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verkennen, wie schwierig die Losung dieser Frage ist. War es doch
bisher nicht einmal moglich, eine definitive Einigung itber die
bindegewebige oder epitheliale Genese der Navusszellen zu er-
zielen, trotzdem hier die Verhiltnisse wegen der unmittelbaren
Nahe der Epidermis viel einfacher liegen. Jedenfalls ist die epi-
theliale Natur der fraglichen Zellen nicht so unbestritten, wie bis-
her allgemein angenommen, wobei noch zu untersuchen wire, ob
diese Zellen von den eigentlichen Bindegewebszellen oder den
Endothel- resp. Perithelzellen abstammen, oder ob sie in Bezie-
hungen zu bringen sind mit den Zementoplasten, die, was die Aus-
laufer, die Kern- und Protoplasmabildung anbetrifft, manche Ahn-
lichkeit mit den von uns beschriebenen eigenartigen Zellformen
haben.

Y.

Experimentelle Studien zur Frage der Knochen-

bildung aus verlagerten Periostosteoblasten.
(Aus dem Pathologischen Institut der Universitit Berlin.)

Von
Dr. T. Tsunoda- Kyoto.

Die Bildung des parostalen, d. h. des unabhingig vom Periost
im Binde-, Fett- und Muskelgewebe entstehenden Knochens, ist
Gegenstand auBerordentlich zahlreicher Untersuchungen gewesen.
Indessen sind ihre Resultate verschieden.

Wiahrend auf der einen Seite angenommen wird, dafl der
Knochen immer aus Elementen des Periosts hervorging, die in
irgendeiner Weise verlagert wurden, hilt man es auf der anderen
Seite fiir moglich, daB auch das parostale Bindegewebe imstande
sei, Knochen aus sich hervorgehen zu lassen.

Diese Frage, periostaler bzw. skeletogener Ursprung oder meta-
plastischer, ist aber nicht nur fiir die parostale, sondern auch fiir
jede, mit dem Knochensystem nicht in ummittelbarer Beziehung
stehende Knochenbildung aufgeworfen worden. Von den meisten
Forschern wird die Moglichkeit einer Metaplasie von Bindegewebe
in Knochen anerkannt, besonders seitdem Barth, Sacer-
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dotti und Poscharissky experimentell eine Knochen-
bildung im Bindegewebe erzeugt haben. Andere Forscher sind ande-
rer Meinung, inshesondere ist Rib b e rt als Gegner der Metaplasie-
lehre aufgetreten. Dieser wies einmal darauf hin, daf in all den
berichteten Fillen das Bindegewebe sich niemals direkt in Knochen
umwandelte, sondern ,,dal immer zunichst ein jugendliches zell-
reiches Gewebe entsteht, welches dem Periost- und Markgewebe
gleichwertig ist und erst durch seine Tétigkeit Knochen erzeugt®,
dann aber ging er noch einen Schritt weiter, indem er z. B. gegen-
tiber den Beobachtungen von Lubarsch von Knochen mit
typisehem Markgewebe und typischen Osteoblasten in einem Myom
des Magens sowie in einem Angiosarkom des Pankreas erklérte,
,,d1e kalkresorbierenden und knochenbildenden Zellen konnen auch
aus dem Blute und indirekt aus dem Knochenmark des Skeletts
stammen. Ribbert kommt somit zu dem allgemeinen SchluB:
-Metaplasie von Bindegewebe in Knochen gibt es also nur da,
wo sie selbstverstindlich ist, d. h. von den zum Skelett gehdrenden
Zellen geleistet wird.* Demgegenitber hat Orth vor ein paar
Jahren in einem parostalen intramuskuliren Kallus bei Schenkel-
halsfraktur eine metaplastische Bildung von Knorpel und Knochen
aus Bindegewebe zu erkennen geglaubt. Bemerkenswerterweise
hat ein Schiller Ribberts, Takata, spiater in Virchows
Archiv Ansichten iiber parostale Knochenbildung geiuBert, welche
von den oben zitierten Rib b e rt schen in wesentlichen Punkten
abweichen. Da ist keine Rede mehr von einem jugendlichen zell-
reichen Gewebe, welches zuerst entsteht und erst durch seine
Tatigkeit den Knochen erzeugt, sondern die Grundsubstanz er-
wachsenen Bindegewebes wird unmittelbar in Knochengrundsub-
stanz umgewandelt, d. h. es wird die metaplastische Bildung von
Knochengrundsubstanz aus Bindegewebsgrundsubstanz anerkannt.
Den naheliegenden weiteren SchluB, daf auch die Knochenzellen
umgewandelte Bindegewebszellen seien, dal also eine richtige
Gewebsmetaplasie vorliege, hat allerdings Takata nicht ge-
zogern, sondern er sucht zu begriinden, daB die Zellen des Knochens
nicht aus dem Bindegewebe stammen, sondern vom Periost?). Er

1) Nachtriglicher Zusatz: Nach Ablieferung meines Manuskriptes an
die Redaktion dieses Archivs hat Ribbert auch betreffs der Knochen-
zellen, wenn auch nicht ausgesprochenermafien in bezug auf den parostalen
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denkt dabei zuniichst an ein kontinuierliches Einwachsen der Osteo-
blasten besonders von der Spitze der jingsten Knochenzacken aus,
aber es hat nach ihm auch keine Schwierigkeit, sich vorzustellen,
dafl gelegentlich auch einmal Osteoblasten nicht in voller Konti-
nuitdt sich vorschoben, sondern daf einzelne etwas weiter wan-
derten, den Zusammenhang mit den iibrigen verloren und dann in
einiger Entfernung von ihnen eine selbstindige Knochenbildung
begannen. Vermutlich wiirde diese Wanderung am leichtesten in
einem durch benachbarte Entzindung gelockerten Gewebe, aber
auch in einem traumatischen Gewebsdefekt vor sich gehen konnen.
»Man wird also®, so schlieBt Takata, ,bel kinftigen Unter-
suchungen iiber die parostale Knochenbildung die Moglichkeit
einer Wanderung der Periostzellen in Betracht ziehen miissen.*

Daran zweifelt wohl niemand, da8 auch unabhingig vom
Knochen durch vollig abgetrennte und verlagerte Periostfetzen
Knochen neugebildet werden kann, denn dafiir haben jia zahllose
Experimente den Beweis geliefert, ein anderes aber ist doch die
Annahme, daf vollig isolierte Osteoblasten abwandern und selb-
standig Knochen bilden  sollen.

Es ist hier nicht meine Aufgabe, eingehend die Griinde zu
wiirdigen, welche Takata fir diese Meinung vorgebracht hat,
aber auf zwei Punkte mochte ich doch in Kiirze hinweisen. T ak a -
t a hebt hervor, daf die isolierten Knochenfelder in seinem Falle
auBen umgeben sind von regellos liegenden zackigen, relativ groBen
Zellen, offenbar denselben, die nach innen zu Knochenzellen werden.
Diese Zellen setzen sich nicht etwa gegen das umgebende Binde-
gewebe ab, sondern verlieren sich ohne scharfe Grenze. Die Binde-
gewebszellen nehmen gegen den Knochen hin allméhlich an GroBe
zu, aber daraus miisse nicht notwendig geschlossen werden, daB
sie sich aliméhlich in Knochenzellen umwandelten, da die beiden
Zellarten, Bindegewebszellen und Osteoblasten, anch, histologisch

Kallus, den Wechsel seiner Stellung vollzogen, denn er gibt in seinem soeben
erchienenen Werk ,Das Wesen der Krankheit auf S.119 zu, daB seiner
Auffassung schwere Bedenken entgegenstehen und daf er sie, wenigstens
nach unseren heutigen Kenntnissen micht aufrechterhalten kann. Fr gibt
nunmehr, da er eine andere Erklirung nicht finden kann, zu, daB die Ab-
leitung der Osteoblasten aus den wieder vollkriiftiz gewordenen Bmdegewebs-
zellen geringeren Schwierigkeiten begegnet.
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untrennbar, zwischeneinander geschoben sein konnten, in dem
Sinne, daf die knochenbildenden Zellen bei ihrer Vermehrung nach
auBen und zwischen die sich gleichzeitig vergrofernden Binde-
gewebszellen sich vordringten. Warum aber die Bindegewebs-
zellen sich vergréBern und insbesondere, was aus diesen vergrioBer-
ten Bindegewebszellen wird, wenn die Osteoblasten die Binde-
gewebsgrundsubstanz in Knochensubstanz wandeln, davon sagt
Takata kein Wort. Wenn nun Takata, und das ist der
zweite zu erwihnende Punkt, weiterhin zur Begriindung der
Osteoblastennatur der Zellen sagt, daB sie sich einzeln im Aussehen
ganz so verhalten, wie die knochenbildenden Zellen in den anderen
griBeren Knochenbalken, die unzweifelhaft periostaler Abkunft
sind, so widerspricht er sich erstens selbst, denn vorher hatte er
die beiden Zellarten als histologisch untrennbar bezeichnet, und
zweitens ist das doch ganz selbstverstindlich, daB, wenn Binde-
gewebszellen sich in Osteoblasten umwandeln, dann diese um-
gewandelten Bindegewebszellen auch wie Osteoblasten aussehen
miissen; darin liegt ja eben das Wesen der Metaplasie von Zellen,
daB diese ihr Aussehen dndern.

Wenn sonach gegen die T ak at asche Auffassung mancher-
lei einzuwenden ist, so ist doch die Moglichkeit nicht von der Hand
zu weisen, daB auch Osteoblasten wandern und diskontinuierlich
Knochen erzeugen kinnen.

Um diese Moglichkeit experimentell zu priifen, habe ich auf
Anregung von Herrn Prof. Orth zwei Reihen von Transplanta-
tionsversuchen angestellt. Ich benutzte dazu méglichst junge und
kriftige Kaninchen, da es ja eine bekannte Tatsache ist, dal die
osteoblastische Schicht des Periosts bei ausgewachsenen Kaninchen
ganz bedeutend armer an osteoblastischen Keimzellen ist, als es bei
jugendlichen Tieren der Fall ist. Entsprechend den Erfahrungen
von Ollier und Buchholz habe ich das Periost der Tibia
und des Radius benutzt. Bei jungen Kaninchen kann man hier mit
anBerordentlicher Leichtigkeit nach vorsichtigem und sorgfil-
tigem Abpriparieren der anliegenden Muskeln das Periost in an-
sehnlichen Lappen abziehen: man braucht nur einen Schnitt ins
Periost zu machen und kann die Schicht abheben ohne zu schaben
oder zu kratzen, nur dafl man einmal mit dem stumpfen Skalpell-
stiel nachhilft.
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Nach der spiter genauer zu schildernden Herrichtung der
Priéiparate wurde sofort die Transplantation vorgenommen. Es
wurde auf dasselbe Tier oder auf Tiere gleicher Gattung trans-
plantiert. Die Temperatur hielt ich bei der Transplantation auf
38 © C konstant.

Als Ort der Tmplantation wihlte ich die Muskulatur der oberen
vorderen Extremitit und des Oberschenkels; die Wahl der letzteren
ist besonders vorteilhaft, denn man kann am Oberschenkel die
Periostmasse bequem zwischen die lateralen Muskelbéuche ein-
filhren und mit einigen Nahten fixieren, ohne daf} eine wesentliche
Blutung entsteht. Es wurden dann die Muskeln und Faszien und
die Hautnaht mit Jodoformkollodium bedeckt.

Die Zeit, nach welcher unter davernder Kontrolle eine Wieder-
offnung des Implantationsfeldes stattfand, richtete sich nach den
Verhaltnissen. Es kam mir zunsichst durchaus nicht auf histolo-
gische Einzelfragen an, sondern nur auf die prinzipielle Beobach-
tung der Proliferationsfabigkeit der Osteoblasten. So revidierte
ich je nach dem Aussehen der Wunde in Zeitriumen von 1 bis
6 Wochen. Es wurden die Periostzellen mit der Unterlage,
auf welcher sie nach der Transplantation innig festgewachsen
waren, im Zusammenhang herausgeschnitten und dann in Formol-
Miuller - Flissigkeit, Flemmingschem Shuregemisch oder
Alkohol — je nachdem es zweckmiBig schien — fixiert. Die dann
vorgenommenen Firbungen in Hématoxylin-Eosin oder Karmin,
Safranin, nach der van Gies onschen Methode oder die Wei-
g er t sche Elastikafirbung richteten sich nach dem Modus der
Fixation.

Ineiner . Reihevon Experimenten habe ich mog-
lichst fein zerzupfte Periostfetzen iiberpflanzt. Dabei fand sich
unter 40 Fallen nur 6mal eine intramuskulére Knorpel- und Kno-
chenbildung, die sich innerhalb 2 Wochen nach der Transplantation
in den zwischen den Muskelbiindeln liegenden Teilen entwickelt
batte. Die kleinsten Herdehen, welche an GréSe zwischen einem
Nierenglomerulus und einem Hirsekorn schwanken, bestehen aus
Knorpel- oder Knochenspangen oder aus einem rundlichen, mit-
unter etwas langlichen Felde von Knorpel- oder Knochensubstanz,
die durch Fuchsin eine ebenso schone Farbung annimmt wie die
kleinen Knochenbilkchen. Sie enthélt in zackigen Hohlen noch

Virchows Archiv f. pathol. Anat. Bd. 200. Hft.1. 7
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relativ grofle Knochenkorperchen. Die Knochenbalkchen oder das
Knochenfeld gehen entweder in hyalinen Knorpel iiber oder sind
von einer Osteoblastenschicht umgrenzt.

Es kann wohl kein Zweifel dariiber sein, daf dieser Knochen
aus den Osteoblasten der iiberpflanzten Periostfetzen entstanden
ist, so daB hiermit auch der experimentelle Beweis dafiir geliefert
ist, daB selbst aus kleinsten, traumatisch ver-
sprengten Periostfetzchen eine selbsténdige
parostale Knochenbildung in Muskeln, Fett-
gewbeusw. zustande kommen kann.

Immerhin ist zu beachten, dall nur 15 %, der vorgenommenen
Uberpflanzungen ein positives Resultat ergeben haben, so daB also
doch durch starke Zerfetzung des Periostes die Bedingungen fiir
eine osteoblastische Tétigkeit der Kambiumzellen des Periostes
recht ungiinstig gestaltet werden.

Um nun auch die Frage, ob villig von ihrem Mutterboden
losgeldste Osteoblasten noch Knochen erzeugen kinnen, zu priifen,
habe ich eine II. Reihe von Experimenten angestellt,
in der ich nur die durch Abstreichen der inneren Fliche des in
eine sterile Schale gelegten Periostes gewonnenen Kambiumzellen
transplantierte. Wenn man bei dem Abstreichen nicht riicksichtslos
gegen das Gewebe vorgeht, so kann man das Mitreifen von Bein-
hautfetzen vollkommen vermeiden, vielmehr ein Schabsel er-
halten, das nur isolierte Osteoblasten enthélt. Ich habe, um ganz
sicher zu gehen, eine Reihe von Deckglaspriparaten, welche mit
so abgeschabten Massen beschickt waren, genau untersucht und
ich kann versichern, daB sich niemals auch nur eine Andeutung
eines mitgerissenen Periostfetzens vorgefunden hat, vielmehr nur
isolierte Kambiumzellen vorhanden waren.

Auch in dieser Versuchsreihe stellte ich 40 Einzelversuche an.
Da ihr eine besondere Bedeutung zukommt, will ich meine zu
verschiedenen Zeiten nach der Transplantation erhobenen Befunde
etwas genauer mitteilen, obgleichsdmtliche Versuche
in Rilcksieht auf Knoehen- oder Knorpelbil-
dung ein vollig negatives Resultat ergeben

haben.
I. Gruppe.
Am siebenten Tage nach der Operation fand ich einen feineren weifien
Strich in der Muskulatur. Bei schwacher VergroBerung waren die Muskelbiindel
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an einzelnen Stellen blutig infiliriert und hie und da fand sich ein kleiner
Granulationsherd, welcher vielfach die Interstitien zwischen den Muskelbiindeln
ausfilllt. Im Zentrum dieses Granulationsgewebes waren viele Leukozyten
vorhanden, und ebenso sah man wenige protoplasmareiche isolierte Kambium-
zellen und Riesenzellen zwischen den Leukozyten verstreut; die Kambium-
zellen zeigten eine kubische oder rundliche Form mit einem ovalen Kern, dessen
Firbbarkeit mehr oder weniger abnahm, auch zeigte der Kern kein karyomito-
tisches Bild. Die Muskelfasern in der Nihe des Granulationsgewebes zeigten
hinfie Nekrose, Atrophie, Degeneration nnd Verkalkung.

II. Gruppe.

Zwei Wochen post transplantationem. Die mikroskopische Untersuchung
ergibt ein Granulationsgewebe zwischen den Muskelblindeln; man kann aber
in demselben weder isolierte Periostzellen noch Knorpel und Knochen kon-
statieren. Es finden sich jedoch in diesem Granulationsgewebe Teilungsfiguren
der Bindegewebszellen und diese zeigen polymorphe Zellformen und weisen
auferdem eine geringe faserige Zwischensubstanz auf. In letzferem Falle sind
deren Zellen meistens spindel- oder sternformig. Manche Muskelfasern sind
gruppenweise nekrotisiert oder degeneriert und verkalkt. Hiufig kormmen
Regenerationszeichen an Muskelasern mit sarkoplastischen Kernvermeh-
rungen vor.

III. Gruppe.

Drei Wochen post transplantationem. Der mikroskopische Befund ergibt
die bemerkenswerte Tatsache, daf kein Knorpel- oder Knochengewebe auf-
getreten ist, sondern vielmehr nur eine Bindegewebswucherung, welche teils
aus Granulationsgewebe teils aus anderem, narbigen Gewebe besteht. Die
Muskelfasern zeigen hinfig Nekrose, Degeneration und Verkalkung, sowie
Muskelfaserregeneration an betreffender Stelle. Die abgeschnittene Faszie ist
noch nicht regeneriert. .
IV. Gruppe.

- Vier Wochen post transplantationem. Mikroskopisch findet man an der
Transplantamonsstelle des Muskels nur Granulations- und faseriges Binde-
gewebe. Auch hier sind keine Knorpel- und Knochenbildungen nachzuweisen.
An den Muskelfasern der betreffenden Stelle ist meistens Degeneration, Nekrose
und Verkallung zu beobachten. Stellenweise sind sie regeneriert. Die ab-
geschnittene Faszie ist noeh nicht regeneriert.

V. Gruppe.

Fiinf Wochen post transplantationem Bei mikroskopischer Untersuchung
zeigt der Schnitt eine Bindegewebswucherung im betreffenden Muskelgewebe,
welche meistens faserig oder narbig und nur teilweise noch zellreich ist. Es
findet sich kein Knorpel- und Knochengewebe An den Muskelfasern ist vielfach
Atrophie und weniger Nekrose oder Verkalkung zu bemerken; teilweise sind
sie regeneriert.

» VI Gruppe.

Sechs Wochen post transplantationem. Der Befund an der Transplan-
tationsstelle ist derselbe wie bei der V. Gruppe.

7%
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Somit hat sich bei keiner dieser Versuchsgruppen irgend etwas
nachweisen lassen, was auf progressive Veréinderungen an den itber-
planzten Osteoblasten hingedeutet hitte: sie haben weder Zeichen
einer Vermehrung dargeboten, noch haben sie von sich aus oder
mit Hilfe des vorhandenen Bindegewebes Knochen oder Knorpel
gebildet. Was ich von Verinderungen an diesen Zellen wahrnehmen
konnte, lie sich mit Sicherheit auf eine Erndhrungsstérung zu-
riickbeziehen, die bis zum Absterben der Zellen gehen konnte.

Wahrend also meine erste Versuchsreihe fiir die Moglichkeit
sprach, daf auch kleinste, traumatisch abgesprengte und ver-
lagerte Periostfetzchen noch imstande sind, selbstéindig Knochen
und Knorpel zu bilden, hat diese zweite Reihe gar keinen Anhalts-
punkt dafiir gegeben, daf auch ganz isolierte Osteoblasten noch
zu solcher Leistung befshigt wiren. Selbstverstindlich kann damit
die Moglichkeit, daB innerhalb des menschlichen Korpers aus
weitergewanderten Osteoblasten Knochen entstehen kénnte, nicht
als widerlegt gelten, aber jedenfalls sprechen doch diese Versuche
dafiir, dafl eine derartige Leistungsfdhigkeit isolierter Osteoblasten
als” eine Selbstversténdlichkeit nicht angenmommen werden kann,
sondern daB, wer sie behauptet, erst die Beweise fiir seine Be-
hauptung erbringen muB.
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