich mittels der Gomoéri-Methode nachweisen, wie dies
am Beispiel der Cornea und Sklera (Schwarz 1953) und am Knochen
(Scawarz und PAHLKE 1953) gezeigt wurde. Die vorliegenden Unter-
suchungen befassen sich mit den Differenzierungsvorgingen am Sehnen-
kollagen. Sie sollen vor allem die Frage entscheiden, ob die an der
Sklera erhobenen Differenzierungsbefunde fiir das kollagene Gewebe
Allgemeingiiltigkeit haben oder nicht. Es wire niamlich durchaus denk-
bar, da im submikroskopischen Bereich Verschiedenheiten im Ablauf
der Differenzierungsvorginge auftreten, die histologisch nicht faBbar
sind. Da auch funktionelle Faktoren hierbei eine Rolle spielen konnten,
scheint die Achillessehne als Untersuchungsobjekt besonders geeignet.

Material und Methoden.

Es wurden menschliche Achillessehnen von 6 Feten (8 cm Scheitel-SteiBllinge
bis 52 cm Gesamtlange), 4 Kindern und Jugendlichen (1 Jahr, 13/, Jahre, 4 Jahre,
13 Jahre) und 4 Erwachsenen (35—79 Jahre) beriicksichtigt. Das Material wurde
teils frisch, teils nach Fixierung in Formol 1:4 auf einem Gefriermikrotom zweimal
geschnitten (10x) und anschlieBend im Siemens-Beschallungsgerit bei etwa
10 kH (WouLrr 1952) mit hochfrequentem Schall zerzupft. Ein Teil des formol-
fixierten Materials wurde nach mehrmaligem Waschen in der Zentrifuge ohne
weitere Behandlung untersucht. Der Rest wurde nach der von GomoRr1 (1837)
angegebenen Methode fiir Bindegewebe versilbert.

Ferner fand die Perjodsiure-Silbertetramminmethode von DETTMER und
Scuwarz (1953) Verwendung. Hierbei werden bestimmte chemische Gruppen zu
Aldehydgruppen oxydiert, die dann durch Silberreduktion nachgewiesen werden.
Fiir diese histochemische Methode wurde sowohl fixiertes wie untixiertes Material
benutzt. Das unfixierte Gewebe wurde vor der Perjodsaureeinwirkung 30—75 Std
bei 37° C mit einet konzentrierten Testes-Hyaluronidaselésung (Apertase [Hoechst]
200 K auf 20 cm® 0,9 %iger Kochsalzlésung) behandelt.

Sin Kontrollpraparat wurde jeweils fiir die gleiche Zeit bei 37° C lediglich in
0,9 % ige Kochsalzldsung eingebracht. Beide Lésungen wurden mehrmals gewechselt.
Zu allen mit Perjodsaure behandelten Objekten wurden Kontrollpraparate ange-
fertigt, die nicht mit Perjodsiure behandelt wurden.

Samtliche Priparate wurden aus ihrer waBrigen Suspension auf befilmten
Ubjcktblenden aufgetrocknet. Ein Teil von ihnen wurde mit Wolframoxyd schrag
bedampft®, Alle Aufnahmen erfolgten im Siemens-Ubermikroskop Typ 100b._bei
ciner Strahlenspannung von 80 kV.

Befunde

Schon an unfixiert oder formolfixiert aufgeblendeten Priparaten
sind deutliche Unterschiede zwischen den Sehnen von Feten einerseits
und denen von Jugendlichen und Erwachsenen andererseits nachzu-
weisen. Bei den fetalen Sehnen findet sich gegeniiber den erwachsenen
wesentlich mehr amorphe Kittsubstanz zwischen den Fibrillen. Werden
entsprechende Priparate zusitzlich mit Metalldampf im Vakuum be-
schattet, so werden die Unterschiede besonders deutlich (Abb. 1a u. b).

1 Fir die Durchfithrung der Bedampfung danke ich Hertn E.-G. BERGANSKY.
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Die relative Menge der interfibrilliren Kittsubstanz ist bei den jiingsten
Stadien am groBten. Im Verlauf der Differenzierung verschiebt sich
dann das Mengenverhiltnis von Kittsubstanz zu Fibrillen immer mehr
zugunsten der letzteren. Wihrend der fetalen und der ersten Zeit der
postfetalen Entwicklung sind diese Verinderungen zwar nachweisbar,

Abb. 1a u. b. a Achillessehne eines Feten von 17 em Gesamtlinge. Fixiert in Formol,
5 min beschallt. Bedampfung mit Wolframoxyd. 21600:1. b Achillessehne 13 Jahre.
Fixiert in Formol, 5 min beschallt. Bedampfung mit Wolframoxyd. 21600:1.

jedoch nicht sehr erheblich. Erst gegen Ende des 2. Lebensjahres
tritt sehr rasch ein Riickgang der Kittsubstanzmenge ein, so daf
dann die erhaltenen.Bilder den Befunden an erwachsenen Sehnen schon
sehr dhnlich sehen. Bei einem 13jahrigen lassen sich gegeniiber den
Verhiltnissen bei Erwachsenen keine Unterschiede mehr nachweisen
(Abb. 1b). Neben der Verschiebung der Mengenverhiltnisse ist im
Sehnengewebe auch die Verbindung von Kittsubstanz und Fibrillen
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wahrend der Entwicklung Verdnderungen unterworfen. Bei den jiingsten
fetalen Stadien haftet die Kittsubstanz besonders fest an den Fibrillen.
Wiihrend bei den Sehnen Erwachsener eine Beschallungszeit von 3 bis
5 min geniigt, um die Kittsubstanz zu entfernen. sind bei denen kleinerer
Feten 10--20 min zur Darstellung nackter Fibrillen erforderlich. Etwa
proportional der oben beschriebenen Mengenabnahme der Kittsubstanz
wihrend der Entwicklung wird duch die Verbindung zwischen Kitt-
substanz und Fibrillen immer lockerer. Uber die Art und Weise
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Abb, 2. Verteilungskurve der Fibrillendicken von menschlichen Achillessehnen
verschiedener Entwicklungs- und Altersstufen.

dieser Verbindung kann bislang nichts Niheres ausgesagt werden,
jedoch ist wohl anzunehmen, daf8 hier nicht nur physikalische Faktoren
im Spiele sind.

Auch hinsichtlich der Verteilung der Fibrillendicken lassen sich bei
den verschiedenen Entwicklungsstufen der untersuchten Sehnen Unter-
schiede feststellen. An Hand einer tabellarischen Ubersicht (Abb. 2)
sollen die erhobenen Befunde besprochen werden. Die Fibrillendicke
in der Achillessehne eines Feten von 8 cm Scheitel-SteiBlinge schwankt
zwischen 10 und 25 my, wobei das Maximum bei 18 mu liegt. Dieser
durch eine geringe Schwankungsbreite der Fibrillendicken und ein
einziges Maximum ausgezeichnete Kurvenverlauf ist fiir alle fetalen
Stadien charakteristisch. Die Fibrillendifferenzierung wéhrend der
Fetalzeit findet ihren Ausdruck in einer Verschiebung der Gesamt-
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kurve in Richtung auf héhere Werte, so dal z. B. das Maximum der
Fibrillendicken am Ende der Fetalzeit (52 cm Gesamtlinge) bei 38 mu
liegt. Bei einem 1jdhrigen zeigt sich im Vergleich zu den fetalen Stadien
eine merkliche Zunahme der Schwankungsbreite der Fibrillendicken.
Bei dem 13/,jihrigen Kind geht der bisher beschriebene typische Kurven-

Abb. 3a—c. a Achlllessehne eines Feten von 17 cm Gesamtlange. Fixiert in Formol,

Versilberung nach GOMORI. 21600:1. b Achillesschne eines Feten von 52 cm Gesamtliinge.

Fixiert in Formol. Versilberung nach GOMORI. 21600:1. ¢ Achillessehne 13 Jahre. Fixiert
in Formol, Versilberung nach GOoM6RI1. 21600:1.

verlauf verloren. Die Schwankungsbreite hat weiter zugenommen und
von einem deutlichen Maximum kann nicht mehr gesprochen werden.
Bei einem 13jéhrigen, dessen Kurvenverlauf bereits dem bei Erwachsenen
entspricht, zeigt die Kurve bei einer sehr groBen Schwankungsbreite
der Fibrillendicken (von 32—138 mu) 2 ausgeprigte Maxima.

Eine weitere Moglichkeit, die Differenzierung der Sehnenfibrillen
zu verfolgen, ergibt sich durch die Anwendung der Bindegewebsversilbe-
rung nach GOMORI. Mit dieser Methode zeigen die Sehnenfibrillen
der jiingsten fetalen Stadien eine véllig unregelmiBige Ablagerung
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von Silberkérnern an der Oberfliche der Fibrillen (Abb. 3a). Im Zuge
der weiteren Entwicklung macht diese ungeordnete Aufenversilberung
immer mehr einer regelmifigen Awufenversilberung Platz. Hierbei
werden die Silberteilchen in periodischen Gruppen an die Fibrillenober-
fliche angelagert. Abb. 3b zeigt derartig versilberte Sehnenfibrillen von
einem Fetus von 52 cm Gesamtlinge. Der gleiche Versilberungsmodus

Abb. 4a u. b. a Achillessehne eines Feten von 35 cm Gesamtlinge. Fixiert in Formol.
Perjodsdure-Silbertetrammin. 21600:1. b Achillessehne 79 Jahre. Fixiert in Formol,
Perjodsiure-Silbertetrammin, 21600:1.

ist auch noch beim ljéhrigen vorhanden. Bemerkenswerterweise tritt
bei dem 13/jahrigen Kind neben den bereits oben beschriebenen Ver-
anderungen auch ein anderer Versilberungsmodus auf. Die Fibrillen zeigen
vorwiegend die fiir ,reifes’* Kollagen typische periodische Innenversilbe-
rung, wobei das Silber im Bereich der D-Teile abgelagert wird. Diese
periodische Innenversilberung ist auch bei der Mehrzahl der Fibrillen
von jugendlichen und erwachsenen Sehnen vorhanden (Abb.3¢). Es sind
jedoch stets auch einige Fibrillen zu finden, deren Versilberungsmodus
dem der vorangehenden Differenzierungsstadien entspricht. Es handelt
sich hierbei im allgemeinen um Fibrillen mit geringerem Durchmesser.

Mit der Perjodsiure-Silbertetrammintechnik 148t sich die Differen-
zierung der Interzellularsubstanz des Sehnengewebes auch histochemisch
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verfolgen. So wird bei einem Fetus von 35 cm Gesamtlinge das Silber
in Form feiner Kérnchen in die die Fibrillen umgebende Kittsubstanz
éingelagert (Abb. 4a). Bei Erwachsenen findet man dagegen, vor allem
bei den dickeren Fibrillen, auch eine. Silbereinlagerung in die Fibrillen
selbst. Das Silber ist dann vorwiegend im Bereich des D-Teiles lokali-
siert, so daB die genuine Querstreifung versta.rkﬁ hervorgehoben wird
(Abb. 4b). Gelegentlich sind die Silberkérnchen im D-Teil i in 2 vonein-
ander getrennten Streifen angeordnet, die den d-Scheiben von WOLPERS
(1943) entsprechen kénnten. Die vorhergehende Einwirkung von
Hyaluronidase hat auf die Stérke der Versilberung und auf den Ver-
silberungsmodus im Vergleich zu nur mit phsyiologischer Kochsalz-
16sung behandelten Priparaten keinen EinfluB. Die zu allen Versuchen
angesetzten Kontrollpraparate, welche nicht mit Per]odsa,ure behandelt
wurden, zeigen keine Silberablagerungen.

Die bereits von Scumirr, HArL und JarUs (1942) und von WOLPERS
(1943) beschriebene ,,Kollagen‘querstreifungsperiode von etwa 64 mu
ist_ in s#mtlichen dargestellten Fibrillen aller von mir untersuchten
Sehnen vorhanden. Strukturlose Filamente oder Fibrillen sind ebenso
wie ,,Jlong-spacing*-Fibrillen (HIGHBERGER, Gross und ScEmrrr 1951)
nicht nachweisbar. ~

Diskussion.

Alle erhobenen Befunde lassen auf einen echten Differenzierungs-
prozefl der Sehnenflbrlllen wihrend der Entwicklung der Achillessehne
zur funktionstiichtigen Sehne schlieBen. Grundsitzlich sind 2 Kriterien
bei der Fibrillendifferenzierung elektronenmikroskopisch fafbar, némlich
einmal die Anderung der Fibrillendicken, ferner die Anderung des Ver-
silberungsmodus. Man kénnte annehmen, daB die Anderung des Ver-
silberungsmodus von der Fibrillendicke abhingig sei. Vergleicht man
die von ScEwaRz (1953) an der Sklera erhobenen Befunde mit den an der
Achillessehne gewonnenen, dann ergibt sich aber folgendes: Bei der
Sklera tritt die fiir Kollagen charakteristische Innenversilberung bereits
bei sehr diinnen Fibrillen auf, die bei der Achillessehne noch AuBlen-
versilberung zeigen. Eine Innenversilberung zeigt sich in der Achilles-
sehne erst bei Fibrillen, die dicker sind als die in der Sklera befind-
lichen. Somit muB man die Zunahme der Fibrillendicke und Anderung
des Versilberungsmodus als 2 voneinander unabhéngige Differenzierungs-
merkmale werten. Wahrend bei der Sklera die Beurteilung funktioneller
Faktoren auBerordentlich schwierig ist, ist dies bei der Achlllessehﬂe
verhaltnismiBig einfach moglich. Die Hauptbelastung der Achillessehile
beginnt mit dem Stehen und Gehen beim Kleinkind. Zu dieser Zeit
tritt sowohl die Innenversilberung als auch das vermehrte Dickenwachs-
tum der Fibrillen auf.
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Gross (1950) fand bei Untersuchungen tber die Entwicklung des
Coriums der Rattenhaut ebenfalls eine Zunahme der Fibrillendicke mit
zunehmendem Alter. Jedoch entsprechen seine Kurven nicht den von
mir an der Achillessehne gewonnenen. Daraus geht hervor, daf die
Befunde am Corium der Rattenhaut nicht mit denen am Sehnengewebe
des Menschen zu vergleichen sind, obwohl beide Gewebe dem kollagenen
Bindegewebe zugerechnet werden. Man darf also offensichtlich die an
einem bestimmten Organ des Bindegewebes erhobenen Befunde nicht
als allgemeingiiltig fiir das gesamte Bindegewebe ansehen, wenn sich
auch einige gemeinsame Merkmale feststellen lassen.

Auffallend ist die weitgehende Ubereinstimmung der Befunde bei
Anwendung der Gémori-Methode und der Perjodsidure-Silbertetrammin-
technik. Diese Ubereinstimmung 1Bt gewisse Riickschliisse auf den
Wirkungsmechanismus der Gomori-Methode zu. In beiden Fillen wird
némlich das Priparat vor der Versilberung mit einem Oxydationsmittel
behandelt. Von der Perjodsiure wissen wir, daB sie die 1,2-Glykol-
gruppen zu Aldehyden oxydiert, die dann Silberkomplexe zu redu-
zieren imstande sind. Das bei der Goéméri-Methode zur ,,Sensibili-
sierung’ verwendete Kaliumpermanganat entspricht in seiner Wirkung
weitgehend der Perjodsiure (LiLrie 1951). Dies und die prinzipiell
iibereinstimmenden Befunde bei beiden Methoden lassen darauf schlieBen,
daf3 fiir den Ausfall der Gomoéri-Methode auch chemische Vorginge
bedeutsam sind.

Im Verlaufe der Differenzierung ist mit beiden Silbermethoden eine
Verlagerung von Reduktionsorten aus der Kittsubstanz bzw. von der
Fibrillenoberfliche in die D-Teile der Fibrillen festzustellen. Welches
Substrat den Reduktionsorten zugrunde liegt — daB es sich um ein
Kohlenhydrat handelt, ist wahrscheinlich (GrRassMaNN und TRUPKE
1951) — und ob das Substrat in der Kittsubstanz dem in den Fibrillen
entspricht, bediirfte einer Untersuchung von chemischer Seite. Dabei
miifite man Kittsubstanz und Fibrillen unter elektronenmikroskopischer
Kontrolle voneinander trennen und gesondert einer chemischen Analyse
unterwerfen. Fest steht, dall die Reifung der Fibrillen mit einer Lage-
verdnderung der Reduktionsorte verbunden ist. Damit finden chemische
Unterschiede der einzelnen Differenzierungsstadien der Fibrillen ihren
Ausdruck. Es erscheint daher nicht gerechtfertigt, alle periodisch quer-
gestreiften Bindegewebsfibrillen als ,,Kollagenfibrillen* zu bezeichnen.
Ich méchte mich an Hand meiner Befunde an der Achillessehne der
von SCHWARZ (1953) geprigten Definition der Kollagenfibrille an-
schlieBen. Danach sind nur periodisch innenversilberte Fibrillen als
Kollagenfibrillen anzusprechen. Sie sind als das Reifestadium der
Fibrillen im kollagenen Bindegewebe zu betrachten. Alle Fibrillen des
kollagenen Gewebes, die einen anderen Versilberungsmodus zeigen,



Elektronenmikroskopische Untersuchungen an der Interzellularsubstanz. 429

sind als ,unreife” Stadien anzusprechen. Fiir diese Fibrillen scheint
mir der Ausdruck ,,prékollagene Fibrillen** durchaus gerechtfertigt zu
sein. Wenn eine Bindegewebsfaser iiberwiegend aus auBenversilberten
prikollagenen Fibrillen besteht, so erscheint sie im Lichtmikroskop
schwarz, wihrend eine kollagene Faser im wesentlichen aus innen-
versilberten Fibrillen zusammengesetzt ist und braun imponiert. Diese
lichtmikroskopischen Unterschiede sind auf die verschiedene Kornchen-
groBe und -verteilung des Silbers zuriickzufithren. Das lichtmikroskopi-
sche Bild der Silberfarbung einer Bindegewebsfaser ist also in gewisser
Hinsicht ein' Kriterium fir den fibrilliren Aufbau dieser Faser. Damit
sind die aus der lichtmikroskopischen Histologie bekannten Begriffe der
prikollagenen und kollagenen Faser durch elektronenmikroskopische
Untérsuchungen klarer umrissen worden und behalten nach wie vor
ihre Gultigkeit. ,
Zusammenfassung.

Die Interzellularsubstanz menschlicher Achitlessehnen verschiedener
Entmcklungs- und Altersstufen wurden elektronenmikroskopisch unter-
sucht. Das Mengenverhiltnis und die Verbindung von Fibrillen und
Kittsubstanz dndern sich im Verlauf der Entwicklung. Die Fibrillen-
dicken nehmen wiithrend der Entwicklung zu, und zwar liegen bei einem
Keimling von 8 cm Scheitel-SteiBlinge die Fibrillendicken im Bereich
von 10—25 mu, wihrend sie bei Erwachsenen 25—140 mu betragen.
Bei den fetalen Stadien haben die Kurven eine geringe Schwankungs-
breite und ein einziges Maximum. Bei einem 13/ jihrigen Kind ist die
Streuung wesentlich groBer, ein deutliches Maximum ist nicht vorhanden.
Die Kurven der Erwachsenen’haben 2 Maxima und eine groBe Schwan-

" kungsbreite. Bei Anwendung der Versilberungsimethode nach GOMGRI

N

zeigen die jiingsten Stadien eine véllig unregelmifige Aufenversilberung,
die wihrend der Entwicklung iber eine pertodische Aufenversilberung
in eine periodische Imnenversilberung iibergeht. Bei einem 13/ jihrigen
Kind ist bereits.die Mehrzahl der Fibrillen innenversilbert. Nur die
periodisch innenversilberten Fibrillen werden als ,reife Kollagen-
fibrillen angesehen, Fiir alle auBenversilberten Fibrillen wird die Be-
zeichnung ,,prikollagene Fibrillen* vorgeschlagen. Ein Zusammenhang
zwischen dem Differenzierungsablauf in der Interzellularsubstanz der
menschlichen Achillessehne und der funktionellen Beanspruchung ist
nachweisbar. Es besteht eine auffallende Ubereinstimmung zwischen

- den Befunden der empirischen Goméri-Methode und den mit einer
- histochemischen Perjodsiure- Sllbertetrammmtechmk erhobenen. Die

. Bedeutung dieser Untersuchungsergebnisse fiir das Verstindnis des

Wirkungsmechanismus der Gomori-Methode wird erdrtert.
Die Befunde an einem Teil des kollagenen Bindegewebes lassen sich

" nicht ohne weiteres verallgemeinern. . Wenn auch elektronenmikro-
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skopisch einige iibereinstimmende Merkmale bestehen, so sind doch
zum Teil erhebliche Unterschiede vorhanden. Das gilt besonders fiir
den Ablauf der Differenzierung. Die Verwendung der Begriffe der
prikollagenen und kollagenen Faser erscheint weiterhin gerechtfertigt,
da die Bestandteile dieser Faserarten auch elektronenmikroskopisch
ein differentes Verhalten zeigen.
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