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Lehrstuhl fiir Anatomie, Histologie und Embryologie der Tierirztlichen Hochschule Brno
(Leiter: Prof. MVDr. H. Cerny, DrSc.)

Ossifizierung des Meta- und Akropodiums
im Laufe der frithen fotalen Ontogenese beim Schaf!

von H. Cerny?

Einleitung und Literatur

Durch Umbau des Prichondralblastems zum Chondralblastem entsteht ein em-
bryonales Knorpelgeriist, das sich durch nachfolgende Ossifizierung allmihlich zum
endgiiltigen Knochenskelett entwickelt. Wachstum und Differenzierung von Struktu-
ren machen die Osteogenese zu einem komplizierten Vorgang.

Unsere eingehenden Untersuchungen iiber die Dynamik der morphologischen
Verdnderungen wihrend der prinatalen Osteogenese wurden an Meta- und Akropo-
dumanlagen des Schafes vorgenommen.

Zur Aufklarung der fotalen Skelettentwicklung beim Schaf trugen unter Anwen-
dung verschiedener Untersuchungsmethoden Harris (1937), Benzie (1950), Smith
(1956), Lascelles (1958), Rajtova (1972, 1973) und Neiss (1982) bei.

Unser Ziel war, das morphologische Bild der Ossifizierung in ihren einzelnen Pha-
sen darzustellen und ihre histotopographische Lage zu definieren.

Material und Methoden

Die Entwicklung des Meta- und Akropodiumskeletts wurde an 3 Embryonen (SSL 18—35 mm)

und 26 Friichten (SSL 41—210) von Merino-Schafen untersucht. Ihr Alter wurde nach Evans und Sack
(1973) bestimmt.

Das Material wurde in 10% Formol fixiert und in fiir lichtmikroskopische Untersuchung iibli-
Cher Weise weiterverarbeitet. Die Gewebe wurden in Paraffin oder Celloidin eingebettet, frontal, sa-
gital }lnd horizontal geschnitten und mit Hamatoxylin-Eosin, van Gieson, Alzianblau sowie einem
Gemisch aus Ponceau 2R und Siurefuchsin gefirbt.

Ergebnisse ~3,

Beim Embryo (SSL 18 mm) sind die Anlagen der Hand- und Fussplatten vorzufin-
den. Die Platten sind schiisselformig, ihre Palmar- bzw. Plantarfliachen sind etwas kon-
kav. Am Rande der Platten befinden sich feine Zihnchen, die Grenzen zwischen einzel-
ten Strahlen sind durch seichte Finschnitte angedeutet. Die Strahlen werden von pri-
thondralem Zellblastem gebildet; zwischen den wichtigsten Strahlen der III. und IV.

\‘—-—

;Herrn Prof. Dr. W. Mosimann zum 65. Geburtstag gewidmet
Adresse: Tierirztliche Hochschule, Palackého 1-3, 61242 Brno, CSSR
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Zehe merkt man deutliche Mesenchymreduktion und Bildung von Blutgefissen. Die
Strahlen der II. und V. Zehe sind ebenfalls deutlich sichtbar.

In dieser Zeitspanne bildet sich in der Handplatte prichondrales Blastem zu chon-
dralem Blastem um, und es entwickelt sich der embryonale Knorpel.

Die Fussplatte enthélt ebenfalls Zehenstrahlen aus prachondralem Blastem, und
auch hier kommt es nach und nach zur Chondrogenese.

Beim Embryo SSL 35 mm ist die Hand- sowie Fussplatte durch eine tiefe Furche
zwischen den Hauptstrahlen gekennzeichnet, und die ganze Platte dehnt sich in di
Lange. Die Hauptstrahlen entwickeln sich zusehends, wihrend die Strahlen der I1. und
V. Zehe wesentlich kleiner bleiben. Der Hauptteil des Zehenskeletts, ndmlich Pha
langes proximalis und media, besteht bereits aus embryonalem Knorpel, bloss das
distale Glied befindet sich noch im Stadium der Differenzierung des Chondral
blastems. Die einzelnen Phalanx-Anlagen sind durch schmale Spalten getrennt, diein
ihren mittleren Partien kondensiertes Material aus dem urspriinglichen Mesenchymal-
blastem enthalten. Infolge von Reduktion des Blastem-Materials entstehen Gelenk-
hohlen an Fingern und Zehen.

Beim Fotus SSL 60 mm (47 Tage) verlauft die peri- und enchondrale Ossifizierung
der Diaphysen der III. und IV. Metakarpi und Metatarsi. Der distale Phalanxknorpel
beginnt zu hypertrophieren. Phalanges media und proximalis bestehen ausschliesslich
aus Knorpel. Die beschriebenen Veridnderungen sind zu diesem Zeitpunkt wie an den
Brust-, so auch an den Beckengliedmassen vorzufinden.

Bei der Frucht SSL 108 mm (60 Tage) verknochern die Diaphysen des Metapo-
dium-Skeletts und der Zehenglieder weiter, und zwar in der Reihenfolge Phalanges i
stalis, proximalis und media. Der Apex des distalen Gliedes ist deutlich ossifiziert. Man
beobachtet die Bildung des Kortikalknochens, die Differenzierung des Perichondriums
und die osteogene Aktivitit des apikalen Blastems. Der umgebende Knorpel hypertro-
phiert, das ganze distale Glied bekommt die Gestalt eines monoepiphysalen Knochens

An der Oberfliche des Phalanx-proximalis-Korpers bilden sich durch perichon-
drale Aktivitit diinne Kortikalknochen-Lamellen. Gleichzeitig verlduft in diesen
Glied auch enchondrale Ossifizierung. In seinem proximalen Teil formt sich eine 2"
sammenhingende Zone des zukiinftigen epiphysal-diaphysalen Knorpels. Im prot
malen Bereich des Knorpelmodells befinden sich zahlreiche Kanilchen, die Blutgef.éiSSe
und osteogenes Material enthalten. Ahnliche Kanilchen sind auch in der knorpelige!
Anlage der einzigen, namlich der distalen, Epiphyse des Metapodium-Geriistes festz”
stellen. |

Als letztes Glied ossifiziert die Phalanx media. Auf ihrer axialen Fliche entdecker
wir das Initialstadium des Ossifikationspunktes, erkennbar an Hypertrophie der
Chondrozyten und Metachromasie der Grundmasse. Bei genauerer Priifung bemer'kf“
wir eine Zellinvasion ins Zentrum. Diese Zellen stammen von der osteogenen SGhICh‘
des Perichondriums. Da die Struktur des initialen Ossifikationspunktes keine Mincf®
lien enthilt, kann sie radiographisch nicht veranschaulicht werden.

Die osteogene Phase entfaltet sich jedoch sehr frithzeitig, denn im folgenden Sta
dium SSL 150 mm (70 Tage), also 10 Tage spiter, ist der mittlere Teil des Gliedes volig
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verknochert. Die Dokumentation aus diesem Zeitabschnitt zeigt, dass die Ossifizierung
axial beginnt und sich in abaxialer Richtung ausbreitet. An der axialen Fliche bildet
sich ein dinner Saum als Folge periostaler Ossifizierung des Kortikalknochens. Das
Perichondrium ist in diesem Bereich voll zu Periost geworden.

Im Lichtmikroskop ist zu sehen, dass die Ossifizierung des Apex phalangis distalis
sowie die Differenzierung des Periosts und die enchondrale Verknécherung des Glied-
korpers zligig voranschreiten. Fortschreitende Ossifizierung verzeichnen wir ebenfalls
beim proximalen Glied und bei den Diaphysen der Metapodiumanlagen.

Bei Foten SSL 210 mm (84 Tage) sind Diaphysen der proximalen und medialen
Glieder in vollem Umfang ossifiziert. Einzelne Balken der Spongiosa bilden ein kom-
paktes anastomosierendes System. Die Markhohle im Zentrum der Diaphysen bleibt in
der Regel lediglich angedeutet. Da es sich um monoepiphysale Knochen handelt, wird
bloss in threm proximalen Teil die Grenze zwischen Epi- und Diaphyse festgestellt. Die
distalen Teile beider Glieder ossifizieren in spéiteren Entwicklungsperioden, und zwar
vom Gliedkorper ausgehend und in distaler Richtung fortschreitend. Im jetzigen Sta-
dium bestehen sie noch ganz aus Knorpelgewebe.

Zum Unterschied von den zylindrischen proximalen und medialen Gliedern ist die
Phalanx distalis kegelformig. Thre Basis besteht aus einem Knorpel, dessen dorsale Fli-
che zu einem markanten Wall gew6lbt ist. Ihr Koérper und Apex bestehen aus Spongio-
sabalken, die vor allem durch periostale Ossifizierung entstanden sind. Infolge der Dif-
ferenzierung von osteogenen Zellen und durch ihre sekretorische osteoblastische Akti-
vtét bildet sich ein neues Knochengewebe, das sich auf die Oberfliche des Kortikal-
knochens auflagert. Der Kortikalknochen ist von Verbindungswegen und Zwischen-
balkenrdumen perforiert. '

Osteogene Zellen des Periosts dringen entweder selbstindig oder zusammen mit
Blutgefissen ins Knocheninnere ein und differenzieren sich zu Zellelementen des Kno-
chenmarks. Der Gipfel des distalen Gliedes, ebenso wie der distale Teil des Gliedkor-
pers, entstehen aus osteogenem Zellenblastem. Anfangs bildet sich ein faseriger Kno-
chen aus, der dann zum endgiiltigen Knochenapex ausgebaut wird.

Abb.1: Beginnende Ossifizierung der knorpeligen Anlage des distalen Fingergliedes.

.1\‘= normaler Knorpel, B = hypertrophischer Knorpel, C = Knochengewebe, D = osteogenes Blastem.
Fotus, 47 Tage, van Gieson.

Abb.2:  Osteogenese am Apex phalangis distalis im Detail.

A= osteogenes Zellenmaterial, B = nicht mineralisierte osteogene Grundsubstanz, C = Knochen-
&webe, D = Blutgefiss.

Eotus, 70 Tage, Hamatoxylin-Eosin.

Abb.3:  Bej der 70 Tage alten Frucht verlduft die Ossifizierung in allen drei Fingergliedern.
A= Knorpelmodell der Phalanx media mit Kanilen im proximalen Teil, die Gefisse und osteogene
ienlj:ﬁeenthalten (=), B = der mittlere ossifizierte Teil des Gliedes, C = diinne axiale Knochen-
Ftus, 70 Tage, Hamatoxylin-Eosin.

i b.4: Ossifizierung der Phalanx distalis.

n= KHOI‘pel, B = enchondrale Ossifizierung, C = Knochenlamelle durch perichondrale Verkno-
Che fung entstanden, D = knoécherner Apex.

Otus, 70 Tage, Hamatoxylin-Eosin.
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In Epiphysenknorpeln und in distalen Partien des Knorpelmodells sind zahlreiche
Kanile zu verzeichnen, die Blutgefisse und reichliches Zellenmaterial enthalten. Dieses
osteogene Zellmaterial hat seinen Ursprung im Periost, daher sind Fibroblasten seine
Stammezellen. Die kommen dann in weiteren Phasen der Ossifizierung als ausgespro-
chen osteogene Elemente zur Geltung.

Aus morphologischer Sicht interessant sind Blutgefdsse mit perikapillaren Zellen
in der proliferativen und hypertrophischen Zone des ossifizierenden Knorpels, ebenso
wie Gefisse, die, vom Epiphysen-Perichondrium ausgehend, transchondral in die Dia-
‘physe eindringen. Wir konnten auch Blutgefisse beobachten, die von der proliferativen
Zone des Knorpels bis in die osteoide Zone der enchondralen Ossifikation eingedrun-
gen waren.

Das morphologische Bild dieses Entwicklungsstadiums bezeugt die weitgehende
Proliferation von Blutgefiassen und Zellen in den Knorpel der Meta- und Akropodium-
epiphysen.

Histotopographie des Ossifizierungsvorganges

Ossifikationsphase l?ﬁt%iaé;ir Histotopographie
1) Knorpeldegeneration
Hypertrophie des Knorpels 40 Metakarpus und -tarsus-
Diaphysen III, IV
Primires Ossifikationszentrum, Hypertrophie 60 axiale Fliche der Phalanx mediz
der Chondrozyten, Metachromasie der Grund-
matrix
2) Blutgefdss-Invasion 60 Phalanx media, ,
zusammen mit osteogenen Zellen 47-60 Metakarpus-Diaphysen III, IV
3) Destruktionsphase
Resorption des Knorpelmodells 70 Meta- und Akropodiumskelett
4) Osteogene Phase :
Perichondrale Ossifizierung 41-43 Metakarpus und -tarsus-
Diaphysen III, IV
Periostale Ossifizierung 47— Metakarpus und -tarsus-
Diaphysen III, IV
Enchondrale Ossifizierung 47— Metakarpus und -tarsus-
Diaphysen III, IV
Osteogenes Blastem, Faserknochen 47-60 Apex phalangis distalis

Abb. 5: Entstehung des Ossifikationszentrums am mittleren Zehenglied (Beckengliedn}asse)- _‘
A = Phalanx proximalis, B = Knorpel der Phalanx media, an dessen Axialfliche die Bildung e
Ossifikationszentrums zu beobachten ist (—), C = Phalanx distalis.

Fotus, 60 Tage, Alzianblau-Ponceau 2 R-Saurefuchsin.

Abb. 6: Anfangsphase des Ossifikationszentrums. g
A = normaler Knorpel, B = Ossifikationszentrum, C = Metachromasie der Knorpel-Gr}lndmasi
mit beginnender Mineralisierung, D = hypertrophische Chondrozyten, E = Perichondrium
Blutgefiss.

Fotus, 60 Tage, Alzianblau-Ponceau 2 R-Siurefuchsin.

Abb.7: Ossifizierung der Phalanx media im Detail. den
A = Knorpelmodell, B = enchondrale Ossifizierung, C = kortikale Knochenlamelle elltsm"’ebe
durch perichondrale Ossifizierung, D = Richtbalken mit primarem spongiésem Knochenge"™™
E = Perichondrium, F = Blutgefiss.

Fotus, 70 Tage, Himatoxylin-Eosin.
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Diskussion

Bei eingehender morphologischer Untersuchung kann festgestellt werden, dass die
Entwicklung des apendikulidren Skeletts in vier Stadien abliuft:

1. Chondrogenese: Aus prichondralem Mesenchymblastem entsteht das embryo-
nale Knorpelgeriist.

2. Osteogenese: Es bilden sich primére Ossifikationszentren, die Diaphysen ver-
knochern.

3. Bildung sekunddrer Ossifikationszentren: Die Epiphysen verknochern, und epi-
physal-diaphysale Wachstumsplatten werden gebildet. Es gestaltet sich das fotale bzw.
juvenile Knochengeriist.

4. Ossifizierung der epiphysal-diaphysalen Platten: Es entsteht das endgiiltige Kno-
chengeriist.

Die beiden ersten Stadien verlaufen im pranatalen Leben, das dritte Stadium stellt
eine Ubergangsform zwischen pri- und postnataler Entwicklung dar, das vierte Sta-
dium findet postnatal statt. Unsere Untersuchungen betreffen die Morphologie der
beiden ersten Stadien, zum Teil auch die des dritten.

Die Ossifizierung des embryonalen Knorpelskeletts ist ein komplizierter Vorgang.
Die allméhliche Mineralisierung der Grundmasse verdichtet das Knochengewebe, so
dass es rontgenologisch abgebildet werden kann.

Wihrend der Anfangsstadien der Ossifizierung des embryonalen bzw. fotalen
Knorpelgeriistes wickeln sich morphologisch bedeutsame Strukturveridnderungen ab,
die angesichts der ungeniigenden Gewebemineralisierung rontgenologisch nicht voll
dargestellt werden konnen. Beim Studium der spiten embryonalen und frithen fétalen
Entwicklungsphasen miissen daher histologische Methoden eingesetzt werden.

Vergleichen wir beim apendikuliren Skelett das Verhiltnis zwischen Alter der
Frucht und Zahl von Ossifikationszentren, ergibt sich, dass eine markante Skelettent-
vicklung erst ab dem 90. bis 100. Tag in Gang kommt. Darum teilt Lascelles (1958) die
prdnatale Entwicklung beim Schaf in zwei Etappen: vom 37. zum 92. Tag und vom 92.
um 141, Tag.

- Wihrend der ersten Etappe iiberwiegt eine Strukturdifferenzierung, die histolo-
gsch sehr deutlich nachzuweisen ist. Durch Radiographie dagegen gelangt man zu kei-
iem iberzeugenden Ergebnis, da die Strukturen nicht klar genug dargestellt sind.

Die zweite Etappe, ab etwa 90 bis 100 Tagen, ist gekennzeichnet durch absoluten
Anstieg der Zahl von Ossifikationszentren im Apendikulirskelett, bedingt durch Ver-
knt"Chﬁ‘l‘ung der Epiphysen. Ferner sind in dieser Zeitspanne gesteigerte Mineralisie-
1ng und allgemeine Reifung des Knochengewebes zu beobachten. Darum ist hier die
Rf‘dlogfaphie vorteilhafter, denn sie ermoglicht neben dem Studium der Skelettent-
Vicklung auch weitere morphometrische und densitometrische Untersuchungen.

Etwa iibereinstimmend betrachten Harris (1937), Lascelles (1979) und weitere

trfasser den 46, Tag des fotalen Lebens als den Anfang der Ossifizierung der Metapo-
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diendiaphysen. Wir machten jedoch die Beobachtung, dass die Knorpelhypertrophie
bereits am 40. Tag einsetzt und am 41.—43. Tag eine dusserst diinne Kortikal-Lamelle
gebildet wird, die als ringformiger Perichondralknochen auf der Oberflache der knor-
peligen Diaphyse vorzufinden ist.

Bei der Gegeniiberstellung unserer Ergebnisse und der Literaturangaben stellen
wir Unterschiede fest, die nicht bloss den Zeitpunkt der Bildung von Ossifikationszen-
tren betreffen, sondern auch die Reihenfolge, in der einzelne Phalangen verknéchern.

Nach Harris (1937) ossifizieren alle Glieder der Finger und Zehen gleichzeitig ab
61. Tag, nach Lascelles (1959) verlauft die Ossifizierung zwischen dem 59. und 71. Tag,
und zwar in der Reihenfolge 1., 2. und 3. Glied, wobei Finger zwei Tage Vorsprung vor
Zehen haben. Benzie (1950) ging auf Einzelheiten nicht ein, Smith (1950) sowie Neiss
(1982) fanden in Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen, dass Phalanx media erst
an letzter Stelle ossifiziert.

Diese Unterschiede bekraftigen den Standpunkt, dass man sich mehrerer Metho-
den parallel bedienen muss, um genaue und vergleichbare Ergebnisse zu erhalten.
Selbst Lascelles (1959) gab zu, dass Smith (1956) seinen Schlussfolgerungen mehrere
exakte Verfahren zu Grunde legen konnte. In der Tat ist es lediglich ein derartiger Ver-
gleich, der eine objektive Interpretierung ermoglicht.

Einzelheiten iiber den Verlauf der Osteogenese wihrend der priinatalen Entwick-
lungsetappe, die wir studierten, kann ausschliesslich die Lichtmikroskopie bieten, die
iber die Beurteilung des augenblicklichen Zustands hinaus noch gezielte Probenent-
nahme fir weitere Untersuchungen ermoglicht.

Zusammenfassung

An Anlagen des Meta- und Akropodiums von 3 Merinoschaf-Embryonen (SSL 18—35 mm) und
26 Friichten (SSL 41-210) wurde die Skelettentwicklung zu Ende der embryonalen und Anfang det
fotalen Ontogenese lichtmikroskopisch untersucht.

Das Material wurde mit Hilfe herkémmlicher histologischer Verfahren verarbeitet und mit Himate-
xylin-Eosin, van Gieson und Alzianblau sowie dem Gemisch aus Ponceau 2 R und Siurefuchsin gefarbt.

Beschrieben wurden Strukturverinderungen im Zusammenhang mit dem Alter des Fotus und
der morphologischen Gestaltung einzelner Ossifizierungsphasen des Meta- und Akropodiumskt_iletls-

Es wurde festgestellt, dass die osteogene Aktivitdt des Metapodien-Perichondriums bereits al
41. bis 43. Tag der Entwicklung einsetzt.

Bei der Reihenfolge der Ossifizierung des Akropodiumgeriistes konnte bestitigt werden, df*SS
Phalanx distalis als erste verknéchert, gefolgt von Phalanx proximalis und zuletzt von Phalanx media.

Beim distalen Glied entwickeln sich Apex und distaler Teil des Gliedkorpers vor allem dUTCh
perichondrale Ossifizierung, die restlichen, monoepiphysalen Knochen durch Verknocherung ihrer
Knorpelanlagen.

Résumé

Le développement du squelette a la fin de la période embryonnaire et au début de la période
feetale a été examiné au microscope optique, sur les ébauches du méta- et de I’acropodium, chez Jem
bryons (longueur vertex-coccyx [LVC] = 18—35 mm) et 26 fcetus (LVC = 41—210 mm) de moutor®
mérinos. .
Le matériel a été traité a I'aide de procédés histologiques traditionnels et coloré selon les mé-
thodes HE, van Gieson, Bleu Alcian ainsi qu'avec un mélange Ponceau-2 R-fuchsine acadf?-

On décrit les modifications structurelles en relation avec I’Age du feetus et avec la formation mor
phologique de différentes phases d’ossification du squelette méta- et acropodique.
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On a constaté que I'activité ostéogéne du périchondrium métapodique commence déja entre le
41&me et le 43°™€ jour du développement. En ce qui concerne I'ordre d’ossification de la structure acro-
podique, on a pu confirmer que la phalange distale s’ossifie en premier, suivie de la phalange proxi-
male puis de la deuxiéme phalange.

L’apex et la portion distale de la 3™ phalange se développent avant tout par une ossification
périchondrale, les autres os monoépiphysaires par ossification de leurs matrices cartilagineuses.

Riassunto

Su elementi del metapodio ed acropodio di 3 embrioni di pecora merino (SSL 1835 mm) e 26 di
feti (SSL 41-210 mm) venne studiato lo sviluppo alla fine della ontogenesi embrionale ed all’inizio di
quella fetale, avvalendosi del microscopio.

Il materiale venne preparato con 'ausilio dei tradizionali metodi istologici e colorato con ema-
tossilina-eosina, van Gieson e alzianblu, come pure con una miscela fuchsina acida Ponceau 2R.

Vennero descritti i mutamenti strutturali in relazione all’eta del feto ed alla struttura morfologica
delle singole fasi di ossificazione dello scheletro del metapodio ed dell’acropodio.

Venne accertato che la attivita osteogena del metapodio-pericondrio inizia gia fra il 41. mo ed il
43. mo giorno.

Nel susseguirsi della ossificazione della struttura dell’acropodio si poté accertare che la falange
distale ossifica per prima, segue la falange prossimale ed in fine ossifica la falange media.

Nell’arto distale si sviluppano I’apex e la parte distale del corpo dell’arto principalmente attra-
verso ossificazioni pericondrali, mentre i restanti ossi monoepifisici si sviluppano con I'ossificazione
della cartilagine.

Summary

The metapodium and acropodium of 3 embryos (CRL 18-35 mm) and 26 foetuses (CRL 41—
210 mm) from merino sheep were used in a microscopic examination of skeletal development at the
end of the embryonic and the beginning of the foetal ontogenesis.
The material was treated according to traditional histological procedure, being coloured with
haematoxylin-eosin, van Gieson and alcian blue as well as the Ponceau 2R acid fuchsin mixture.
A description is given of structural changes in connection with the age of the foetus and the mor-
Plliltilogical formation during the different ossification phases of the metapodial and acropodial
Skeletons.
[twas found that the osteogenic activity of the metapodium-perichondrium begins as early as the
4lst to 43rd day of development.
 Inthe order of ossification in the acropodial structure it could be confirmed that the phalanx dis-
tlis is the first to ossify, followed by the phalanx proximalis and finally by the phalanx media.
' In the distal limb the apex and the distal part of the limb develop mainly by perichondral ossifi-
ttion, while the other, mono-epiphysal bones develop by ossification of their cartilage structures.
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