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Zoologisches Institut, Abteilung fiir Zellbiologie und chemische Embryologie,
Universitit Bern

Biochemische und zellbiologische Aspekte der
Geweberiickbildung in der Entwicklung

RupoLr WEBER

1. Die Geweberiickbildung als Prinzip der Formbildung

. Differenzierung und Wachstum gelten allgemein als wichtigste Kenn-
zeichen der Entwicklung. Es ist daher verstéindlich, dal das Problem der
Formbildung auf Grund der Vorstellungen iiber Differenzierungs- und Wachs-
tumsprozesse zu losen versucht wird. Indessen geht aus zahlreichen Beob-

H

Abb. 1, Ausbildung der Fliigelanlage beim Hiihnerembryo. — Durch ein zeitlich und

riumlich festgelegtes Muster von Nekroseherden (durch Schraffur hervorgehoben) wird

die Kontur der Fliigelanlage allmiahlich herausgebildet. 21-32: Entwicklungsstadien
nach HAMBURGER und HaMILTON. (Nach SBauNDERSs u. Mitarb. 1962.)
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achtungen hervor, dall auch der umgekehrte Vorgang. nimlich die lokali-
sierte Riickbildung von Geweben und Organen, als morphogenetisches
Prinzip verwirklicht 1st (GLUcksmany 1951).

Kin eindriickliches Beispiel bietet die Entstehung der Fliigelanlage beim
Hiithnerembryo, die nach Untersuchungen von SAuxDERs u, Mitarb. (1962)
durch ein zeitlich und rdumlich festgelegtes Muster von mesodermalen
Zellnekrosen gewissermallen modelliert wird (Abb. 1); durch elegante Ver-
pflanzungsexperimente an Fliigelknospen haben diese Autoren ferner nach-
gewiesen, dall die Zellnekrosen in spezifischer Weise durch innerzellige Fak-
toren bzw. durch Einfliisse von Nachbargeweben ausgelost werden. Anderer-
seits hat Worrr (1953) auf die Bedeutung von Geschlechtshormonen fiir
Auslosung und Steuerung des Riickbildungsprozesses der Miillerschen Génge
im ménnlichen Hiithnerembryo hingewiesen.
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Abb. 2. Die Metamorphose der Kaulquappe. — Larvale Entwicklungsstadien von Rana

pipiens: A = Primetamorphose. B = Prometamorphose, (", D, E = Metamorphose-

klimax, den Lbergang von der Kaulguappe zum Jungfrosch darstellend. (Nach Wir-
sCHL 1956.)
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Ein ungleich grilleres Ausmal jedoch erreicht die Geweberiickbildung
withrend der Metamorphose. Diese kritische Spanne der postembryonalen
Entwicklung, welehe abgesehen von der Einschmelzung larvaler Gewebe
durch die Aktivierung von Wachstums- und Differenzierungsprozessen ge-
kennzeichnet ist, dient der Verwandlung von «Larvenformen» in die art-
typische Adultform. Bei Wirbeltieren ist die Entwicklung der Froschlarven
oder Kaulquappen durch eine besonders tiefgreifende Metamorphose gekenn-
zeichnet; ihr auffalligstes Merkmal ist die Einschmelzung des Kaulquappen-
schwanzes (Abb. 2). Dieser Vorgang wird wie alle Hrscheinungen der
Kaulquappenverwandlung durch die Hormone der Schilddriise ausgelost und
eignet sich daher in begonderem Malle zur experimentellen Analyse der Ge-
webertickbildung.

Der AnstoB zur systematischen Erforschung der Geweberiickbildung kam
von biochemischer Seite, nachdem DE DUvE (1958, 1959) in der «<Lysosomens-
Hypothese ein {iberzeugendes Modell fiir den Mechanismus der Zellautolyse
vorgeschlagen hatte. Nach dieser Vorstellung besitzt die Zelle eine besondere
Kategorie von Cytoplasmapartikeln oder « Lysosomen» mit einem spezifi-
schen Muster an hydrolytischen Fermenten, deren Freisetzung aus den
Partikeln die Selbstauflésung der Zelle zur Folge hat (Abb. 3). e Hypo-
these, wonach die Stabilitit bestimmter Cytoplasmaorganelle gewisser-
mallen iiber Leben und Tod der Zelle entscheiden soll, hat grolen Anklang
gefunden, da hier Méglichkeiten zur Kontrolle von Wachstum und Form-
bildung angedentet wurden.

Im folgenden mochte ich das Problem der Geweberiickbildung am Bei-
gpiel der Kaulquappenmetamorphose an Hand von biochemischen und zell-
biologischen Befunden diskutieren. Damit soll gezeigt werden, dall hier die
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Abh. 3. Lysosomen und Zellautolyse. - A = normale Zelle: Liysosomenfermente inaktiv,

da von impermeabler Membran umschlossen. B = Zerstorung der Lysosomenmembran

fiihet zur Freisetzung der sauren Hydrolasen, welche durch Awflésung von Zellbestand-
teilen den Zelltod herbeifithren. (Nach pr Duve 1963 a.)
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Gewebertuckbildung auf prinzipiell 4hnlichen Kontrollmechanismen beruhen
diirfte wie die Zelldifferenzierung.

2. Biochemische Kennzeichen der Schwanzresorpiion ber spontaner Metamor-
phose

Bei Kaulquappen des siidafrikanischen Krallenfrosches (Xenopus laevis)
beginnt die Schwanzresorption mit der Einschmelzung des Flossensaumes.
Erst vier Tage nach Kintritt des «Metamorphoseklimax» 1st eine Léingen-
abnahme festzustellen. AnschlieBend kommt es zu einer raschen Verkiirzung
des Schwanzes, so dall am 8. Tag nurmehr e kleiner Stummel vorhanden
ist (Abb. 4). Aus den Werten fiir den Gewebestickstoff (WeBER 1957 b),
1aBt sich berechnen, dal} in diesem kurzen Zeitintervall etwa 5 mg Gewebe-
proteine abgebaut werden.

Untersuchungen iiber das Verhalten von Fermenten im Schwanzgewebe
ergaben iibereinstimmend, dall emne Reihe von Hydrolasen mit saurem
pH-Optimum, namlich Kathepsine (Acrein 1951; WeBer 1957 a, b;
Erckzour 1963, 1965), saure Phosphatase (YanNacrsawa 1953; WEBER und
Nirnus 1961), Desoxyribonuclease (CoLEMan 1962; ErcknouT 1963,1965),
Ribonuclease (Eecknout 1963, 1965) und f-Glukuronidase {(KuBLEr und
Friepex 1964; Erckrour 1963, 1965) bezogen auf Gewebeeinheiten im
regredierenden Schwanz um das 5- bis 40fache an Aktivitit zunehmen (Abb.
5), wihrend andere Fermente, wie z. B. die Mg* “-abhingige ATP-ase, unter
den gleichen Bedingungen an Aktivitit einbiilen {(N1gxHUs und WEBER 1961).
Es 1t bemerkenswert, dafl alle diese sauren Hydrolasen in die Gruppe der
von DE Duve (1958, 1959) postulierten Lysosomenfermente gehdren. Die
Tatsache, dall diese Fermente trotz intensiver Proteolyse im Gewebeerhalten

W %100
= &
N e 80
.:ZI -]
z
= 60
7
% 40
a
o
) 20
0

0 2 4 6 8 10 12
TAGE NACH METAMORPHOSEBEGINN

Abb. 4. Die Riickbildung des Schwanzes wihrend der Metamorphose der Xenopuslarve.
— Abnahme der Schwangzlinge fiir drei Kaulguappen bei 20°C. (Nach WEBER 1957 b.)
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Abb. 5. Aktivitatszunahme der Lysosomenfermente im regredierenden Schwanz von
XKenopuslarven, — Ordinate: Spezitische Aktivitit von Metamorphosestadien hezogen
auf Vormetamorphosestadien, Abszisse: Metamorphoseindex. (Nach Excknouvr 1965.)

bleiben, kinnte bedeuten, dall sie — entsprechend der Vorstellung von b
Duve (1958, 1959) - funktionell mit der Geweberiickbildung verkniipft sind.

Damit stellt sich nun die Frage, welcher Mechanismus fiirdie Zunahme der
Aktivitit der sauren Hydrolasen im regredierenden Kaulquappenschwanz
verantwortlich ist. Ein erster Hinweis ergibt sich aus dem Verhalten der
Gesamtaktivitit pro Schwanz. Wie aus Abb. 6 hervorgeht, zeichnen sich die
tvpischen Lysosomenfermente Kathepsin und saure Phosphatase im re-
gredierenden Schwanz durch eine weitere Zunahme um 100 bzw. 209, aus,
wober die Maximalwerte der Gesamtaktivitdt zeitlich mit der Phase inten-
sivsten Gewebeabbaus zusammenfallen. Umgekehrt verhilt sich die Mgt +-
abhéngige ATP-ase, die funktionell mit dem Energiestoffwechsel bzw. der
kontraktilen Substanz der Muskelzellen gekoppelt ist; fiir dieses Ferment-
system ist ein markanter Abfall der Aktivitit schon zu Beginn der Re-
sorptionsphase charakteristisch, was zum Teil mit dem Zerfall der Schwanz-
muskulatur im Zusammenhang stehen diirfte. Unsere Befunde tiber das
Verhalten der Kathepsine und die saure Phosphatase konnten durch EEck-
HOUT (1965) quantitativ bestitigt werden. Aullerdem wurde fiir die 8-Glu-
kuronidase (KusLer und FriepeEn 1964; Erckuour 1965) wie auch die
Desoxyribonuclease (KEckHOUT 1965) eine 3fache Zunahme im regredieren-
den Schwanz nachgewiesen.
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Abb. 6. Verinderungen der Gesamtaktivitit von Fermenten im Schwanzgewebe von
Xenopuslarven bei spontaner Metamorphose, — Ordinate: relative Zunahme oder Ab-
nahme der Aktivitit je Schwanz bezogen auf das mittlere Aktivititsniveau (0-Linie)
metamorphosebereiter Larven. Abszisse: Relative Schwanzlinge zur Kennzeichnung der
Metamorphosestadien in 9, der bei Eintritt der Metamorphose gemessenen Schwanz-
linge (SLmax 1009;). Einzelwerte fur bestimmte Intervalle zusammengefalt: die
Kreisflichen sind proportional der Zahl der untersuchten Individuen. (Nach WEBER
1963 a.)

et

Abb. 7. Die Riickbildung isolierter Schwanzspitzen unter der Kinwirkung von Thyroxin.
Links, von oben nach unten: Kontrollspitzen 6, 8, 10 und 12 Tage nach Amputation

in Holtfreterlosung, Rechts, von oben nach unten: In vitro regredierende Schwanz-

spitzen gleichen Alters wie die Kontrollen nach 3, 5, 7 und 9 Tagen Behandlung mit
DL-Thyroxin 1:5 Millionen. Vergleichsstrecke = 1 mm. (Nach Weszr 1963 c.)

32



In Anbetracht der Tatsache, dall die Aktivititsbestimmungen nach Frei-
setzung allfillig gebundener Fermente durchgefiihrt wurden, ist es ausge-
schlossen, die Zunahme der sauren Hydrolasen durch die Annahme eines
progressiven Zerfalls von praformierten Zellorganellen oder « Lysosomen» zu
deuten, Im Gegensatz zur urspriinglichen Hypothese von ng Duve (1958,
1959) ist fiir die Schwanzresorption eine Zunahme an Enzymen zu fordern,
wobel als Mechanismen die Zuwanderung oder die Synthese an Ort gleicher-
mafen moglich erscheinen.

3. Die Aktivieruny der Kathepsinsynthese in der isolierten Schwanzspilze
durch Thyroxin

Mit Bezug auf die Schwanzresorption der Kaulquappe erwog NEEDHAM
(1942) seinerzeit die Moglichkeit einer Auslosung der Histolyse durch ein-
wandernde Leukocyten. Angesichts ihres hohen Gehalts an sauren Hydro-
lasen wire es in der Tat moglich, die Zunahme dieser Fermente durch die
Anreicherung von Leukocyten im Schwanzgewebe zu erkldren.

Da es aber gelingt, isolierte Schwanzspitzen in vitro durch Zugabe von
Thyroxin zur Riickbildung zu veranlassen, ist bewiesen, dafl die Zuwan-
derung von Leukocyten fiir die Auslésung der Geweberegression nicht er-
forderlich ist.

Dic auf Versuche von SHAFFER (1957, 1963) zuriickgehende Methode der
in vitro induzierten Organriickbildung (Abb. 7) wurde im Hinblick auf die
biochemischen Untersuchungen folgendermafien standardisiert: 12-15 mm
lange Schwanzspitzen von noch im Wachstum hegriffenen Xenopuslarven
werden in nihrstofffreier Holtfreterlssung + 0,05%, Sulfathiazol iiber-
tragen. Nach 3 Tagen, d. h. nach der Verwachsung der Amputationswunde,
werden die Spitzen in Kulturlosung + DI-Thyroxin (1:5 Millionen) iiber-
tragen. Nach einer Latenzzeit von 3-5 Tagen ist bei den behandelten Iso-
laten eine raschverlaufende Gewebeschrumpfung zu beobachten; diese er-
faBt zunichst die Spitze und den Flossensaum und erst spiter auch die
zentrale Muskelmasse. Etwa 12 Tage nach Einsetzen der Thyroxinbehand-
lung ist in der Regel nurmehr eine kleine, mit Melaninkérnern gefiillte Ep1-
dermiskugel vorhanden (WEBER 1963 a).

An diesem Modellsystem wurden bisher folgende biochemischen Befunde
erhoben: Um den Verlauf der Geweberegression quantitativ erfassen zu kon-
nen. wurde der (Gehalt an Totalstickstoff (TN) fiir einzelne Schwanzspitzen
bestimmt. Abb. 8 ist zu entnehmen, dal} bei unbehandelten Kontrollspitzen
in nihrstofffreier Holtfreterlosung ein spontaner Verlust an TN auftntt,
der 11 Tage nach Amputation etwa cin Drittel des Ausgangswertes betriigt,
Bei Thyroxinbehandlung kommt es nach einer Latenzzeit von 3-4 Tagen
zu einem ungleich gréeren Verlust an TN, der am 11. Tag nach Amputation
ca. 809, des TN-Gehaltes frisch amputierter Spitzen erreicht; in diesem Zeit-
punkt betrigt der TN-Gehalt behandelter Spitzen im Durchschnitt etwa 14
des Wertes von Kontrollen gleichen Alters. Es bestehen auch Anhalts-

3 Bull schweiz. Akad. med. Wiss, 1066 33



punkte dafiir, daB die Intensitit der Riickbildung, nicht aber die Latenzzeit
von der Thyroxinkonzentration abhingig sind (WrBER 1963 a, b, c).

Das Verhalten der sauren Hydrolasen sei1 zuniichst am Beispiel der Ka-
thepsine (Weikr 1963 a, b, ¢) erliutert. In diesem Zusammenhang ist nur
das Verhalten der Gesamtaktivitiat von Bedeutung, da diese als ein Maf} fir
den Enzymgehalt der Schwanzspitzen betrachtet werden kann. Aus Abb. 9
ist ersichtlich. dall in unbehandelten Spitzen — entgegen den Erwartungen —
eine betrichtliche Zunahme (+ 2568%;) der Kathepsinaktivitit zu verzeich-
nen ist. In behandelten Spitzen dagegen kommt es nach einer Latenzzeit von
etwa 3 Tagen zu einem sprunghaften Anstieg der Kathepsinaktivitdt: am 11,
Tag nach Amputation iibertreffen die Kathepsinwerte von hehandelten Spit-
zen diejenigen von Kontrollen noch um 135%;. Es ist wahrscheinlich. dal die
spontane Aktivititszunahme der Kontrollspitzen einen Hungereffekt dar-
stellt. Fiir eine solche Deutung sprechen jedenfalls Befunde von Bexz
(1957). der bei hungernden Xenopuslarven eine betrichtliche Zunahme der
Schwanzkathepsine nachweisen konnte.
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Abb. 8. Verlust an Totalstickstoff in isolierten Schwanzspitzen bei thyroxin-induzierter

Riickbildung. — Mittelwerte von je 6 Schwanzspitzen aus zwei Versuchen, wobei Einzel-

werte fiir den 7./8.. ./10. und 11./12. Tag zusammengefalit sind. KO = Kontroll-

gpitzen. 1:1 M, 1:5 M = mit DL-Thyroxin behandelte Spitzen. Vortikale Striche =
Streuung der Mittelwerte. (Nach WEBER 1863 «.)
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Abb, 9. Zunahme der Kathepsinaktivitidt in isolierten Schwanzspitzen bei thyroxin-
induzierter Riickbildung. — MeBpunkte aus zwei Versuchen, in welchen die Aktivitit an
Homogenaten von 5-1{} Schwanzspitzen bestimmt wurde. (Nach WEBER 1863 b.)

In KErgéinzung dieser Befunde mull noch erwihnt werden, dall Erck-
HOUT (1965) unter Verwendung der gleichen Versuchsanordnung nach 6-12
Tagen Thyroxinbehandlung fiir die wichtigsten Lysosomenfermente cine
erhebliche Zunahme nachweisen konnte (Tab. 1).

Tabelle 1

Proteingehalt und Gesamtaktivitdt von Lysosomenfermenten in isolierten Schwanz-
spitzen bei thyroxin-induzierter Riickbildung (nach ExcknouT 1965)

Thyroxinspitzen®

Verhiiltnis
Kontrollspitzen
Proteine 0.62
Saure Phosphatase 1,07
Desoxyribonuclease 1.36
f-Glukuronidase 1,92
fi- Acetyl-aminodesoxyvglukosidase 1.53

* Die Werte beziehen sich auf Messungen zwischen dem 6. und 12. Tag der
Thyroxinbehandlung.

35



Die Befunde an isolierten Schwanzspitzen beweisen, dall die Zunahme der
sauren Hydrolasen im regredierenden Gewebe nicht auf die Infiltration von
Leukocyten zuriickgefiihrt werden kann, sondern vielmehr eine lokale
Gewebereaktion auf den Thyroxinreiz darstellt. Die Tatsache, dafl die Re-
aktion erst nach einer Latenzzeit einsetzt, spricht ferner fiir einen indirekten
Wirkungsmechanismus des Thyroxins. Sonut erscheint die semnerzeit von
BracuET (1960) geduBerte Hypothese, wonach Hormone die Geweberiick-
bildung durch direkte Freisetzung von Lysosomenfermenten hervorrufen
kinnten, als wenig wahrscheinlich.

4. Hemmung der Geweberiickinldung und der Kathepsinsynthese durch Actino-
myjern D

Im Zusammenhang mit der Frage nach dem Mechanismus der Gewebe-
regression erscheint es angezeigt, die Wirkung von Hemmstoffen fiir die Pro-
teinsynthese zu untersuchen. Wir haben zunéchst die Wirkung von Actino-
myecin' auf die spontane Riickbildung des Schwanzes bei Xenopuslarven
untersucht. Da Actinomycin in spezifischer Weise die Synthese von Boten-
RNS blockiert (RE1cH 1963), wiire zu erwarten, dall dieser Stoff wohl die
Synthese von sauren Hydrolasen im Schwanzgewebe, nicht aber deren Frei-
setzung aus priformierten Cytoplasmapartikeln beemflulit.

Aufgrund der bisherigen Beobachtungen fiihrt die einmalige intraperitoni-
ale Injektion von 0,1y Actinomyein zu Beginn der Metamorphosekrise zu ei-
ner eindeutigen Hemmung der Metamorphoseprozesse (WrBER 1965), auch
wenn noch zusdtzlich L-Thyroxin (1:50 Millionen) verabreicht wird. So
ist bel behandelten Larven die Umwandlung der Kiemenregion und des
Darmes wie auch die Einschmelzung des Schwanzes erheblich verzogert
(Abb. 10); aullerdem ist an den Extremitéiten eine teratogene Wirkung dieses
Stoffes zu beobachten. Dieser Befund beweist, dall Actinomycin D) nicht
etwa die Ausschiittung der Metamorphosehormone blockiert — d. h. zentral
angreift — sondern vielmehr seine Wirkung an der Peripherie entfaltet, in-
dem das Reaktionsvermogen der larvalen Gewebe blockiert wird.

Die Tatsache, dall Actinomycin D die Riickhildung des Kaulguappen-
schwanzes verhindert, erlaubt es nun, das Verhalten der Lysosomenfermente
bei verzogerter Gewebercgression zu untersuchen. In Tabelle 2 sind die bis-
her vorliegenden Krgebnisse fiir die Schwanzkathepsime (WEBER 196b) zu-
sammengestellt, Daraus ist ersichtlich, dall die spezifische Aktivitdt fiir
normal metamorphosierende Larven diejenige von behandelten Larven mit
gehemmter Schwanzresorption um etwa das 13fache iibertrifft. Dieser Un-
terschied kommt auch in der Gesamtaktivitit deuthich znm Ausdruck, in-
dem der Kathepsingehalt in Schwinzen von gehemmten Larven nur ein
Viertel der normal metamorphosierenden Kontrollarven erreicht.

1 Die freundliche Uberlassung von Actinomyein I durch die Merck Sharp & Dohme
Research Laboratories, Rahway (N. J./USA} sei hier beatens verdankt.
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Abb. 10. Die Metamorphosehemmung durch Actinomycin D bei Xenopuslarven. -

A = Kaulguappe zu Beginn des Metamorphoseklimax. B — Kaulquappe 7 Tage nach

Beginn des Metamorphoseklimax, ¢ — Kaulquappe gleichen Alters wie B, welcher bei

Beginn des Metamorphogeklimax 0,1y Actinomyein 1) intraperitonial injiziert wurden,

Die Metamorphosechemmung ist deutlich, insbesondere zeigt der Schwanz noch keine
Anzeichen der Riickbildung.

Die Befunde an actinomyecinbehandelten Kaulguappen erlauben nun fol-
gende Schliisse: (1) Die Tatsache, dafl die Kathepsine bei gehemmter Ge-
weberegression nur eine geringe Aktivitit aufweisen, bedeutet, dall diese
Fermente bei der Histolyse eine wesentliche Rolle spielen. (2) Da Actino-
mycin D die Zunahme der Gewebekathepsine blockiert, mull angenommen
werden, dall die Aktivititszunahme dieses Enzyms im regredierenden
Schwanz auf einer Neusynthese beruht. (3) In bezug auf die Wirkungsweise
der Metamorphosehormone muf} postuliert werden, dall das Thyroxin seine
Wirkung im Metamorphosegeschehen durch differentielle Aktivierung von
Genen entfaltet,

3. Zellbiologische Aspekte der Geweberegression

a) Die histochemische Lokalisation von sauren Hydrolasen vm Kaulquappen-
schwanz

Da der Kaulquappenschwanz aus verschiedenen Gewebetypen. nimlich
Muskulatur, Neuralrohr und Bindegewebe aufgebaut ist, stellt sich die Frage,
ob die Zunahme der sauren Hydrolasen eine allzemeine oder eine gewebe-
spezifische Reaktion darstellt.
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Da heute ausgezeichnete Methoden zum histochemischen Nachweis von
sauren Hydrolasen zur Verfligung stehen, war es naheliegend, die Verteilung
solcher Fermente im Schwanzgewebe zu untersuchen, Zu diesem Zwecke
wurden 5-7 u dicke Kryostatschnitte von in Cat+-Formol fixiertem Gewebe
verwendet. Saure Phosphatase wurde mit Hilfe der Azokupplungsmethode
nach BursToxe (1958) unter Verwendung von Naphthol-AS-TR-phosphat
(Substrat) und Fast Dark Blue (Diazonium-salz) bei pH 5.2 nachgewiesen.
Fir den Nachweis der Kathepsine wurde die modifizierte Esterasemethode
von HEss und Pearse (1958) verwendet, wobel als Substrat ein substi-
tuiertes Indoxylacetat verwendet wurde. Die Vorbehandlung der Schnitte
mit Eg, zur Hemmung der spezifischen Cholinesterase bzw. die Nachbehand-
lung der Schnitte mit Cystein als Aktivator fiir Kathepsine war ohne sicht-
baren Effekt und wurde daher weggelassen.

Mit diesen Methoden fanden wir im regredierenden Schwanz iiberein-
stimmende Verteilungsmuster fiir die saure Phosphatase und kathepsin-
artige Esterasen (Sanzmany und WEeBER 1963). Entgegen allen Krwartun-
gen ergab sich bei fortgeschrittenen Stadien der Metamorphose, in welchen
die Muskulatur schon weitgehend resorbiert war., eine eindeutige Lokalisation
dieser Fermente im Bindegewebe. und zwar in makrophagenihnlichen Zellen
(Abb. 11). In solchen Zellen ist die Aktivitit besonders ausgeprigt 1im Fall
der sauren Phosphatase auf cytoplasmatische Hinschliisse von 1-10 u
Durchmesser beschrénkt; diese Einschliisse sind wahrscheinlich als « Phago-
somen» zu deuten, d. h. als Vakuolen, welche durch die Phagocytosetitigkeit
der Makrophagen entstanden sind.

Es ist bemerkenswert, dall sowohl Nervengewebe als auch Muskulatur, ob-
schon in Riickbildung begriffen. keine nennenswerte Reaktion fiir saure
Hvdrolasen ergeben. Ferner fehlen aktive Makrophagen vollstindig im
Schwanzgewebe von Vormetamorphoselarven. Vorliufige Befunde (Sarz-
MANN und WERBER. unveroffentlicht) machen wahrscheinlich, dall die Makro-
phagen zuerst im Bindegewebe des Flossensaumes und erst spéiiter im Binde-
gewebe des Schwanzstammes auftreten.

Das Ergebnis der histochemischen Analyse laflt sich dahin zusammen-
fassen, dall die Schwanzriickbildung mit einer Aktivierung der Makrophagen
verkniipft ist und daf} diese Zellen im Zusammenhang mit der Phagocytose-
titigkeit saure Hydrolasen neu synthetisieren.

h) Submakroskopische Kennzeichen der Schwanzregression

Be1 der Annahme, dall die Stimulation von Histiocyten die cellulire
Grundlage fiir die Zunahme der hydrolytischen Fermente darstellt. 1st es
klar. daB damit nur ein Symptom. aber nicht die Ursache der Geweberiick-
bildung erfafit ist. Ks stellt sich daher die Frage, welche Faktoren bei der
Aktivierung der Makrophagen eine Rolle spielen konnten.

Mit Hilfe von elektronenmikroskopischen Untersuchungen ist es gelungen,
Verdnderungen im feinstrukturellen Gefiige von Muskelfasern (WEBER 1964)
sowie 1m Bindegewebe des Flossensaumes (Gross 1964) nachzuweisen. Im
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Abb. 11. Die Lokalisation von sauren Hydrolasen im regredierenden Schwanzgewebe

von Xenopuslarven. — In Kryostatschnitten von vorgeriickten Stadien der Schwanz-

regression sind die Reaktionsorte fiir saure Phosphatase (A) bzw. kathepsinartige

Esterasen (B) vorwiegend auf Makrophagen des subepidermalen Bindegewebes be-

schrinkt. Die Enzyme zeigen eine cyvtoplasmatische Lokalisation in Einschliissen, welche

vermutlich «Phagosomen» darstellen (%). Eingezeichnete Vergleichsstrecke = 10 p.
(Nach Sapzmaxy und WEBER 1963.)
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folgenden beschrinke ich mich auf eine Darstellung der Befunde an der
Schwanzmuskulatur.

Im elektronenmikroskopischen Bild zeigen intakte Muskelzellen gestreckte
Myofibrillenbiindel mit einer typischen Querstreifung, welche durch die
Folge von A- und I-Banden zustande kommt. Die Mitochondrien oder
Sarcosomen enthalten ein System von eng gepackten «cristaer. Im Sarco-
plasma findet man granulire Partikel, vermutlich Ribosomen und Glykogen
sowie ein schlauchférmiges sarcoplasmatisches Reticulum (Abb. 12 A).
Elektronenoptisch sind submikroskopische Strukturverinderungen bereits
am 3. Tag der Metamorphosekrise nachweisbar, ndmlich: (1) Faltung der
Myofibrillenbiindel und Verlust der Querstreifung und (2) Zerfall der Cristae
in den Mitochondrien (Abb. 12 B). Bei vorgeriickten Stadien der Riickbildung
ist das Sarcoplasma stark verindert und besonders reich an granulafreien
Mikroblischen. Es bestehen ferner Anhaltspunkte dafiir, dafl das Sarco-
plasma und Bestandteile von Muskelzellen in den Intercellularraum aus-
treten. In Schwanzstummeln, in welchen die Muskulatur zur Hauptsache

A
Abb. 12. Submikroskopische Strukturverinderungen in der Schwanzmuskulatur von
Xenopuslarven. — A = Ausschnitt aus Schwanzmuskulatur einer Vormetamorphose-
larve. MF = Myofibrillen mit Querstreifung, SR = Sarcoplasmatisches Reticulum. M =
Mitochondrien mit enggepackten Cristae. SP = Sarcoplasma mit granuliren Einschliis-
sen, vermutlich Ribosomen und Glykogen darstellend. B = Ausschnitt aus Schwanz-
muskulatur einer Larve vom 3. Tag des Metamorphoseklimax. Regressive Struktur-
veriinderungen sind nachweisbar an den Myofibrillen (MF) im Verlust der Querstreifung,
in den Mitochondrien (M) als Korrosion der Cristae (%) und im Sarcoplasma (SP) in der Ab-
nahme der granuliren Einschlisse. PM = Plasmamembran noch intakt. Fixierung:
0s0,. Nachkontrastierung: mit Pb-citrat. (Nach WEBEr 1964.)
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Abb. 13. Lokalisation von saurer Phosphatase in Makrophage. — Priiparat vom Schwanz-

stummel einer Xenopuslarve mit positiver Reaktion fiir saure Phosphatase (schwarze

Partikel) in cytoplasmatischen EinschluBkorpern eines Makrophagen. M kleine

Mitochondrien mit deutlichen Cristae. Nachfixierung: Os(),, Kontrastiecrung mit Pb-
citrat. (Nach WeBkr 1964.)

abgebaut 1st, sind Makrophagen leicht nachzuweisen. Sie enthalten kleine
Mitochondrien mit intakten Cristae, typische Golgi-Lamellen und ein gut
ausgebildetes endoplasmatisches Reticulum, freie Ribosomen sowie zahl-
reiche grofle KinschluBkorper. welche zum Teil eme positive Reaktion fiir
saure Phosphatase ergeben (Abb. 13).

Fiir die Schwanzmuskulatur ist somit der Nachweis erbracht, dall im sub-
mikroskopischen Gefiige der Zellorganelle regressive Verinderungen auf-
treten, bevor die Geweberiickbildung makroskopisch in Erscheinung tritt.
Wahrschemnlich wird durch den autolytischen Zerfall der Muskelzellen eine
wesentliche Voraussetzung fiir die lokale Aktivierung von Makrophagen
geschaffen.

Uber den Mechanismus dieser frithen, vermutlich autolytischen Degene-
rationserscheinungen in den Muskelzellen ist zur Zeit noch keine Aussage mog-
lich. Jedenfalls ist der Strukturzerfall der Mitochondrien nicht etwa als eine
Bestitigung der von MarTIUs (1955) gedullerten Hypothese zu deuten, wo-
nach Thyroxin die Geweberegression bei metamorphosierenden Kaulquappen



durch Entkupplung der oxydativen Phosphorylierung, d. h. durch Drosselung
der energieliefernden Prozesse, auslost ; denn im Schwanzisolat bewirkt Thyro-
xin erst nach einer Latenzzeit von mehreren Tagen eine signifikante Zunahme
der Gewebeatmung (HeixEMax~y und WEBER, unveriffentlichte Befunde).
Anderseits ist in Analogie zu Befunden bei erblich bedingter Muskeldystro-
phie (RicHTERICH, persGnliche Mitteilung) mit der Moglichkeit zu rechnen,
dal infolge von Verinderungen in der Permeabilitit der Zellmembranen
funktionsspezifische Knzyme aus Muskelzellen in das interzellulire Kom-
partiment austreten. Unter solchen Bedingungen kénnte das funktionelle und
strukturelle Gefiige der Muskelzellen unter Ausschlub von lytischen Fer-
menten zusammenbrechen.

Zusammenfassung

AbschlieBend lift sich die hormonal bedingte Geweberegression bei meta-
morphosierenden Kaulquappen wie folgt kennzeichnen:

1. Da die sauren Hydrolasen oder Lysosomenfermente im regredierenden
(Gewebe trotz intensiver Proteolyse erhalten bleiben, ist anzunchmen, dal
diese Fermente bei der physiologischen Geweberiickbildung eine wesentliche
Rolle spielen.

2. Die Aktivititszunahme der sauren Hydrolasen im regredierenden Ge-
webe beruht niekt auf einer Freisetzung vorgebildeter, inaktiver Ferment-
molekiile, sondern auf einer Neusynthese durch Makrophagen, Im Verhalten
der Lysosomenfermente kommt die Aktivierung der Makrophagen zum Aus-
druck. Damit ist aber nur ein Symptom, nicht aber die Ursache der Gewebe-
riickbildung erfalit.

3. Es bestehen Anhaltspunkte dafiir, dall die Geweberegressicii durch
subcelluldre Strukturverinderungen eingeleitet wird. deren Mechanismus
noch unbekannt ist, Durch diese autolytischen Prozesse? werden die fiir die
Alktivierung der Makrophagen notwendigen Bedingungen erst geschaffen.

4. Da Actinomycin D auch die regressiven Prozesse der Kaulquappen-
metamorphose hemmt. ist anzunehmen. daBl der auslisende hormonale
Faktor auf dem Niveau der Desoxvribonuclemsédure angreift und die Abgabe
von genetischer Information in den Zellen der larvalen Gewebe hervorruft.
KEs st daher wahrscheinlich, dal} die Geweberiickbildung durch #hnliche
Mechanismen kontrolliert wird wic die progressive Differenzierung von
embryonalen Zellen,

Reésumé

Des recherches récentes sur l'involution de la queue chez les tétards
en métamorphose permettent de caractériser la régression tissulaire, induite
par voie hormonale. de la fagon suivante:

? In neuerer Zeit ist die Lysosomen-Hypothese betrachtlich erweitert worden. So
weist pE Duve (1963) ausdriicklich darauf hin, daB die Geweberiickbildung in bestimm-
ten Fiillen durch den autolytischen Zerfall von Zellen ausgelist werden kann.
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1. Bien que le tissu en voie de régression soit le sidge d’une protéolyse
intense, I'activité des hydrolases acides ou enzymes lvsosomiques v demeure
constante ou est méme augmentée. ce qui suggere une participation de ces
enzymes au processus histolytique.

2. A partir de recherches biochimiques et histochimiques, on peut con-
clure que 'augmentation d'activité des hydrolases acides dans le tissu en
vole de régression n’est pas due & la mise en liberté de molécules d’enzymes
préexistantes sous forme inactive, mais plutét a I'apparition de nouvelles
molécules d’enzymes, synthétisées par les macrophages. Par conséquent, il
est probable que le comportement des hydrolases acides représente un
témoin de la régression tissulaire, plutét que sa cause primaire.

3. A I'échelle submicroscopique des structures intracellulaires, on a pu
observer des modifications dégénératives précoces, dont le mécanisme est
actuellement inconnu. mais qui pourrait donner I'explication de I'activation
locale des macrophages.

4. Le fait que 'involution des tissus chez le tétard soit inhibée par I'acti-
nomyeine D laisse penser que 'hormone thyroidienne pourrait exercer son
effet morphogénétique par activation différentielle des génes. Par conséquent
I'involution tissulaire obéirait aux mémes lois que la différenciation progres-
sive des cellules embrvonnaires.

Rriassunto

La regressione dei tessuti nei girini in fase di metamorfosi e sotto I'influsso
ormonale si caratterizza in conclusione come segue:

1. Dato che le idrolasi acide o fermenti lisosomi si conservano nei tessuti
in fase regressiva malgrado intensa disintegrazione delle proteine, bisogna
supporre che questi fermenti abbiano un ruclo di importanza nella regres-
sione fisiologica dei tessuti.

2. L'aumento d’attivitd delle idrolasi acide nel tessuto in fase regressiva
non si basa su una emissione di molecole di fermenti inattive e preformate.
bensi su una nuova sintesi mediante macrofagi. I.’attivazione dei macrofagi
si manifesta nel comportamento dei fermenti lisosomi. Con cio si afferra
solo un sintomo, non pero la causa della regressione dei tessuti,

3. 8i hanno delle ragioni per credere che la regressione dei tessuti viene
iniziata da cambiamenti della struttura subecellulare il eui meceanismo
ancora non ¢ noto. Mediante tali processi autolitici vengono create solo le
condizioni necessarie per l'attivazione dei macrofagi.

4. Dato che I'actinomicina D inibisce anche 1 processi di regressione durante
la metamorfosi dei girini, bisogna dedurne che il fattore ormonale iniziante
agisca al livello dell’acido desossimbonucleinico, provocando la consegna
di informazioni genetiche alle cellule dei tessuti della larva. E percio proba-
bile che la regressione dei tessuti sia controllata da meccanismi simili a
quelli della differenziazione progressiva delle cellule embrionali.
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Summary

From recent investigations on tail atrophy in metamorphosing tadpoles
hormone-dependent tissue involution in anuran larvae may be characterized
as follows:

1. In spite of intense proteolytic activity in the regressing tissue, the
activity of acid hydrolases or lysosomal enzymes remains unchanged or
even increases, thus indicating a specific role of these enzymes in tissue
breakdown,

2. Various lines of evidence indicate that the increase in activity of
acid hydrolases in the regressive tissue does not result from the release of
preformed inactive enzyme molecules, but rather from the appearance of
new enzyme that 18 synthesized by macrophages. Therefore the behaviour
of acid hydrolases is more likely to represent a symptom than the causative
event in tissue breakdown.

3. There is evidence of early degenerative changes involving the ultra-
structural organization of cell components, the mechanism of which is
still unkown. However, these autolytic changes may produce the necessary
condition for the local activation of macrophages.

4. The inhibition of tissue involution in tadpoles by actinomycin D
points to the possibility that the thyroid hormone produces its morphogenetic
effects by eliciting specific genetic information in the cells of larval tissues.
It is suggested that tissue involution is controlled by a mechanism similar to
that involved in determining progressive differentiation of embryonie
cells.

Die eigenen Untersuchungen wurden durch den Schweizerischen Nationalfonds zur
Forderung der wissenschaftlichen Forschung (Projekt Nr, 2456) unterstiitzt. An dieser
Stelle sei Herrn T’ Wy LER fiir seine fachkundige technische Assistenz bestens gedankt.
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