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Vergleichende Untersuchungen iiber den Einflu8 von Caleium
und einem Knochenvollpriiparat
auf das Regenerationsvermogen des Schwanzes bei Eidechsen*

Von
Frep. . RouLer
Mit 11 Textabbildungen

(Eingegangen am 21. Januar 1959)

‘Will man die Wirkung eines Stoffes, der den Knochenaufbau fordert,
experimentell auswerten, so kann man sich verschiedener Verfahren be-
dienen; es kénnen zum Beispiel Differenzierungsprozesse des Knochens
wihrend der embryonalen Entwicklung, die Knochenregeneration nach
kiinstlichen Frakturen oder noch die metaplastische Knochenbildung
untersucht werden. Bis jetzt ist noch nie der Versuch unternommen
worden, an einem Objekt zu arbeiten, bei welchem die Regeneration nach
Knochenverlust in der Regel nur die Entwicklung von Knorpelgewebe
erzeugt; ein derartiges Objekt ist der Eidechsenschwanz.

Bekanntlich sind die meisten Eidechsen nicht nur imstande, einen gréBeren Teil
ihres Schwanzes durch Autotomie zu verlieren, sondern das abhandengekommene
Stiick weitgehend — wenigstens duBerlich — zu regenerieren. Dieses Phénomen der
Selbstverstiimmelung mit nachfolgender Regeneration ist vor langer Zeit schon und
zum Teil sehr genau untersucht worden**; eine besonders genaue und aufschluf}-
reiche Analyse dieser Erscheinung verdankt man z. B. WoopLaxp® und Sroro-
pOLSKY!2, die u. a. deutlich demonstrierten, dafl die Regenerationszone sich tiber
den ganzen Eidechsenschwanz erstreckt und nicht mit der Autotomiezone nur zu-
sammenfallt. Durch die anatomische Untersuchung ist klar erwiesen, daf die
Autotomie im Bereich praformierter Bruchstellen erfolgt (wie sie schon éltere
Autoren erkannten: LEYpie, Fraisse), welche bei Lacerta muralis z. B. vom
6. Schwanzwirbel an ziemlich konstant (nicht schon im 5. Schwanzwirbel) den
Wirbelkorper fast vollstindig durchsetzen. Die Riander dieser Spalten werden durch
Knorpelgewebe (wenigstens teilweise) umgeben, so daf ,,bei jeder Schwanzruptur
Knorpel verletzt werden muf3*. Nach relativ kurzer Latenzperiode, die groBen indi-
viduellen Schwankungen unterworfen ist, erfolgt die Regeneration des Schwanzes
aus einem Blastem, das sich im Wundbereich entwickelt. Als ,,Skelet* des neuen
Schwanzes wird lediglich ein Knorpelrohr gebildet; in der Regel bleibt er lange Zeit
kalklos oder zumindest sehr kalkarm, 148t nie eine Umwandlung in Knochen er-
kennen und bleibt stets unsegmentiert. Dariiber sind sich alle Untersucher einig, ob

* Herrn Professor Dr. Tr. KoLLER zum 60, Geburtstag gewidmet,
#% 1,5, 8,9, 11, 12, 14, 15_

’
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sie Eidechsenls 3, 8,190, 12, 4 (Geckos® oder Chamaileons! verwendet haben. Es unter-
scheidet sich demnach diese Regenerationsart ganz wesentlich von der Regeneration
bei den Anuren, bei denen bekanntlich vollwertige Extremitaten regeneriert werden
konnen, Im Schwanzregenerat der Lacertilier enthalt das Knorpelrohr ein Riicken-
marksregenerat mit Zentralkanal; Bindegewebe und Muskulatur, z. T. mit Fett-
gewebe, umgeben das unsegmentierte knorpelige Skeletregenerat; diese duBeren
Weichteile sind durch fibrose Septen segmental angeordnet, wie man es im normalen
Schwanz findet. Eine Vascularisation ist friihzeitig gut entwickelt. Das Regenerat
wird durch Haut bedeckt, welche von den Wundrandern aus neu gebildet wird und
sehr bald eine Wirbelbildung erkennen laft.

Die spérlichen, seit WoopLANDs und SLoTOPOLKYS sehr sorgfiltigen
Untersuchungen erschienenen Arbeiten auf diesem Gebiet?> 8: 11, M haben
deren Befunde weitgehend bestatigt; es geht insbesondere einmal mehr
daraus hervor, daB das KXnorpelrohr des Regenerats sich nicht weiter
differenziert, sich nie segmentiert und vor allem nie eine Knochen-
neubildung aufweist. Unter Umstdnden kann der Knorpel Kalk-
ablagerungen an der Innenfliche des Rohres und seiner AuBenfliche
aufweisen'®. Es war daher von einigem Interesse zu untersuchen, ob
durch eine Behandlung mit einem Préparat, das alle Bestandteile des
vitalen Knochens enthilt, eine Neubildung von Knochen erzeugt werden
kann.

Yersuchsanordnung

2 Versuchsserien wurden durchgefiihrt, die 1. im Spatsommer (36 Tiere), die 2.
im Frithsommer (60 Tiere). Verwendet wurden Smaragdeidechsen (Lacerta viridis),
bei denen der Schwanz moglichst an der gleichen Stelle, zwischen 5. und 7. Schwanz-
wirbel mit der Schere seitlich angeschnitten und sodann durch leichte Biegung abge-
tragen wurde. Die Tiere wurden in 3 Gruppen geteilt:

Gruppe 1: Kontrolle der normalen Regeneration.

Gruppe 2: Neben dem Normalfutter wurden tiglich 18,5 mg Calciumcarbonat
bzw. 70 mg Calciumlactat per os gegeben.

Gruppe 3: Neben dem Normalfutter wurden 50 mg Ossopan per os verabfolgt.

Die Tiere gewohnten sich rasch an die Fiitterung. Zwischenfille sind nicht vor-
gekommen, Wochentlich 1mal ist das Regenerat gemessen worden, und zwar bis zur
12. Woche; sodann wurden die Tiere mit Ather getotet und der Schwanz histologisch
untersucht. Um auch Zwischenstadien untersuchen zu konnen, ist im 2. Versuch die
Halfte der Tiere nach 8 Wochen geopfert worden.

Ergebnisse

Aus den Wachstumskurven geht hervor, daB bis zur 8. Woche die
Langenzunahme des Regenerates in den Gruppen 1 (Kontrollen) und 2
(Calcium) fast gleich verlduft, wihrend bei den Tieren der Gruppe 3
(Ossopan) bereits nach der 4. Woche eine deutlich stirkere Léngen-
zunahme beobachtet wird, die nach 7 Wochen besonders deutlich er-
scheint. Nach der 10. Woche verflacht die Kurve. Man kann daraus den
SchluB ziehen, dal Ossopan auf den Regenerationsproze8 offenbar
fordernd wirkt.
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Tabelle
‘Wochen
| o ] 2 s 4 ‘ 5 ] 6
in mm
| [ I |
Gruppe 1 ‘ ‘ : |
(Kontrollen) | 2,5 4,0(+1,5)5.5(+1, 5)| 8,0(+25) | 12,5(+4,5) | 18,5 (+6,0)
Gruppe 2 \l \ N \
(Caleium) | 2,0 |4,0(+2,005,5(+1,5) 9,0 (+3,5) | 13,0 (-4,0) - 195 (+6,5)
R e ﬁ_,i__
Gruppe 3 ‘ '
12,0 (+4,5) | 18,0 (+6,0) ' 25,5 +7 5)

(Ossopan) ] 3.0 5.5(+2,5)1.5(+2,0)

‘Wochen
7 8 ‘ 9 ‘ 10 11

T T
Gruppe 1 r | |
(Kontrollen) | 22,5 (4-4) 27,0 (+4,5) | 31,5 (+4,5) | 32,5(+1,0)

Gruppe 2 ) | |
(Calefum) | 22,5(+3) | 280 (+5,5) | 29,0(+1,0) | 29.5(+0,5) | 30,5 (+1,0)

33,0 (+0,5)

(xruppe 3 \ I
(Ossopan) | 30,0 (4,5) 33,0 (- 3,0)

36,5 (+2,5) | 36,5 (41,0) ‘ 37,5 (+1,0)

Zur hstologischen Bearbettung ist das Regenerat samt 2—3 Wirbeln oberhalb
davon nach Fixierung in Bouinscher Losung und Nachbehandlung mit Diaphanol
(im Kiihlschrank) in Paraffin eingebettet worden (Methylbenzoat-Celloidin nach
Prrerrr). Teils wurden Sagittal-, teils Horizontalschnitte ausgefiihrt. ITm Verlauf
dieser Untersuchung ist Jediglich das Skelet des Regenerates sowie seine Verbindung
mit den priaformierten Wirbelteilen einer ndheren Analyse unterworfen worden; es
wurde von vornherein auf eine eingehende Beschreibung der tibrigen Regenerations-
vorgénge verzichtet, da diese zum grofiten Teil hinreichend bekannt sind. Hs kénnen
ferner hier auch jeweils nur 2 Stadien beriicksichtigt werden, ndmlich 8 Wochen und
12 Wochen.

Gruppe 1: Kontrollen. 8. Woche. Ein Knorpelrohr ist bei allen Tieren zu finden;
sein Lumen wird mit lockerem, gefiflhaltigem Bindegewebe ausgefiillt, welches das
Riickenmarksregenerat einbettet. In Sagittalschnitten erkennt man deutlich die
proximale Halfte des 6. Schwanzwirbels, der an der tiblichen Stelle (d. h. im Bereich
der praformierten Querspalte) frakturiert ist. In diesem Stadium ist nicht mehr er-
sichtlich, ob die Entwicklung des Knorpelrohres irgendwie mit dem Knorpel der
Querspalte zusammenhingt. Der neugebildete Knorpel setzt eigentlich die Konti-
nuitét des Skeletes unmittelbar fort, und zwar sowohl im Bereich des Wirbelkérpers
ventral als auch dorsal, wo ein diinnes Knochenplattchen die Basis des sekundéren
Querfortsatzes, evtl. auch des Wirbelbogens markiert (Abb.1). Am spongidsen
Knochen des Wirbelkérpers, der kuppenférmig gegen den neugebildeten Knorpel
st6ft, ist eine deutliche Atrophie der Geriistbalkchen vorhanden, und nur sehr selten
entwickelt sich hier am Kontakt zum Knorpel eine diinne Osteoidschicht. Eigen-
tiimlicherweise ist dieser letzte Befund vor allem dorsal im Bereich eines in allen
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Préiparaten auftretenden Knochenplittchens zu erheben; dieses Knochenstiick
stellt entweder den Wirbelbogenrest oder die craniale Zacke des Querfortsatzes dar.
Hier bildet sich gelegentlich eine relativ breite Osteoidschicht mit Osteoblasten
(Abb. 1b). In der groBen Mehrzahl der Falle unterscheidet sich das Knorpelgewebe

Abb. 1a u. b. Kontrolle, 8. Woche. a Ubersicht eines Sagittalschnitts durch die Bruchstelle.

Man erkennt bei I das Riickenmark mit Andeutung eines rohrenférmigen Regenerates (2).

3 Kranialer Teil des regenerierten Knorpelrohrs (tangentialer Schnitt). 4 Xraniale Hélfte

des frakturierten Wirbelkorpers. 5 Intervertebral-Synchondrose. 6 Bruchstiick des Wirbel-

bogens (Vergr. 28 x). b Detail aus Abb. 1a bei 6: Zusammenschlul vom Wirbelbogen (1)

mit dem regenerierten Knorpel (2). Es ist nur spirliches Osteoid gebildet worden bei gering-
gradiger Osteoblastentéitigkeit (3) (Vergr. 112 x)

am Kontaktpunkt zum Knochen kaum vom Rest des Knorpelrohres ; nur ausnahms-
weise sind einige Zellen gebléht; eine Kalkablagerung in der Grundsubstanz liegt
nie vor, die Dicke des Perichondriums wechselt.

12. Woche. Grosso modo sind die Verhaltnisse 12 Wochen nach der Amputation
dieselben, das Riickenmark kann bis an das Ende des Knorpelrohres vorstofen, oft
nur als ein Kanal, das von einem Neuroepithel ausgekleidet wird. Eine weitere
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Differenzierung an den Bruchenden ist im Gange, d. h. der Knorpel des Regenerates
wird gelegentlich grofizellig und hypertrophisch, etwa wie in einem wachsenden
Epiphysenknorpel; die Grundsubstanz verliert ihre Metachromasie, wird eosinophil

Abb. 22 u. b. Kontrolle, 12. Woche. a Ubersicht eines Sagittalschnitts: I Riickenmark.

2 Regeneriertes Knorpelrohr von lockerem Bindegewebe mit einzelnen Pigmentzellen aus-

gefiillt. An seinem kranialen Ende (3) umschriebene Herde mit hyperplastischem Knorpel,

die auBen z. T. von Osteoid bedeckt werden (4) (Vergr. 28 x). b Detail aus Abb. 2a im

Bereich des Wirbelbogens. Osteoblastentéitigkeit ist deutlich dorsal und ventral. Osteoid-
bildung tber dem hyperplastischen Knorpel (Vergr. 112 x)

und relativ dicht. Am Rand der Bruchstelle ist etwas reichlicher Osteoid entwickelt;
es bildet vom Periost aus Bilkchen und kleine Platten, die den ,,blasigen‘ Knorpel
bedecken und umsdumen (Abb. 2). Gelegentlich besteht eine unmittelbare Konti-
nuitdt zwischen dem Osteoid und den kompakteren, eosinophilen Anteilen der
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Knorpelgrundsubstanz, wobei die Knorpelzellen kleiner zu werden scheinen, wie
wenn eine direkte Metaplasie von Knorpel in Vorknochen vor sich gehen wiirde.

Abb. 3a u. b. Kontrolle, 12. Woche. a Bruchende des Wirbelbogens mit subperiostal ent-
standener, diinner Knorpelschicht (1), von schmaler Osteoidschicht iiberlagert. Bei 2, weiter
caudal, wird diese Schicht breiter (2) mit deutlichem Osteoblastensaum. Kranial, direkte
Metaplasie vom subperiostalen Xnorpel in Xnochen (3) (Vergr. 112 x). b Gleiches Tier.
Bruchende des Wirbelkérpers mit Abbau des Knorpels und Entwicklung eines priméren
Markraumes (1), wo z.T. eine dilnne Osteoidschicht den chondroklastisch abgebauten
Knorpel bedeckt. Relativ breite neugebildete Knochenschicht periostal (ventral) mit
Osteoblasten (2). 3 Grofles regeneriertes Gefdfl imn Knorpelrohr (Vergr. 112 x)

Selten entsteht im Periost der am Bruchende vorhandenen praformierten
Knochenplatten, besonders im Bereich des Wirbelbogens bzw. der cranialen Quer-
fortsatzzacke, eine diinne Knorpelzellschicht, die durch eine derartige direkte Meta- .
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plasie in Vorknochen iibergefiihrt wird (Abb. 3a). Auch kommen bei vereinzelten
Tieren herdformige Auflésungserscheinungen am regenerierten Knorpel vor, die zur
Bildung von Raumen fithren, welche wie ,,primédre Markriume® aussehen: Die
Kontinuitét des Knorpels und des Perichondriums ist unterbrochen, ein Pfropfen
aus lockerem gefaBreichen Bindegewebe st68t vor und resorbiert das Knorpelge-
webe, wobei meist Chondroklasten auftreten (Abb. 3b). Gelegentlich werden an den
Réndern einer solchen Liicke diinne osteoide Ablagerungen sowie deutliche Osteo-
blastensdume festgestellt. Sehr weit ist im grofien und ganzen die Verknocherung
nicht fortgeschritten. Leider kann iiber die Kalkablagerung nichts ausgesagt werden,
da die Praparate vollstindig entkalkt worden sind.

Bemerkenswert scheint die Tatsache zu sein, dafl Herde von sog:
hypertrophischem Knorpel sowohl an der unmittelbaren Kontaktstelle
mit vorbestehenden Skeletstiickchen als auch periostal nur spérlich auf-
treten und daB eine metachromatische Reaktion beinahe nur in un-
mittelbarer Umgebung der Knorpelzellen beobachtet wird. Die Uber-
fahrung eines solchen relativ primitiven Knorpels in Knochen bzw. in
Vorknochen kann sowohl durch direkte Metaplasie als auch nach vor-
heriger Resorption mit sekundérer Apposition von Osteoid erfolgen.
Beide Prozesse treten am gleichen Objekt auf, beide sind allerdings nie
sehr intensiv.

Gruppe 2: Calcium Behandlung. 8. Woche. Im allgemeinen bestehen keine groBlen
Unterschiede gegeniiber den Kontrollen. Die Zonen des hypertrophischen Knorpels
treten bereits in diesem Zeitpunkt deutlicher in Erscheinung (Abb. 4) und es wird
reichlicher Osteoid gebildet, welches das abgebrochene Stiick vom Wirbelbogen
z. B. ganz umscheidet und sich weiter in die Perichondriumzone fortsetzt. Hs sind
deutlich nachweisbare Osteoblastenreihen, vor allem periostal, vorhanden. Ferner
kann, wenn auch nur ausnahmsweise, eine Knorpelresorption durch angedeutete
primére Markraumbildung gesehen werden, allerdings ohne daB eine stérkere
Osteoidablagerung in ihrem Bereich erfolgen wiirde. Gelegentlich tritt ebenfalls
periostal eine Knorpelneubildung auf, sie ist etwas stérker als bei den Kontrollen,
Auf einen Nebenbefund sei noch hingewiesen, der offenbar als Zufallsbild bei einigen
Tieren dieser Gruppe zu deuten ist. Bei einem Tier wurde die Andeutung einer Ga-
belung des regenerierenden Knorpelrohres mit entsprechender Gabelung des Riicken-
marksregenerates gefunden (Abb. 5). Man kann sich fragen, ob die Teilung des
Riickenmarkstumpfes dabei nicht einen maBgebenden EinfluB ausiibt, denn es sieht
s0 aus, als ob dieses sekundire ,,Riickenmarksblastem‘ gegen den Knorpel stoflen
und dadurch die Bildung eines zweiten Kanals veranlassen wiirde. Dies ist freilich
lediglich eine Hypothese, welche durch weitere Versuche gepriift werden sollte. Die
Bildung von doppelten Schwanzregeneraten, also von verdoppelten Schwinzen, ist
bei Lacertiliern bekannt; so hat ScororoLsky? auerordentlich lehrreiche Rontgen-
bilder derartiger Befunde verdffentlicht. Wie er und andere gezeigt haben, kénnen
sie ohne weiteres experimentell erzeugt werden. Unsere Befunde lassen allerdings
vermuten, daf unter Umsténden auch unvollstindige Doppelbildungen méglich
sind.

12. Woche. Im Vergleich zu den Kontrollen sind die Bezirke mit hypertrophi-
schem Knorpel ausgedehnter, besonders ventral, am Rande des gespaltenen Wirbel-
kérpers; die Zellen sind hier oft wie blasig aufgetrieben, nur von spérlichen Grund-
substanzbriicken voneinander getrennt. Die grofizellige Umwandlung 1a6t sich zu-
weilen auch an der AuBenfliche der alten Knochenbruchstiicke nachweisen, alsc im
Bereich des Periostes dieser Teile. Es ist hier eine tiefgreifende Umwandlung vor
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sich gegangen, indem eine kontinuierliche Osteoidplatte mit neuem Periost und
Osteoblasten diese groBzellige Knorpelschicht bedeckt. Kranialwirts erstreckt sie

Abb. 4. Calcium, 8. Woche. Abbruchstelle des Wirbelbogens. Man beachte (im Vergleich zu
Abb. 1b) die deutlicher aufgetretene subperiostale Knorpelschicht (1), von Osteoid iiber-
lagert (2) sowie die Xnochenneubildung ven2bra,1 (3). Bel 4; Intervertebralganglion (Vergr.
112 x)
Abb. 5. Calcium, 8. Woche. Ubersicht der Bruchstelle. Wie in den Abb. 1a und 2a liegt das
regenerierte Knorpelrohr auf der rechten Seite des Bildes (caudal). Es 148t eine Andeutung
von Verdoppelung erkennen bei gleichzeitiger Gabelung des Riickenmarksregenerates. MaBig
stark entwickelte Bezirke mit hyperplastischem Knorpel an den Kontaktstellen des Knorpel-
rohrg mit den Bruchenden (I und 1’) (Vergr. 28 x)

sich mit ziemlicher Regelmafigkeit an der Oberfliche des Knorpelrohres, allerdings
nur tber die Bezirke hypertrophischen Knorpels (Abb. 6a). Auf Seite des Endostes,
am Rand der durch die Amputation eréffneten Markriume, sind die Befunde wech-
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seind: einerseits fehlt jegliche Osteoidbildung, und es wird der Knorpel durch
Chondroklasten aufgelést (Abb. 6b); andererseits ist Osteoid reichlich entwickelt
und riegelt den erdffneten Markraum ab; es ist schwoer, eine genaue Begrenzung
zwischen diesem Osteoid und dem sich verdichtenden Knorpel zu ziehen. Das sind
Gebiete, in denen eine direkte Metaplasie vorzukommen scheint.
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Abb. 6a u. b. Calcium, 12. Woche. a Ubersicht der Bruchstelle mit deutlichem Regenerat
des Riickenmarks, welches in die Lichtung des Knorpelrohrs eindringt. Die hypertrophische
Beschaffenheit des Knorpels an der Verbindungsstelle zum Wirbelkérper ist besonders
deutlich. b Osteoide Schicht z.T. mit jungem Knochen (vergrdfiert). Hs beginnt hier ein
Abbau des Knorpels (Vergr. a 28 x, b 112 x)

Es ist demnach der Prozef3 der Knochenbildung nach Behandlung mit
Calciumsalzen nur wenig beeinflufit worden. Die vergleichende Betrach-
tung zahlreicher Schnittpraparate 1aft allerdings eine etwas stirkere
Entwicklung eines hypertrophischen Knorpels und zugleich etwas mehr
Osteoid erkennen als bei den Kontrollen. Auch sind deutlichere Osteo-
blastensdume, vor allem periostal zu beobachten. Die Verbindung
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zwischen dem rohrenférmigen Knorpelregenerat und der Amputations-
stelle ist kraftiger entwickelt.

Gruppe 3: Behandlung mit Ossopan*. 8. Wocke: Das Knorpelrohr ist
bei diesen Tieren genau gleich entwickelt wie in den anderen beiden
Gruppen; der Verknécherungsprozef an seinem kranialen Ende verlduft
nach dem gleichen Modus. Wenn allerdings Einzelbeiten beriicksichtigt
werden, so ergeben sich einige wesentliche Unterschiede, die bei allen
Regenerationen dieser Gruppe auffallen: 1. ist die Osteoblastentatigkeit
wesentlich deutlicher, und 2. tritt im Knorpel des Regenerates schon im
8-Wochen-Stadium eine groBzellige Umwandlung (sog. hypertrophischer
Knorpel) in ausgeprigtem Mafle auf (Abb. 7 u. 8).

Deutliche Osteoblastensdume, wie sie in keinem Fall der Grappen 1
oder 2 festgestellt worden sind, lassen sich am Rand der Knochenplatten
im Amputationsbereich nachweisen, hier wiederum besonders an der
Bruchstelle des Wirbelbogens bzw. der kranialen Zacke des Querfort-
satzes (Abb. 7Db). Dieses Knochenstiick wird oft auf seiner dorsalen Fliche
vom Knorpelregenerat partiell tilberdeckt und auch an dieser Stelle sind
Osteoblasten deutlich zu erkennen. Das Periost ist breit und zellreich;
die Uberfiithrung des Osteoids in Knochen ist in seinem Bereich in vollem
Gang. Ferner wird in den gleichen Gebieten des Querfortsatzes, wie
ibrigens auch am Bruchende des Wirbelkérpers, das ansto8ende Knor-
pelgewebe umgewandelt; es verdichtet sich seine Grundsubstanz be-
sonders an Stellen, wo perichondral die ersten Andeutungen von Osteoid-
bildung vorkommen; die Knorpelzellen ricken auseinander, die Grund-
substanz sieht grobfaserig aus und farbt sich mit Fuchsin intensiv rot an,
und es 1468t sich keine deutliche Demarkationslinie zwischen Knorpel und
Osteoid demonstrieren. Dies kann vor allem ventral gesehen werden, wo
im lockeren Bindegewebe, das zwischen Riickenmarksregenerat und
Innenwand der beginnenden Knorpelrohre gelegen ist (Abb. 7b), eine
Osteoidbildung eben sichtbar wird.

Das relativ frithzeitige Auftreten von hypertrophischem Knorpel am
kranialen Ende, also an der Basis des Knorpelrohres, stellt einen charak-
teristischen Befund in dieser Gruppe dar. Tatséchlich kann bei allen
Tieren bereits nach 8 Wochen eine Auftreibung dieser Stelle am Regenerat
gesehen werden. In der Regel wird die wulstartig beschaffene Zone nach
aulen von einer deutlichen Schicht osteoiden Gewebes, z. T. sogar von

* Ossopan ist ein Priaparat aus rohen, entfetteten und gemahlenen Rohren-
knochen von Kilbern. Es enthalt neben den anorganischen Calciumsalzen (in un-
veranderter Bindung) alle organischen Bestandteile der bindegewebigen Knochen-
matrix (Collagen, mucoide Grundsubstanz, Enzyme). Dank des schnellen Her-
stellungsverfahrens sind auch diese Bestandteile im natirlichen Verhiltnis im
Praparat vorhanden. Der Gehalt an Calcium betrigt im Durchschnitt 179, der
Collagengehalt 229, der Gehalt an anderen Proteinen ca. 189,
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jungem Knochengewebe mit Osteoblasten umsdumt; auch tritt hier eine
primdre Markraumbildung nach Auflésung des Knorpels auf, wie man
sie bei den Kontrollen erst nach 12 Wochen sehen kann (Abb. 8a u. 8b).

Abb. 7a u. b. Ossopan, 8 Woche. a Ubersicht der Bruchstelle; Knorpelrohr (rechts) tangen-

tial getroffen. An seinem proximalen (kranialen) Ende ist der Knorpel ausgesprochen grof3-

zellig, hyperplastisch, von breiter osteoider, z.T. knécherner Schicht innen wie auBen

bedeckt. Reichlich junger Knochen auch an der inneren Seite, am Abgang des Knorpelrohrs

abgelagert (1). Beginnende Markraumbildung (2); vgl. Abb. 8 (Vergr. 28 x ). b Bruchstelle

des Wirbelbogens: I Osteoblastensaum, 2 undeutliche Begrenzung zwischen Knorpelgrund-
substanz und Osteoid, 3 Intervertebralganglion (Vergr. 112 X)

Diesen Befunden entsprechend erscheint das Osteoid und dessen Um-
wandlung in junges Knochengewebe viel reichlicher, so daf} infolgedessen
die Verbindung zwischen dem frakturierten Wirbel und dem knorpeligen
Regenerat eine Stufe erreicht, die bei den Kontrollen auch in der
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12. Woche in gleichem MaBie noch nicht vorliegt und nach Behandlung
mit Calciumsalzen hochstens angedeutet ist.

Abb. 8a u. b. Ossopan, 8. Woche. Vergrifierungen von. Abb. 7a. a Dorsaler Teil der Bruch-

stelle mit deutlicher, breiter subperiostaler Knorpelbildung (1), von junger Knochenplatte

bedeckt. Diese erstreckt sich iiber den hyperplastischen Knorpel (2). Reichliche Osteo-

blasten (3). Beginnende Markraumbildung (4). b Ventraler Teil: Markraumbildung im
Knorpel mit 2 Chondroklasten (4), im iibrigen wie bei a (Vergr. 112 x)

12. Woche: Dieses Stadium 148t eine deutliche Intensivierung der
Prozesse erkennen, die nach 8 Wochen bereits angedeutet oder schon im
Gange waren. Der Umbau des Regenerationsknorpels schreitet fort, der



Abb. 9a—-c. Ossopan, 12, Woche. a Ubersicht der Bruchstelle: groBzellige Knorpelumwand-

lung am kranialen Ende des Knorpelrohrs weiter fortgeschritten, mit Abbau durch Mark-

raumbildung und Knochenapposition (Vergr. 28 x ). b Detail einer Markrawmbildung mit

Chondroklasten und den ersten myeloischen Zellnestern. Breite junge Knochenschicht

ventral (unten) und dorsal (oben) (Vergr. 112 x ). ¢ Ausgesprochen starke Markraumbildung

von Osteoid und Knochen an den Ré’m(%ern der Io{éiu)me bei ausgesprochenem Knorpelzerfall
ergr. 112 x

Z. ges. exp. Med., Bd. 131 20
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Anbau von neuem Knochen ist iiberall klar zu sehen, zuweilen sogar in
sehr ausgesprochener Weise. Die Bezirke von hypertrophischem Knorpel

ADbb. 10a u. b. Ossopan, 12. Woche. Einzelheiten der Ummodellierung am kranialen Ende
des Knorpelrohrs. In a ist die reichliche Knochenneubildung vor allem deutlich, wobei
Knorpelzellen gelegentlich in den osteoiden Bilkchen liegen bleiben. Abgesehen von einer
kleinen Knochenlamelle (1) sind alle in diesem Bild sichtbaren Strukturen Regenerations-
produkte. Bei 2: ein Chondroklast an der Innenwand des Knorpelrohrs (Vergr. 112mal).
b Ahnliche Verhéltnisse wie bei a, allerdings mit weiter fortgeschrittenem Umbau. I Altes
Knochenplattechen, 2 neugebildeter Knochen, 3 primérer Markraum im Bereich des auf-
geldsten hyperplastischen Knorpels, von welchem Reste in den Bélkchen noch zu sehen sind,
4 perichondrale Schicht jungen Knochens (Vergr. 112 x)

haben nicht nennenswert zugenommen (Abb. 9), sie werden am kranialen
Ende des Knorpelrohres, aulen wie innen, durch Knochenpléttchen be-
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deckt, und sie lassen eine deutliche, wenn auch zuweilen nur herdférmige
Umwandlung beobachten: der Knorpel wird aufgelost und es entwickeln
sich reichliche primédre Markrdume mit Knochenmarkszellen. Neben der
reichlichen Knochenneubildung, periostal wie endostal, sind die fort-
geschrittenen Ummodellierungsprozesse am Knorpel fiir diese Gruppe
charakteristisch.

Die Entwicklung primérer Markrdume laBt sich sowohl dorsal wie
ventral verfolgen; im hypertrophischen Knorpel tritt eine Hoéhle auf,
die neben Chondroklasten und indifferenzierten Bindegewebszellen auch
myeloische Elemente enthélt. Am Rand treten Osteoblasten auf und es
wird junger Knochen angelagert (Abb.9b). Dabei bleiben sehr oft
Knorpelzellen im Osteoid bzw. Knochen innerhalb der Bélkchen des auf
diese Weise entstehenden primitiven spongiésen Knochensliegen (Abb.9b
u. 9¢). Diese Knochenneubildung ist wesentlich aktiver und vor allem
viel weiter fortgeschritten als bei den Kontrollen (vgl. Abb. 3), was mit
groBter Wahrscheinlichkeit auf die tiefgreifende Umwandlung der Knor-
pelgrundsubstanz zurickzufihren ist. Hier, wie bei jeglicher chondralen
Knochenbildung in der Ontogenese, wird zunichst der Knorpel grof3-
zellig und hyperplastisch, es beginnt eine Kalkablagerung in der Grund-
substanz, wiahrend gleichzeitig die Knorpelzellen zerfallen. SchlieBlich
wird auch der gelegentlich periostal gebildete Knorpel (vgl. Abb. 8 u. 9)
in diesen Vorgang mit einbezogen, indem die periostale Knochenbildung
einerseits, die Markraumbildung andererseits, die Verknécherung auch
dieser knorpeligen Anteile herbeifithren. Es wird sogar, wie Abb. 10b
deutlich veranschaulicht, die Kontinuitdt der periostal bzw. perichondral
entstandenen dulleren Knochenplatten auf kurzer Strecke abgebaut,
wobei undifferenziertes geféfihaltiges Bindegewebe durch die Liicken
bineinspriet und zur Entwicklung des Markraumes beitrigt. Am kra-
nialen Ende des Knorpelrohres ist eine relativ dicke junge Knochen-
schicht entwickelt, die sich kranialwirts mit dem neugebildeten spon-
giésen Knochen verbindet. Uberall sind hier reichliche Osteoblasten
nachweisbar. Zeichen einer derartigen weiteren Organisation der Am-
putationsstelle werden bei den Tieren der beiden ersten Gruppen stets
vermifBt.

Diskussion

Sehr genau durchgefiihrte frithere Versuche anderer Autoren haben
hervorgehoben, daB bei L. muralis (Mauereidechse), L. agilis, L. vivipara,
L. viridis u. a. der autotomierte Schwanz innerbalb von 2—214, Monaten
fast in seiner urspriinglichen Linge oder nahe daran wiederhergestellt
wird. Diese Wiederherstellung ist aber nur duBerlich vollkommen, und es
zeigt bereits die romtgenologische Untersuchung, daBl am knorpeligen

20*
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Skelet des Regenerates duberst spirliches Knochengewebe, wenn iiber-
haupt, dargestellt werden kann. In dieser Beziehung sind z. B. die Abb. 2
und 4, Tafel 8, der Vertffentlichung von SroToPoLsSKY besonders auf-
schlufireich. (Eine histologische Kontrolle der Regenerate wurde aller-
dings von diesem Autor nicht vorgenommen.)

Die vorliegenden Versuche lassen, in Bestétigung der bisher bekannten
Befunde, mit aller Deutlichkeit erkennen, daB das rasch entstehende
Knorpelrohr des Schwanzregenerates unsegmentiert ist, was im Gegensatz
zur duleren Wirtelbildung steht, und ferner, dall dieses Knorpelgewebe
nur sehr langsam, man mochte sagen zaghaft, verkndchert. Freilich muf}
dazu gesagt werden, daBl die Lebensbedingungen in einem Terrarium
und dazu noch in einem Laboratorium nicht ideal gewesen sind. Da jedoch
alle 3 Tiergruppen gleichartig gehalten wurden, kann man bei der Be-
urteilung der Ergebnisse den Faktor Umwelt vernachlissigen.

Zwischen der Kontrollgruppe und der mit dem Knochenvollpriparat
behandelten sind die Unterschiede sehr deutlich. Wie aus den aus-
fithrlichen Beschreibungen und den wiedergegebenen Mikrophotographien
hervorgeht, erfolgt bei den behandelten Tieren (Gruppe 3) nicht nur im
Periost des alten Knochens sowie im Perichondrium des Knorpel-
regenerates eine vermehrte Osteoblastentétigkeit und somit eine stérkere
Ablagerung von Osteoid, sondern es wird das Knorpelgewebe des Re-
generates frihzeitig beeinfluflt, indem es bereits nach 8 Wochen eine
charakteristische hypertrophische Beschaffenheit annimmt, welche be-
kanntlich in der Ontogenese den Verknécherungsvorgang einleitet.

Besonders lehrreich ist die Tatsache, dafl Bezirke von hypertrophischem
Knorpel nach 8 Wochen nur dort auftreten, wo die periostale Osteoid-
bzw. Knochenablagerung vor sich geht, genau wie man es sonst bei der
Entwicklung knorpelig vorgebildeter Knochen kennt. Nach allen neueren
Untersuchungen handelt es sich um Stellen erhohter Aktivitat der alka-
lischen Phosphatase?. Die groflzellige, hypertrophische Beschaffenheit
des Knorpels in dieser Vorphase des Ossifikationsprozesses ist eigentlich
das morphologische Korrelat einer vermehrten Glycogensynthese. DaB
Glycogen im Mechanismus der Kalkablagerung innerhalb der Knorpel-
grundsubstanz mit eine Rolle spielt, wurde von HARRIS bereits 19327
vermutet, indem er die Hypothese aufstellte, daf das aus dem Glycogen-
abbau hervorgehende Hexosephosphat das Substrat der alkalischen
Phosphatase sein wiirde. Die spéteren Untersuchungen von GuUTMAN
und Mitarbeitern® iiber die Bedeutung der phosphorylierenden Spaltung
des Glycogens haben bekanntlich zur Entdeckung der Phosphorylase
gefithrt, und die Hypothese untermauert, daf der erste Schritt im
Phinomen der Kalkablagerung durch die Spaltung des Glycogens unter
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Wirkung der Phosphorylase dargestellt wird; die entstehenden Hexose-
phosphatester werden ihrerseits durch die alkalische Phosphatase hydro-
lysiert, so daBl PO*-Ionen freigesetzt werden. Einige Forscher haben aller-
dings diese Erklidrung angezweifelt und betrachten das Glycogen lediglich
als eine Energiequelle und die Glycogenolyse lediglich als eine Phase des
ganzen Prozesses (Einzelheiten s. Bourxzs?.)

Wie dem auch sei, 148t die vergleichende Betrachtung der vorliegenden
Versuche sehr deutlich erkennen, dafl der Ossifikationsproze durch die
Behandlung mit dem Knochenvollpriparat ,,Ossopan’ noch in einer
weiteren Phase geférdert wird, ndmlich in Bezug auf die Bildung primérer
Markriume. Bereits in der 8. Woche des Versuchs sind derartige Bilder
im hypertrophischen Knorpel nachweisbar (Abb. 8), in der 12. Woche
sind sie bei allen Tieren ausgesprochen deutlich, wihrend sie bei den
Tieren, welche Calciumsalze erhielten, nur angedeutet werden und bei den
Kontrollen in der 12. Woche eine Ausnahme darstellen (Abb. 3b). Dieser
Befund erweitert frithere Beobachtungen von WEISSHAUPT!® an ex-
plantierten Hihnchenphalangen in vitro sowie bis zu einem gewissen
Grad die Ergebnisse von BucHER u. WEIL an Knochenfrakturen von
Hihnerembryonen3.

Diesbeziiglich ist noch ein Punkt von Interesse: Diese Regenerations-
versuche lassen erkennen, dafl bei den Lacertiliern eine subperiostale
Knorpelbildung vorkommt, welche sowohl durch direkte Metaplasie als
auch iiber den Weg der Markraumbildung in Knochen tibergefiihrt wird.
Derartige Befunde habe ich bei der Explantation der Tarsalknochen-
anlage bei Hithnerembryonen vor langer Zeit erhoben!®; sie sind durch
H. B. Frrx? seither bestitigt worden.

Uber eine wesentliche Frage, namlich iiber die Kalkablagerung in der
Knorpelgrundsubstanz, kénnen unsere Untersuchungen keinen genaueren
AufschluB geben, weil die Priparate fast vollstindig entkalkt werden
mufiten. Allerdings ist hervorzuheben, dal bei einem Tier, welches mit
Knochenvollpriparat behandelt worden ist, am Ende der 12. Woche eine
ausgesprochen starke Kalkablagerung darzustellen ist (Abb. 11); sie
betrifft nicht nur die proximalen Enden des Knorpelrohres, sondern 143t
sich ebenso reichlich distal nachweisen. Im Bereich des kranialen Drittels
besteht dariiber hinaus eine Vascularisation des Knorpelregenerates vom
Periost aus, wobei oft sehr breite Sdume jungen Knochengewebes die
ins Innere des Knorpels ziehenden Gefifle umscheiden. Eine Abkldrung
der Verkalkungsfrage soll weiteren Versuchen vorbehalten werden. Es
diirfte sehr wahrscheinlich die Kalkablagerung im wesentlichen von der
Zeit und von der Erndhrung abhingig sein. Bedauerlicherweise haben
die bisherigen Untersucher meist nicht angegeben, wie alt die Regenerate
waren, wenn sie, wie WOODLAND, in einer ausfihrlichen Darstellung iiber
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die Verhiltnisse des Gecko, von einer Kalkablagerung an der AuBen-
und Innenfliche des Knorpelrohres sprechen (vgl. hierzu auch die dlteren
Angaben bei FRAISSE).

Ein weiterer Punkt des Regenerationsprozesses ist bis jetzt noch nicht
richtig abgeklirt worden: Da die Autotomie immer im Bereich einer von

Abb. 11a u. b. Ossopan, 12. Woche. a Teilstiick aus einem distalen Teil des Knorpelrohrs mit

ausgedehnter Verkalkung in der Knorpelgrundsubstanz. An der &uBeren Oberfliche (oben)

deutliches verkalktes Osteoid (Vergr. 240 X ). b Ausschnitt aus dem kranialen Drittel des

gleichen Regenerats; von rechts nach links zieht ein Blutgefa durch die Wand des Knorpel-

rohrs, von breiter osteoider Schicht umgeben; man beachte die reichlichen Osteoblasten
(z.T. Schrigschnitt) (Vergr. 240 x )

Knorpelgewebe umsiumten Querspalte im Wirbelkorper erfolgt, kann
man sich fragen, ob und in welchem MafBe dieses Knorpelgewebe an der
Neubildung des regenerierenden Knorpelrohres mitbeteiligt ist, oder ob
auch der neugebildete Knorpel aus dem Regenerationsblastem differen-
ziert wird,
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Zusammenfassung

An Lacerta viridis wurde die Regeneration des Schwanzes 8 und
12 Wochen nach Amputation innerhalb der ,,natiirlichen* Autotomiezone
histologisch untersucht. Die Eidechsen wurden in 3 Gruppen gehalten:

Gruppe I: Kontrollen mit normalem Futter

Gruppe II: zusitzliche Fitterung von Calciumecarbonat (18,5 mg
téglich) bzw Calciumlactat (70 mg) und

Gruppe II1: zusdtzliche Fitterung von Knochenvollpraparat ,,Osso-
pan® (50 mg).

Die vergleichende Priifung an Sagittalschnitten zeigt, dal unter der
Ossopanbehandlung der VerknocherungsprozeB an der Ansatzstelle zum
knorpeligen Skelet des Schwanzregenerates wesentlich geférdert wird.
Es entwickelt frithzeitig einen hypertrophischen Knorpel, in welchem
bereits nach 8 Wochen eine primére Markraumbildung entsteht; die
Osteoblastentatigkeit wird gefordert, so dafl reichliches Osteoid gebildet
wird. In einem Fall konnte eine betridchtliche Kalkablagerung im
primitiven Knorpel festgehalten werden. Auf grundsitzliche Fragen des
Regenerationsvorganges nach Autotomie des Schwanzes bei Lacertiliern
wird aufmerksam gemacht.
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