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Bedeutung der Evolution fiir das heutige Leben

Die verschiedensten Wissenschaftszweige forschen mit dem Ziel, den Ursprung, die
Entwicklung und Vielfalt des Lebens auf der Erde zu ergriinden. Nicht zuletzt um die
Neugierde des Menschen zu befriedigen- wie und wohin entwickelt sich das Leben.
Bedeutende Zeugnisse reichen von den Schriften der Forscher Alfred Russell Wallace
(1823- 1913) und Charles Darwin (1805- 1882) bis zur Entschliisselung des

menschlichen Genoms 2003 und sind damit noch lange nicht beendet.

Die Evolution steht nicht still. Wie eine uns umgebene unsichtbare Kraft ist sie stets
bemiiht die Entwicklung allen Lebens zu beeinflussen. Trotz aller Bemiihungen des
homo sapiens zum grofiten Gestalter der Erde zu werden, findet durch Replikation,
Variation und Selektion Evolution langsam aber stetig statt. Wie einst die

gigantischen Dinosaurier die Erde beherrschten, sind es nun die Menschen.

Der Mensch hat es gelernt die Umwelt, an seine Bediirfnisse anzupassen. Viele Arten
sterben durch den Menschen beschleunigt aus und gleichzeitig gelingt es ihm, neue
Arten zu ziichten. Das postulierte Prinzip ,,survival of the fittest* scheint auBBer Kraft
gesetzt worden zu sein, bzw. eine neue Bedeutung zu erhalten. Was keinem
Lebewesen vorher gelang, schafft nun der Mensch- er manipuliert die Evolution zu
seinem Nutzen, indem er Flora und Fauna auf maximalen Ertrag ziichtet oder durch
Genmanipulation nach eigenen Wiinschen neu kreiert. Pflanzen werden gegen
Schédlinge resistent, Hithner legen mehr Eier, Tomaten und andere Friichte werden
grofler und optisch schoner. Der moderne Mensch spielt Gott in seinem kleinen
Reich und gestaltet seine Umwelt neu. Doch behilt er dabei den Uberblick?
Verdndert sich ein Lebewesen, so hat dies auch unmittelbar Auswirkung auf die
benachbarten Organismen, die mit ihm zusammenhédngen. Konsequent wire es nur
jegliches Leben auf der Erde neu zu gestalten, zum Wohle des Menschen, dabei diirfte
kein Organismus iibersehen werden, kein noch so kleiner Mikroorganismus oder
Krankheitserreger.  Konzentriert sich der Mensch nur auf die ihm bedeuten
erscheinenden Organismen, so gibt er der Evolution die Ziigel wieder in die Hand.
Wo der Mensch versagt wird sie siegen, wo durch den Einsatz der Gentechnik
Pflanzen angebaut werden, die gegen bestimmte Schidlinge resistent sind, wird dieser

Schidling aussterben oder sich so verdndern, daf3 er die Pflanze wieder angreifen
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kann. Stirbt er aus, werden andere den Platz in der freigewordenen okologischen
Nische einnehmen, so wie einst die Sdugetiere die Herrschaft iiber die Erde von den

Dinosauriern iibernahmen.

Vermutlich kann der Mensch seine Umwelt nicht vollstindig beherrschen, wie schwer
dies ist weil} jeder, der schon einmal versucht hat die Umwelt in einem Aquarium-
einer kleinen, abgeschotteten Welt- im Gleichgewicht zu halten. Jede Verdnderung an
einer Stelle kann das ganze System zum Kippen bringen. Der Mensch muf} sich
bewul3t machen, wie er die Welt erobert hat- nicht durch die Verdnderung seiner

Umwelt, sondern durch die Anpassung des Menschen an die ihn umgebene Natur.

Die technische Entwicklung der Menschen verlduft wesentlich schneller als seine
evolutionidre Anpassung an die neu gestaltete Umwelt. Der Mensch versucht die
Natur zu beherrschen, statt sich von ihr treiben zu lassen. Evolution zuzulassen
bedeutet sich in seiner Umwelt zu behaupten und iiber die Nachkommen sich immer

besser anzupassen.

Die Intelligenz des Menschen, seine Mdglichkeiten eine ihm unbequeme Welt zu
verdndern und der medizinisch- technische Fortschritt lassen ,,survival of the fittest*
nur noch bedingt zu. Die medizinische Forschung sucht nach Mitteln und Wegen,
angeborene Unzuldnglichkeiten zu lindern und todliche Krankheiten zu heilen. Der
Mensch will nicht mehr so alt werden, bis seine Nachkommen stark genug sind, um zu
iberleben und selber Nachkommen groBzuziehen, nein er will um seiner selbst willen
dlter werden, um sich moglichst lange gegen das Unvermeidliche zu stemmen. Dies
fiihrt auch zu einer wachsenden Bedeutung fiir die Medizin in vielerlei Hinsicht. Eine
drastische Ausbreitung von Allergien, Wohlstandskrankheiten mit degenerativen
Wirbelsdulenerkrankungen und Herz- Kreislauftkrankheiten, Osteoporose im Zuge des

immer dlter werdenden Menschen sind hier nur einige Probleme.

Aber die Evolution existiert. Eine Katastrophe globalen Ausmales, sei es durch die
Unfihigkeit des Menschen die von ihm veridnderte Umwelt zu beherrschen, kosmische
Einfliisse oder schlichte Waffengewalt konnte die Menschheit wieder in die Steinzeit
zuriickkatapultieren oder ihn von der Erde tilgen. Unter extremsten Bedingungen
wiirde sich zeigen, ob einige Menschen an eine ,,world after tomorrow* angepal3t sind

oder eine andere Spezies die Herrschaft iiber die Erde iibernimmt.
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Das Leben auf der Erde hat ohne den Menschen begonnen, wird es- wie die

Dinosaurier- ohne ihn enden?

In dieser Arbeit wollten wir uns in diesem Sinne mit der Zusammensetzung des
Knochens im Wandel der Zeiten beschiftigen, um zu untersuchen, ob sich seine

Eigenschaften im Laufe der Evolution geédndert haben.

Die stammesgeschichtliche Entwicklung der Amphibien, Reptilien

und Siuger

Die Amphibien (griech.: dupi [amphi] ,,auf beiden Seiten* und fiog [bios] ,,Leben*)
sind die stammesgeschichtlich die dlteste Klasse der Landwirbeltiere (Tetrapoda). Sie
sind die evolutiondren Nachfolger der ersten Knochenfische (Osteichthyes), die im
Oberdevon vor etwa 374- 360 Millionen Jahren vom Meer aus das Land besiedelten.
Im Oberkarbon vor rund 300 Millionen Jahren war diese Tierklasse besonders
formenreich und hatte eine Bliitezeit als dominierende Landwirbeltiere. Bei den
Amphibien sind vor allem Verwandtschaftsverhiltnisse zu den Quastenflossern
(Latimeria chalumnae) und zu den Lungenfischen (Neoceratodus forsteri) erkennbar.
Beide Gruppen haben eine Reihe von Charakteristika mit den Amphibien gemeinsam,
wobei genetische Analysen der Lungenfische eine wesentliche grofere genetische
Ubereinstimmung mit Landwirbeltieren aufweisen als die Quastenflosser. Es gibt
heute etwa 3000 Amphibienarten die sich auf drei Ordnungen verteilen (die

Forschlurche, Schwanzlurche und Schleichenlurche, bzw. Blindwiihlen).

Die Reptilien stammen entwicklungsgeschichtlich von amphibischen Landwirbeltieren
ab. Sie lebten mit einigen Ausnahmen als erste Tiergruppe vollstindig auf dem
Festland, dem sie u.a. durch die Ausbildung von Eiern mit Amnion, durch
wechselwarme  Korpertemperatur, Lungenatmung, Schuppenhaut, Hornskelett
angepasst waren. Erstmals traten Reptilien im Unterkarbon (vor 360- 318 Millionen
Jahre) auf [32]. Die Schildkroten stellen wahrscheinlich einen frith abgespaltenen
Seitenzweig dar. Zu Beginn des Perm (vor 299 bis 251 Millionen Jahren) gingen die
Hauptgruppen (Leipidosaurier, Archosaurier, Sauropterygia, Placodontia und
Ichtyosaurier) der Reptilien hervor. Nach der ersten grolen Verzweigung im
Oberkarbon (vor etwa 300- 318 Millionen Jahren)/ Perm entwickelten sich die
Reptilien v.a. im Oberperm (vor etwa 270-251 Millionen Jahren), in der Trias (etwa

3
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251 und 199,6 Millionen Jahren) und in der Malm (etwa vor 161,2 bis 145,5 Millionen
Jahren) bis zur Kreide (vor etwa 145- 65 Millionen Jahren). Ende der Kreide starb ein
Grofiteil der Reptilien aus. Im Tertidr (vor etwa 65 — 2,6 Millionen Jahren) folgte
schlieBlich die Entfaltung der Schlangen, Echsen und Krokodile.

Die Séuger entwickelten sich aus den ,,sdugetierdhnlichen Reptilien* (Therapsida).
Die iltesten Funde der Sdugetiere stammen aus dem oberen Trias (vor etwa 220
Millionen Jahren). Uber die Symmetrodonta und die ebenfalls nur fossilien
Pantotheria entwickelten sich seit der Oberkreide (vor etwa 100- 65 Milionen Jahre)
die Beuteltiere und die Plazentatiere. Die schnelle weitere Entfaltung der Sdugetiere
setzte erst nach der Wende Kreide/ Tertidr, nach Aussterben der grolen Reptilien und

der Kontinentalverschiebung ein.

Lebensriume, Fortbewegung und Ernidhrung der untersuchten Tiere

Die Lebensweise der Amphibien und Reptilien ist unter anderem dadurch geprigt, dal3
es poikilotherme (wechselwarme) Tiere sind. Sie erzeugen die notige Korperwérme
nicht selbst und miissen sie, ihren jeweiligen Bediirfnissen entsprechend, durch
Ortswechsel von schattigen zu sonnigen Pldtzen oder von kaltem zu wirmeren

Wasserbereichen beeinflussen.

Amphibien
Rana temporaria

Die Grasfrosche (Rana temporaria) bevorzugen als Laichgewisser stehende oder
langsamflieBende Gewisser. Nach dem Ablaichen halten sich die Méannchen noch
einige Zeit im Wasser oder in der Nihe der Laichgewisser auf. Danach bevorzugen
sie tagsiiber dichte Grasvegetation oder stark verkrautete Wiesen, die bei ihrer Jagd
nach Insekten geniigend Deckung aber auch Schutz vor Sonneneinstrahlung und
Austrocknung bieten.  In kiihlen Nichten, jedoch auch bei sehr trockenen

Wetterperioden suchen sie oftmals wieder die Gewisser auf.

Die meisten erwachsenen Grasfrosche iiberwintern in stehenden oder flieBenden

Gewissern. Oftmals ist das Laichgewisser gleichzeitig auch das Winterdomizil. Die
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Tiere halten sich vorwiegend am Teichgrund auf, kommen aber ab und zu zum
Luftholen an die Wasseroberfliche. = Bevorzugt werden von den Froschen
FlieBgewisser, soweit vorhanden, deren FlieBgeschwindigkeit so hoch ist, daf} sie
nicht zufrieren konnen. Bei einer Wassertemperatur am Teichgrund unter 4°C,
reduzieren die Tiere ihren Stoffwechsel und Herzschlag und fallen in einen Zustand
fast volliger Bewegungslosigkeit.  Sobald die Temperaturen wieder iiber 4°C

ansteigen, werden die Tiere wieder aktiv und nehmen Ortswechsel vor.

Die Frosche sind weit springende Tiere, wie z. B. auch Kéngurus oder andere
springende Vertebraten, die hohe Sprungleistung erreichen sie durch eine
synchronisierte Streckung der Hinterbeine. Das Springen entwickelte sich
wahrscheinlich an Ufergebieten, zwischen Land und Wasser und diente als ein

effektiver Fluchtmechanismus. Es war zudem niitzlich beim Fang von Futter.[20, 29]

Cynops ensicauda

Die Schwertschwanzmolche (Cynops ensicauda) kommen auf mehreren siid-
japanischen Inseln vor. Es werden stehende Gewisser sowie verkrautete Tiimpel,
Reisfelder und Bewdsserungsgriben bevorzugt. AuBerhalb der Fortpflanzungszeit im
Friihling gehen die Tiere ab Juni/ Juli teilweise zum Landleben iiber und verstecken
sich dann unter Steinen und Todholz. Ahnlich den Froschen laichen die Molche in
ruhigen Gewissern, wihrend sie sich nicht springend, sondern mit allen vier

GliedmaBen krabbelnd fortbewegend.

Als Nahrungsquelle dient Zooplankton wie z. B. Wasserflohe oder an Land Insekten,

wie z.B. Blattlduse.

Reptilien
Iguana iguana

Der Lebensraum des griinen Leguans (Iguana iguana) befindet sich in Mittelamerika
und nordlichem Siidamerika. Bevorzugter Wohnort sind Tieflandwilder in der Nihe
groflerer Gewisser. Sie sind Flachlandbewohner und iiberschreiten fast nie die

Hohengrenze von 1000 Metern iiber Normalnull.
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Der griine Leguan bewohnt vorwiegend Biume. Er ist zudem ein guter Schwimmer
und kann sich bei Bedrohungen vom Baum ins Wasser fallen lassen und auf diesem
Wege entfliechen. Die Miannchen verteidigen ihre Reviere mit peitschenartigen Hieben
ihres Schwanzes, wihrend die Weibchen vor allem durch Drohverhalten imponieren.
Nach der Paarung im Januar bis Dezember legen die Weibchen ihre Eier in selbst
gegrabene Erdhohlen. Im Winter halten sie wie viele andere Reptilien Winterruhe.

Die adulten griinen Leguane sind reine Pflanzenfresser [9].

Petrosaurus thalassinus

Der blaue Felsenleguan (Petrosaurus thalassinus) ist iiber weite Teile Mexikos und
Kalifornien in felsigen Gebieten und der Halbwiiste beheimatet. Er ist ein geschickt
kletternder Felsenbewohner und nur selten auf dem Boden. Sie konnen sich aufgrund
ihrer Anatomie sogar kopfiiber auf Felsen bewegen. Bei Bedrohungen verstecken sie
sich flink in Felsnischen oder imponieren mit Drohverhalten indem sie ihren Kehlsack
aufbldhen. Zudem konnen sie ihren Schwanz abwerfen, der dann allmihlich wieder
nachwéchst.

Im Winter halten die Tiere an frostsicheren Plitzen eine mehrmonatige Winterruhe.
Die blauen Felsenleguane sind Allesfresser und erndhren sich vorwiegend von

Insekten, kleinen Sédugetieren und auch pflanzlicher Kost.

Cyclura cornuta

Der Nashornleguan (Cyclura cornuta) bewohnt Gegenden auf Hispaniola und anderen
karibischen Inseln. Er lebt in der Kiistengegend auf trockenen, felsigen Gebieten mit
Kakteen und Dornbuschsteppen. Es sind Allesfresser, die sich von neben einer
vielseitigen Pflanzenkost auch gelegentlich Insekten und andere Kleintiere verzehren,
wihrend die Jungtiere vornehmlich Insekten, Schnecken und andere Wirbellose Tiere

bevorzugen [18].

Chameleon melleri

Das Elefantenohrchaméleon ist vorwiegend auf dem afrikanischen Kontinent und

angrenzenden Inseln, Madagaskar, auf der arabischen Halbinsel, rund um das
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Mittelmeer (mit Ausnahme von Frankreich, der Ostlichen Adriakiiste und einiger
Inseln), auf Sri Lanka, der Westkiiste von Indien um im Siiden von Pakistan

beheimatet. Sie leben am Boden und auf Bdumen.

Chameleons sind in vielerlei Hinsicht eine besondere Echsengruppe- hier soll lediglich
kurz auf die Besonderheiten der Extremitéiten eingegangen werden. Ihre Fiile haben
einen besonderen Aufbau. Die fiinf Zehen sind zusammen gewachsen. An den
Vorderfiilen zeigen sich je zwei nach au3en und drei nach innen, an den Hinterfii3en
ist es genau reziprok. Dadurch sind perfekte Greifzangen entstanden, die zusammen
mit den Krallen und den Haftlamellen der Geckos &dhnlichen Strukturen der
FuBunterseiten [48] einen sehr guten Halt selbst an glatter Rinde oder auf diinnen
Zweigen gestatten. Chameleons sind Allesfresser, die verschiedene Wirbellose Tiere,

Vogel, Frosche, Reptilien und Pflanzen fressen [39].

Varanus exanthematicus

Der Steppenwaran (Varanus exanthematicus) ist iiber die Wiistengebiete Afrikas vom
Senegal im Westen bis zum Sudan und Athiopien im Osten verbreitet. Das
Verbreitungsgebiet wird im Norden durch die Sahara und im Siiden durch die
Regenwaldgebiete begrenzt. Sie leben in kargen Regionen in Erdhohlen, in
baumreichen Gebieten hingegen sind sie auf Bdumen und in Baumhdohlen zu finden.
Da diese Warane in der Natur recht scheu sind, findet man sie selten bis nie in der
Néhe menschlicher Siedlungen. Hiufig ist er in der Ndhe von Wasserldaufen zu finden,

obwohl er kein besonders geschickte Schwimmer ist.

Die carnivore Nahrung besteht in der Hauptsache aus Insekten, bevorzugt aus
Wanderheuschrecken, Kifern und deren Larven, Schmetterlingen, Bienen und
Wespen.  Skorpione, Schnecken und Agameneier stehen ebenfalls auf dem
heimatlichen Speiseplan. Bei Steppenwaranen, die in Kiistenndhe leben, fand man

auch Krabben in den Migen untersuchter Tiere [33].

Varanus acanthurus

Die Verbreitung der Stachelschwanzwarane (Varanus acanthurus) erstreckt sich auf
den Westen, Norden und das Zentrum Australiens, sowie auf einige der Nordkiiste
vorgelagerte Inseln. Sie reicht von Carnarvon im Westen bis nach Mt. Isa im Osten
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[19]. Er bewohnt Trockengebiete und steinige Halbwiisten. Tagsiiber versteckt er
sich in Felsspalten und unter Steinen, wobei er mit Hilfe des seines Schwanzes den
Eingang verschlieBt. Er erndhrt sich carnivor unter anderem von Maéusen, kleinen

Echsen und Insekten.

Testudo hermanni

Die griechische Landschildkrote ist im europdischen Teil des Mittelmeerraumes
beheimatet. Sie bewohnt lichte Kiefern-, Eichen- und Korkeichenwilder, Hecken-,
Strauch- und Heidelandschaften, sowie Kulturflichen. Sie sind herbivore, tagaktive
Reptilien. In den heiBen Sommermonaten aber auch in den Wintermonaten verharren

sie in einem Ruhezustand.

Mammalia

Ratus norwegicus

Das urspriingliche Verbreitungsgebiet der Wanderratte stammt aus Sibirien und China,
ist heute aber weltweit verbreitet. In ihren Ursprungsgebieten ist sie noch vollig frei
lebend, wihrend sie in den iibrigen Gebieten an die Ndhe der Menschen gebunden ist.
Ratten leben in Gruppen zusammen. Minnchen und Weibchen leben hierbei nicht
getrennt. Sozialpartner markieren sich gegenseitig mit Urin, um den Zusammenhalt
der Gruppe zu stiarken. Es handelt sich um extrem soziale Tiere, welche innerhalb

eines hierarchischen Systems kooperieren.

In freier Wildbahn lebt die Wanderratte in einem Erdbau, vorwiegend in der Nihe von
flieBendem Gewdsser mit iippiger Vegetation, die ihr Schutz bietet. Sie geht gerne ins
Wasser und kann gut schwimmen und tauchen. Der Erdbau ist meist mit einem gut
verzweigten Gangsystem angelegt mit mehreren Nest- und Vorratskammern. Die
Wanderratte ist sehr angriffslustig und kampfbereit sogar gegeniiber weitaus grofleren
Tieren, die sie mit ihrem Bif3 todlich verletzen kann. Wanderratten sind Allesfresser

und dimmerungsaktiv [34].

3.3.2 Cavia aperea



3.3.3

3.34

3.3.5

Einleitung

Das gemeine Meerschweinchen ist nahezu in ganz Stidamerika verbreitet. Es bewohnt
Grasfldachen und Gebirgsregionen bis in iiber 4000 Meter Seehohe. Meerscheinchen
sind ddmmerungsaktive, herbivore Tiere, die selbstgegrabene Baue oder Hohlen als
Unterschlupf bevorzugen und in kleinen Gruppen von fiinf bis zehn Tieren
zusammenleben. Da Meerschweinchen nicht sehr gut sehen konnen, sind Gehor und

Geruchssinn extrem gut ausgebildet, um vor Frefifeinden geschiitzt zu sein.

Equus

Die domestizierten Pferdearten findet man weltweit. Die wildlebenden Formen findet
man heute noch in Ost- und Siidafrika. Pferde sind herbivore und iiberwiegend

didmmerungs- und nachtaktive Tiere. Normalerweise leben sie in Herden zusammen.

Callithrix jacchus

Die Verbreitung der WeiBbiischelaffen (Callithrix jacchus) war urspriinglich nur im
Gebiet der Nordostkiiste Brasiliens, zum Schutz der Art wurde er zudem im
siidostlichen Brasilien eingefiihrt, wo er sich wieder priachtig vermehrt. Sie gehoren
zur Familie der Krallenaffen und sind tagaktiv. Sie bewohnen unterschiedliche
Habitate von Waldrindern bis tief im Innern der Wilder. Mit raschen Bewegungen
laufen sie iiber die Aste und koénnen zudem gut springen. Sie leben in Gruppen mit
Familienclanstrukturen. Das natiirliche Nahrungsangebot von Weilbiischelaffen
besteht aus Friichten, Beeren, Niissen, Insekten, Baumfroschen und sogar Kleinvogeln
[53]. WeiBbiischelaffen erndhren sich auch von Baumsiften aus Gummi- bzw.
Kautschukbdumen. Nach N. Rowe erndhren sich Weillbiischelaffen sogar mehr als
alle anderen Marmosetten von Baumsiften. Der Anteil von Baumsiften, bezogen auf
die Gesamtfutteraufnahme, liegt bei Weillbiischelaffen bei 15 % [47]. Baumsifte

liefern den Krallenaffen hochwertige Kohlenhydrate und wichtige Mineralstoffe [54].

Talpa europeae

Der europdische Maulwurf ist in GroBbritannien, Mittel- und Osteuropa beheimatet.
Er bevorzugt gemiBigte Regionen und fehlt in den kiihleren Gebieten Eurasiens

ebenso wie in der Kaukasusregion und im Mittelmeerraum. Sein Lebensraum sind
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Wiesen, Grasland und Wilder. Die Maulwiirfe haben keinen ausgeprigten Tag-
Nacht-Rhythmus. Die Aktivitit ist in drei Wach- und Schlafphasen aufgeteilt, die
Wachphasen sind meist vormittags, nachmittags und gegen Mitternacht mit einer
Dauer von jeweils etwa 4 bis 5 Stunden. Wihrend dieser Phasen durchstreifen sie ihre
Giinge auf der Suche nach EBbarem. An die Erdoberfliche kommen Maulwiirfe nur,
wenn sie durch Nahrungsknappheit oder grole Trockenheit gezwungen werden und
dann ausschlieBlich nachts. Sie halten keinen Winterschlaf, sondern sind auch
wihrend der kélteren Jahreszeit aktiv. Um in dieser Zeit genug Nahrung zu finden,
verlegen sie ihre Aktivitdten in tiefergelegene Bodenschichten und legen Vorrite an.
Anatomisch sind sie hervorragend an ihre unterirdische Lebensweise angepalit. Die
VordergliedmaBen sind gro3 und haben auBlergewohnlich kriftige Muskeln. Die
Ginge werden mit den Vorderfiilen gegraben. Die losgewiihlte Erde wird dabei nicht
gleichmifig, sondern haufenweise mit den VorderfiiBen hochgedriickt. Als Nahrung
verspeist er Insekten, die in seine Wohnginge fallen. Vor allem ernéhrt er sich von
Regenwiirmern (80-100%), aber auch von Insektenlarven, Tausendfiiern, Kédfern und

Schnecken [7].

Knochen als Material fiir die Erforschung der evolutioniren

Entwicklung der Lebewesen

Unzihlige korperliche Uberreste und Spuren der Aktivitit ausgestorbener Organismen
gelangten vor iiber 10.000 Jahren, im Zeitalter des Pleistozins oder friither, unter die
Erde und wurden zu Fossilien. Die Existenz und Untersuchung dieser Fossilien
ermOglicht es uns heute Erkenntnisse iiber ausgestorbene Tier- und Pflanzengruppen,

wie zum Beispiel Trilobiten, Samenfarnen und Dinosauriern zu erlangen.

Den Ausgrabungen und der Analyse von Knochenfunden, steht hier eine besondere
Bedeutung zu. So konnen anhand der Anatomie und Eigenschaften der Knochen,
unter der Beachtung der naturwissenschaftlichen Gesetze der Mechanik, zum Beispiel
zuverldssige Aussagen iiber die Hauptbelastung eines Skeletts und damit dariiber
gewonnen werden, ob ein Tier vorwiegend im Wasser oder an Land lebte, ob es laufen
und springen konnte oder eher einen schwerfilligen Gang hatte [16, 17]. Auch
evolutiondre Verdnderungen innerhalb einer Gattung, wie zum Beispiel bei den
Pferden, konnten belegt werden. Hier wurde bereits von O.C. Marsh (1870) und

illustriert durch eine Ausstellung des American Museum of Natural History auf eine
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kontinuierliche Evolution der Pferde (Equus) iiber viele Zwischenstufen, ausgehend
vom Eohippus (nun Hyracotherium genannt) im Tertidr hingewiesen. So ist unter
anderem zu sehen, wie der zentrale Metacarpalknochen III zunehmend stirker wurde,
wihrend die Metacarpalknochen II, IV und V an Bedeutung verloren und beim Pferd
von heute praktisch verloren sind (Abb. 1.1). Die Reduktion der Knochen fiihrte zu
einer Verminderung des Gewichtes der Extremitdt.  Dies verminderte das

Drehmoment, so kann sich das Pferd schneller bewegen.

Hydracotherium  Miohippus Meryhippus Equus
vor 55-45 vor 33-29 vor 17-11 vor 5
Millionen Jahren Millionen Jahren Millionen Jahren Millionen Jahren

Abb. I.1: Entwicklung der FuBknochen beim Pferd

Enlow, D. H. und Brown, S. O. 1957 [21, 22], sowie Currey, J. D. 1962 [14] forschten
an der Histologie von Dinosaurierknochen. Sie zeigten, daB es sich um
Lamellenknochen mit sehr guter Vaskularisation handelt, im Gegensatz zu

Lamellenknochen von Reptilien und kleinen oder fleischfressenden Séaugetieren.

J. D. Currey hielt es fiir moglich, da} es sich hierbei in gewissem Malle um eine
hohere physiologische Spezialisierung der Dinosaurier handelt, als es in lebenden

Reptilien zu sehen ist.
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Forschung anhand konservierter DNS im Knochen wird wohl aufgrund der
Anreicherung von natiirlichem radioaktiven Uran nicht moglich sein, da dessen
Strahlung in wenigen Millionen Jahren die DNS weitgehend zerstore, so Prof.

Pfretschner, Uni Tiibingen.
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Materialeigenschaften der Knochen

Zusammensetzung und Funktion der Knochen

Knochen sind eine biologische Gewebeform bestehend aus organischer- und
anorganischer Substanz. Der organische Anteil (30%) setzt sich zu 95% aus Kollagen
Typ I und zu 5% aus Nicht- Kollagen- Proteinen, wie zum Beispiel Osteokalzin,
Osteonektin und Knochenproteoglykanen zusammen, wihrend der anorganische
Anteil (70%) zu 95 % aus Knochen- Hydroxylapatit und zu 5 % aus Magnesium-,

Natrium- und Kalium- Fluoriden und Chloriden besteht.

Knochen- Hydroxylapatit ist kein reines Hydroxylapatit der Summenformel
Ca;9(PO4)6(OH),, sondern entspricht der Grundstruktur der Knochen und Zihne. Es
enthilt in seiner chemischen Form einen hohen Anteil an Carbonat (6%) [38], welches
den Phosphatanteil ersetzen kann. Neben den Calciumionen sind auch
Hydroxylgruppen teilweise durch andere Ionen, wie Strontium fiir Calcium und Fluor-
oder Chloridionen fiir die Hydroxylgruppe ersetzt. Knochen- Hydroxylapatit nimmt
so keine monomorphe Kristallstruktur ein und bekommt seinen einzigartigen
Charakter [44]. Aufgrund der sehr geringen MolekiilgroBe von 30-70 A besitzen sie
eine enorme Oberfliche zwischen ungefihr 100 und 200 m2/g Knochen [28, 41, 43].

Untersuchungen wurden von Biologen, Zahnirzten, Mineralologen, Geologen und
vielen anderen durchgefiihrt. Dieses breite Interesse an den Apatiten kommt nicht
zuletzt dadurch zustande, dal3 der grote Anteil von Calcium und Phosphaten in der
Erdkruste vorkommt. Calcium und Phosphat kommen hier in glithendem- und

Sedimentgestein nahezu ausschlieBlich in einer Form von Apatit vor. Apatit leitet sich

vom altgriechischem amatav, dpatan, ,,tiuschen‘ ab.

Hydroxylapatit wird als Biomaterial beim Knochenersatz, zum Teil in Kombination
mit B-Trikalziumphosphat, oder als bioaktive Beschichtung von Titanimplantaten zur
Verbesserung des Knocheneinbaus eingesetzt. Aullerdem dient es bei der

chromatografischen Trennung von Eiwei3stoffen als stationire Phase in der Saule.

Die Knochen bilden mit biege-, zug-, druckfesten und elastischen Eigenschaften als
Stiitzelemente das Skelett. Im Rahmen seiner Aufgabe als Calcium- und
Phosphatdepot erfiillt der Knochen eine wichtige Funktion zur Calciumhomdostase.
Weiterhin stellt der Knochen einen wichtigen Speicher fiir essentielle lonen dar wie

Magnesium, Kalium und Carbonat. Der Knochen schiitzt auch vor der Entwicklung

13
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einer systemischen Azidose und unterstiitzt die Niere und den Respirationstrakt, das
Sédure- Base- Gleichgewicht aufrechtzuerhalten [23]. Schédel- und Rumpfknochen
schiitzen das ZNS und die Thoraxorgane. Im Knochenmark findet die Blutbildung
statt.

Materialpriifungen ergaben, daB3 Sauropodenknochen einem Korpergewicht von iiber
100 Tonnen Stabilitdt verliehen. Die Knochen besitzen die gleiche Elastizitit wie
Eichenholz und die gleiche Zugfestigkeit wie Kupfer. Die Druckfestigkeit ist etwas
hoher als die von Sandstein und die Biegefestigkeit ist mit Flu3stahl vergleichbar [27].

Anatomie der Extremititenknochen

Umgeben sind die Knochen von einer Knochenhaut, dem Periost. Von ihr geht die
embryonale Knochenbildung und nach Verletzung auch die Regeneration des
Knochens aus (Geflecht- oder Primirknochen). Die Knochen der Extremititen
bestehen aus Lamellenknochen oder Sekundirknochen, diese unterscheiden sich
makroskopisch in einer dufleren kompakten Schicht, der Substantia compacta, von
einer inneren Schicht mit einem lockeren Maschenwerk aus feinen Knochenbilkchen,
der Substantia spongiosa. Die Knochenbilkchen sind entsprechend den statischen
Anforderungen verteilt und bilden je nach Zug- und Druckbelastung Spannungslinien.
Die verbreiterten Enden der langen Rohrenknochen, die sog. Epiphysen bestehen
hauptsédchlich aus Spongiosa, die von einer diinnen Schicht aus Substantia compacta
iiberzogen ist, auBerdem besitzen die Epiphysen auf den Gelenkflichen hyalinen
Knorpel. Der Knochenschaft, die Diaphyse, besteht fast vollstindig aus Compacta
und etwas Spongiosa an der inneren Oberfliche, welche die Knochenmarkshohle
umgibt. Die Rdaume zwischen den Trabekeln der Spongiosa und die Markhdhlen in

den Diaphysen der Rohrenknochen enthalten das Knochenmark. [36]

Aufgabenstellung

Wir stellten uns die Frage, ob sich im Laufe der Evolution die Materialeigenschaften
des Knochens gedndert haben. Unser Ziel war es die Eigenschaften der Knochen von
Lebewesen, die sich stammesgeschichtlich zu unterschiedlichen Zeiten entwickelt
haben, zu bestimmen und zu vergleichen, um so eventuell Riickschliisse auf die

Entwicklung des Knochens vornehmen zu konnen.
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Material und Methoden

Material und Methoden

Material und Materialgewinnung

Als Untersuchungsexemplare standen uns die Kadaver von 5 Amphibien, 7 Reptilien
und 36 Siugetiere, vor allem Ratten zur Verfiigung, woraus sich eine Probenanzahl
von 144 ergab. 93 der Proben waren Femora, 51 Tibiae. Die Anzahl der Amphibien
und Reptilien begrenzte sich vor allem dadurch, daf} viele Arten vom Aussterben
bedroht sind, bzw. nahe bedroht sind (Tab. 1). Die Amphibien und einen Teil der
Reptilien bekamen wir aus dem Institut fiir veterindrmedizinische Betreuung niederer
Wirbeltiere und Exoten, exomed. Der Schwertschwanzmolch war mumifiziert. Die
restlichen Reptilien stammen aus dem Reptilienzoo in Regensburg. Die Sdugetiere
kamen im wesentlichen aus dem Tierstall unseres Institutes, bzw. aus der

RoBschlachterei Bredel in Berlin und dem Institut fiir klinische Pharmakologie.

Bei den vergleichenden Untersuchungen der Materialeigenschaften und der
Organeigenschaften entschieden wir uns fiir die Femora, bzw. Tibiae da diese unter
den verschiedenen Spezies in der Anatomie groBe Ahnlichkeiten aufweisen und eine

klare Abgrenzung zwischen den Epi- und Diaphysen erkennen lassen.

Die Priparation der Knochenpréparate erfolgte, nach der Hautentfernung, durch 16sen
der Muskelgruppen vom distalen zum proximalen Ende der Extremitdt. Die
Epiphysen wurden mit einer Diamantkreissdge (Proxxon, Wildeshausen) abgetrennt.

Das Mark wurde mittels Zahnseide entfernt.

Voruntersuchungen

Die Vorversuche fiir die Materialeigenschaften der Knochen fiihrten wir an
minnlichen Ratten durch, um geschlechtsspezifische Einfliisse auszuschlieen. Diese

stammten alle aus unserem Institut.

Alter

An 17 Exemplaren untersuchten wir, in wieweit das Alter der Tiere die folgenden

Untersuchungen beeinflufit. Die Ratten waren im Alter zwischen einem und
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Material und Methoden

viereinhalb Monaten. Sie wurden untersucht auf die Dichte, den Wasser- und

Mineralgehalt, sowie auf die Mineralzusammensetzung der Femora.

Korperseitenunterschiede

In einem weiteren ebenso gestalteten Vorversuch mit 30 mannlichen Ratten wurden
mogliche Seitenunterschiede zwischen rechtem und entsprechendem linken

Extremititenknochen eines Tieres betrachtet.

Untersuchung des Einflusses der Lagerung bei -20 °C

Die Amphibien-, Reptilien- und WeiBbiischeldffchenkadaver waren fiir 1 %2 Monate
bis zu 2 2 Jahren bei -20°C gefroren, um die Verwesung der Tierkadaver zu
vermeiden, bevor sie untersucht wurden. Den EinfluB des Gefrierens auf die
Materialeigenschaften der Knochen untersuchten wir, indem wir bei einer
Versuchsreihe von 24 minnlichen Ratten die Extremititenknochen priparierten und
die der linken Seite fiir mindestens 3 Monate bei -20°C eingefroren, bevor wir die

Knocheneigenschaften bestimmten.

Trockengewicht

Die préparierten Knochen wurden auf Petrischalen im Trockenofen bei 90°C fiir
5 Tage getrocknet. Alle 24 Stunden wurde das Trockengewicht mit der

Mikrogrammwaage (Sartorius type 1801) gemessen.
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2.1

Material und Methoden

Untersuchung der Materialeigenschaften
Dichte

Die Dichte der Knochen ermittelten wir mit Pyknometergefdlen unterschiedlicher
GroBe. Pyknometer sind meist birnenformige Wigegefile mit duBerst genau
bestimmten Volumen. Sie sind mit einem geschliffenen und durchbohrten
Glasstopfen versehen. Das MeBprinzip beruht auf der Verdringung der im Gefal3
befindlichen Fliissigkeit. Zunichst ermittelten wir das Gewicht der frisch préparierten
Knochen, nachdem das Mark entfernt wurde, mit einer Mikrogrammwaage (Sartorius
type 1801) und bestimmten so das Feuchtgewicht, mge,ch. Die Pyknometergefifie
wurden vollstdndig mit physiologischer Kochsalzlosung gefiillt. Dann wurde das
Gewicht des mit NaCl- Losung gefiillten Pyknometers, m pyknometer, mit der Waage
bestimmt. Nun gaben wir den frisch priparierten Knochen in das gefiillte
Pyknometer. Nach aufsetzen des Glasstopfens wurde die aus der Kapillare
ausgetretene iiberschiissige Fliissigkeit, die noch am Gefid3 haftete, sorgfiltig mit

FlieBpapier entfernt. —Das Gefdl mit dem Knochen wurde erneut gewogen,

M pyknometer+ Probe-

Fiir die Dichte, p, der Proben gilt:

IMFeucht [mg] X p phys.NaCl - Losung [g/ Cm3]

Jom?] =
p Probe [g cm ] IMPyknometer [g] + MPFeucht [mg] — IMPyknometer + PrObe[g]

Abb. I1.2: Pyknometer
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Wassergehalt

Nach der Dichtebestimmung wurden die Knochen auf Petrischalen im Trockenofen
bei 90°C fiir mindestens 24 h getrocknet und anschlieBend das Trockengewicht,
MTrocken, gEMESSeEN. Die Zeitdauer von einem Tag ergab sich aus einem

entsprechenden Vorversuch.

Fiir die Ermittlung des prozentualen Wassergehaltes der Proben wéhlten wir als Bezug
das Trockengewicht anstatt des Feuchtgewichtes, um groere Schwankungen der

Werte zu vermeiden.

Fiir den prozentualen Wassergehalt der Proben gilt:

mTrocken[mg}

Wassergehalt[%] :( [ }
MTrocken| M

mFeuchl[ng B mTrocken[mg}] = [ mFCUCht[mg} — 1] *100%

Mineralgehalt

Die getrockneten Knochenproben wurden in thermostabilen Glasrohrchen im
Muffelofen bei 620 °C fiir 24 h verascht und anschlieBend das Gewicht, magche,

bestimmt.

Der prozentuale Mineralgehalt ergab sich dann als:

MAsche [mg]

Mineralgehalt[%] = (—[—]J *100%
MTrocken [NZ
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Material und Methoden

Mineralzusammensetzung

Die Mineralien Calcium und Magnesium bestimmten wir quantitativ mit dem
Verfahren der Flammen- Atom- Absorbtions-, bzw. Emissions- Spektroskopie,

wihrend Phosphat spektrophotometrisch ermittelt wurde.

Bei der Atom- Absorbtions-, bzw. Emissions- Spektroskopie mittels des Perkin Elmer
Atomic Absorbtion Spektrometer 3100 wird die zu analysierende Probe durch
Flammen in den Dampfzustand iiberfiihrt. Bei dem Verfahren der Atomabsorption
wird anschlieBend durch die optisch diinne Atomwolke ein Lichtstrahl geschickt, der
der Wellenldnge einer Analysenlinie des nachzuweisenden Elements entspricht. Die
Atome absorbieren die charakteristische Wellenlinge, dies entspricht Ubergingen aus
ihrem Grundzustand in angeregte Energiezustinde. Die Elementkonzentration in der
Atomdampfwolke ist der gemessenen Absorption proportional, dagegen werden bei
der Atomemission die Atome durch die thermische Energie der Flamme in einen
angeregten, unstabilen Zustand iiberfiihrt. Die Atome kehren spontan wieder in ihren
Grundzustand zuriick und senden dabei Licht einer diskreten Wellenldnge aus. Die
Intensitdt der ausgesandten Wellenlidnge ist proportional zur Anzahl der angeregten

Atome [5].

Mit dem Lambda 2 UV/ VIS Spektrophotometer von Perkin Elmer wird die Messung
der Lichtabsorption des zu analysierenden Stoffes in einer Kiivette in Abhingigkeit
von der entsprechenden Wellenlinge durchgefiihrt. Ein von einer VIS-Lampe
ausgesendeter Lichtstrahl wird iiber einen Monochromator (Prisma oder Gitter)
geleitet, so daB} Licht nur einer Wellenldnge, in unserem Fall 720 nm, entsteht. Durch
einen halbdurchldssigen Spiegel wird der Lichtstrahl in 2 kohédrente Strahlen
aufgespalten, von denen der eine iiber die Leerwertlosung und der andere iiber die
Analyseprobe geleitet wird. Beide Strahlen werden jeweils hinter den Kiivetten von
Detektoren erfalt, die die Extinktion der Losung erfassen. Der Lichtstrahl erfdhrt
beim Durchdringen der Kiivette einen Intensititsverlust, der dadurch zustande kommt,
dafl durch die von ihm gelieferte Energie die Elektronen in dem zu untersuchenden
Molekiil in ein hoheres Energieniveau springen. Der gemessene Intensitédtsverlust
mufl um den Faktor korrigiert werden, um den er in der Blindlosung hervorgerufen

wird.
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24.2

Material und Methoden

Bei beiden Geriten werden zundchst Standardldosungen definierter Konzentration
eingelesen, anhand derer die unbekannten Elementkonzentrationen computergestiitzt

bestimmt werden.

Fiir die Ermittlung der jeweiligen Mineralkonzentrationen im Aschegewicht der
Proben verwendeten wir elektrolytfreie Plastikgefde und Einmalpipetten. Glashaltige
Materialien waren mit PBS oder konzentrierter Salzsdure gespiilt, um einen Eintrag

von Elektrolyten in die Probenldosungen zu vermeiden.

Die veraschten Knochen wurden in 5 ml 10%iger HCI - Losung aufgelost und im

Verhiltnis 1: 101 mit Aqua bidest. verdiinnt.

Calciumkonzentration

In den Proben ist Phosphat enthalten, das die Eigenschaft besitzt sich mit den Ionen
der Erdalkalimetalle zu binden und so die atomabsorptionsspektrometrische
Bestimmung zu storen. Um eine vollstindige Dissoziation der Calciumionen vom
Phosphat zu erreichen, wurden der Probe, sowie den Standardlosungen, ca. 1%iges
Lanthanchloridlésung im Uberschu zugesetzt. Es bildete sich schwerldsliches
Lanthanphosphat.  Die Calciumkonzentration der Proben wurde dann aus den
Reaktionsgefiflen mit Hilfe der Atomabsorptionsspektroskopie bei einer Wellenlidnge

von 422,7 nm bestimmt.

Phosphatkonzentration

( mod. nach C. H. Fiske & Y. Subbarow (1929))

Das Prinzip der Phosphatbestimmung beruht darauf, daB3 sich Phosphat mit
Ammoniummolybdat zu Ammoniumphosphomolybdat verbindet, welches sich zu
Molybdinblau reduzieren 14Bt. Die Extinktion dieses blauen Farbstoffes wird am
Photometer gegen eine Leerwertprobe, bei einer Wellenldnge von 720 nm gemessen.
Das MeBgerit wird mit einer Standardreihe von 3 Standards einer PO,”- Losung

kalibriert [24].
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Material und Methoden

2.4.3 Magnesiumkonzentration

3.1

Fiir die Bestimmung der Magnesiumkonzentration wurde die Probe nach der
Lanthanchloridzugabe, stiarker mit Aqua bidest. verdiinnt und anschlieend bei einer

Wellenldnge von 285,2 nm im Atomabsorbtionsspektrometer bestimmt.

Berechnungsgrundlagen

Seitenfehler

Um den prozentualen Seitenfehler des Wassergehaltes zu bestimmen, haben wir das
Trockengewicht eines rechten und entsprechenden linken Knochens mit seinem

jeweiligen Feuchtgewicht ins Verhiltnis gesetzt und beide Werte multipliziert.

mFeuchlg .re [mg] mFeuchtg.li [mg]

Seitenfehler (SF) HZO — Gehalt(%): ‘([ mTrockeng .re [mg]}( mTrockeng.li [mg]}J ¢100%

Zur Bestimmung des prozentualen Seitenfehlers des Mineralgehaltes, setzten wir das
Aschegewicht eines rechten und entsprechenden linken Knochens mit seinem

jeweiligem Trockengewicht ins Verhiltnis und multiplizierten beide Werte.

Seitenfehler (SF) Mineral — Gehalt(%):

mAschg.re [mg] mAschg.li [mg] ° 100%
mTrockeng.re [mg] mTrockeng.li [mg]

22



3.2

3.3

Material und Methoden

Gefrierfehler

Der Wassergehalt, bzw. Mineralgehalt der gefrorenen und nicht gefrorenen Knochen

wurde ins Verhiltnis gesetzt, um den Gefrierfehler zu bestimmen.

Wassergehalt[mg]

gefroreneFemora

Gefrierfehler H,O — Gehalt: 1—

Wassergehalt[mg]

nichtgefroreneFemora

Minera lgehalt[mg]

gefroreneFemora

Gefrierfehler Mineral — Gehalt: 1 ——
Minera lgehalt[mg]

nichtgefroreneFemora

Statistischer Vergleich von Mittelwerten

Die Ergebnisse der Materialeigenschaften Dichte, Wasser- und Mineralgehalt bei der
Untersuchung der Korperseitenunterschiede und des Einflusses der Lagerung bei
minus 20°C auf die Proben testeten wir mit Hilfe des t- Testes fiir 2 unverbundene
Stichproben auf statistisch signifikante Unterschiede. Die Werte der rechten
Extremititenknochen, bzw. der Tiefgefrorenen ergaben die mit X;, Xp,..., Xpi
bezeichnete Stichprobe und die Werte der linken Extremititenknochen, bzw.
entsprechender nicht tiefgefrorener Knochen ergaben die mit yj, Vya,..., Yn2
bezeichneten Stichprobe. Unsere Nullhypothese Hy besagte, dal die Mittelwerte x,

bzw. y der jeweiligen Materialeigenschaft der einen Stichprobe die der anderen

entsprachen[6].
Priifgrofle:
-
t= Y 5
s s’
- + -
n, n,

wobei die gepoolte Varianz s” sich aus den Werten beider Stichproben wie folgt
errechnet:

§2 = (n1 _1)312 +(n2 _1)33 mit
n,+n,-2
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Material und Methoden

Y DCTEE Y S D XC Vil
n, —1 n,—1

Die Nullhypothese wurde abgelehnt, falls |t| >t [10].

nl+n2-2;1-o
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Ergebnisse

III. Ergebnisse

A

1.

1.1

Methoden
Proben

Alter

Die Untersuchung der 17 ménnlichen Ratten im Alter zwischen 32 und 133 Tagen
hinsichtlich der Materialeigenschaften Dichte in g/cm3 , prozentualer Wasser- und
Mineralgehalt des Knochens, sowie der prozentuale Calcium- Magnesium- und

Phosphationengehalt im veraschten Knochen ergaben folgende Ergebnisse.

Es zeigte sich, daf die Knochen junger Tiere, die noch nicht ausgewachsen waren, bis
zum Alter von 3 Monaten an Dichte zunahmen, von 1,49 g/cm3 mit einem Monat bis
zu 1,94 g/cm3 mit viereinhalb Monaten, wobei die Dichtezunahme der Knochen ab

dem dritten Lebensmonat anndhernd gleich blieb.

2,5

3
)
*»

5 . :
o e
- 1,5 - $
=
2
a1
0,5
O T T T T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2.5 3 3,5 4 4.5 5
Alter/ Monat

Abb. 1II.1: Die Dichte in g/cm’ von Femora in Bezug auf das Alter in Monaten der

mannlichen Ratten.

25



Ergebnisse

In Bezug auf den Wassergehalt zeigte sich eine exponentielle Abnahme bei einem
Regressionskoeffizienten > von 0,76, wihrend der Mineralgehalt in den Knochen,
dhnlich der Knochendichte, bis zum dritten Lebensmonat anstieg von ca. 64% des

Knochens auf 73 %, und dann annéhernd gleich blieb.

Fiir die weiteren Untersuchungen entschlossen wir uns, aufgrund der Ergebnisse

dieser Vorversuche, ausgewachsene Tiere ab dem dritten Lebensmonat zu wihlen.

90
80
70
S 60
=
2 50 * * e
o0 s 3
Q 40 °
2 *
= 30 . . %
20 5
R"=0,7564
10
O T T T T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2.5 3 3,5 4 4.5 5
Alter/ Monat

Abb. II.2: Der prozentuale Wassergehalt bezogen auf das Trockengewicht der

Femora in Bezug auf das Alter in Monaten der ménnlichen Ratten.
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Ergebnisse

90 -
80

Zg s, ¥t ¢
50
40 -
30
20
10 -
0 —

0 0,5 1 1,5 2 2.5 3 3,5 4 4.5 5
Alter/ Monat

Mineralgehalt%

Abb. III.3: Der prozentuale Mineralgehalt der Femora in Bezug auf das Alter in

Monaten der ménnlichen Ratten.

Korperseitenunterschiede

Bei Betrachtung der Materialeigenschaften eines rechten Femur in Bezug auf den
jeweiligen linken eines Tieres zeigte sich, wie in der Tabelle Seitenvergleiche
zusammengefallt, dal die Schwankungen beim Wassergehalt mit bis zu 5,25 % groB3er
waren, als beim Mineralgehalt mit maximal 2,62 %. Die mittlere prozentuale

Abweichung betrigt beim Wassergehalt 2,12 % und beim Mineralgehalt 0,756 %.
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1.3

Ergebnisse

Fiir die Dichte, den Wassergehalt und den Mineralgehalt der rechten und linken
Femora der Rattenknochen errechneten wir den Mittelwert und testeten ihn
vergleichend mit Hilfe des t- Testes, um festzustellen, ob die Mittelwerte der einen
Seite die der anderen entsprechen. Bei einem Freiheitsgrad von 58 lagen die
errechneten t- Werte innerhalb der Grenzen die die t- Tabelle vorgibt, bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner 5 % (p= 0,05). Unsere Nullhypothese, die
Mittelwerte der entsprechenden Materialeigenschaft beider Seiten entsprechen

einander, konnte in allen drei Fillen beibehalten werden.

Dichte Wassergehalt Mineralgehalt
S1 0,11 9,42 2,04
2 0,12 9,13 2,37
s® 0,01 89,08 4,88
t -0,26 0,32 0,24

Tab. III.2: Ergebnisse des t- Testes fiir die Mittelwerte der rechten in Bezug auf die
linken Femora der minnlichen Ratten. Grenzen bei FG von 58 fiir t: 2,0017> t > -

2,0017 mit p= 0,05.

Untersuchung des Einflusses der Lagerung bei -20 °C

Analog zu den Betrachtungen der Materialeigenschaften zwischen rechtem und linkem
Femur eines Tieres siehe 1.2 verglichen wir nun die frischen, nicht tiefgefrorenen,

rechten Femora in Bezug auf die jeweiligen gefrorenen linken Femora der Ratten.

Die Tabelle III.3 zeigt die prozentualen Unterschiede des Wasser- und

Mineralgehaltes. Die Schwankungen liegen jeweils unter 1 %.
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14

Ergebnisse

Fiir die Materialeigenschaften Dichte, Wassergehalt und Mineralgehalt der nicht
gefrorenen und gefrorenen Femora der Ratten errechneten wir, wie beim
Seitenvergleich, den Mittelwert und testeten ihn vergleichend mit Hilfe des t- Testes,
um festzustellen, ob die Mittelwerte der einen nicht gefrorenen Seite, die der anderen
Gefrorenen entsprechen. Bei einem Freiheitsgrad von 46 lagen die errechneten t-
Werte innerhalb der Grenzen die die t- Tabelle vorgibt, bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner 5 % (p= 0,05). Unsere Nullhypothese, die
Mittelwerte der entsprechenden Materialeigenschaft, ob nicht gefroren oder gefroren

gelagerte Femora, entsprechen einander, konnte in allen drei Fillen beibehalten

werden.
Dichte Wassergehalt Mineralgehalt
S1 0,19 9,72 2,41
2 0,18 11,80 2,83
s® 0,03 116,95 2,91
t 0,18 -1,173 0,08

Tab. II1.4: Ergebnisse des t- Testes fiir die Mittelwerte der nicht gefrorenen in Bezug
auf die gefrorenen Femora der minnlichen Ratten. Grenzen bei FG von 46 fiir t:

2,015>t>- 2,015 mit p=0,05.

Trockengewicht

Bei der wiederholten Messung des Trockengewichtes zeigte sich, da} es bereits nach

24 Stunden es zu keiner signifikanten Gewichtsabnahme der Knochen mehr kam.
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Ergebnisse
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Abb. III.4: Abnahme des Knochengewichtes pro Stunde im Trockenofen am Beispiel
von vier Rattenproben (75.1-3; 76.1).

Ergebnisse
Dichte der Amphibien-, Reptilien- und Sidugetierknochen

Die Dichte der Femora der Amphibien betriigt zwischen 1,09 g/cm’ und 1,37 g/cm’.
Bei den Reptilienknochen ist sie zwischen 1,41 g/cm® und 1,94 g/cm® und bei den
Siugetierknochen zwischen 1,72 und 2,08 g/cm’. Im Vergleich zu den Siugetier- und
Reptilienproben haben die Amphibienproben die geringste Knochendichte. Bei den
Reptilien haben die Knochenproben des Stachelschwanzwarans eine hohere Dichte,
wihrend die Knochenproben des Felsenleguans, des Chaméileons und der Schildkrote
im unteren Dichtebereich liegen. Die Dichtewerte der Séduger sind relativ gleich
verteilt zwischen den Arten. Die Abbildungen III.5-7 geben einen graphischen
Uberblick iiber die Ergebnisse.
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Dichte/ g/cm

Ergebnisse
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Aschegewicht/ mg

¢ Grasfrosch = Schwertschwanzmolch

Abb. IL5: Amphibien: Dichte in g/cm3 der Femora bezogen auf das jeweilige
Aschegewicht in mg der Knochen.

(Schwertschwanzmolch mumifiziert)
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2 - X
X
2 -
1,5 X XX
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S 1
A
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Aschegewicht/ mg

+ Stachelschwanzwaran
X Steppenwaran
+ Griiner Leguan

m Blauer Felsenleguan A Nashornleguan
X Griech. Landschildkrote ® Elefantenohrchamileon

Abb. TIL.6: Reptilien: Dichte in g/cm’ der Femora bezogen auf das jeweilige
Aschegewicht in mg der Knochen.
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Aschegewicht/ mg

¢ Ratten = Meerschweinchen A Weibuscheldffchen X Maulwurf X Pferd

Abb. II.7: Séaugetiere: Dichte der Knochen bezogen auf das jeweilige Aschegewicht
der Knochen.

(Pferd: Kortikalis des Oberschenkelknochens)

Wassergehalt der Amphibien-, Reptilien- und Siugetierknochen

Bei der Bestimmung des Wassergehaltes im frisch préaparierten Knochen, ermittelten
wir bei den Grasfroschknochen die hochsten Werte von ca. 63 %- 79 % Wasser pro
mg Trockengewicht. Die Proben des Molches sind mit einem Wassergehalt von ca.
20% deutlich niedriger. Bei den Reptilienproben ist der Wassergehalt der Knochen
zwischen 17%- 59 %. Die Proben der Warane liegen mit einem Wassergehalt um
20% im unteren Bereich, wihrend die griechische Landschildkréte, das
Elefantenohrchamileon und der blaue Felsenleguan einen hoheren Wassergehalt von
45 9%- 60% in Bezug auf das Trockengewicht der Knochen haben. Bei den
Saugetierproben sind die Werte zwischen 12%- 40%.
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Abb. III.8: Amphibien: prozentualer Wassergehalt im frisch priparierten Knochen pro
mg Trockengewicht der Knochen.
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Abb. II1.9: Reptilien: prozentualer Wassergehalt im frisch préparierten Knochen pro
mg Trockengewicht der Knochen.
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Abb. III.10: Saugetiere: prozentualer Wassergehalt pro mg Trockengewicht der
Knochen.

(Pferd: Kortikalis des Oberschenkelknochens)

Mineralgehalt der Amphibien-, Reptilien- und Siugetierknochen

Der prozentuale Mineralgehalt am veraschten Knochen ist bei allen Tieren zwischen
55 % und 75 %. Bei den Proben der Amphibien- und Reptilienknochen sind die
Werte mit 55 % bis 70 % zum Teil etwas niedriger als bei den Sdugetierproben mit

Werten zwischen 65 % und 75 %.
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Abb. III.11: Amphibien: prozentualer Mineralgehalt pro mg Aschegewicht der
Knochen.

(Schwertschwanzmolch mumifiziert)
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Abb. III.12: Reptilien: prozentualer Mineralgehalt pro mg Aschegewicht der Knochen.
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Ergebnisse
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Abb. IIL.13: Sédugetiere: prozentualer Mineralgehalt pro mg Aschegewicht der
Knochen

(Pferd: Kortikalis des Oberschenkelknochens)

Mineralzusammensetzung der Amphibien-, Reptilien- und Siugetier-

knochen

Calcium

Der Calciumanteil am Aschegewicht der Knochenproben liegt bei den Amphibien
zwischen 28 %- 58 %, wobei die Proben des Schwertschwanzmolches einen hoheren
Calciumgehalt mit 58 % und 54 % aufzeigen. Der Calciumanteil der
Grasfroschknochen liegt bei allen Werten bis auf einen zwischen 40 %- 49 %. Bei
den Reptilienknochen sind die Unterschiede des Calciumgehaltes am geringsten, sie
liegen zwischen 30 % und 39 %, wihrend die Messung bei den Sédugetierknochen
Werte zwischen 22 %- 41 % ergibt. Die Knochenprobe des Maulwurfs enthélt den
hochsten Calciumgehalt mit 41%, die Knochenprobe des Weillbiischelidffchen mit
22% den niedrigsten.
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Abb. III.15: Reptilien: prozentualer Calciumgehalt am Aschegewicht in mg der
Knochen
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Abb. III.16: Sdugetiere: prozentualer Calciumgehalt am Aschegewicht in mg der
Knochen

Phosphat

Die Untersuchung des Phosphatanteiles der veraschten Knochenproben nach C. H.
Fiske und Y. Subbarow ergibt bei den Amphibienproben einen prozentualen Anteil
von 62%- 68 %, wihrend die Streuung bei den Saugetier- und vor allem bei den
Reptilienproben groBer sind. Der Phosphatanteil liegt bei den Reptilien zwischen 60%
und 48% und bei den Sdugetieren zwischen 55% und 74%.
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Abb. III.19: Sdugetiere: prozentualer Phosphatgehalt am Aschegewicht der Knochen

Magnesium

Der Magnesiumgehalt der Amphibienproben liegt zwischen 0,21% und 0,46 % und ist
somit geringer als bei den Reptilien- und Sédugetierproben. Bei den Reptilienproben
liegen die Werte zwischen 0,52% und 1,08% und bei den Sadugetierproben zwischen
0,41 % und 1,19%. Die grofite Streuung der Magnesiumwerte ermittelten wir bei den
Sdugern. Die Meerschweinchenknochen zeigten den grofiten Gehalt an Magnesium,

withrend die Kortikalis des Pferdes den geringsten Gehalt aufwies.

42



Ergebnisse

Magnesium%
o
)

.
0,4 - * : g -
0,2 =
0 ! ! ‘
0 5 10 15
Aschegewicht/ mg

¢ Grasfrosch = Schwertschwanzmolch

Abb. III.20: Amphibien: prozentualer Magnesiumgehalt am Aschegewicht der
Knochen

1,2
1 °
¥ 0,8
= X X
Z 06 s ¥
Z:)D ) n * x A
<
= 04
0,2
O I I 1
1 10 100 1000 10000
Aschegewicht/ mg
# Stachelschwanzwaran ® Blauer Felsenleguan
A Nashornleguan —=— Steppenwaran
X Griech. Landschildkrote ® Elefantenohrchaméleon
+ Griiner Leguan
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Abb. II1.22: Sidugetiere: prozentualer Magnesiumgehalt am Aschegewicht der
Knochen

Beziehung zwischen prozentualem Wassergehalt und der Dichte der

Knochenproben

Beim Vergleich der Ergebnisse des Wassergehalts und der jeweiligen Dichte der
Knochenprobe fanden wir ein Abhédngigkeitsverhéltnis. Mit steigendem Wassergehalt
sinkt die Dichte. Dies ist hier fiir die Reptilien- und S&dugerproben graphisch
dargestellt, wobei es bei den Amphibien aufgrund der geringen Probenzahl nicht zu
verdeutlichen ist. Der Schwertschwanzmolch ist aufgrund seines mumifizierten

Zustandes nicht zu verwerten.
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IV. Diskussion

1. Zusammenfassung der Ergebnisse
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dal3

e die Dichte der untersuchten Knochen von den Amphibien zu den Reptilien bis
zu den Sdugern zunimmt

e der Wassergehalt der Sdugerknochen ist deutlich niedriger ist als der der
Amphibien- und Reptilienknochen

e die Knochen der Sduger einen hoheren Mineralanteil aufweisen, als die der
Amphibien und Reptilien

e der Calcium und Phosphatanteil groBen Schwankungen unterworfen ist, die
keinen Riickschluf} auf die Gattung zulassen

e der Magnesiumanteil bei den Reptilien- und Sdugerknochen deutlich hoher ist,
als bei den Amphibienknochen

In der Tabelle IV.1 sind die Ergebnisse zusammenfassend dargestellt.

Amphibien Reptilien Sauger
Dichte g/cm’ 1,09 -1,37 1,41 -194 1,72 -2,08
Wassergehalt % 16,67 -79,86 17,34 -59,44 12,95 -39,29
Mineralgehalt % 54,22 -66,51 54,66 -70,52 65,04 -75,62
Calcium % 28,74 -58,56 30,59 -39,05 22,28 -41,67
Phosphat % 62,54 - 68,75 60,52 -84,44 55,25 -73,98
Magnesium % 0,21 -0,46 0,52 -1,08 041 -1,19

Tab. IV.1: Zusammenfassung der Ergebnisse

2. Allgemeine Diskussion der Ergebnisse
Bei unseren Analysen der Reptilien- und Sédugetierproben wurde deutlich, da3 mit
steigender Dichte der prozentuale Wassergehalt der Knochenproben proportional
sinkt. Bei den Amphibien ist dies erwartungsgemil nicht so zu verdeutlichen, da es
sich bei dem Schwertschwanzmolch um ein mumifiziertes Tier handelte und somit der
gemessene Wassergehalt nicht zu vergleichen ist mit dem der anderen Tiere. Die

Werte sind hier nur der Vollstindigkeit halber mit aufgezeigt.
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Das Abhingigkeitsverhdltnis zwischen dem Wassergehalt und der Dichte der
Tierproben 148t sich dadurch erkldren, dal Hydroxylapatit eine theoretische Dichte
von 3,1 g/em’ besitzt und eine praktische von 3,0 g/cm’. Die theoretische Dichte
basiert auf der chemischen Formel von Hydroxylapatit Ca;o(PO4)s(OH), . Durch
Substitution und unvollstindige Kristallgitterstruktur reduziert sich die Dichte auf 3,0
g/cm3 . Die Dichte von Wasser betrigt 1,0 g/cm3 [46].

Einen weiteren Aspekt, den Wassergehalt der Knochenproben zu bewerten, zeigten P.
A. Timmins und J. C. Wall auf [52]. Sie stellten dar, dal mit zunehmender
Knochenmineralisation groflere Kristalle gebildet werden mit geringerem Oberflichen
pro Volumen- Verhiltnis und somit proportional weniger Mineral gebundenes Wasser.
Der Wassergehalt sinke im Alter mit zunehmender Knochenmineralisation. Dies deckt
sich mit unseren Ergebnissen. Die Sduger haben die hochste Knochendichte und den
niedrigsten Wasseranteil.

Mit den Untersuchungen des Wassergehaltes wurde in der Literatur zunehmend die
Frage gestellt nach der Lokalisation des Wassers im Knochen. 1977 beschrieben
Timmins und Wall fiinf mégliche Orte ( 1. mit den Mineralien assoziiertes Wasser, 2.
Wasser an der Oberfliche der Kollagenfasern, 3. Wasser innerhalb der
Kollagenfasern, 4. Wasser an den GefidBwinden, 5. Wasser in einigem Abstand von
den GefiBwinden).

Bereits fast 20 Jahre zuvor beschrieben J. W. Agna, H.C. Knowles und G. Alverson
Untersuchungen des Wassergehaltes an normalen menschlichem Knochen [1]. Sie
trockneten die zerkleinerten Knochen bei 105°C fiir 96 Stunden. In Ihrer Studie
scheint es, dal der Wassergehalt sich signifikant positiv zu Stickstoff und negativ zu
Calcium verhélt.  Eine Abhingigkeit zwischen dem Wassergehalt und dem
Calciumgehalt konnen wir in unserer Arbeit nicht aufzeigen. W. F Neuman und M.
W. Neuman stellten dar, daB ein betrdchtlicher Teil des Wassergehaltes aus der
Hydratationshiille stammt. Das Wasser, bestimmt bei 105°C, bestehe eher
vorwiegend aus zellularem und interstitiellem Wasser als dem Wasser von der
Hydratationshiille, wie anhand von synthetischem Apatit und Kalbsknochen gezeigt
wurde [40, 42].

Die Untersuchung von Materialeigenschaften wie Calciumgehalt, aber auch
Elastizitdtsmodul, Biegefestigkeit und Porositdt von Knochen unterschiedlicher Arten
wurden bereits in einigen Studien durchgefiihrt [11, 12, 13]. Es konnte gezeigt

werden, dafl im Allgemeinen die Reptilienknochen nicht minderwertiger seien als die
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Saugetier- und Vogelknochen. Zudem fand J. D. Currey grofle Unterschiede in den
Materialeigenschaften der einzelnen Arten. Seine  Untersuchungen des
Calciumgehaltes der Knochen ergaben fiir die Sdugetiere den hochsten und niedrigsten
Calciumgehalt, wihrend die Reptilienknochen eher weniger Calcium als die langen
Knochen von Vogeln und Siugetieren hatten. In seinen Studien variierten die

Calciumwerte zwischen 174 und 309 mg/g, bzw. 17,4 bis 30,9%.

E. Hayek [31], der sich 1967 mit der Mineralsubstanz der Knochen beschéftigte,
zitierte dagegen Calciumwerte fiir menschlichen Knochen von 35,5 und 36,7% von
anerkannten Autoren (Leuthard und Elliot). Der prozentuale Phosphatgehalt lag bei
50,1 und 52,4% in dieser Studie.

In der Arbeit von R. A. Robinson war das prozentuale Gewicht von Phosphor und
Calcium in trockenen fett- freien Knochenproben 18%, beziehungsweise 38%,
obgleich die Proben von sehr pordsen oder sehr kompakten Knochen stammten [45].
In der vorliegenden Arbeit liegen die Werte der Saugetierknochen beim Calciumgehalt

zwischen 22,28 - 41,67%, und beim Phosphatgehalt zwischen 55,25 - 73,98%.

J. D. Currey untersuchte neben den Materialeigenschaften, wie auch schon D. H.
Enlow und S. O. Brown [11, 12], die Histologie von fossilen Knochen. Er meint,
wenn wir Kenntnis von der Beziehung zwischen der Histologie von neuzeitlichen
Knochen und ihren mechanischen Eigenschaften hitten, und wenn die Histologie
fossiler Knochen dhnlich der neuzeitlichen sei, dann wéren wir in einer guten Lage,
um Riickschliisse iiber die mechanischen Eigenschaften fossiler Knochen zu machen.
Es zeigte sich jedoch, daB die Untersuchungen fossiler Knochen noch nicht
vollstandig genug sind, um sie sicher zu belegen [13]. Seine Untersuchungen an
Knochen vom Sauropod Dinosaurier ergaben, dal diese eine &uBerst gute
GefidBversorgung innerhalb der Knochen besalen, wie sie nur bei groBen,
hochentwickelten Pflanzenfressern vorkommen, aber nicht bei primitiven Reptilien
und bei kleinen oder fleischfressenden Saugetieren.

Leider konnten wir diesbeziiglich begonnene Untersuchungen, mittels
dreidimensionaler Aufnahmen unserer Knochenproben mit dem Lasermikroskop von

Leica, nicht mehr beenden und auswerten.
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Spezielle Diskussion der Ergebnisse

Betrachtet man die Ergebnisse der angestellten Untersuchungen, stellt man sich
unweigerlich die Frage, wie lassen sich diese Unterschiede in den Daten erkldren? Bei
der Klédrung dieser Frage wird man schnell feststellen, daf} es sich hierbei um ein sehr
komplexes Zusammenspiel zwischen den d@ufleren Einfliissen der Lebewesen, wie z. B.
Klima, Lebensraum, Erndhrung und Verhalten, aber auch intrinsischen Einfliissen, wie
z. B. endokrinologische Veridnderungen wéhrend der Ruhephasen im Sommer oder im

Winter bei extremen Temperaturen handelt.

Bei Betrachtung der Dichte der Froschknochenproben fanden wir geringere Werte als
fir die Reptilien- und Sdugerknochenproben. Dagegen ist es doch gerade der
Oberschenkelknochen der Frosche der funktionell fiir die springende Fortbewegung
besonderen Anspriichen gerecht wird. Nach dem Wolff- Roux- Gesetz aus dem 19.
Jahrhundert und der Weiterfiihrung durch das Utah Paradigma von 1960 von H. Frost
[25] wiirde man demnach aufgrund der hohen funktionellen Beanspruchung eine
besonders ausgeprigte Knochenstruktur erwarten. Eine zu hohe Knochendichte wiirde
dagegen die Sprungeigenschaften beim Fluchtversuch oder der Nahrungserbeutung
negativ beeinflussen, so da} sich hier ein evolutionidres Gleichgewicht entwickelt hat.
Bei den Molchen ist die Knochendichte etwas hoher, obwohl sie sich nicht springend

sondern laufend und schwimmend fortbewegen.

Einen weiteren interessanten Aspekt stellt der Zeitraum dar in dem gleichwarme Tiere
Winterruhe oder Winterschlaf, bzw. wechselwarme Tiere Winterstarre oder
Sommerruhe abhalten. Die Sommerruhe schiitzt die Tiere vor Uberhitzung,
Nahrungs- oder Wassermangel.  Ahnlich der Winterruhe minimiert sich der

Stoffwechsel der Tiere, jedoch wird nicht die Korpertemperatur abgesenkt.

In diesen Phasen der Immobilitdt wire ein drastischer Knochenabbau zu erwarten. In
klinischen Studien wurde ein Knochenabbau in menschlichen Wirbelkorpern von 2%
pro Woche bei ldangerer Bettruhe nach Wirbelsdulenoperationen nachgewiesen [30].
Bereits 1985 konnten durch Untersuchungen an Ratten nach einem siebentidgigen
Weltraumflug mit dem Biosatelliten ,,Cosmos- 1667 Atrophie der Muskulatur sowie

Osteoporose der hinteren Extremitédten nachgewiesen werden [26].

2003 untersuchte N. J. Hudson die langen hinteren Extremititenknochen der
griingestreiften Frosche Cyclurana alboguttata beziiglich der mechanischen
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Eigenschaften nach dreimonatiger und neunmonatiger Ruhephase und erhielt
erstaunliche Ergebnisse. Es zeigte sich, da nach neun Monaten der Ruhe die
Anatomie und Biegebruchfestigkeit der Froschknochen unveridndert geblieben waren.
Dies wurde als ein Hinweis auf fehlende Immobilitdtsosteoporose gewertet [35].
Sommerruhephasen sind nicht nur bei Froschen, sondern auch bei der von uns
ebenfalls untersuchten griechischen Landschildkréten zu finden.

Weitere Studien wurden an Siugetieren durchgefiihrt, um die Knocheneigenschaften
wihrend des Winterschlafs zu untersuchen. S. W. Donahue und Kollegen [15] sahen
den Bidren als ein exzellentes Modell fiir die Untersuchung der
Immobilitdtsosteoporose des Menschen, da er ein natiirlich auftretendes Tiermodell
sei. Bidren und Menschen hitten eine &dhnliche Skelettmorphologie der unteren
Extremitdt und Biren gehen plantigrade wie Menschen. Es zeigte sich in den
Untersuchungen, daf3 der Schwarzbir (Ursus americanus) keine
Immobilitdtsosteoporose wihrend des Winterschlafes entwickelt, die Aktivitdt der
Osteoblasten blieb erhalten. Das Knochenvolumen, der Mineralgehalt, die Porositit
und Biegefestigkeit waren nicht beeinfluBt durch den jédhrlichen Nichtgebrauch
wihrend des Winterschlafes. Es konnte eine Zunahme der Biegebruchfestigkeit der
kortikalen Knochen mit dem Alter der winterschlathaltenden Schwarzbédren ohne
signifikante Anderungen der Porositit nachgewiesen werden.

An Goldhamstern untersuchten B. Steinberg und Kollegen den Einfluf3 von Kiltestre3
und Winterschlaf auf den Knochen. Sie nutzten histometrische Analysen und konnten
ebenfalls keinen fortschreitenden Knochenabbau nachweisen. Die histometrischen
Analysen der Querschnitte zeigte, da der Knochendurchmesser nach 83 Tagen
extremer Kilte und nach 7 Tagen Winterschlaf zunahm, aber signifikant abnahm nach
69 Tagen Kiltestrel und nach 21 Tagen Winterschlaf. Eine Osteoporose erwies sich,

obwohl die Anzahl der Osteone pro Einheit zunahm wéhrend des Winterschlafes [50].

Diese Erkenntnisse stellen die Notwendigkeit fortfithrender spezieller Untersuchung
des Knochenstoffwechsels, wie wir ihn beim Menschen bereits groBtenteils kennen,
dar, insbesondere da Reptilien durch Hornschuppen und -Schilde oder viele Sdugetiere

durch Ihr Fell kein Vitamin D iiber die Haut aktivieren konnen.

H. M. Bruce und A. S. Parkes konnten mit Analysen der Knocheneigenschaften bei
bestimmter Didt am Krallenfrosch Xenopus laevis nachweisen, daf} hier ein relativ
hoherer Vitamin D Gehalt der Nahrung von entscheidenderer Bedeutung ist, als bei
kleineren Sdugetieren, wie Ratten, Mausen und Hamstern [8].
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Ein weiterer zu beachtender Aspekt bei der Betrachtung der unterschiedlichen Tiere
und ihrer Knocheneigenschaften stellt neben dem Verhalten der Tiere ihre Erndhrung
dar. Ein schliissiger Einflul der Nahrung, ob vegetarisch oder nicht, ist bisher nicht
nachgewiesen. Den Menschen betreffend konnte in einem Review aktueller Studien
von 2006 nachgewiesen werden, dall Veganer eine geringere Knochendichte haben als
Nicht- Veganer [49], wihrend Studien iiber vegetarische und nicht- vegetarische
Erndhrung diesbeziiglich, bei proteinreicher vegetarischer Nahrung, keinen
Zusammenhang darstellen konnte [3, 51].

Bei den in Gefangenheit lebenden griinen Leguanen zdhlt die nahrungsbedingte
Osteodystrophie zu den hédufigsten Erkrankungen. M. P. Anderson und C. C. Capen
untersuchten die Nahrungszusammensetzung beziiglich Calcium und Phosphat néher.
Sie konnten feststellen, dall ein MiBBverhéltnis von Calcium und Phosphat in der
Nahrung entscheidend zu einer Osteodystrophie beitrdgt. So erkrankten die Tiere mit
einem Calcium- und Phosphatmangel in der Nahrung an Hypocalcidmie, Tetanie,
Osteoporose mit Osteomalazie und pathologischen Frakturen, wéhrend eine
Calciummangelerndhrung mit addquatem Phosphatanteil zu einer fortschreitenden
Hypocalcidmie und schwerwiegender Osteoporose mit pathologischen Frakturen fiihrte
[2, 3]. Diese Erkenntnisse fiihrten zur allgemeinen Empfehlung einer bewuBten
Zusammenstellung und stdndigen Kontrolle der Didt von Leguanen in privaten und
offentlichen Terrarien. So wurden die Bestandteile von Pflanzen beziiglich der
Mineralien, aber auch deren Proteingehalt untersucht und den Empfehlungen
beigefiigt [37]. Der griine Leguan aus unserer Arbeit stammte aus dem Reptilienzoo
in Regensburg in dem professionelle Pfleger die Diit der Tiere zusammenstellen.

Die geringe Zahl der uns zur Verfiigung gestandenen Proben und das zum Teil nicht
dokumentierte Alter der Tiere 146t eine statistische Bewertung unserer Ergebnisse nur

bedingt zu.
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Zusammenfassung

Wie entwickelten sich die Knochen im Laufe der Evolution?

In der vorliegenden Arbeit konnte durch die Untersuchung der Materialeigenschaften
Dichte, Wassergehalt, Mineralgehalt und der Mineralzusammensetzung von Calcium,
Phosphat und Magnesium der Femora ein Vergleich zwischen Amphibien, Reptilien

und Sdugetieren angestellt werden.

Ein Zusammenhang konnte zwischen der Dichte und dem prozentualen Wassergehalt
der Reptilien- und Sdugetierproben aufgezeigt werden. Mit zunehmender Dichte der

Knochenproben sinkt der Wassergehalt proportional.

Unsere Untersuchungen ergaben eine ansteigende Dichte der Femora von den

Amphibien iiber die Reptilien zu den Sidugern.

Die Analyse der Mineralzusammensetzung der Proben ergab bei den untersuchten
Saugetierknochen im Durchschnitt etwas hohere Werte. Der Calciumgehalt ist bei den
Amphibienproben deutlich hoher als bei den Reptilien- und Sédugetierproben. In der
Analyse des Phosphatanteiles zeigte sich eine starke Streuung bei den Reptilien- und
Saugetierproben im Vergleich zu den Amphibienproben. Der Magnesiumgehalt der
Knochenproben ist bei den Amphibien deutlich geringer als bei Reptilien und
Saugetieren, die vergleichbare Werte aufweisen. Bei den Sdugetierproben ergaben die

Messungen auffillige Abweichungen zwischen den Arten.

Gehiduft zeigte sich sowohl eine starke Variation der Materialeigenschaften der
Femora zwischen Amphibien, Reptilien und Saugetieren, als auch innerhalb einer
Klasse. Die grofite Variabilitit in den Analysen fanden wir fiir den Wassergehalt der
Tierknochen.

Eine evolutionidre Tendenz der Entwicklung der Knochenstruktur beziiglich der
untersuchten Materialeigenschaften 146t sich nach unseren Ergebnissen noch nicht
sicher nachweisen. Die gewonnen Daten stellen einen Teil fiir weiterfithrende

Untersuchungen dar.
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VI. Anhang

1. Calciumbestimmung

Um eine Ausfillung von Calcium mit Phosphat zu verhindern wurde der Ansatz mit

Lanthanlésung verdiinnt.

Losungen und Reagenzien

1) Standardlosungen
a) 0,1 mmol Ca**/ 1% LaCl
b) 0,2 mmol Ca**/ 1% LaCl
¢) 04 mmol Ca®*/1% LaCl

2) Lanthanlosung (mind. 1%)

8,8 g LaCl; werden in 25 ml HCly,,,. gelost und anschliefend in eine geeignete

Plastikflasche mit 500 ml Aqua bidest. gefiillt.

3) Verdiinnung der Probe A

25 ul Probe A+ 2,5 ml Aqua bidest. (1:101) (ergibt Probe B)

4) Ansatz in Eppendorf- Reaktionsgefi3en

1001 Probe B+ 900! Lanthanlésung (1:10)
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Phosphatbestimmung
( mod. nach C. H. Fiske & Y. Subbarow (1929))

Losungen und Reagenzien
1) Molybdat- Reagenz

27,2 ml konz. H2SO4 zu 70 ml Aqua bidest. geben, abkiihlen lassen. Eine Losung
von 5 g Ammoniummolybdat in 100 ml Aqua bidest. zugeben und auf 200 ml mit

Aqua bidest. auffiillen.
2) Reduktionsreagenz

5,30 g Na2S205 in 40 ml Aqua bidest. 0,1 g 1- Amino- 2-
hydroxynaphtalinsulfonsédure- 4 in einem kleinen Morser mit der Losung sehr
sorgfiltig in eine braune Flasche filtrieren, anschlieBend im Kiihlschrank

aufbewahren.

3) Phosphat- Stamml&sung

10 mM = 10 pmol/ ml = 136 mg KH2PO4 in 100 ml Aqua bidest.
Eichlosungen:

a) 50nmol/ ml KH2PO4 : 0,1 ml Stamml&sung/ 20 ml Aqua bidest.
b) 100nmol/ ml KH2PO4 : 0,2 ml Stammldsung/ 20 ml Aqua bidest.
c) 200nmol/ ml KH2PO4 : 0,4 ml Stamml6sung/ 20 ml Aqua bidest.
d) 300nmol/ ml KH2PO4 : 0,6 ml Stamml6sung/ 20 ml Aqua bidest.
e) 400nmol/ ml KH2PO4 : 0,8 ml Stammlosung/ 20 ml Aqua bidest.
f) 500nmol/ ml KH2PO4 : 1,0 ml Stammldsung/ 20 ml Aqua bidest.

Aufbewahren bei + 4°C

4) Probe

Knochenverdiinnung 1:101 mit Aqua bidest.
5) Ansatz

0,5 ml Probe, bzw. Stammldsung +
0,7 ml Aqua bidest. + Molybdat- Reagenz im Verhiltnis von 4,6: 1

+ 0,1 ml Reduktionsreagenz
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Anhang

3. Magnesiumbestimmung

Ansatz
100 pl Probe
+ 100 pl LaCls 1%ig

+ 800 pl Aqua bidest.
Standards:
0,1 pg/ ml Mg**
0,2 ug/ ml Mg**

0,5 pg/ ml Mg**

Leerwert:

1% LaCl- Lsg.

285,2 nm
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