ELEXTRONENMIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNG DER STRUKTURVERANDERUNGEN
VON KNOCHENKOLLAGEN BEI DESSEN BEHANDLUNG

Der Aufbau des Kollagens von Derma, Sehnen, Knochen und an-—
deren Teilen des Organismus auf primdren, sekundédren und tertiar-
en 8trukturniveaus ist hauptséchlich identisch. Die Hauptunter-
schiede in der Form, im Durchmesser und in der Vexflechtung von
Fibrillen konnen bei diesen Kollagenabarten vornehmlich auf dem
Quartédrneren Niveau festgestellt werden (1).

Im Ossein stellen die Fibrillen besonders groBe Strukturele-—
hente dar, die mit dem unorganischen Kmochenstoff eng verbunden
8ind,

In den letzten Jahren wird der Untersuchung der feinen Kol-
lagenstruktur groBe Aufmerksamkeit geschenkt (2, 3, 4). Besonders
€ingehend sind die Mikrostruktur von Derma sowie die Strukturver

dnderungen studiert, die als Folge von verschiedenen Behandlun-—
gen vor sich gehen.

Die Untersuchungen haben ergeben, daB eine 4-tdgige Behand-
lung von Rinderhdutederma mit Kalkmilch keinen EinfluB auf die
€lektronenmikroskopische Abbildung von Kollagen ausiitt. Bestimmte
Strukturverletzungen werden bei einmonatlicher und besonders auf-
fallende Verénderungen bel zweimonatlicher Xscherumg beobachtet.
Nach zweijéhriger Behandlung mit Kalkmilch verschwindet die cha-
rakterische Periodizitdt der Kollagenstruktur véllig (2).

Eine Alkali~Salz-Behandlung mit Natronlauge in Anwesenheit
Yon Neutralsalz ruft eine Strukturdesoriemtierung von Kollagen-
fibrillen in einer kiirzeren Zeit hervor. Bei einer 24-stundigen
Behandlung von Rinderhdutederma in einer 5% NaOH und 140 g/l
Naasoh enthaltenden Alkali-Salz-~Ldsung wird noch eine geregelte
Kollagenstruktur beibehalten, zum Teil wird auch die Querstrei-
fung des Kollagensbeobachtet. Bei einer 10%-gen Alkalilkonzentra-
tion und 48-stundigen Behandlung werden nur strukturlose Fibril-
len nachgewiesen (5).

In der vorliegenden Arbeit werden dle Ergebnisse von Unter-
Suchungen der feiwen Osseinstruktur und der Veranderungen von
Kollagen nach Alkali-Salz- und Kalkbehandlung mitgeteilt, die
bei der Gelatineproduktien angewandt werden.

- 1309 -




Das Ossein wurde in einer 30 g/1 NaOH und 140 g/l Na,80,
enthaltenden Losung bel 20°C im Laufe von 21, 24, 48 und 72 Stun-
den behandelt, dann in der SchwefelsZureltsung in Anwesenhelt von
Natriumsulfat neutralisiert und mit Wasser bis vélligem Vershhwin-—
den von SOA""—Ionen aus Waschwasser gewaschen. Alle Osseinproben
wurden in Xtheralkoholmischung getrocknet. Das behandelte und das
Ausgangsossein wurden im Elektronemnmikroskop IEM-7 bel beschleu—
nigender Spannung 80 kW untersucht. Die Versuchspraparate wurden
nach folgender Methadik vorbereitet: Mikrofragmente aus jeder
Probe wurden auf ein elektrolytisches Netz mit Parlodiumunterlage
durch einen mechanischen Kontakt iibertragen. Zur Erhéhmng dexr
Scharfe in der elektronenmikreskopischen Abbildung wurde eine
2%-ige Pufferlosung der Phosphowolframsdure angewandt. Nach
Waschen im destillierten Wasser und Trocknung an der Luft wurden
die Praparate im Elektronenmikroskop beobachtet.

Auf der Elektronenmikroaufnahme des Ausgangsossein sind
fadenartige Strukturelemente langst der Achse sowie eine fitr Kol-
lagen charakteristische Querstreifung mit der Wiederholungsperio-=
ae von etwa 650 % deutlich zu sehen. In den untersuchten Prépa-
raten schwankt die Fibrillendichte von 800 bis 2000 £. Eine teil-
weise Auflockerung von Kollagenfibrillen in den Ausgangsprépara-—
ten kann wahrscheinlich durch eine bestimmte Quellung von Kolla~-
gen unter dem EinfluB der Salzsdure bei der Knochendemineralisa-
tion erklért werden (Abb.l).

Im Elektronenmikroskop ist zu sehen, daB nach elner 12-stun-
digen Alkali-Salz-Behandlung die Scharfe der Querstreilfung und
der Fibrillendichnte etwas verlorengeht (Abb. 2).

Eine 24-stundige Osseinbehandlung fiihrt zum welteren Ver-
lust der Strukturschérfe und zur Aufteilung von Fihrillen in
kleinere Elemente, Die Querstreifung von Fibrillen verschwindet
v6llig (Abb. 3).

Bei der Behandlung bis 48<72 Stunden werden tiefe Verlet-
zungen der fibrilléren Kollagenstruktur verzeichnet (Abb. 4-=5).

Der Grad der Fibrillenquellung und die EiweiBhomegenisation
nehmen zu.
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Abbe l. Elektronenmikroaufnaime des Ausgangsossein. ¥ergroiBer-
ung x 100000
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Abb.2. Elektronenmikroaufnahme des Osseins nach elner 12-stundi-
gen Alkali-~Salz~Behandlung. VergroBerung x 100000
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Abb, 3. Elektronenmikroaufnaume des Osseims nach einer 24-stundi-
gen Alkali~Salz-Behandlung. VergrdBerung x 75000

Abbe. 4. Elektronenmikreaufnanme des Osseins nach einer 48-stundi-
gen Alkali=-Salz=Behandlung. VergroéBerung x 75000
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Abb, 5. Elektronenmikroaufnahme des Osseins nach elner 72-stundi-
gen Alkali-Salz-Behandlung. VergroBerung x 75000

Abb., 6. Elektronenmikroaufnahme des Osseins nach einer 30-tagi-
gen Kscherung. VergrdBerung x 75000
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Bei einer 30-tagigen Kalkascherung nach der gewéhnlichen
Technologie der Gelatineproduktion verliert die Kollagenstruktur
ibre Querstreifung und verwandelt sich in eine lockere homogene
Masse (Abb. 6).

Die obenerwahnten Verdnderungen konnen mit einer bedeutenden
Auflockerung der Kollagenstruktur erklart werden, was durch die
Zerstorung von verschiedenen intra- und intermolekularen Bindun-
gen bedingt ist.

Der Vergleich von Elektronenmikreaufnahmen zeigt, daB der
Grad der Desaggregation von Strukturelementen des Osseins von
der Intensitat der Alkali-Salz-~Behandlung abhdngt. Es kann auch
angenommen werden, daB es kein bedeutender Unterschield im Cha-
rakter von Veranderungen der Osseinstruktur unter EinfluB von
gesattigten Ca(OH)z- und NaOH-Ldsungen in Anwesenheit von Natrium-
sulfat besteht. Es gibt aber einen groBen Unterschied in der Da-
uer von Behandlungen, die zu analogen Strukturver@nderungen fiih—
ren,

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen bestdtigen die
frilheren Angaben (6, 7) dariiber, daB die Natronlauge dank einer
hoheren Konzentration von Hydrexylionen viel intensiver auswirkt,
well in der LOsung NaOH+Na2804 ein hoherer Grad der Desaggrega—
tion der Kollagenstruktur als in der L&sung Ca(OH)2 gesichert
wird,
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