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Experimentelle Untersuchungen iiber den EinfluB
des Methyl-Thiouracil auf den Verlauf der Triichtigkeit
und die Entwicklung der Feten beim Meerschweinchen
unter bhesonderer Beriicksichtigung des Knochenwachstums.

Von
UrricH HAGEMANN.

Mit 5 Textabbildungen.
( Eingegangen am 5. Februar 1959.)

In fritheren Untersuchungen konnte festgestellt werden, dall unter
der Einwirkung von Methyl-Thiouracil (MTU) die typische morpho-
kinetische Reaktion an den Schilddriisen und Nebennieren trichtiger
Meerschweinchen (MS) ausbleibt. Statt dessen ergibt die histologische
Untersuchung eine Modifikation des geldufigen endokrinen Wirkbildes.
Sie besteht in einer progressiven Transformation der Nebennierenrinde
and einer gegeniiber gleich lange behandelten ménnlichen Versuchs-
tieren geringeren Schilddriisenreaktion. Aus diesen Beobachtungen
wurde geschlossen, dafl sich das endokrine Regulationsgefiige wihrend
der Trichtigkeit gegeniiber patho-morphologischen Einflissen des
Medikamentes durchsetzt.

Bei einzelnen Versuchstieren fanden wir jedoch Stérungen im
Verlauf der Tragezeit, die durch die Geburt von unreifen, teils lebenden,
teils toten Friichten vorzeitig endete. Im Hinblick auf das Problem
einer intrauterinen Fruchtschédigung wurde diese zundchst zufillige
Feststellung in einer gréBeren Versuchsreihe weiter verfolgt. Da zu
vermuten war, dafl unter der Einwirkung der Thioharnstoffderivate
durch die biologische Ausschaltung der Schilddriise der Verkn6cherungs-
vorgang abgeéndert wird, wurde der pathologisch-anatomische Ablauf
der Ossifikation bei den Jungtieren besonders beriicksichtigt. Dies
schien uns um so notwendiger, als einschligige Untersuchungsergebnisse
bisher nicht vorliegen, wihrend andererseits von einigen Beobachtern
tber das Zuriickbleiben des Kérperwachstums bei mit MTU behandelten
Jungtieren berichtet wird.

Material und Versuchsanordnung.

Insgesamt wurden 35 weibliche, geschlechtsreife MS 24—400 Tage mit MTU
behandelt. Bei Versuchsbeginn waren 16 MS (Gruppe 1) bereits trichtig, wihrend
19 MS (Gruppe II) bei Beginn der MTU-Zufuhr keinerlei Anzeichen einer Trachtig-
keit aufwiesen. Dosierung: In der 1. Behandlungswoche erhielten die Tiere peroral je
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Tag 0,5—1,0 g MTU/kg Korpergewicht, von der 2. Woche ab 0,2—0,5 ¢ MTU/kg
Korpergewicht. Im allgemeinen wurde das Medikament gut vertragen.

Zu jeweils 3 weiblichen MS wurde am 1. Versuchstag ein mannliches Tier gesetzt
(Gruppe II), das auch wihrend der weiteren Versuchsdauer in dem Kifig blieb.
Die mannlichen Tiere erhielten kein MTU. Im allgemeinen verblieben die Feten
nach der Geburt bei den Muttertieren. Die Untersuchung erfo]gte sofort nach
der Geburt sowie 3, 7, 14, 21, 28, 35 und 45 Tage danach.

Um die Einwirkungen der verabfolgten Substanzen genauer studieren zu
kénnen, wurden die Jungtiere in bestimmte Gruppen zusammengefaBt:

1. Gruppe. Sie diente uns zur Kontrolle. Dabei handelte es sich jeweils um
gleichaltrige Jungtiere von unbehandelten MS. Sie wurden zu gleicher Zeit sowie
unter denselben &uBeren Bedingungen gehalten.

2. Gruppe. Die Muttertiere erhielten wihrend der gesamten Tragezeit sowie
wihrend der Saugeperiode das Medikament in der oben angegebenen Dosierung.
Auf diese Weise standen die Neonati wihrend der intra- und extrauterinen Ent-
wicklungsperiode unter dem EinfluBl des MTU. Dabei wird angenommen, daBl das
Pharmakon sowohl diaplacentar als auch auf dem Wege iiber die Muttermilch
seine Wirkung entfaltet.

3. Gruppe. Nach lingerer Behandlung wurde das MTU im Verlauf der Trichtig-
keit verschieden lange Zeit vor dem erwarteten Geburtstermin abgesetzt (3 bis
40 Tage). Bei dieser Anordnung konnte erwartet werden, daB bei einem Teil der
Feten kein wesentlicher Einfluf} seitens der antithyreoidalen Substanz zur Zeit der
Geburt mehr bestand. Aus der Literatur sowie aus eigenen Erfahrungen war uns
die Riickbildungsfiahigkeit MTU-bedingter Reaktionen bekannt.

Der EinfluBl des MTU auf den Verlauf der Trichtigkeit.

Die normale Tragezeit des MS schwankt nach den Angaben in der Literatur
zwischen 60 und 65 Tagen (PREISSACKER, DODERLEIN u. a.). Bereits gegen Ende
des 2. Lebensmonates werden die Tiere geschlechtsreif. Der ovarielle Cyclus wird
mit einer Periodik von 14—17 Tagen angegeben; dabei dauert die eigentliche
Brunst etwa 24 Std. Wie bei allen Nagern, besteht auch beim MS bald nach einem
Wurf die Moglichkeit einer erneuten Trichtigkeit. Wahrend bei der ersten Gestation
im allgemeinen 1-—2 Feten geworfen werden, kénnen spater meistens 3—4 Jung-
tiere gezahlt werden. In unserem Material fanden wir sfters Wiirfe mit 4—5 Feten,
1mal sogar 7 Jungtiere.

Von den 35 in den Versuch genommenen Tieren trat in 2 Fillen
(wihrend einer Beobachtungszeit von 170 Tagen) keine Trichtigkeit
ein. Bei den restlichen 33 MS wurden insgesamt 52 Wiirfe mit 102 Jung-
tieren beobachtet. Dariber hinaus waren 13 Muttertiere bei der Sektion
erneut trichtig.

Entsprechend wunserer Versuchsanordnung werden die Ergebnisse
des Schwangerschaftsverlaufes sowohl fir die bereits bei Versuchs-
beginn trichtigen (Gruppe I) als auch fiir die zu diesem Zeitpunkt noch
nichtgraviden Tiere (Gruppe II) gesondert betrachtet. Da schlieBlich
fiir beide Gruppen nach der ersten Tréichtigkeit die Versuchsbedingungen
die gleichen geblicben sind, werden die weiteren Schwangerschaften
ebenfalls in einer Gruppe (III) zusammengefalit.
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Muttertiere 1: 16 MS, bei Beginn der MTU-Zufuhr bereits trachtig:

Nur in !/; der beobachteten ersten Schwangerschaften werden reife
und lebende Jungtiere nach einem ungestorten Verlauf der Tragezeit
geworfen. In ?/; der Fille ist die Tragezeit verkiirzt und die Friichte sind
unterentwickelt (sehr klein, geringes Geburtsgewicht, unterentwickeltes
Haarkleid). Von diesen leben bei der Geburt rund die Hilfte, die tibrigen
sind tot.

Muittertiere II: 17 MS. Die Trichtigkeit trat erst wihrend der Be-
handlung ein:

Auch fir dieses Kollektiv lassen sich prinzipiell die gleichen Ver-
hiiltnisse festlegen wie in der vorhergehenden Gruppe. Nur in /; der
Fille verliuft die Tragezeit ungestort, es werden hier am Ende der
Schwangerschaft reife und lebende Jungtiere geboren. In den iibrigen
Fillen wird die Trachtigkeit mit der Geburt unreifer Friichte vorzeitig
beendet. Von diesen lebt ein Teil, wihrend die iibrigen tot sind.

Muitertiere I11: 10 MS der Gruppe I und IT mit insgesamt 19 Wiirfen
(Zweit- und Mehrgeburten):

-Bei spiteren Schwangerschaften wird ein gestirter Verlauf der
Tragezeit offensichtlich seltener. Die Zahl der Reifegeburten iiber-
wiegt jetzt diejenigen der vorzeitig Geborenen.

Tabelle 1.

Unter- |  Unter-

ot . ;

even ot “obend Witrfe)
}

Gruppe I ‘ 5 \ 5 6 ‘ 16
GruppeIl | 6 | 6 5 | 17
GruppeIIT . 12 | 7 o | 10
Summe T 23 : 18 11 ! 52

Die Tabelle 1 zeigt die zahlenmiBige Aufgliederung iir die Gruppen I—TII.

In unseren Versuchen fillt der hohe Prozentsatz der vorzeitig be-
endeten Trichtigkeiten beim MS unter der MTU-Behandlung auf.
In der Literatur finde ich nur die Mitteilung von WEBSTER und Youwg,
die iiber ahnliche Beobachtungen verfiigen. Bei 15 MS (Versuchsdauer
3—149 Tage) traten in 5 Féllen Frithgeburten auf. Drei Tiere zeigten
eine normale Trichtigkeit, bei der Geburt waren jedoch die Feten tot.
In 7 Fillen wurden lebende Jungtiere nach normaler Trichtigkeits-
dauer geboren. Die weitgehende Ubereinstimmung der Befunde fillt
bei diesen Untersuchungsreihen auf, so dal wir die Ergebnisse auf die
Art der Versuchsanordnung zuriickfithren konnen. '

Unsere Beobachtungen stehen im Gegensatz zu der Mitteilung von BICKEN-
BACH, HEss und Lozser, die bei Ratten unter der MTU-Behandlung keine Stérun-
gen des Schwangerschaftsverlaufes feststellten. Auch ArLBrIEUX, EsTEFAN und
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MarrEro. fanden beim trachtigen MS keinerlei Abweichungen der Tragezeit.
Die unterschiedlichen Ergebnisse sind vermutlich auf eine verschiedene Dosierung
des Pharmakons wahrend der Versuche zuriickzufithren. Unter diesem Gesichts-
punkt 148t sich ermitteln, dal sowohl WEBsTER und YoUNG als auch wir grofere
Gaben anwandten als die anderen.

Als Folge einer beim Menschen wihrend der Graviditit durchge-
fithrten MTU-Behandlung wird im allgemeinen auf eine Schilddriisen-
hyperplasie beim Kinde hingewiesen (Davis und ForsEs, WATSON,
BickenBaCH, FrREIESLEBEN und KJERULF-JENSEN). Dagegen konnte
WirLeNERin 2 Fillen von HAporN bei den Kindern keine Verénderungen
nachweisen. Wir selbst verfiigen iiber eine Beobachtung aus der For-
schungsanstalt fiir den Diabetes in Kalsburg (Direktor: Prof. Dr. med.
G. KarscH), bei der im Verlauf einer durch einen Basedow und Diabetes
mellitus komplizierten Schwangerschaft auswirts laufend MTU gegeben
wurde. Im 7. Schwangerschaftsmonat trat ein intrauteriner Fruchttod
ein. Wir kénnen dieses Ereignis jedoch nicht mit Sicherheit als Folge
einer MTU-Behandlung (analog den durchgefithrten MS-Versuchen)
ansehen, zumal gerade die Graviditit beim Diabetes mellitus hiufig
ein vorzeitiges Ende nimmt. Leider blieb die histologische Unter-
suchung wegen der fortgeschrittenen Maceration der Frucht ergebnislos.
Auffallend war jedoch die makroskopisch erkennbare Schﬂddrusen-
hyperplasie mit einem Organgewicht von 5,5 g.

Um die beobachteten Storungen der Triachtigkeit unter der MTU-
Behandlung in unseren Versuchen zu verstehen, ist es erforderlich, sich
die Beziehungen zwischen der Schilddriise einerseits und den Genital-
organen andererseits zu vergegenwartigen.

Nach GumprecET und LoOESER erhoht das Schilddriisenhormon auflerhalb
der Graviditat die Empfindlichkeit des Ovars gegeniiber den gonadotropen Wirk-
stoffen des Hypophysenvorderlappens. Beim Thyroxinmangel kommt es zu einer
Verzogerung der Eireifungsvorginge. Fiir die HEntwicklung der Feten wahrend
der Schwangerschaft ist ein ausreichender miitterlicher Thyroxinspiegel erforder-
lich. Im Experiment fiihrt die MTU-Behandlung bei den Nagern zu Abanderungen
des Scheidencyclus (KopF, LoesER und MEYER). Nach therapeutischer Anwendung
beim Menschen wurden Storungen der Menstruation beobachtet (HacEN und
ScxtrMEYER, HOET und LEDERER). Ahnliche Verdnderungen sind auch bei der
menschlichen Hypothyreose bekannt. Beim sog. infantilen Myxddem kommt es
selten zu einer Graviditit. Kommt sie dennoch zustande, werden die Friichte nur
ausnahmsweise ausgetragen.

Wie haben durchaus Grund anzunehmen, daB sich beim Mutter-
tier unter der Einwirkung des MTU eine funktionelle Thyreostase
entwickelt. In Analogie zu den mitgeteilten Beobachtungen sind
wir daher der Meinung, daB dadurch der Verlauf einer bereits be-
stehenden oder sich entwickelnden Triichtigkeit modifiziert wird.
Ahnlich wie beim Diabetes mellitus und den Alloxanversuchen von
Kroos und BARTELEEIMER michten wir die Stérung im Verlauf der
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Trichtigkeit wihrend der MTU-Behandlung als Folge einer Dyshormo-
nose (KarscH) ansehen und bewerten.

Der EinfluBl des MTU auf die Feten.

Die bisherigen Untersuchungen ergeben, dall die Zufuhr von Thyreo-
inhibitoren bei trichtigen MS zu einer endokrinen Regulationsstérung
fithrt. Sie findet bei einem recht hohen Prozentsatz der beobachteten
Triachtigkeiten ihren Ausdruck in einer vorzeitigen Beendigung der
Tragezeit. Die niichstliegende Frage ist die nach den Moglichkeiten
einer Fruchtschddigung.

Die Feten MTU-behandelter Muttertiere sind im allgemeinen kleiner
als die Kontrollen. Sie weisen zugleich ein geringeres Geburtsgewicht
auf. So haben sie in unserem Material ein Durchschnittsgewicht von
75g bei einer Schwankungsbreite von 55-—100g (Kontrolltiere:
80—110 g, im Durchschnitt 90 g). Die untergewichtigen Tiere sind
meist typische Kiimmerer. In der Aufzucht sehr empfindlich, gehen sie
hdufig bereits am 1. oder 2. Lebenstage ein. Im tbrigen nehmen sie
wihrend der Saugperiode nur langsam an Gewicht zu. Die unvoll-
kommene Ausreifung der Feten bei der Geburt ist sicherlich als Folge
des fehlenden miitterlichen Schilddriisenwirkstoffes zu werten. Unsere
Befunde stehen im Einklang mit den Untersuchungsergebnissen von
Hugres, Mixevics, WAGNER-JAUREGG, die an Ratten bzw. Vigeln
eine deutliche fetale Wachstumshemmung beobachteten. Befunde aus
der humanen Pathologie liegen bisher nicht vor.

Histologiseh zeigt sich bei den Neugeborenen durchweg eine sehr
ausgesprochene, zum Teil adenomatdse Schilddriisenhyperplasie mit
Organgewichten bis zu 300 mg als Ausdruck einer unter der Behandlung
auftretenden thyreotropen Stimulierung des Organs. Die morphologisch
nachweisbare Leistungssteigerung der Schilddriise bei den Feten ent-
spricht jedoch funktionell einer Thyreostase und weist somit auf die
diaplacentare Einwirkung des Pharmakons hin. Dies ist gegentiber der
Ansicht von BrorkexsacH, HEss und LOESER zu betonen, die eine dia-
placentare Einwirkung des MTU bei den Ratten ablehnen.

In der Leber finden wir gelegentlich persistierende Blutbildungsherde.
In den Nebennieren fillt die starke Einwanderung von chromaffinen
Zellen. ins Nebennierenmark auf. Sicherlich diirfen wir diese Befunde
als Zeichen einer Entwicklungsstorung und -hemmung bei mangelndem
Schilddrusenhormon wihrend der Behandlung deuten.

Das wihrend der Sdugeperiode zugefithrte MTU wird mit der Mutter-
mileh ausgeschieden und iibt eine weitere Entwicklungshemmung bei
den Jungtieren aus, wie das Verhalten des Korpergewichtes wiihrend
dieser Zeit zeigt. Vergleichen wir die Gewichtswerte der Feten be-
handelter Muttertiere (Gruppe 2) mit denjenigen der Kontrolltiere, so
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liegen die Durchschnittszahlen an den einzelnen Stichtagen deutlich
unter denen der Kontrollen. Selbst nach einer Beobachtungsdauer von
21—28 Tagen finden wir noch keinen aus dem Rahmen fallenden Ge-
wichtsanstieg, obwohl damit zu rechnen ist, dafl zu diesem Zeitpunkt
wegen der Entwohnung der Jungtiere die MTU-Einwirkung gegeniiber
den ersten beiden Lebenswochen erheblich nachgelassen hat. Vermut-
lich ist dafiir die lingere Latenzzeit der wieder einsetzenden Thyroxin-
wirkung bei abklingendem thyreostatischem Effekt des MTU verant-
wortlich zu machen.

Hinsichtlich der Jungtiergruppe 3 (MTU wihrend der Tragezeit verschieden
lange Zeit vor dem erwarteten Geburtstermin abgesetzt) finden sich folgende
Verhiltnisse: Die durchschnittlichen Geburtsgewichte liegen zwischen denen der
Kontrollen und des Kollektivs 2. Dabei nihern sich die Werte um so mehr den-
jenigen der unbehandelten Tiere, je frither das Medikament wihrend der Tragezeit
abgesetzt wurde. Dasselbe gilt auch fiir die Zeit der Saugperiode.

Wihrend der Ssugeperiode den Muttertieren gereichtes MTU verursacht bei
jungen Ratten innerhalb von 1—2 Wochen in den Versuchen von BicKENBACH,
Hess und Lozser Wachstumsstérungen, die sich im extremen Fall als Kretinismus
manifestieren. Die Autoren betonen die Riickbildungsfiahigkeit der Verinderungen
nach Aufhéren der MTU-Zufulr. Auch die unmittelbare Gabe dieses Pharmakons
an die Jungtiere fiithrt zu demselben Effekt. GopparD beobachtete einen eindeuti-
gen, wenn auch nicht sehr stark ausgeprigten Zwergwuchs bei jungen Ratten,
denen er 11 Tage nach der Geburt Propyl-Thiouracil gab. Bereits 10 Tage nach
Beginn der Behandlung lie sich die Wachstumshemmung nachweisen. Der All-
gemeinzustand, das Auftreten der sexuellen Reife, sowie das Blutbild erfahren nach
seinen Angaben keine wesentlichen Verinderungen gegeniiber Kontrollen. Be-
sonders bemerkenswert beziiglich einer geschlechtsgebundenen Ansprechbarkeit
auf die Thyreoinhibitoren sind die Beobachtungen von I’Axeero, Gorpox und
CuarippER, Hier wurde jungen Hihnchen und Hithnehen 1-—2 Wochen nach dem
Schltipfen Thiouracil gegeben. Dabei trat bei den Hahnchen eine Hemmung des
Wachstums wesentlich frither auf als bei-den Hithnchen.

Im Hinblick auf unsere Befunde an den Nebennieren beim neuge-
borenen Jungtier 188t sich die verzogerte Reifung dieses Organs auch
wihrend der Sidugeperiode gut verfolgen. So hilt selbst bei 28 Tage
alten MS' noch in manchen Fillen die Einwanderung chromaffiner
Zellen an, wihrend sie bei den Kontrollen zu dlesem Zeitpunkt nicht
mehr festgestellt wird.

Die Storungen des Knochenwaehstums.

Es besteht kein Zweifel, daB die unter der MTU-Zufuhr resultierende
Entwicklungshemmung die Folge eines wihrend der Versuchsdauer
auftretenden. Thyroxinmangels ist. Deshalb ist auch zu vermuten,
daB sich im Verlauf der Behandlung Veridnderungen des Skeletwachs-
tums herausbilden, zamal die Knochenentwicklung in besonderem Mafle
von der funktionellen Leistung der Schilddriise abhiingig ist.

Fiir das™ Auftreten entsprechender Knochenverinderungen ist der Zeitpunkt
des Wirksamwerdens einer endokrinen Dysregulation von entscheidender Be-
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deutung. Entwickelt sich die Stérung bald nach der Geburt, dann erfolgt eine
allgemeine Entwicklungshemmung bzw. ein Sillstand des Wachstums (Scrirr,
HorMEISTER, v. E1sELsBERG). Das Thyroxin regt die Entwicklung der Knochen-
kerne sowie die Knorpelzellbildung im Bereich der Ossifikationszonen an und be-
teiligt sich auf diese Weise an der Regulation des Lingenwachstums. Auch neuere
experimentelle Untersuchungen haben unsere bisherigen Kenntnisse nicht wesent-
lich erweitern konnen (Simpson, Ray, Brcks). Weitere Zusammenhinge zwischen
der Schilddriisenfunktion und dem Skeletwachstum ergeben sich aus der Beobach-
tung, dafl die Thyreoidea im Wachstumsalter relativ am gréBten ist und gerade
zur Zeit der groBten Streckung im Pripubertétsalter ihr hochstes Gewicht aufweist.
Nach vollendetem Wachstum nimmt das Organ wieder an Gréfe ab. SchlieBSlich
ist auch an den Kleinwuchs beim Kretinismus zu erinnern.

Bei Knochenbriichen wird die Callusbildung durch den Wirkstoff geférdert
(ErreL, Errer und Lexer, Haxke), dagegen beim Schilddriisenmangel gehemmt
{StEINLEIN, KospoBA und ScHTSCHERBINA, BauManx). Morphologisch zeigt die
Thyreoidea gleichzeitig mit dem Erscheinen des osteoiden Gewebes die Zeichen
einer stirkeren funktionellen Leistung (GOLDENER, NAKAMURA).

Um der Frage méglicher, unter der MTU-Zufuhr entstandener
Knochenveranderungen nachzugehen, wurde das Knochensystem im
Bereich der enchondralen Ossifikation an den Extremitdten und der
Wirbelsdule zur Zeit der Geburt sowie im Verlauf der ersten vier Lebens-
wochen untersucht.

Die histologische Untersuchung erfolgte im Bereich der distalen Femurepiphyse
sowie an den Wirbeln der unteren Hals- und oberen Brustwirbelsdule nach elektro-
lytischer Entkalkung des Gewebes. Farbungen: Himalaun-Eosin, van Gieson,
Trichromfarbung nach GorLpNER, Toluidinblau, Darstellung der Knochenfibrillen
mit der Silberimprégnation nach Gomori, Kalknachweis nach Eros.

Zeitpunkt der Untersuchung: Unmittelbar nach der Geburt, nach 7, 14, 21 und
28 Lebenstagen. Die Beurteilung richtete sich nach den gleichaltrigen Kontroll-
tieren (Gruppe I). Das Kollektiv 3 diente im wesentlichen zur Nachpriifung der
gewonnenen Krgebnisse. Die Befunde dieser Gruppe werden im folgenden nicht
mit angefiihrt.

Von jedem Untersuchungszeitpunkt standen uns mindestens 2—4 Jungtiere
zur Verfigung. Die nachfolgende Beschreibung beschrinkt sich auf die an den
Extremititen erhobenen Befunde. Sie ergeben insgesamt ein etwas eindringlicheres
Bild als im Bereich der Wirbelsiule. Jedoch lieBen sich dort prinzipiell die gleichen
Veranderungen feststellen.

Histologische Untersuchungsbefunde der enchondralen Ossifikation.

1. Meerschweinchen sofort nach der Geburt getitet.

a) Unbehandeltes Kontrolitier (MS 356 D; Abb. 1). Im Bereich des distalen
Femuranteiles findet sich eine regelmiBig strukturierte, diaphysenwirts trichter-
formig eingezogene Epiphysenfuge. Sie miBt durchschnittlich 300y und weist
die typische Zellanordnung auf. Die Eréffnungslinie ist glatt. Deutliche Ver-
kalkung der Knorpelgrundsubstanzpfeiler, die sich bei der Goldner-Farbung griin
tingiert; nach Toluidinblau eine deutliche Metachromasie der Epiphysenfuge.

Auf die stehen gebliebenen, lings verlaufenden Knorpelgrundsubstanzpfeiler
lagert sich reife Knochensubstanz an (Goldner- braun, Toluidinblau: farblos oder
schwach blau). Messen wir die Lokalisation der ersten Knochensubstanzsiume
hinsichtlich ihrer Lage zur Epiphysenfuge, dann beginnt etwa 1504 von der
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Eréffnungslinie an gerechnet die Ablagerung des Knochengewebes. Dabei ergibt
sich ein charakteristisches Bild: lichtgriin angefirbte Knorpelpfeiler sind von einem
kriftig braun-rot angefirbten Saum umgeben. Verfolgen wir die Knochenbilkchen
weiter diaphysenwiérts, dann nehmen die braun tingierten Anteile immer mehr zu,
wiahrend die Knorpelgrundsubstanz nur noch in Form griin angefirbter Zwickel
vorhanden ist. Bei der Toluidinblaufarbung bleiben die Spongiosabilkchen ent-
weder farblos oder erscheinen bei
etwas kriiftiger Firbung in einem
mattblauen Farbton.

Der epiphysire Knochenkern
zeigt einen unvollkommen ausge-
bildeten, dem Fugenknorpel anliegen-
den Knochendeckel aus typischem
Knochengewebe. Im Bereich der
gelenknahen Ossifikationszone sind
die primiren Knochenbilkchen von
einem kriftigen Saum reifen Kno-
chens umgeben. Ganz gelegentlich
findet sich eine schwache Metachro-
masie im Protoplasma der Osteo-
blasten.

b) MS 259 D: Das Muttertier er-
hielt withrend der Tragezeit MTU
(Abb. 2). Die Epiphysenfuge ist
etwa gleich breit wie beim Kontroll-
tier (300 #). Die Rejhen des GroB-
zellenknorpels sind etwas unregel-
maBig angeordnet. Schmale, ge-
legentlich etwas breitere, im Goldner-
Priparat hellgriin angefirbte Knor-
pelgrundsubstanzpfeiler finden sich
im Bereich der Eroffnungszone, an
die erst ziemlich weit diaphysenwarts
spirliche, schmale braune Siume
von Knochensubstanz angelagert
werden. Die Distanz zur Ossifikationslinie betragt hier etwa 650 u, die Dicke der
Saume etwa 1,75 u. Der groBte Teil der Balkchen zeigt eine recht typische Struktur,
wie sie bei den MTU-Jungtieren immer wieder beobachtet wird. Die Bilkchen
lassen eine deutliche territoriale Gliederung erkennen, die dadurch zustande kommt,
daB einzeln liegende, zu Osteocyten nmgewandelte Osteoblasten von. einem griinen
Hof umgeben sind. Zwischen diesen Territorien ist reichlich Knorpelgrundsubstanz
21 finden. Weiter diaphysenwirts treten innerhalb dieser griinen Hofe auch braune
Farbtone auf, bis schlieBlich die enchondralen Bilkchen vollkommen braun gefarbt
sind. Meistens ist-innerhalb der Goldner- griin angefirbten Bezirke nach Anwendung
von Toluidinblau eine schwache Metachromasie nachweisbar. Gelegentlich fehlt
jedoch jegliche Anfirbung.

Die Epiphysenfuge 148t einen unvollkommenen, fast durchgehend griin ange-
farbten Knochendeckel auf der gelenknahen Seite erkennen. Innerhalb der Ossi-
fikationszone des Epiphysenkernes sieht man griin angefirbte Siume und Ballen
den verkalkten Knorpelpfeilern angelagert. Auch die Spongiosa des Knochenkernes
ist vorwiegend griin angefarbt.

Vergleichen wir den Vorgang der enchondralen Ossifikation des
Kontrolltieres mit den Befunden bei dem Versuchstier, dann ergeben

Abb. 1. MS 356 D (Goldner-Farbung). Spon-
giosa des Epiphysenkernes, bestehend aus reifem
(braun getirbten) Knochengewebe.
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sich einige charakteristische Unterschiede. Beim Kontrolltier wird
zur Zeit der Geburt im Bereich der Verkndcherungszone typisches,
reifes Knochengewebe in Form von Goldner- braunen Farbsiumen auf
die schlanken Knorpelgrundsubstanzpieiler abgelagert. Innerhalb der
Diaphyse und des epiphysiren Knochenkernes bestehen die Spongiosa-
bilkchen aus reifen, braun angefirbtem Gewebe. Sie enthalten nur noch
sparliche, zwickelartige Reste der Knorpelgrundsubstanz. Im Gegensatz
dazu ist bei fliichtiger Betrachtung die braune Anfirbung des Gewebes
bei den Feten behandelter Muttertiere stark reduziert zugunsten einer
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Abb. 2. M8 259D (Goldner-Férbung). Spongiosa des Epiphysenkernes, bestechend aus
osteoiden (griin gefiirbten) Territorien.

ausgedehnten Griinfirbung. Ganz gelegentlich weisen diese Bezirke
eine schwache Metachromasie auf.

Mittels der GorpnERschen Trichromfirbung gelingt es also, quali-
tative Unterschiede des Ossifikationsvorganges bei den Feten MTU-
behandelter Muttertiere zu erfassen. Das reife Knochengewebe erscheint
im Goldner-Praparat braunrot (im Toluidinblau-Praparat mattblau oder
ungefirbt). Unreifes Knochengewebe oder Osteoid firbt sich dagegen
bei der gleichen Methode griin an (farblos oder schwach metachromatisch
nach Toluidinblau).

Wir haben diese Beobachtungen auch am menschlichen Knochengewebe tiber-
priift. Dabei farbte sich regelmaBig rachitisches Osteoid ebenfalls griin an. Auch
die Darstellung des osteoiden Gewebes in einem Osteoidsarkom (2242/53) fiihrte
zu dem gleichen Ergebnis. Es diirfte sich demnach nicht um einen zufilligen
fiarberischen Effekt in unseren MS-Priparaten handeln,

Es kann somit festgestellt werden, dall nach der MTU-Behandlung
des Muttertieres beim Feten die Ablagerung eines reifen Knochen-
gewebes innerhalb der Verknocherungszone stark eingeschrinkt ist.
Statt dessen wird osteoides Gewebe gebildet, das erst spiter in Knochen
itberfithrt wird.
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Nach unseren Beobachtungen geben die Goldner-Priparate auch
vom speziellen Aufbau der Knochenbilkchen einen klaren Eindruck.
Sie bestehen némlich bei den Versuchstieren aus einzelnen gegliederten
Territorien, wie sie etwa vom Knorpel her bekannt sind. Um die
Osteocyten herum finden wir kréftig angefirbte grine Hofe, die innerhalb
des Bilkchens hdufig isoliert liegen, jedoch auch mit benachbarten
Territorien konfluieren konnen. Verbunden werden diese Herde hiaufig
durch eine kaum anfirbbare, ziemlich ausgedehnte Knorpelgrund-
substanz.

II. Meerschweinchen, 7 Tage nach der Geburt getitel.

a) Unbehandeltes Kontrolltier (MS 355 B). Auf der Epiphysenfuge liegt jetzt
ein fast durchgehender ziemlich kriiftig ausgebildeter Knochendeckel Die Spongiosa
enthalt spirliche Reste verkalkter Knorpelgrundsubstanz. ITm Mark ist bereits
reichlich Fettgewebe vorhanden.

Epiphysenfuge etwa 400y breit. Innerhalb der diaphysiren Eréffnungszone
erfolgt eine lebhafte Ablagerung von reifer Knochensubstanz. Die Spongiosa des
Knochenmarkes ist durchweg braun angefirbt.

b) MS 313 B: Das Muttertier erhielt wihrend der Tragezeit und Siugeperiode
MTU. Im Gegensatz zum Kontrolltier ist die der Epiphyse anliegende Lamelle
aus einem unvollkommen strukturierten Osteoidgewebe gebildet. Innerhalb der
gelenknahen Eroffnungszone finden sich plumpe Knorpelgrundsubstanzpfeiler,
denen schmale osteoide Siaume angelagert werden. Auch hier ist eine territoriale
Gliederung der Spongiosa erkennbar.

Die Breite der Epiphysenfuge betrigt durchschnittlich 300 4. Die Ablagerung
des Osteoids innerhalb der diaphyséren Ossifikationszone erfolgt erst in einer
Distanz von etwa 325 u. Liange der Knorpelpfeiler 400 u. Weit von der Epiphysen-
fuge entfernt wird erst reifes Knochengewebe gebildet.

Die Unterschiede zwischen den beiden 7 Tage alten MS sind im
wesentlichen durch die gleichen Erscheinungen gekennzeichnet, die
bereits zum Zeitpunkt der Geburt bestanden. Die Knochenneubil-
dungsvorginge sind jedoch etwas lebhafter. Dem entspricht die Ver-
breiterung der Epiphysenplatte. Innerhalb des epiphysiren Knochen-
kernes wird beim Kontrolltier bereits Fettmark festgestellt, das beim
MTU-behandelten MS in dieser Ausdehnung fehlt. Typisches reifes
Knochengewebe findet sich bei den Versuchstieren erst in der Néhe der
Diaphysenmitte.

I1I1. Meerschweinchen, 14 Tage nach der Geburt getdtet.

a) Unbehandeltes Kontrolltier (MS 355 C). Besonders auffallend ist die sehr
breite Epiphysenfuge, in der der GroBblasenknorpel zu durchschnittlich 7 Zell-
reihen angeordnet ist gegeniiber etwa 4—35 Zellreihen bei den jiingeren Tieren. Die
Markspongiosa besteht fast nur noch aus reifem Knochengewebe, nur hin und wieder
sind spérlichste Reste von verkalkter Knorpelgrundsubstanz zu sehen. Bei der
Silberfarbung zeigen die Balkchen eine feine fibrillire Strukturierung. Die Spon-
giosa wird von einem dichten Osteoblastensaum umgeben.

b) MS 276 J: Muttertier erhielt wihrend der Tragezeit und Sidugeperiode MTU
(Abb. 3). Sehr unvollkommene, aus Osteoid bestehende epiphysidre Knochen-
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lamelle. Auch die Spongiosa besteht innerhalb des Knochenkernes aus osteoidem
Gewebe. Nur die lateralen Anteile des Kernes lassen spérliche Ablagerungen reifer
Knochensubstanz erkennen, An der gelenkseitigen Verknécherungszone beobachtet
man plumpe osteoide Balken. Dabei hat man den Eindruck, als ob hier eine Tendenz
zur Bildung einer geschlossenen Osteoidplatte besteht. Das Fettmark ist reichlich
entwickelt.

Etwa 400 u breiter Epiphysenknorpel mit unregelmiBiger Ausbildung der groS-
blasigen Knorpelzellen und unscharfer Begrenzung der Eroffnungslinie. Das ge-
samte Gewebe innerhalb der dia-
physiren Ossifikationszone firbt sich
mit dem Trichromgemisch grin an
und besteht somit aus Osteoid. Be-
sonders eindrucksvoll laBt sich der
Aufbau der Spongiosa verfolgen: Die
Osteoblasten umgeben sich mit einem
Osteoidsaum und gehen dann in der
Struktur der Osteoidbélkchen auf.

Von den bisher untersuchten
Tieren weist der Epiphysen-
knorpel hier die groBite Breite
auf. Das behandelte Jungtier
zeigt offenbar eine schwere Ossi-
fikationsstorung, denn es 1aB¢
sich innerhalb der Verknotche-
rungszone kein reifes Knochen-
gewebe nachweisen. Statt dessen
wird nur Osteoid gebildet, das
selbst noch weit in der Diaphyse
bestehen bleibt. Im Bereich des . -
Epiphysenkernes beobachten Wity 5 35976 5 (Godner-Farbung). Osteoid-
die Tendenz zur Bildung einer spongiosa der Diaphyse mit territorialer
gelenkseitigen ~ Osteoidlamelle. Gliederung.

Nach wie vor ist der aus osteoidem Gewebe aufgebaute Knochendeckel
rudimentér entwickelt.

IV. Meerschweinchen, 21 Tage nach der Geburt gelitet.

a) Unbehandeltes Kontrolltier (MS 355 E). Es wird weiterhin lebhaft reifes
Knochengewebe innerhalb der Verknécherungszonen abgelagert. Die einzelnen
Knochensdume sind im Anfang etwa 2,6 u dick. Die Breite der Epiphysenplatte
betragt etwa 300y, die Lange des Knorpelgitters durchschnittlich 220 4. Sehr
reichlich entwickelte Osteoblastensiume um die Knorpelpfeiler.

b) MS 276 F: Muttertier erhielt wihrend der Tragezeit und Siugeperiode MTU
(Abb. 4 u. 5.). Unvollkommen ausgebildete Knochenlamelle im Bereich des
Epiphysenkernes. Sie besteht teils aus Osteoid, teils aus reifem Knochen. Auch die
tibrige Spongiosa zeigt das gleiche Verhalten. Im Bereich der gelenkseitigen Ossi-
fikationszone wird dagegen vorwiegend reifer Knochen abgelagert.

Breite des Epiphysenknorpels 300 4. Innerhalb der diaphysiren Spongiosa
beobachten wir einen bemerkenswerten UmwandlungsprozeB des osteoiden Ge-
webes in reifen Knochen. Dabei ergeben sich hier sehr charakteristische Bilder,

Virchows Arch. Bd. 327. 8
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Innerhalb der Knochenbélkchen geht das Osteoid unvermittelt in Knochensub-

stanz iiber.
Bei der Toluidinblaufarbung finden sich innerhalb der Osteoidspongiosa schwach
metachromatische Bezirke, die bei stirkerer VergroBérung deutlich inhomogen; teils

e
g,

Abb. 5. MS 276 F (Goldner-Fiarbung). Nekrobiose der Osteoidspongiosa (im Bild hell) mit
Resorptionsgranulom.

LN . -

fidig kriimelig, teils wolkig glasig sind. Strukturell besteht eine gewisse Ahnlichkeit
mit einem lokalen Amyloid. In der Umgebung dieser Herde finden wir innerhalb
des Knochenmarkes ebenfalls amorphe, metachromatisch sich anfirbende Sub-
stanzen. Dariiber hinaus kommt es hier zu einer Zellulation mit Resorption dieser
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EiweiBniederschlige. Im Bereich dieser Spongiosaherde ist die fibrillire Struktu-
rierung weitgehend aufgehoben. Es handelt sich offenbar um regressive Verande-
rungen der osteciden Spongiosa, die wir mit der Alterung eines Biokolloids ver-
gleichen.

Zusammengefalit 140t sich feststellen, dal bei den 21 Tage alten MS
die Knochenneubildung bereits etwas nachlift. Die behandelten Jung-
tiere weisen zu diesem Zeitpunkt eine fortschreitende Umbildung der
ausgedehnten Osteoidspongiosa in reifes Knochengewebe auf. Die Zahl
der Osteoidbilkchen nimmt ab. Es fallen weiterhin herdférmig regressive
Verinderungen innerhalb des osteoiden Gewebes auf. Sie firben sich
metachromatisch an, die fibrillire Strukturierung ist weitgehend auf-
gehoben. Um die Herde herum bilden sich Resorptionsgranulome.

V. Meerschweinchen, 28 Tage nach der Geburt getitet.

a) Unbehandelies Kontrolltier (MS 355 ). Gegeniiber den Kontrolltieren der
vorhergehenden Gruppe ergeben sich bei der mikroskopischen Untersuchung keine
wesentlichen Abweichungen.

b) MS 270 H: Muttertier erhielt wihrend der Tragezeit und Siugeperiode MTU.
Sehr schmale Knorpelplatte an der Grenze zwischen Dia- und Epiphyse (etwa
200 g breit) mit nur 1-—2 Zellagen des GroBblasenknorpels. Es findet sich ein ge-
schlossener, braun angefarbter Knochendeckel auf dem Fugenknorpel. Reichlich
ausgebildetes Fettmark.

Die Spongiosa der Diaphyse 14t nur an einzelnen Stellen innerhalb der braun-
rot gefirbten Knochenbillichen ostecides Gewebe erkennen. Gegeniiber dem
21 Tage alten Versuchstier ist der Riickbildungsvorgang des osteoiden Gewebes sehr
weit fortgeschritten und fast abgeschlossen.

Fiir diese Gruppe 1a8t sich feststellen, daB bei den MTU-behandelten
MS der Umwandlungsprozell des osteoiden Gewebes weiter fort-
schreitet. Im Bereich des Knochenkernes finden wir auf der Epiphysen-
fuge eine vollkommen ausgebildete reife Knochenlamelle. Die Ossifi-
kation dbnelt weitgehend dem Vorgang bei den Kontrolltieren.

Besprechung der Knochenveridnderungen.

Die feingewebliche Untersuchung der enchondralen Ossifikation
ergibt beim Feten MTU-behandelter Muttertiere Storungen des Knochen-
wachstums, die sowohl quantitative als auch qualitative Abweichungen
von dem normalen Verknécherungsvorgang erkennen lassen.

Durch folgende Vorgénge ist die normale enchondrale Ossifikation gekenn-
zeichnet:

Innerhalb der Knorpelwucherungszone der Epiphysenfuge ordnen sich die
Knorpelzellen zu sdulenférmigen Reihen an. Die diaphysenwirts vorriickenden
Zellen blahen sich auf, in die Knorpelgrundsubstanz werden Kalksalze eingelagert.
Von der Diaphyse her erfolgt durch vordringende Markcapillaren die Einschmelzung
der quer verlaufenden Scheidewinde des GroBblasenknorpels, deren Zellen zu-
grunde gehen. Allerdings wird von manchen Untersuchern (H. MULLER, WEIDEN-
REICH, MAXIMOW u. a.) angenommen, daf sie sich zum Teil am Aufbau des Kriochen-
gewebes durch Umwandlung in Osteoblasten beteiligen. Die lings verlaufenden
verkalkten Wande der Knorpelkapseln bleiben alszackige Streben und Pfeiler eines

Virchows Arch. Bd. 327. 6a
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Knorpelgitters erhalten. Sie werden von myelogenen Osteoblasten umgeben, die
an diese Pfeiler schmale Siume von Knochengewebe anlagern. Diese priméren
Knochenbélkchen wandeln sich beim weiteren Vorriicken diaphysenwirts dadurch
in die sekundére Spongiosa um, dafl die Masse des Knochengewebes zunimmt,
wihrend die verkalkte Knorpelsubstanz reduziert wird.

Im Bereich der Verkndcherungszone des Gelenkknorpels fehlt die typische
Anordnung der Knorpelzellen, wie wir sie von der Epiphysenfuge her kennen.
Auflerdem sind die stehengebliebenen Knorpelgrundsubstanzpfeiler wesentlich
kraftiger, plumper und kiirzer. Im allgemeinen wird ein kriftig entwickelter Saum
reifer Knochensubstanz abgelagert.

Da sich die pathologischen Verénderungen nach der MTU-Bebandlung
zundchst quantitativ zu unterscheiden scheinen, war es zweckmiBig,
objektive - MaBstéibe fir die Ausdehnung der Ossifikationsvorginge
festzulegen. Deshalb wurde mit Hilfe eines Ocularmikrometers die
Breite der Epiphysenfuge, die Lénge des verkalkten Knorpelgitters
sowie die Distanz zwischen dem ersten Auftreten von Knochengewebe
einerseits und der Eréifnungslinie andererseits bestimmt. SchlieBlich
wurde die Dicke der primér angelagerten Knochensiume ausgemessen.
Wir sind uns dariiber im klaren, daB die einzelnen Werte keinesfalls
allgemeine Giiltigkeit beanspruchen kénnen. Sie bilden jedoch fiir unsere
Betrachtungen eine gut vergleichbare Diskussionsgrundlage. Die ange-
gebenen Zahlen gelten tiir die Mitte der Epiphysenfuge im Bereich des
am weitesten diaphysenwérts vorspringenden Knorpeltrichters. Fiir das
neugeborene MS unserer Kontrollserie ermittelten wir folgende Werte:

Epiphysenfuge: 300 breit; knochenfreie Zone: 150 u breit
Knorpelgitter: 350 u breit; Knochensaum: 1,754 dick

Welche abweichenden Verhiltnisse weisen die neugeborenen Feten
MTU-behandelter Muttertiere auf? Die. knorpelige Epiphysenfuge
146t im groBen und ganzen keine bemerkenswerten Versnderungen
erkennen. IThre Breite entspricht etwa derjenigen der unbehandelten
Kontrollen. Vielleicht ist die Anordnung der groBblasigen Knorpelzellen
etwas unregelmalBliger. Gleichzeitig erscheint die Ertoffnungslinie nicht
ganz so scharf begrenzt. Die stehengebliebenen Knorpelgrundsubstanz-
pleiler sind hiufig etwas plumper. Wihrend normalerweise jeweils
eine einzige Markeapillare eine Knorpelkapsel erdffnet, sehen wir
hier die Gefifle gelegentlich zwei Kapselhthlen einschmelzen. Die
Breite des Knorpelgitters weicht nicht von derjenigen des Kontroll-
tieres ab. Auffallend ist die groBe Distanz beziiglich der Knochen-
ablagerung, die zwischen der Erdffnungslinie einerseits und der ersten
Knochenablagerung andererseits besteht. Die Dicke des angelagerten
Knochensaumes ist im Vergleich zur Kontrolle geringer und betrigt
durchschnittlich 1 u.

Mit diesen Merkmalen sind bei den Versuchstieren zum Zeitpunkt
der Geburt die wesentlichen Abweichungen des quantitativen Ossi-
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fikationsvorganges gekennzeichnet. Aus ihnen ergibt sich, dall zwei
Vorginge gestort sind: Die Einschmelzung der Knorpelgrundsubstanz
ist unvollkommen und die Ablagerung von Knochengewebe erfolgt
verzogert. Beide Storungen treten sowohl im Bereich des Gelenk-
knorpels als auch der Epiphysenfuge in wechselnder Ausprigung in
Erscheinung, '

Wie stellen sich nun die weiteren Knochenneubildungsvorginge
wihrend der postnatalen Siugeperiode dar? Bei den Kontrolltieren
ist etwa bis zum 14. Lebenstag das Knochenwachstum besonders
lebhatt und 14Bt in seiner Intensitdt nach diesem Zeitpunkt bereits
wieder nach. Dabei werden gleichzeitig die Knochensdume innerhalb
der Ossifikationszone dicker, die Spongiosabédlkchen innerhalb der
Diaphyse sowie im Knochenkern werden kriftiger. Im Mark tritt
Fettgewebe auf. Vom 14. Lebenstag an findet sich auf der gelenknahen
Seite der Epiphysenfuge eine durchgehende Knochenlamelle.

Die meBbaren GroBen des Verknocherungsvorganges wihrend der
Siugeperiode sind in der nebenstehenden Tabelle zusammengestellt
(Tabelle 2). Die Zone, innerhalb der bei der enchondralen Ossifikation
kein Knochengewebe abgelagert wird, ist bei allen Kontrollen wihrend
der Beobachtungszeit recht konstant. Dagegen finden wir bei den
Versuchstieren deutliche Unterschiede. Bei 14 Tage alten MS erreicht
diese Zone ihre grofte Ausdehnung. Dabei konnten wir ein Tier unter-
suchen, bei dem etwa bis zur Mitte der Diaphyse hin kein reifes Knochen-
gewebe abgelagert worden war. Gegen Ende der Versuchsperiode nimmt
die Ausdehnung dieses Bezirkes wieder ab, ist jedoch auch noch am
Ende der Versuchszeit deutlich gréfer als bei den Konfrollen. Schliefilich

Tabelle 2. Mafle innerhalb der Ossifikationszone.

0 Tage ' 7 Tage ‘ 14 Tage ' 21 Tage 28 Tage
o Kontroll-MTU
Breite der Epiphysenfuge )
(@ e 300 i 400 600 300 300
300 300 | 400 300 200
Lange des Knorpelgrund- | “
substanzgitters (u) . . | 350 275 270 220 ’ 240
350- 400 400 300 | 270
Ausdehnung der knochen- l
freien Zone (u) . . . . | 150 125 ¢ 150 150 140
_ 650 | 325 — 275 250
Dicke des priméren Kno- " ‘
chensaumes (@) . . . .} 1,75 2,2 2,6 2,6 i 2,6
' 1,5 1,7 1,7 1,7 | 1,7

Innerhalb eines jeden Kistchens gibt die linke obere Zahl das MaB fiir die
Kontrolle an, dagegen rechts unten fiir die MTU-Jungtiere.
Virchows Arch. Bd. 327. 6b
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bleibt das AusmalB der neu gebildeten Knochensubstanz hinter dem der
unbehandelten Tiere zuriick.

Uber die Beeinflussung des intrauterinen Knochenwachstums durch die Zufuhr
von MTU bei trichtigen Laboratoriumstieren berichten unseres Wissens bisher
nur WErss und Nosack. Sie beobachteten bei Rattenfeten eine verzogerte Anlage
der Knochenkerne im Verlauf der Tragezeit. Nach' diesen Untersuchungen treten
am 46. Tag der Schwangerschaft bei unbehandelten Tieren folgende Knochenkerne
auf: Mandibula, Maxilla, Os praemaxillare, Os frontaie, Humerus, Ulna, Radius,
Rippen. Demgegeniiber wurden nach MTU-Behandlung an dem gleichen Tage nur
folgende Knochenkerne festgestellt: Mandibula, Clavicula, Humerus, Rippen.
Gleichzeitig berichten sie, daB die zu diesem Zeitpunkt gebildeten Kerne kleiner
sind als bei den Kontrollen. Die Befunde entsprechen dem verzpgerten Auftreten
der Knochenkerne bei A- bzw. Hypothyreosen, wie es von der humanen und experi-
mentellen Pathologie her bekannt ist. Mit Recht schlielen Wriss und NoBack
aus ihren Untersuchungen, daB das miitterliche Thyroxin fiir die Knochendifferen-
zierung des Feten von Bedeutung ist,

Wihrend bisher die quantitativen Stérungen der Verkndcherung
berticksichtigt wurden, lassen sich als Folge der MTU-Behandlung
auch qualitative Unterschiede der enchondralen Ossifikation gegeniiber
Normaltieren nachweisen. Sie sind im allgemeinen bei den tblichen
Routinefarbungen mit Hémalaun-Eosin schwerer zu erkennen. Thre
Feststellung gelingt wesentlich leichter mit dem GorLpNERschen Drei-
farbengemisch, in dem sich das reife Knochengewebe braun-rot, osteoides
Gewebe dagegen grin tingiert. In mancher Hinsicht bildet dann die
Fiarbung mit basischen Teerfarbstoffen eine wertvolle Erginzung.
Aus den fiarberischen Unterschieden des neu gebildeten Knochens
innerhalb der Ossifikationszone ergibt sich bei den behandelten Tieren
die Ablagerung von Osteoid, das erst spéter in reifen Knochen iiberfithrt
wird. Bis zu einem Alter von 14 Lebenstagen nimmt bei unseren Ver-
suchstieren die Menge des unreifen Knochengewebes zu, um bei #lteren
Tieren dann wieder abzunehmen. Bei 4 Wochen alten MS fanden wir
nur sehr spérliche Osteoidbélkchen. Zu einem spéteren Zeitpunkt werden
keinerlei Abweichungen mehr von den Kontrollen festgestellt. Auf
Grund der zeitlichen Beziehungen miissen wir die nachlassende Osteoid-
bildung auf die Entwohnung der Jungtiere zuriickfiihren.

Die Untersuchungsbefunde deuten darauf hin, da MTU zu einer
Storung der knochenbildenden Funktion der Osteoblasten fithrt, die
nach Aufhoéren der Medikamentzufuhr wieder riickbildungsfihig ist.
Wir miissen annehmen, daB die Ossifikation auf der Stufe der Osteoid-
bildung stehen bleibt. Bei unseren Versuchen fanden wir nun eine
schwache Metachromasie des osteoiden Gewebes. Es erscheint in diesem
Zusammenhang wichtig, darauf hinzuweisen, dafl bereits im Bereich
der normalen Verknocherungszone kleine basophile, sich metachroma-
tisch anfirbbare Inseln nachweisbar sind, die vermutlich ein Durch-
gangsstadium der Knochenbildung darstellen. Nach Gopparp handelt
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es sich dabei um Mucopolysaccharide enthaltende Herde, die sich durch
Perjodsdure oxydieren lassen. Sie sollen nach seinen Angaben einen
entscheidenden Faktor fir das Knochenwachstum bilden. Nach Prrr-
CHARD kommt den Priosteoblasten bzw. Osteoblasten eine dreifache
Funktion im Rahmen der Ossifikation zu: Sie sezernieren saure Muco-
polysaccharide, alkalische Phosphatasen und kollagenbildende Stoffe
in die Grundsubstanz des Knochengewebes. Nach diesen Vorstellungen
mufl mit einer vermehrten Produktion an sauren Mucopolysacchariden
wihrend der MTU-Zufuhr gerechnet werden.

Inwieweit sich unter dem Einfluf des Pharmakons noch andere
Partialfunktionen der Osteoblasten #ndern, kann nicht eindeutig be-
antwortet werden. Aus dufleren Griinden muBte auf den Nachweis
des Fehlens oder Vorhandenseins der alkalischen Phosphatase im Bereich
der Ossifikationszone verzichtet werden. Es ist bekannt, daBl dieses
Ferment bei lebhafter Knochenneubildung (unter anderem auch
wihrend der Regeneration von Frakturen) vermehrt im -Gewebe vor-
kommt. JThre Aufgabe besteht in einer Mineralisation des Osteoids.
Gehen wir davon aus, daBl die Knochen unserer Versuchstiere hiufig
mit dem Messer leicht schneidbar waren, so diirfen wir mit einem ver-
minderten Kalkgehalt des Gewebes und zugleich mit einer Verminde-
rung der alkalischen Phosphatasen wihrend der Versuchsdauer rechnen.

Uber das Verhalten der kollagenbildenden Funktion der Osteo-
blasten kénnen wir wieder genauere Beobachtungen mitteilen. Unter-
sucht man Knochenpriparate mit Hilfe von Silbermethoden, dann
farben sich die Spongiosabdlkchen meistens grauschwarz an. Um die
Knochenzellen herum erkennt man weiterhin konzentrisch angeordnete
argyrophile Fibrillen. Der etwas dltere Knochen fiarbt sich meistens
tiefschwarz an, ohne dafl im einzelnen eine fibrillire Strukturierung
(bei der Silbermethode) nachweisbar ist. Bei den MTU-behandelten
MS fehlt zum groften Teil die fibrillire Anordnung im Bereich des
Osteoids. Gleichzeitig ist die Grundsubstanz des osteciden Gewebes
auch heller gefdrbt. Die Befunde sind wohl dahingehend zu deuten, dal
die kollagenbildende Partialfunktion der Osteoblasten unter der Be-
handlung eine Abénderung erfihrt.

Neben diesen Abweichungen vom normalen Verkndcherungsvorgang
ist auch das morphologische Bildungsprinzip der Spongiosa gestort.
Untersuchen wir die einzelnen Bilkchen, dann bestehen sie bei den
Versuchstieren aus einzelnen osteoiden Territorien, die nur gelegentlich
miteinander konfluieren. Betrachten wir den Vorgang der Spongiosa-
bildung als einen von den Osteoblasten ausgeldsten Gerinnungsvorgang
einer eiweiBhaltigen Grundsubstanz, der mit einer gleichzeitigen Ver-
kittung der Einzelterritorien einhergeht und damit zu einem organisch
verbundenen Gebilde fithrt, dann ist eine Stérung dieses Geschehens



88 UrricH HAGEMANN:

anzunehmen. Der Wirkungsbereich der Osteoblasten ist offenbar stark
eingeschriinkt und scheint sich nur auf die unmittelbare Nachbarschaft
der Zellen zu erstrecken, so dafl die einzelnen Elemente von einem
osteoiden Hof umgeben sind. Dabei liegt innerhalb der Bilkchen ein
Baustein neben dem anderen. Ein durchgehend strukturiertes Bilkchen
entsteht nicht, wie es von den Kontrolltieren her bekannt ist.

Wir haben uns noch kurz mit dem Schicksal des Osteoids zu be-
schiftigen. Aus der Beschreibung der histologischen Befunde erhellt,
daf im Verlauf der Ossifikation osteoides Gewebe in reifen Knochen
ubergefithrt wird. Dieser Umwandlungsprozefl ist um so ausgeprigter,
je weiter die Bilkchen diaphysenwirts vorriicken. Er vollzieht sich
weiterhin mit besonderer Deutlichkeit nach dem Aufhéren der MTU-
Zufuhr, geht also bei unserer Versuchsanordnung der Entwohnung
der Jungtiere parallel. Bei 4 Wochen alten MS ist fast die gesamte
Osteoidspongiosa verknochert. Von diesem regelrechten Geschehen
gibt es jedoch Abweichungen, die wir bei 14 und 21 Tage alten MS
fanden. An zahlreichen Stellen des osteoiden Gewebes beobachten wir
brécklige, inhomogene Herde, die sich schwach metachromatisch an-
firben. Gleichzeitig lassen auch die Knochenzellen wesentliche Ver-
anderungen erkennen. Einzelne sind geschwollen, andere dagegen
pyknotisch. Gelegentlich fehlen sie vollkommen. Diese. regressiven
Verinderungen entsprechen weitgehend den Befunden, die v. RECKLING-
HAUSEN als Thrypsis bzw. Onkose des Osteoids gedeutet hat und vor-
nehmlich bei der Rachitis und Osteomalacie fand. In dem eigenen
Material entstehen um diese Herde herum myelogene Resorptions-
granulome, in denen eine Durchflutung mit EiweiBstoffen nachweisbar
ist. Wir mochten diese katabiotischen Prozesse des osteoiden Gewebes
mit der Alterung von Kolloiden vergleichen. Nach dieser Auffassung
wiirde es sich um einen Vorgang handeln, der bei einem bestimmten
Alter des osteoiden Gewebes mit grofier RegelmiBigkeit eintritt. Da-
neben mull auch an die Moglichkeit gedacht werden, dafl eine iiber-
miBige funktionelle Belastung des Knochengewebes zu diesen degene-
rativen Verinderungen fithrt.

Da unter der Behandlung mit MTU das Skeletwachstum mit einer
erheblichen Neubildung von ostecidem Gewebe einhergeht, konnfe bei
unseren Versuchstieren an eine Rachitis gedacht werden. Gerade fiir
die D-Avitaminose ist die Produktion des unreifen Knochengewebes
besonders charakteristisch. Dem ist zunichst entgegenzuhalten, dall
bei den Kontrolltieren, die unter den gleichen #uleren Bedingungen
lebten, keinerlei Anzeichen einer Rachitis histologisch festgestellt
wurden. Die weitere Differenzierung der Knochenverinderungen ergibt
geniigend Anhaltspunkte dafir, dal die typischen Kriterien dieser
Erkrankung in unseren Fillen nicht vorliegen. Es fehlt eine stirkere
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Verbreiterung der Knorpelwucherungszone sowie deren Vasculari-
sation, die bei einer Rachitis kaum vermiflt werden. Aus diesem
Grunde sind die beschriebenen Knochenverinderungen von einer Rachitis
abzugrenzen. Wir miissen sie als Folge der MTU-Behandlung beim
Muttertier ansehen.

Dabei erhebt sich die wichtige Frage, ob die pathologische Ossifikation
als Auswirkung der bestehenden funktionellen Thyreostase zu deuten
oder aber eine direkte Beeinflusung der Osteoblastentitigkeit durch
das zugefithrte Medikament anzunehmen ist. Erst nach Kenntnis der
histologischen Verdnderungen des Skeletwachstums bei anderen thyreo-
genen Ursachen kann dazu Stellung genommen werden.

Das histologische Bild der Wachstumsstorungen (Hypo- und Athyreose,
Thyreoidektomie} besteht nach DIETERLE in einer gleichmaBigen Verzégerung des
enchondralen und periostalen Knochenwachstums. Die Knorpelscheibe der Epi-
physenfuge wird nur in sehr geringem Mafle in Knochengewebe iitbergefithrt. Nach
Laneaans, WeceLIy, DieTErRLE, HacENBACE und STOoccapa sind vornehmlich
die priméren Markrdume befallen. Sie sind kurz und an Zahl spérlich, gegen die
Epiphysenfuge oft durch eine Knochenlamelle abgetrennt. Die Verkalkung der
Knorpelgrundsubstanz ist nicht gestort, dagegen findet sich eine mangelhafte
Resorption der Knorpelgrundsubstanz. RegelmaBig wird ein verspitetes Auftreten
der Knochenkerne beobachtet.

HormEerster findet verdickte Epiphysenscheiben und eine herabgesetzte
Knorpelzellwucherung mit Quellung und Zerkliiftung der Grundsubstanz, so daB
vor allem die Knochenveridnderungen von ihm auf eine Storung der Knorpelzellen
zuriickgefiihrt werden.

Im Tierexperiment (HoFMEISTER, V. E1sELSBERG, WEISSCHEDEL u.a.) fihrt
die Thyreoidektomie zu einer Verschmélerung der Epiphysenfuge; die Knorpel-
zellen sind an Zahl verringert, ihre Anordnung ist jedoch regelmiBig. Typische
Blaschenzellen fehlen innerhalb der Wucherungszone. An der diaphysiren Seite
des Fugenknorpels bildet sich eine zu ihm parallel verlaufende Knochenlamelle.
Damit hort jede Knochenneubildung auf. Die Spongiosa ist vermindert. Blut-
bildendes Mark, von reichlich Fettgewebe durchsetzt, reicht bis zur Epiphysen-
platte. Nach WrrsscEEDEL ist das Skeletwachstum etwa 4 Wochen nach der
Thyreoidektomie bei jungen Ratten erloschen, Zugefiihrtes Thyroxin hebt die
beschriebenen Verinderungen auf. Der epiphysennahe Knochendeckel bildet sich
zuriick, die Knorpelplatte zeigt jetzt eine lebhafte Proliferation.

Der Vergleich der Knochenverinderungen mit den eigenen Unter-
suchungsbefunden ergibt neben &dhnlichen Reaktionen doch deutliche
Unterschiede. Gegentiber Kontrolltieren ist das Knochenwachstum
nach MTU-Zufuhr verlangsamt, hort jedoch keineswegs auf, wie z. B.
nach der Thyreoidektomie. Eine quer verlaufende Knochenlamelle im
Bereich der Ossifikationszone fehlt bei unseren MS. Auffallend ist die
ausgedehnte Osteoidbildung, die in dem Mafle bei anderen thyreogenen
Wachstumsstérungen nicht gefunden wird. Sicherlich wird ein Teil
der geschilderten Verdnderungen (vorwiegend die quantitativen) auf den
Mangel an Schilddriisenwirkstoff bezogen werden miissen. Daneben
halten wir aber auch eine unmittelbare Beeinflussung des Ossifikations-
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vorganges durch das MTU fir sehr wahrscheinlich. Das gilt insbesondere
fiir die qualitativen Verdnderungen.

Thioharnstoffderivate gehoren offenbar einer Stoffklasse an, die
besonders leicht Fermentsysteme in ihrem Wirkungsvermégen be-
einfluflt. So liegen z. B. von Ly~nN und TrOMAS Untersuchungen iiber
die Abinderungen des Pigmentstoffwechsels durch diese Substanzen
vor, Ly~NN berichtet iiber einen starken Pigmentverlust des Auges
und der Haut bei Eleutherodactylus Larven nach der Einwirkung
einer 0,005 %igen Losung von Phenyl-Thiouracil. Er vermutet eine Be-
einflussung der Tyrosinase mit nachfolgender Hemmung der Melanin-
bildung. TroMAs prifte den Effekt der Depigmentierung mit ver-
schiedenen Substanzen. In der Reihenfolge der aufgezéhlten Stoffe
wurde der Pigmentverlust immer schwicher: Phenyl-Thiouracil, Allyl-
Thiouracil, Aminobenzoesiure, Sulfanilamid. Die enge Verwandtschaft
zu den Sulfonamiden ist bemerkenswert. Sie weisen auBerdem nach
Hur und AUFFARTH eine sichere antithyreoidale Wirkung auf. SchlieB-
lich vermuten  Horrr und BURKHARDT eine Fermenthemmung an
der Leberzelle des MS nach Einwirkung von Conteben, wie sie von
uns nach hoher MTU-Dosierung an der MS-Leber ebenfalls beobachtet
wurde.

Zusammenfassung.

In der vorliegenden Mitteilung wird an Hand eines grofieren Tierr
materials der EinfluB des Methyl-Thiouracils auf den Verlauf de
Trachtigkeit und die Entwicklung der Feten beim Meerschweinchen
untersucht.

1. In einem hohen Prozentsatz wird eine Stdrung im Verlauf der
Schwangerschaft im Sinne einer vorzeitigen Beendigung der Tragezeit
beobachtet. Im Hinblick auf die enge funktionell-korrelativen Be-
ziehungen zwischen Schilddriise einerseits und dem Ovar andererseits
diirfte eine unter der Behandlung auftretende Dyshormonose fiir die
vorzeitige Beendigung der Tréichtigkeit verantwortlich zu machen sein.

2. An den Feten behandelter Muttertiere werden Zeichen einer
Entwicklungsstorung nachgewiesen. Die Geburtsgewichte sind durch-
schnittlich um 15 g geringer als bei den unbehandelten Kontrolltieren.
Ein Teil der Jungtiere ist bei der Geburt tot. Wihrend der Sduge-
periode erfolgt gegeniiber unbehandelten MS ein geringeres Korper-
wachstum. Histologisch finden sich zur Zeit der Geburt gelegentlich
persistierende Blutbildungsherde in der Leber, die Einwanderung der
Phinochromocyten in das Nebennierenmark hélt lange an.

3. Nach der Behandlung der Muttertiere mit MTU wahrend der
Tragezeit und in der Sdugeperiode treten quantitative und qualitative
Abweichungen des Ossifikationsvorganges bei den Jungtieren auf.
Die quantitativen Verdnderungen bestehen in einer Verzdgerung der
Knochenablagerung sowie in einer unvollkommenen Einschmelzung
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der Knorpelgrundsubstanz. Qualitativ entsteht reichlich osteoides
Gewebe, das spiter in reifen Knochen tbergefithrt wird. Hin und
wieder beobachteten wir eine Nekrobiose des Osteoids mit myelogenen
Resorptionsgranulomen in ihrer Umgebung. Die Verdnderungen werden
auf die bestehende funktionelle Thyreostase sowie auf eine unmittelbare
Beeinflussung der Osteoblasten durch das Medikament bezogen.
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