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Genese und Morphologie der Bindegewebsfasern bilden seit langer Zeit
ein grundlegendes Problem der Histologie. Ein Teil der Untersuchungen sollte
die Rolle der Zellen kldren, wdhrend sich die andere Forschungsrichtung mit
der Struktur der Fasern und ihrer Beziehung zur intrazelluldren Substanz
befalRte. Hinsichtlich der Rolle der Zellen traten zwei Auffassungen zutage:
Nach Ansicht der Forscher, die die intrazelluldare Theorie vertreten, sei es
eine beweisbare Tatsache, daR die Fasern direkt oder indirekt Zellprodukte
darstellen (F1emming, 22, u. a.). Laut anderen hervorragenden Forschern, die
zu entgegengesetzten SchluBfolgerungen gelangten (Hente, 30; Koelliker.
36; Renaunt, 55; Scheffer, 59), stammen die jingsten Fibrillen aus der die
Zellen unmittelbar umgebenden Substanz. Von den Arbeiten, welche die
Klarung dieser Frage zu férdern versuchten, sollen diejenigen hervorgehoben
werden, welche die Genese der am frihesten entstehenden Fasern, der Mesen-
chymfibrillen, untersuchten. Nach Szitys [65] Feststellungen ist vor dem
Erscheinen der Mesenchymzellen — an ihrem Platze — eine zellfreie Gewebs-
substanz anzutreffen, in weiche die Uber Faserbildungseigenschaften verfligen-
den Zellen sekunddar hineinwachsen.

Studnicka [64], Alfajew [1] und Tello [66] fanden, daR die Mesen-
chymfibrillen in der Zelle entstehen. Laut Hartmann [29] bilden sich die
Fasern erst im intrazelluldren Retikulum, dann gestalten sie sich zu ektoplasma-
tischen Gebilden um, l6sen sich von der Zelloberflache ab und entwickeln sich
im Interstitium weiter. Die im Friihstadium zur Entwicklung kommenden
Fasern des Mesenchyms hat man angesichts ihrer Imprégnierbarkeit mit
Silbersalzen argyrophile Fasern genannt. Rewutzkaja [56] schreibt den
Fibroblasten eine primére Rolle in der Faserbildung zu. Krompecher [37]
fand, daB die elastischen Fasern von den sog. Elastoblasten erzeugt werden.
Lelkes und Karmazsin [40] gelangten auf Grund der Beobachtung von
Gewebskulturen zu dem Schlufl, dal zur Formation der elastischen Fasern
die formative oder fermentative Tatigkeit der Zellen erforderlich sei. Bang [6]
hat in lebenden Zellen breite intrazytoplasmatische Fibrillen beobachtet.
Hat1 und Mitarbeiter [27] stellten fest, da im Verlauf der Biosynthese durch

9 Acta Morphologica X/2—4.
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die Fibroblasten eine heterogene Substanz entseht, aus der durch verschiedene
Kombination der Fragmente teils Elastin, teils Kollagén synthetisiert werden
kann. Wassermann [68] hat bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung
der auf die Tenotomie folgenden Regenerate nachgewiesen, dall in den Fibro-
blasten 100—200 A breite priméare Fibrillen zu sehen sind. Diese Fibrillen lie-
gen in der Marginalzone der Zelle und bilden sich nach ihrer Ablésung durch
allmédhliche Aggregation zu definitiven Fasern um. Ragan [53] schreibt in
seinem Ubersichtsreferat, daf im Verlauf der Biosynthese durch die Fibro-
blasten eine lebende Substanz von Eiweilcharakter produziert wird und aus
dieser Substanz von der Chondroitinschwefelsdure als multivalentem Anion
fibrose Molekule aggregiert werden, die nach Verdnderung der physiko-chemi-
schen Bedingungen zur extrazelluldren Fibrillenassoziation neigen. Enghusen
[21] beobachtete in gezichteten Mesenchymzellen Vakuolen, deren Inhalt
unter Wirkung der Hortega-Ldsung Reduktion erleidet, bei pH 7 ausgeféllt
wird und in ihren chemischen Eigenschaften mit Reticulin Ubereinstimmt.

Da wir uns im Rahmen unserer Untersuchungen vor allem mit den
Entstehungsbedingungen der kollagénén Faser beschaftigen, sollen im folgen-
den die im Bereich der Kollagenforschung erzielten Resultate erwédhnt werden.
Nach Nageotte [49] und Baitsell [5] entstehen die kollagénén Fasern
aus der Grundsubstanz, wdédhrend Laguesse [39] den Zellen Bedeutung
beimifft. Porter und Vanamee [52] untersuchten elektronenmikroskopisch
die in vitro entstandenen Fasern. Der Diameter des dominanten Fasertyps
Avar gewohnlich kleiner als 400 A. Die Fasern zeigten eine Periodizitit von 240
A. AuBerdem kamen noch sog. Protofibrillen vor, deren Durchmesser 50—100
A m it einer Streifung von 270 A betrug. Nach den Autoren reprisentieren diese
Protofibrillen die primdre Assoziation der kollagénén Makromolekiile. Enghu-
sen [20] stellte fest, daB die kollagénén Fibrillen zelluldr und auch azellular
zustande kommen kdnnen.

Bereits anldRlich der lichtmikroskopischen Untersuchung tauchte die
Frage auf, ob zwischen den Fasern nicht auch Bindesubstanz anzutreffen sei.
Laut Ranvier [54] befindet sich zwischen den Fasern nur Lymphe, wé&hrend
Renaunt [55] feststellte, daB die Fasern von einem mukoiden, viskosen,
amorphen Gel umschlossen sind. Nach den Versuchsergebnissen von Kling
und Cameron [35] sowie Grossfeld, Meyer und Godman [23] spielen die aus
den mesenchymalen Zellen differenzierten Fibroblasten nicht nur in der Pro-
duktion der verschiedenen Bindegewebsstrukturen eine Rolle, sondern auch in
der Erzeugung der Substanz, welche sie umgibt. Bei der Untersuchung der
chemischen Natur dieses Bindemittels stellte sich heraus, daB es Mukopoly-
saccharide und Proteine enthalt, die frei oder miteinander vermischt Vor-
kommen.

Bei unseren Untersuchungen stellten wir uns die Aufgabe, die Bedingun-
gen der Faserentwicklung an der Differenzierung eines Gewebes zu verfolgen.
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Als Versuchsmaterial wéahlten wir die Hornhaut des Huhnerembryos, weil
dieses Gewebe die Untersuchung der kollagénén Fasern ermdglicht und
zugleich reichlich Bindesubstanz enthélt.

*

Mit der Entwicklung des Bulbus von Hihnerembryonen hat sich — die
tdglichen Verdnderungen registrierend — zuerst Baer [3] befallt. Seit 1900
beschéaftigten sich mit der Entwicklungsgeschichte des Auges im Verlauf
experimenteller Arbeiten zahlreiche Autoren. Lenhossek [41] besprach die
Fasern der Zonula, Nordmann [50] untersuchte die Entwicklung der Linse,
Ladijenski [38], Laguesse [39], Hagedorn [26], Seefelder [62], Watzka
[69], Jasswoin [34], Hamburger und Hamilton [28], Coulombre [14, 17]
sowie Meyer [48] befallten sich mit der Differenzierung der Cornea.

Nach den Untersuchungen von Seefelder [62] entstehen Hornhaut,
Pupillarmembran und Regenbogenhaut aus einer urspringlich einheitlichen
Gewebsmasse. Weiterhin stellte er fest, dal in der Entwicklung der Cornea
des Menschen und der Végel — besonders der Hilhner — weitgehende Uber-
einstimmung besteht. Laut Lenhossek (1903) entsteht im Raum zwischen
dem oberflachlichen Ektoderm und der Linse unmittelbar nach Abschnirung
der Linse ein Fasernnetz, der sog. vordere Glaskdrper, der von Studnicka [64]
als Mesostroma bezeichnet wurde. Diese feine Membran farbt sich kraftig mit
Anilinblau und liegt im 3—4tdgigen Entwicklungsstadium parallel zum Ober-
flaichenektoderm. Nach Laguesse [39] erscheinen die Zellen, welche die
Grundsubstanz der Cornea bilden, zuerst am 5. Entwicklungstage. Diese
Einwanderung geht von der corneoskleralen Grenze aus und bekommt am
7. Tage einen neuerlichen kraftigen Impuls. Er erwdhnt ferner, dafl sich vor-
her eine fibrillire Substanz zwischen den beiden Epithelschichten bildet, in
welche die mesenchymalen Zellen hineinwachsen. Nach Erscheinen der Zellen
kommt eine méchtige Fibrillenproliferation in Gang, deren Orientation auf
Grund der priméren Gitter vorauszusehen ist. Meyer und Rahilly [48] wen-
den zur Bezeichnung der Entwicklungsprozesse eine besondere Einteilung an
und bringen den Differenzierungsprozel der Gewebe mit der Entwicklung des
ganzen Embryos in Zusammenhang. Auch diese Autoren fanden, daR die Zel-
len vom Rand des Augenbechers unter das Epithel einwandern und die Meso-
thelialschicht der Cornea bilden. Ihrer Ansicht nach ist der vordere Augen-
korper eine azelluldre, fibrillire Schicht, die Hagedorn [26] postepitheliale
Schicht nennt. Im 4tétigen Entwicklungsstadium besteht die Cornea aus drei
Bestandteilen: Epithel, azelluldr-postepitheliale Schicht und Mesothel. An-
schliefend erscheinen die Fasern der Substantia propria. Nach Coulombre [15]
setzt die Bildung der kollagénén Fasern des Stromas am 8. Tage ein, und am
14. Tage sei bereits ein vollig differenziertes Bild zu sehen. Watzka [69] meint,
die am 7. Tage anwesenden Fasern wdren als Prdkollagen zu betrachten.

9*
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Ladijenski [38] beobachtete indessen kollagéné Fasern schon in diesem
Stadium. Watzka [69] fand, die Entwicklung der hinteren Membran beginne
am 7. Tage, und am 11.—12. Tage sei sie bereits in ihrer endgilltigen Form
anzutreffen. Laguesse [39] und Jasswoin [34] vertreten die Meinung, daf
die vordere und hintere Grenzmembran gleichzeitig entstehen.

Laut Jakus [33] besteht die vordere Grenzschicht aus feinen Fibrillen-
bindeln, die den kollagénén Fibrillen gleichen und etwa bei derselben Strei-
fung auch Querstreifen aufweisen. In bezug auf die hintere Membran stellt er
fest, daB die in der Nachbarschaft des Stromas befindlichen Fibrillen grofe
Ahnlichkeit mit dem bekannten Bild der Fibrillen der Tunica propria zeigen.
Wislocki [71] und andere haben sich eingehend mit der Histochemie der
Grenzschichten beschaftigt.

Auf Grund eigener Untersuchungen hat TORO [67] festgestellt, daB sich
die Cornea, entwicklungsmechanisch betrachtet, aus zwei Bestandteilen ver-
schiedener Herkunft zusammensetzt: aus einer ekto- und einer mesodermalen
Schicht. Zur ersten rechnet das Epithel, zur zweiten die Bowmansche Membran,
die Tunica propria und die Descemetsche Membran. Seine Versuche hat er an
den Eiern bzw. Larven von Ranafusca und Ambylostoma vorgenommen. Ver-
schieden grolRe Sektoren der Cornea wurden operativ entfernt und im Verlauf
der nachfolgenden Regeneration die Entwicklung der Gewebe beobachtet.
Tors fand, daR bei der Regeneration der Tunica propria von der Corneo-
skleralgrenze eingewanderte Zellen eine hervorragende Rolle spielen. Sowohl
bei der Regeneration als auch bei der Entwicklung der Cornea miflt er dem
Intraokulardruck groBe W ichtigkeit bei.

Beachtenswerte Untersuchungen sind auch auf dem Gebiet der Corneal-
transplantation durchgefuhrt worden. Winkelmann [70, 71] transplantierte
Sklera in die Cornea und stellte fest, dal die Sklera allm&hlich durchsichtig
wurde. Zur Erklarung der Erscheinung fuhrt er folgendes an: 1. Die Fasern der
Sklera bilden sich unter Wirkung der Stromasubstanz der aufnehmenden
Cornea zu typischen Cornealfibrillen um oder 2. die Sklerafasern werden abge-
baut und durch Cornealfasern ersetzt. Aus den Untersuchungen von Jasswoin
[34] geht hervor, dal sich die Fasern der Tunica propria der Cornea im frihen
Entwicklungsstadium argyrophil und spater auf eine fii- Kollagén bezeich-
nende Weise braun imprégnieren.

Mt der Frage der Silberimprégnation haben sich viele Autoren befat. Im
allgemeinen betrachtet man die Silberimprdgnation als charakteristisch fur die
Retikulinfasern, und zwar auf Grund der Vorstellung, dal die retikuldren
Fasern eine Substanz enthalten, die gegentber Silber Uber groBe Affinitat
verfugt.

Der Mechanismus der Imprédgnation ist eine seit langem umstrittene und
auch heute noch nicht geldste Frage. Stadtmuller [63] und Robinow [57]
meinen, das Wesentliche des Versilberungsprozesses bestehe darin, dal an der
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Ausféallungsstelle eine lichtempfindliche Silber-EiweiRbindung zustande komm .
Liesegang [42] fihrt diese Erscheinung darauf zurick, daB in den Gewebs-
spalten die schutzkolloidartige Wirkung der Gelatine fehlt. Lovenstadt [44]
betont die Rolle der mechanischen Adsorption. Heringa und Hooft [31] erdr-
terten das Problem der elektrostatischen Krafte und nehmen an, dall das
positive Silberion an negativ geladenen Stellen ausgefdllt wird. Zeiger [73]
weist auf die Rolle des Schwefels hin, der als »Reifungskdrper« an photo-
graphischen Prozessenteilnimmt. Andere geben der Meinung Ausdruck, daBB unter
Lichtwirkung ebenso wie in der Photographie aus den Rromionen Elektroné
freigesetzt werden, die das lonengitter des Silberbromids verdndern, und auf
diese Struktur lagere sich das Silber ab. Die alkalische Silberlésung sei nicht
lichtempfindlich, so daB man an andere energiefreisetzende Prozesse denken
misse. Derartige sog. reduzierende Substanzen finden sich beispielsweise in
den EiweiB- und Kohlenhydratkomponenten der kollagénén Fibrillen. Dett-
mer und Schwarz [18] konnten auch in den Zwischensubstanzen des Rinde-
gewebes eine dhnliche reduzierende Gruppe nachweisen.

Die verschiedenen Substanzen fithren nach unterschiedlichen Mechanis-
men zur Entstehung der Silberimprdgnation, die unter Mitwirkung innerer
und duBerer Gewebsstoffe zustande kommt. Zu den inneren Faktoren zédhlen
die in den kollagénén Fibrillen vorkommenden Komponenten, zu den auferen
Faktoren rechnen die Restandteile der Kittsubstanz. Wahrscheinlich wird
das Silber von den Mukopolysacchariden der Grund- und Kittsubstanz redu-
ziert, und so entsteht das Yersilberungsbhild der fibrésen Strukturen.

Rekanntlich hemmt Hyaluronidase die Imprégnierbarkeit der Fasern,
was aber nicht bedeutet, dal die Grundsubstanz auch im wurspriinglichen
Zustand eine derartige reduzierende Eigenschaft besitzt. Zwischen den isolier-
ten retikularen Fasern und den gereinigten kollagénén Fibrillen ergibt sich
ein geringer Unterschied. Es ist daher anzunehmen, dall auch den Proteinen
und Glykoproteinen eine wesentliche Rolle in der Gestaltung des Versilberungs-
bildes zufallt.

Massari [45] legte Sehnenfibrillen in Eiweillésung und impragnierte
sie anschliefend. Es kam starke Versilberung zustande, die Silberkdérnchen
waren unter dem die Fibrillen umgebenden Protein, an der Oberflache der
Fibrillen. Unter diesen Umstdnden kommen sie auch im Organismus vor.
Von den verschiedenen Gewebseigenschaften wird der Schwellungsindex
der Fibrillen verdndert und dadurch das Versilberungsbild ebenfalls beein-
fluBt. Nach Peters [51] enthalten einige Aminosduren der kollagénén Poly-
peptidkette — Histidin, Arginin — aktive Gruppen, die imstande sind, Silber-
ionen zu binden. In den Gebieten, wo Silberionen fixiert werden, kommen
Kristallisierungszentren zustande, die zur Entstehung eines schwarzen Ver-
silberungsbildes fihren und auf die innere Verworrenheit der Proteinstrukturen
deuten. Nach anderen Autoren enthélt das Kollagén keine aktiven Gruppen,
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dagegen gehe unter Wirkung der Behandlung mit den verschiedenen Reagen-
zien Proteindenaturation vor sich, die anldRlich der Imprdgnation aktiviert
wird.

Banga [7] beobachtete, da die nativen kollagénén Fasern viel mehr
Silber zu binden vermdégen, als bisher angenommen wurde. Dies IaBt sich ihrer
Ansicht nach darauf zurtckfiihren, dal an der Bindung nicht nur Histidin
teilnimmt, sondern auch die Mukopolysaccharide. Die Versilberung ist in
erster Linie an die Eigenschaft des Prokollagens gebunden, weil dieses dreimal
soviel Histidin enthdlt wie Metakollagen. Von Histidin wird aus der Silbernit-
ratlésung das Metallsilber abgespaltet (braunes Impragnationsbild), wéhrend
die Mukopolysaccharide das Silbernitratmolekiil binden und sich daher schwarz
farben. Bauer [12] hat die Frage der Argyrophilie an menschlichem Material
untersucht und festgestellt, dal an der Hornhaut nach Zerstérung der Kitt-
substanz Argyrophilie auftritt. Dies beruht seiner Meinung nach darauf, daR
die unter pathologischen Bedingungen eindringenden GefdlRe mukolytischen
Effekt auf die Kittsubstanz ausuben, die infolgedessen zugrunde geht, und
dadurch werden die frei gewordenen Fasern imprégnierbar. Die Vaskularisa-
tion der Hornhaut findet erst statt, wenn sich die anaerobe Glykolyse in aero-
ber Richtung verschiebt, d. h. Argyrophilie sei nur bei aerober Glykolyse zu
beobachten. Weiterhin stellte Bauer fest, daB es sich bei der Argyrophilie und
der Métachromasie um einander widersprechende histochemische Erscheinun-
gen handelt [11]. Schwarz und Merker [61] besché&ftigten sich mit dem
Versilberungsbild der nativen und fixierten kollagénén Fibrillen. Als Unter-
suchungsmaterial verwendeten sie Sehnengewebe. Nach ihren Feststellungen
kommt nach Vorbehandlung mit Hyaluronidase, Zitratpuffer und Perjodséure
die innere Versilberung der D-Zone in den nativen Fasern nicht zustande.
Auch nach Bisulfitbehandlung und Azetylierung zeigen native Fibrillen
keine Versilberung. In formolfixierten Prdparaten entsteht nach Vorbehand-
lung mit Kochsalz, Zitratpuffer, Hyaluronidase, Trypsin und Perjodsdure das
innere Versilberungsbild der D- Zone, wadhrend dieses Bild nach Behandlung mit
Bisulfit und Azetylierung nicht erscheint. Weiterhin stellen diese Autoren fest,
daB die im Zitratpuffer 16slichen K ollagenfraktionén die reduzierende Gruppen
enthalten, die bei der Versilberung eine Rolle spielen.

Mit den chemischen Eigenschaften der interfibrilldren Substanz der
Cornea beschéftigte sich eingehend Meyer [46, 47], der folgende Fraktionen
isolierte:

1. Chondroitinsulfat, das aus Hexosamin-Uronsaure-Sulfat besteht und
mit testikuldrer Hyaluronidase hydrolisiert werden kann.

2. Eine Hyaluronsdurefraktion, die sich nur mit testikuldrer Hyaluro-
nidase beeinflussen 148t und

3. Keratosulfat, das die H&lfte der gesamten Mukopolysaccharidmenge
ausmacht.
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Nach Heringa, Leyens und Weidinger [32] spielen die Mukoide der
Cornea eine groBe Rolle in der Wasserbindung, wodurch die Durchsichtigkeit
gewdéhrleistet wird. Meyer und Chaffee [46] gelangten zu der Feststellung,
dal die Durchsichtigkeit von der Quantitdt und Qualitadt der Polysaccharide
abhé&nge. Laut Cremens [13] sind Durchsichtigkeit, Konsistenz, W asserge-
halt und Stoffwechsel der Cornea von den Eigenschaften der Kittsubstanz
abhdngig.

Zum Nachweis der Zwischensubstanz kann man u. a. die sog. meta-
chromatischen Farbungsverfahren benutzen. Nach dem urspriinglichen Stand-
punkt Lisons [43] ergibt sich die Métachromasie aus Kohlenhydraten, die
ein Sulfat-Radikal enthalten. Die Métachromasie sei von den Eigenschaften
der negativen Radikale abhdngig. Obwohl sich die Métachromasie theoretisch
auf keine chemische Struktur zurtickfihren 1aRt und eher auf der Dichtheit der
Oberflachenfillung beruht, farben sich dennoch unter den in tierischen Gewe-
ben vorkommenden Substanzen praktisch nur die saueren Kohlenhydrate
metachromatisch. Dies hat aber die lokale Konzentration der sich metachro-
matisch farbenden Substanzen zur Voraussetzung.

Mit der Métachromasie der Hornhaut hat sich Gunther [24] eingehend
beschéftigt. Winkelmann [70] verfolgte das Schicksal von Skleratransplanta-
ten nach diesem Verfahren und fand, dal das Durchsichtigwerden der Trans-
plantate durch die Vermehrung der metachromatischen Substanzeneingeleitet
wird. Coulombre [15] beobachtete im Verlauf der normalen Entwicklung
zuerst am 14. Tage Métachromasie, die ihre volle Intensitdt am 18.—19. Tage
erreichte. Aurel und Holmgren [2] duBern die Meinung, das Erscheinen der
M étachromasie und das Durchsichtigwerden der Cornea entfielen bei Menschen,
Ratte, Kaninchen, Meer-Schweinchen und Maus auf dieselbe Zeitperiode.
Rauer [10] fand, das Erscheinen der Métachromasie sei nicht von den pH-
Verhéltnissen abhdngig.

Im Rahmen unserer Untersuchungen haben wir uns mit der Entwicklung
der Hornhaut des Hihnerembryos sowie mit dem Problem der Fasern und der
Kittsubstanz an embryonalem Material befal3t.

Methode

Der Bulbus des Hihnerembryos wurde im Initialstadium der Entwicklung in toto,
spater der vordere Bulbusabschnitt in Methylbenzoat-Paraffin eingebettet. Dann stellten
wir Serienschnitte her und farbten die Praparate mit Hé&dmatoxylin Eosin, nach Mallory,
VAN GIESON, ferner wandten wir die Silberimpriagnation nach Perdrau und Toluidinblau an.

Ergebnisse

Im 3t(igigen Stadium. Die Substanz des aus einer Doppellamelle bestehen-
den Bulbus ist von embryonalem Mesenchym umgeben. Der Eingang des
Augenbechers wird von einer Lamelle Uberbrickt, die aus unregelméfigen
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Abb. 1. Im 4tidgigen Entwicklungsstadium . Silberimpragnation, 120 X

Abb. 2. Im 4tagigen Entwicklungsstadium. Vorderer Glaskérper zwischen Epithel und Linse.
Silberimpragnation, 240 X

Epithelzellen desoberflachlichen Ektodermsbesteht und sich ohne Unterbrechung
im Oberflaichenektoderm fortsetzt. Die abgeschnirte Linse befindet sich teils
in der Eingangsdffnung des Augenbechers, teils bereits im letzteren. Zwischen
der den Augenbecher uUberbrickenden Epithellamelle und dem vorderen
Linsenpol ist eine strukturlose Gewebsmasse anwesend.
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Abb. 3. Im 5tagigen Entwickhingsstadium . Silberimpraguation, 120 X

Abb. 4. Im Stagigen Entwicklungsstadium. Granulése perizellulare Gebilde in der Tunica
propria-Substanz. Silberimpréagnation, 120x

Im 4tégigen Stadium. Unter der mehrschichtigen Epithellamelle befindet
sich eine stark imprédgnierte Basalmembran. Im Gebiet zwischen Epithel
und Linse ist eine blaRgefédrbte Membran anzutreffen, die fibrillare Struktur
aufzuweisen scheint. Diese Gewchbsmasse steht in enger Beziehung zu der in
Entwicklung befindlichen Substanz der Sklera. Die Anwesenheit einer ein-
schichtigen Mesothelplatte 148t sich vermuten (Abb. 1—2). Toluidinblau
ergibt keine Métachromasie.
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Im 5tagigen Entwicklungsstadium Zwischen dem Epithel und dem schwach
entwickelten, eher nur vermutbaren Mesothel ist die aus 5—6 Zellschichten
bestehende Tunica propria zu sehen, deren Zellen parallel zum Epithel liegen
(Abb. 3). Zwischen dem basalen Epithelbereich und der hdchsten Zellreihe der
Zellsubstanz sind die Reste des im vorigen Stadium beschriebenen vorderen
Glaskdrpers noch vorzufinden. Mit Anilinblaufdrbung sind an der Oberflache
der Zellen und zwischen den parallel liegenden Zellen fibrillenartige Gebilde zu
erkennen, die sich im subepithelialen Gebiet intensiver farben. Nach Silber-
imprégnation sieht man an der Oberflache der Zellen feine, granuldse, stellen-
weise sich uber die ganze Zelloberflache erstreckende fibrillenartige Gebilde. Die
Zellen sind durch ihre Fortsdtze miteinander verbunden. Diese Gebilde mit
granuldser Struktur erscheinen besonders ausgeprdgt in der Zone zwischen der
obersten Zellreihe und dem Epithel (Abb. 4).

Im T7tégigen Stadium. Das Mesothel hat sich bereits entwickelt. Subepithe-
lial erscheint eine stark gefdrbte Basalmembran. Die Tunica propria ist zellrei-
cher, massiver, infolgedessen treten die an der Oberflache der Zellen liegenden
elementaren Fibrillen weniger deutlich in Erscheinung. An der Corneoskleral-
grenze ist bereits kraftige Fasernstruktur anzutreffen. Im Imprégnationsbild
tritt die stark schwarz gefdrbte Basalmembran hervor, die mit den beiden
Epithelschichten eng zusammenhéngt. In der interzelluldren Substanz sind
fein schwarz imprdgnierte Faserngebilde zu beobachten (Abb. 5—6). An der
Corneoskleralgrenze ist in der Zone der massiveren Zellsubstanz blasse meta-
chromatische Farbung wahrnehmbar. Ebenso sieht man intensive M étachroma-
sie in der Substanz der stark massiven, faserigen Sklera (Abb. 7).

Im 8tagigen Stadium. Die Tunica propria ist sehr zellreich, die Zellen lie-
gen parallel zur unteren Epitheloberflaiche und zeigen mit Anilinblau feine
Blaufdrbung am Rande ihres Plasmas. Die Basalmembranen sind gut abge-
grenzt und erscheinen homogen. In der Sklera hat ein bedeutender Differen-
zierungsprozell stattgefunden, deutliche Knorpelinseln sind erscheinen. Nach
Silberimpragnation sieht man ein feines Fasernsystem mit granuléser Struktur.
Die Corneoskleralgrenze besteht aus sehr dinnen, parallel gelegenen, schwarz
imprégnierten Fasern, die sich in Richtung der Sklera in der perichondralen
Substanz des in Entwicklung begriffenen Knorpelgewebes fortsetzen. Mit
Toluidinblau ergibt sich im Bereich der Corneoskleralgrenze, vor allem im
Umkreis der Knorpelzellen, starke Métachromasie. Rings um die Zellen der
Tunica propria und um die Fasernsubstanz ist die F&rbung stark metachroma-
tisch, fein inselartig lokalisiert.

Im O9tégigen Stadium. Mit Anilinblaufdrbung ist eine kré&ftige Fasern-
struktur in der Tunica propria zu erkennen. Ein interessantes Bild bietet die
Corneoskleralgrenze. Als Fortsetzung des Perichondriums sieht man ein sich
lang hinstreckendes Fasernbiindel, das am Randabschnitt der Cornea seine
M assivitdt verliert, sich auflockert und ohne jeden Ubergang mit der Tunica
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Abb. 5. Im 7tdgigen Entwicklungsstadium. Silberimprdgnation, 120 X

Abb. 6. Im 7tdgigen Entwicklungsstadium. Beginn der Entwicklung der fein imprédgnierten
Faserbildungen. Silberimpragnation, 240 X

propria verschmilzt. Die Sklera besteht schon aus Knorpelgewebe. Im Imprég-
nationsbild sind verschiedenartig angeordnete, stark schwarzgefarbte feine
Fibrillen zu sehen. An der Corneoskleralgrenze erscheint als Fortsetzung der
die entstehende Knorpelanlage umgebenden faserigen Substanz ein Fasern-
system, das sich auflockert und in die Tunica propria erstreckt (Abb. 8). In den
mit Toluidinblau gefdrbten Schnitten zeigt die Tunica propria beginnende
Métachromasie. Eine ahnliche, aber viel intensivere Farbung ist an der Corneo-
skleralgrenze wahrnehmbar.

Im lltdgigen Stadium. Die Strukturen haben sich weiter differenziert.
Nach Silberimprdgnation erscheint im Bereich der Tunica propria zum ersten-
mal inselartig das fur die Kollagenimprdgnation charakteristische braune
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Abb. 8. Im 9tagigen Entwicklungsstadium . Kraftige Fasernbildung an der Corneoskleralgrenze.
Silberimpragnation, 240 X

Abb. 9. Im lltdgigen Entwicklungsstadium. Braune Im pragnation gebende Inseln im m ittleren

Strom abereich. Silberimpragnation, 240 X

Versilberungsbild. Vorderes und hinteres Drittel der Cornea sind unverédndert
argyrophil (Abb. 9). In den mit Toluidinblau behandelten Prdparaten sieht
man die zunehmende Métachromasie der Cornea und die unverdnderte Inten-
sitat zeigende Métachromasie der Corneoskleralgrenze.



Abb. 7. Sklera im 7tidgigen Entwicklungsstadium. Toluidinblau, 120 X
Abb. 11. Beginnende M étachromasie der Cornea im 12tagigen Entwicklungsstadium

. Toluidinblau,
Abb. 13.Zunehmende M étachromasie der Cornea im 13tagigen Entwicklungsstadium
Abb. 15.

240 X
Intensive M étachromasie der Cornea im

.Toluidinblau, 240 X
Toluidinblau, 240 X

15tagigen Entwicklungsstadium,
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Abb. 10. lra 12tagigen Entwicklungsstadium. Corncoskleralgrenze. Silberimprégnation, 240

Abb. 12. Im 13tagigen Entwicklungsstadium. Zunehmende Dominanz des fir Kollagénén
bezeichnenden Impréagnationsbildes. Silberimpréagnation, 120 X

Im 12t&gigen Stadium. Mit Anilinblaufédrbung ist die intensive Farbung
des Cornealstromas zu sehen. Im silberimprdgnierten Prdparat erscheinen in
der Substanz des im ganzen noch Argyrophilie aufweisenden Stromas mehr
und mehr braune Flecke. An der Corneoskleralgrenze dominiert die reiche,
intensive Argyrophilie zeigende Fasernstruktur, die als Fortsetzung des
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Abb. 14. Im 15tagigen Entwicklungsstadium. Corneoskleralgrenze. Silberimpréagnation, 240 X

Abb. 16. Im I6tédgigen Entwicklungsstadium. Starke Fasernbindel im Stroma. Silberimpré-
gnation, 240 X

Knorpelgewebes aufgefaBt werden kann (Abb. 10). Zunehmende Métachroma-
sie sieht man in der Tunica propria der Cornea (Abb. 11). Ein &hnliches Bild
ergibt sich auch an der Corneoskleralgrenze. Die Basalmembranen sind nicht
metachromatisch.

Im 13tagigen Stadium. Die Cornea ist endgultig differenziert. Mit Azan-
farbung erscheint die Corneoskleralgrenze intensiv blau, ihre Struktur ist auf-
gelockert. Im silberimpragnierten Schnitt ist das fir Kollagén bezeichnende
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Abb. 17. Im 17tagigen Entwicklungsstadium. Fir kollagéné Fasern bezeichnendes Impréagna-
tionsbild. Silberimpréagnation, 240 X

Abb. 18. Im 17tagigen Entwicklungsstadium. Corneoskleralgrenze. Silberimpréagnation, 120 X

braune Bild noch kréaftiger. Subepithelial ist eine dunne, intensiv geférbte
Membran anzutreffen. Ein dhnliches Gebilde erscheint auch tber dem Mesothel.
Die Tunica propria besteht aus dicken Biindeln. Nach Versilberung sind beide
Basalmembranen schwarz imprdgniert. Im vorderen und hinteren Drittel der
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Tunica propria herrscht noch Argyrophilie vor, aber an den anderen Stroma-
abschnitten sieht man bereits braune Silberimprdgnation (Abb. 12). Die
Corneoskleralgrenze ist unverdndert argyrophil. In den mit Toluidinblau
gefarbten Schnitten tritt im ganzen Bereich der Tunica propria zunehmend
intensive Métachromasie in Erscheinung (Abb. 13).

Im 14tdgigen Stadium. Man sieht die fertig differenzierte Gewebsstruktur
der Cornea. Im silberimprdgnierten Prdparat dominiert immer starker die fir
Kollagén bezeichnende braune Farbung. Die Métachromasie im Stroma ist
unveréndert.

Im 15t4gigen Stadium. Das zuletzt beschriebene Bild ist unverédndert,
auch die Corneoskleralgrenze ist unverdndert argyrophil (Abb. 14). Die Méta-
chromasie der Tunica propria hat ihre endgultige Intensitdt beinahe erreicht
(Abb. 15).

Im lotigigen Stadium. Im silberimpréagnierten Bild ist die Tunica propria
intensiv braun (Abb. 16).

Im 17t&gigen Stadium. Die endgultige Struktur der Cornea ist zustande
gekommen. Nach Anilinblaufdrbung sieht man subepithelial eine hellgefarbte,
argyrophile Membran, die keine Métachromasie Aufweist. Die Tunica propria
besteht aus dicken Bundeln, zeigt lamelldre Struktur und farbt sich kréftig
mit Anilinblau. Nach Silberimprégnation ist die Tunica propria homogen
braun (Abb. 17). Toluidinblau ergibt intensive Métachromasie.

Die hintere Membran ist argyrophil und zeigt keine Métachromasie.
An der Corneoskleralgrenze verlduft als Fortsetzung der Sklera ein stark
argyrophiles Fasernbiindel zur Cornealsubstanz. An der Ubergangasstelle
lockert es sich auf, verliert die Argyrophilie und verschwindet in der Struktur
des braunen Cornealstromas (Abb. 18). In den spéteren Stadien kommen Ver-
&nderungen der Struktur und Féarbungsreaktion nicht mehr zustande.

Besprechung

Wie die histogenetische Untersuchung ergeben hat, ist im Gebiet der
Tunica propria der Cornea anfangs eine feine fibrilldre Substanz anzutreffen,
deren Existenz von Lenhossék bereits 1903 beschrieben wurde. Im Verlauf der
Untersuchungen erschien dieser vordere Glaskdrper zuerst im 3tdgigen Ent-
wicklungsstadium, dann verschwand er nach 1—2 Tagen, nachdem im 5—6t4gi-
gen Stadium eine kréaftige Zellwanderung von der Corneoskleralgrenze in
Gang gekommen war. Zugleich mit dem Erscheinen der Zellen setzt der
FaserbildungsprozeR ein. Zuerst erscheinen feine, perizelluldre elementare
Gebilde mit granuldser Struktur, die sich allmé&hlich zu argyrophilen Fasernge-
bilden umwandeln (8—9tdgiges Stadium). Watzka [69] hé&lt diese Fasern fir
Prakollagen, Coulombre [15] bereits fir Kollagén. Nach Jasswoin [34] sind
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die Fasern der Tunica propria der Cornea im frihen Entwicklungsstadium
argyrophil und geben spater das fiir Kollagén charakteristische braune Imprag-
nationsbild. Bei unseren Untersuchungen setzte diese Umgestaltung im
9tédgigen Entwicklungsstadium ein und war am 14.—16.-Tage beendet. Die
Corneosklcralgrenze zeigte bis zuletzt Argyrophilie. Vor dem Erscheinen der
im Bereich der Cornea und Sklera entstehenden Fasern konnte die Aggregation
von Zellen wahrgenommen werden.

W eiterhin ist zu beobachten, dafl die Hornhaut im Verlauf der embryona-
len Entwicklung vom 7. Tage an fleckige, inselartige Métachromasie zeigt, die
immer mehr zunimmt und am 13.—16. Tage in stidrkster Intensitdt in Erschei-
nung tritt. Dieser Zeitpunkt fallt laut Heringa, Leyens und Weidinger [32]
mit einer verstirkten Wasseraufnahme der Cornea zusammen. In Ubereinstim-
mung mit den Angaben von Meyer und Chaffee [46] erreicht die Vermehrung
der Kittsubstanz zwischen dem 13.—16. Tage fast ihre volle Intensitdt. Nach
anderen Literaturangaben wird die Cornea zu diesem Zeitpunkt durchsichtig.

Im Verlauf der Versuche war ferner zu beobachten, dal die Métachroma-
sie der Corneoskleralgrenze viel friher eintritt als die der Hornhaut, ndmlich
in dem Entwicklungsstadium, wo die Sklera bedeutende Zellaggregation zeigt
(6.—7.Tag). In derHornhaut istauch vor dem Erscheinen der Métachromasie
betrdchtliche Zellaggregation zu sehen. Die Verdnderung der Silberfédrbung
fallt mit der Entwicklung der Métachromasie zusammen.

Nach Literaturangaben unterliegt es keinem Zweifel, dal die Fibrillen
und die Kittsubstanz im Zustandekommen der Silberimpragnation gleicher-
weise eine Rolle spielen (Banga 7; Bairati 4; Peters 51). Laut Banga [7]
ist das sich im Verlauf der Kollagendifferenzierung vermehrende Histidin
imstande, eine groBe Menge reines Silber zu binden, was die braune Imprégna-
tion der Fasern zur Folge hat. Bei der Silberfdrbung der Mucopolysacchariden
werden in der Zwischengewebesubstanz Silbernitratmolekile fixiert, was zur
Entstehung des schwarzen Farbtons fiuhrt, Peters [51] fand bei der Unter-
suchung nativer Faserpréparate, daB die Anwesenheit von Histidin und Argi-
nin die schwarze Imprégnation der kollagénén Fibrillen zu Folge hat.

Die Untersuchungen ermdglichten noch die Beobachtung folgender
Zusammenhdange:

In der Substanz der Tunica propria setzt die Fasernbildung nach Zellen-
einwanderung ein, so daB die Zellen zweifellos eine formative oder fermenta-
tive Rolle spielen dirften. Diese elementaren Faserbildungen zeigen anfangs
Argyrophilie und nehmen zugleich mit dem Reifungsproze den fiir Kollagén
bezeichnenden braunen Imprégnationscharaktcr an. Die Kittsubstanz erscheint
am 7. Entwicklungstage, verstarkt sich zunehmend und ist am 14.—16. Tage in
voller Intensitat zu sehen. Argyrophilie und Métachromasie stellen — am
embryonalen Material auch nebeneinander vorkommende histochemische
Erscheinungen dar. Das fir Kollagén bezeichnende Impragnationsbild und

10 Acta Morphologies X/2—a.
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die metachromatische Kittsubstanz erscheinen bzw. entwickeln sich ungefédhr in
derselben Entwicklungsperiode.

W eiterhin war festzustellen, daRB die Corneoskleralgrenze bis zuletzt
argyrophil und zugleich auch metachromatisch bleibt.

Auf Grund vorstehender Tatsachen darf der SchluR gezogen werden, daR
zwischen der nach vorheriger Zellinvasion sich nach und nach in Kollagen-
richtung entwickelnden Faserdifferenzierung und dem Erscheinen der Kitt-
substanz ein Zusammenhang besteht.

W orauf mag dieser Zusammenhang beruhen?

E,s ist anzunehmen, daf sich im Verlauf der Differenzierung in Kollagen-
richtung die Mdglichkeit zur Bindung einer gréBeren Metallsilbermenge ergibt
und das Versilberungsbild dementsprechend braun wird. Doch 148t sich auch
nachweisen, dal die sich unterdessen vermehrende Kittsubstanz die Gestaltung
des Bildes ebenfallsimmer mehr beeinfluBt, was zur Folge hat, daR das schwarze
Imprégnationsbild — nachdem die Polysaccharide Silbernitratmolekile bin-
den — immer intensiver wird. Dall die Kittsubstanz in zunehmender Menge
anwesend ist, wird durch die auch nach Verschwinden der Argyrophilie erhal-
ten gebliebene intensive Métachromasie bewiesen.

Zur Erklédrung der Beobachtungen ergeben sich theoretisch folgende
Mdglichkeiten:

1. Die aktiven Gruppen des Kollagens représentieren eine stdrkere
Reduktionswirkung als die tber die gleiche Eigenschaft verfliigenden Bestand-
teile der Kittsubstanz.

2. Die im Verlauf der Fibrillogenese in die Fibrillen eingebauten Mukoide
stammen aus der Kittsubstanz; infolgedessen nimmt eine verhéltnismé&Rig
geringe Menge Zwischensubstanz an der Silberbindung teil, deren Farbreak-
tion gegenuber der Intensitdt der von den Fasern gebotenen Farbreaktion in
den Hintergrund gedrédngt wird.

3. Die Eigenschaften der Kittsubstanz verdndern sich, was eventuell
mit der im Zeitpunkt des Verschwindens der Argyrophilie eintretenden ver-
mehrten Wasseraufnahme in Beziehung gebracht werden kann.

4. Es besteht auch die Mdéglichkeit, dall die Kittsubstanz infolge dieser
Tatsachen nicht mehr fahig ist, Metallsilber zu binden.

5. Aus dem Umstand, daB das Verschwinden der Argyrophilie und die
volle Entwicklung der Métachromasie zeitlich zusammenfallen, darf aufeinen
kausalen Zusammenhang zwischen den beiden Erscheinungen geschlossen
werden.

Zur weiteren Kldrung obiger Erscheinungen sind unsere anderweitige
histochemische, sowie enzymatische Untersuchungen im Gang.
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Zusammenfassung

Die histogenetische Untersuchung der Hornhaut des Hihnerembryos hat ergeben,
daB zur Bildung der Stromafasern die formative oder fermentative Tatigkeitder von der Corneo-
skleralgrenze eingewanderten Zellen erforderlich ist. Die ersten Fasernbildungen zeigen Argy-
rophilie, verlieren diese im Verlauf des Faserreifungsprozesses und werden braun. Das Ver-
schwinden der Argyrophilie fallt mit dem Erscheinen der Métachromasie zusammen. Vor dem
Erscheinen der Métachromasie tritt betrdchtliche Zellaggregation zutage. Die metachromatische
Reaktion der Sklera kommt viel rascher zustande als die Hornhaut. Die Corneoskleralgrenze
bleibt zuletzt argyrophil und zugleich auch metachromatisch. In weiteren Versuchen sollen
die Verdnderung des Impragnationshildes und ihr Zusammenhang mit der gleichzeitig eintre-
tenden Métachromasie sowie die Eigenschaften der Fasern und der Kittsubstanz in dieser
Periode untersucht werden.
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MPOBJIEMbl PA3BUTUNA SMBPUOHAJIbHbIX BOJIOKOH 1I.
Nn. KAPMAXWH

B XOfie IMCTOrEHEeTUYECKOro MCCMEeA0BaHUS POroBULbI 3ap0Ablla UbINAAT Gbino ycTa'
HOB/IEHO, UTO ANsi 06pa3oBaHUA BOIOKOH CTPOMbI HE06X0AMMO 06pasoBaTesibHast Unu epMeH-
TaTMBHAsA [eSTeNIbHOCTb K/ETOK, UMMUIPUPOBaHHbLIX C FpaHuLbl POrOBULbI M CKMepbl. 3ava-
TOUHble 06pa3’oBaHKsl BOMIOKOH MOKa3bIBAlOT aprupoguinio, a 3aTeM B X04e npouecca co3pe-
BaHWs BO/IOKOH OHWM YTPaumMBaloT CBOK aprupogunio 1 NponuTbIBaloTCs 6ypbiM LBETOM. Mexay
NCYE3HOBEHVEM aprUpPOUIMN M METaxpoMaTUUeCKMM OKpalLMBaHWeM Hab/ioaaeTcst XPOHO/O0-
rmyeckoe coBnajeHvie. [0 MeTaxpomaTUUYeckoro OKpalluBaHWsl Hab/MioAanocb 3HaunUTeNbHOe
HaKonseHne KNeToK. MeTaxpomaTuyeckas peakumsi CKAepbl HacTynaeT 3HAUUTeNbHO paHblue
YyeM peakuus PoroBulbl. paHMLUa PoroBULbl M CKEPbl A0 KOHLA COXPAaHSeT aprupounmnio un
OHa OJHOBPEMEHHO SABMSETCA TaKXe MeTaxpoMaTUUecKO.

PROBLEMS OF EMBRYONIC FIBRE DEVELOPMENT. |
L. KARMAZSIN

Histogenetic studies of the chick-embryo cornea have revealed that the formation of
stromal fibres requires the formative or fermentative activity of cells originating from the
corneo-scleral boundary. Primitive fibres are argyrophile but lose this capacity in the course
of maturation and take a brown colour on impregnation with silver. The disappearance of
argyrophilia and the appearance of metachromasia are synchronous processes, preceded by a
considerable accumulation of cells. The métachromasie reaction of the sclera significantly
precedes that of the cornea. The corneo-scleral boundary remains throughout both argyrophile
and métachromasie.

Dr. Laszl6 Karmazsin, Debrecen, 12. Anatémiai Intézet, Ungarn
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