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In  einer v o rh e rig en  M itte ilu n g  h ab en  w ir die g ene tischen  P rob lem e d er 
F ase rb ild u n g  b e h a n d e lt. Im  V erlau f u nsere r U n te rsu c h u n g e n , in  w elchen w ir 
an  d e r Cornea des H ü h n e rem b ry o s  den  E n tw ick lu n g sp ro zeß  d er F a se rn  v e r 
fo lg ten , k o n n ten  w ir  festste llen , d a ß  bei d e r E n tw ick lu n g  der F ib rillen  d er 
fo rm a tiv e  oder fe rm e n ta tiv e  A k tiv i tä t  e n tsc h e id e n d  is t [24]. N eb st d ieser 
F e s ts te llu n g  m ö c h te n  w ir b e to n en , d aß  das B indegew ebe u n d  so au ch  das 
S tro m a  der em b ry o n a len  C ornea als kom plexes S y stem  an zu seh en  is t, in n e r
h a lb  dessen die e inzelnen  K o m p o n en ten , also die Zellen, F ase rn  u n d  die 
G ru n d su b stan z  eine zu sam m en h än g en d e  fu n k tio n e lle  E in h e it b ilden . W ir 
h a b e n  auch d a ra u f  h ingew iesen, d a ß  n ach  d en  lite ra risch en  A ngaben  die 
K o m p o n en ten  d er in te rf ib rillä re n  H o rn h a u tsu b s ta n z e n  von  den F ib ro b la s ten  
p ro d u z ie rt w erden . ( K l in g  u n d  Ca m e r o n  [26],  G r o s s f e l d , M e y e r  u n d  
G o d m a n  [18], B e r e n s o n  u n d  M ita rb e ite r [1 1 ] . )  D o h l m a n  [17],  der das 
S ch icksal der C o rn ea -T ran sp lan ta te  m it H ilfe v o n  S35 b e o b a c h te te , s te llte  
fe s t, d a ß  am  ac h te n  T ag  nach  d er T ra n s p la n ta tio n  a u f  dem  G ebiet des T ra n s 
p la n ta te s  Iso to p -A k k u m u la tio n  u n d  gleichzeitig  das E rsche inen  d er F ib ro 
b la s te n  w ah rzu n eh m en  ist. W i n k e l m a n  [47, 4 8 ]  s te llte  fe s t, d aß  das T ra n s 
p a ren tw erd en  d er S k le ra -T ra n sp la n ta te  u n d  das A u ftre te n  der m e ta c h ro m a 
tisch en  S u b stan z  p a ra lle le  E rsch e in u n g en  sin d .

A u r e l  u n d  H o l m g r e n  [2] fan d en , d a ß  bei M enschen, H asen , M eer
schw einchen  u n d  M äusen  das T ra n sp a re n tw erd e n  d e r C ornea u n d  das E rsch e i
n en  d e r m e tach ro m a tisch en  S u b stan z  zeitlich  k o in z id ie rt.

Im  V erlau f u n se re r  U n te rsu ch u n g en  h ab e n  w ir au ch  festg este llt, d aß  
bei d e r  E n tw ick lu n g  des co rnealen  F ase rsy s tem s zu erst A rgyroph ilie  zu 
b e o b a c h te n  is t, d e r  am  9— 12. E n tw ic k lu n g s ta g  ein K o llagen -S tad iu rn  
fo lg t. Diese U m w an d lu n g  fä llt m it der E rsc h e in u n g  bzw . A n h äu fu n g  d er 
m e tach ro m a tisch en  G ru n d su b stan z  zusam m en.

R o b b - S m i t h  [40] s te llte  in  seinem  zu sam m en fassen d en  R e fe ra t fe s t, 
d aß  das R e tik u lin  k eine  chem ische D efin ition , so n d e rn  eine m orphologische 
B ezeichnung  is t. E s b e s te h t aus fe inen  F ib rillen , die sich m it A n ilinb lau  n ich t 
fä rb e n  u n d  schw arz im p räg n ie ren , d u rch  P ep sin  d e s tru ie r t  w erden , T rypsin -
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B e h a n d lu n g  v e rä n d e rt das Im p rä g n a tio n sb ild  n ich t b e d e u te n d  u n d  auch 
d ie  P A S -P o s itiv itä t b le ib t aus. H y a lu ro n id ase  h a t  a u f  die S tru k tu r  des R e ti
k u lin s  u n d  dessen V e rh a lte n  den  F a rb s to ffe n  gegenüber keinen  E in flu ß . D as 
v o n  d e r  K ollagenase a b g e b a u te , im  E lek tro n en m ik ro sk o p  eine S tre ifu n g  von 
640  Â  aufw eisende R e tik u lin  v e rfü g t ü b e r eine dem  K ollagén  gleiche A m ino
sä u re n z u sa m m e n se tz u n g . L a u t  R o b b -S m i t h  g ib t es zwei A rten  v o n  R e tik u lin , 
e in e  v o n  kollagénem  u n d  eine  von  n ich t ko llagénem  U rsp ru n g . B eide weisen 
A rg y ro p b ilie  auf, ein c h a ra k te ris tis c h e r  U n te rsch ied  zeig t sich je d o c h  in  ih rem  
e n z y m a tisc h e n  A b b au , d e n n  w ä h re n d  sich  das R e tik u lin  n ich t ko llagénén  
U rsp ru n g s  m it T ry p sin  a b b a u e n  lä ß t ,  is t dies bei dem  an d eren  n ic h t d e r  Fall. 
B e i d ieser E in te ilu n g  tre f fe n  w ir au ch  solche A rgyroph ilic  erg eb en d e  K o lla 
g én é , d ie  zu den P rä k o lla g e n e n  g ezäh lt w erden  ( B a n g a , 7).

W ir fanden , d aß  im  V e rla u f d er E n tw ick lu n g  des H o rn h a u ts tro m a s  das 
r e t ik u lä r e  S tad ium  —  s im u lta n  m it d er A n h äu fu n g  der B in d esu b stan z  — von 
d e r  K o llagenphase  ab g e lö st w ird .

L a u t T hom a s  [44] b e s te h t die feste  S u b stan z  der C ornea zu  8 2 ,2 %  aus 
K o lla g é n  und  17 ,8%  aus M ukoid . V on diesen  S toffen  sind  uns fo lgende b e k a n n t:

Kollagén. V ere in fach t m an  die in  d e r L ite ra tu r  u n te r  v ie len  N am en 
e rw ä h n te n  K o llag en a rten , d a n n  s in d  es auch  zu m in d est d re i A rte n  die au f 
G ru n d  versch iedener p h y sik o ch em isch er E ig en h e iten  v o n e in an d e r d iffe ren 
z ie r t  w erden  m üssen:

1. P rokollagen  u n d  T ro p o k o llag en , die das sich in  d ü n n en  o rgan ischen  
S ä u re n  lösende K ollagén  d a rs te llen .

2. M etakollagen u n d  K o llastro m in  sind  die un lö sb aren  K ollagéné.
3. P arako llagen , das m it dem  spezifischen  P an k reasen zy m , d e r K ollagen- 

m u k o p ro te in a se , aus d e r H a u t  au slö sb ar is t (B a n g a , 7).
S ubm ikroskop isch  is t  das K ollagén  aus dre i E lem en ten  a u fg e b a u t: 

F ib r i l lu m , F ilam en tu m , P ro to f ib r illu m . D ie V erb in d u n g  der d as  K ollagén  
b ild e n d e n  A m inosäuren  w u rd e  von  A s t h b u r g  [1] besch rieben . D ie E in h e it 
d e r  ko llagénén  F ase r  is t  d as  P ro to fib rillu m . Diese F ib rillen  sin d  d u rc h  eine 
Z e m e n tsu b s ta n z  v e rb u n d e n . Ih re  c h a ra k te ris tisch e n  Q uerstre ifen  w idersp ie 
geln  d ie  V eränderungen  d e r chem ischen  S tru k tu r . B e a r  [9] is t d e r A bsich t, 
d a ß  d ie  P o ly p e p tid k e tte n  in  den  einzelnen  A b sch n itten  ü b e r lange S e ite n k e tte n  
v e rfü g e n . Diese b ild en  d ie  S tre ifu n g  » b an d « , zw ischen w elchen  k u rze  S e iten 
k e t t e n  » in te rb an d «  zu f in d e n  sind .

D ie F o rsc h u n g sre su lta te  d er le tz te n  J a h re  h ab en  erw iesen , d aß  die 
in te r f ib r il lä re  S u b stan z  b e i d er physio log ischen  u n d  p a th o lo g isch en  F u n k tio n  
d es  B indegew ebes eine w ich tig e  R olle sp ie lt. D enn  an  d iesem  O rt e rfo lg t e iner
se its  d e r A ustausch  des v o n  d er B lu tb a h n  kom m en d en  W asser-, Io n -, E iw eiß- 
u sw . T ran sp o rtes  u n d  d e r S to ffw ech se lp ro d u k te  der Zellen, a n d e re rse its  der 
in te rz e llu lä re n  B indeg cw eb se lem en te  u n d  F ase rn , M u k opo lysacchariden  
u n d  gelösten  P ro te in e . R o m h a n y i  [41] wies m itte ls  P o la risa tio n s te c h n ik
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n ach , d aß  die ko llagénén  u n d  elastischen  F ase rn  aus P ro te in e  u n d  P o ly sacch a
ride  e n th a lte n d e n  F ib rillen  b esteh en . D er m e tach ro m a tisch e  In d e x , also der 
D iffe re n tia tio n s in d ik a to r  des a lte rn d e n , oder in  e inem  an d eren  p a tho log ischen  
P ro zeß  begriffenen  in te rze llu lä ren  B indegew ebes d e r  ju n g en  e lem en ta ren  F i
b rillen  is t hoch. Die V erm in d eru n g  d er M uk o id k o m p o n en te  fü h r t  im  in te rze llu 
lä ren  B estan d  zu r Sklerose.

A us den w ertv o llen  F o rsch u n g en  von B a n g a  [4] geh t h e rv o r, d aß  sich 
die in te rze llu lä r befin d lich en  —  la u t S c h w a r z  —  au ch  fü r die A rgyroph ilie  
v e ra n tw o rtlic h en  —  M ukopo lysaccharide  m e ta c h ro m a tisc h  fä rb en .

Die in te rf ib rillä re  S u b stan z  e n th ä lt  ein P ro te in , das la u t  D i s c h e , D a n i l - 

c z e n k o  u n d  Z e l l m e i n s  [16] 12%  K o h le n h y d ra t e n th ä lt .  W i n d r u m , K e n t  

u n d  E a s t o e  [46] fan d en , d aß  das B etik u lin  4 ,2 %  K o h le n h y d ra t e n th ä lt ,  in  
dem  keine H ex u ro n säu re , jed o ch  H exosam in  zu f in d e n  is t, u n d  das a u f  G rund  
d e r A m in o säu rezu sam m en setzu n g  dem nach  als n e u tra le s  M ukopo lysaccharid  
an zu seh en  ist. D ie w eite ren  U n te rsu ch u n g en  von  B a n g a  erw eisen, d a ß  dieses 
n e u tra le  M ukopo lysaccharid  fü r  die A rgyroph ilie  u n d  die P A S -P o s itiv itä t 
v e ra n tw o rtlic h  is t. Es ze ig t sich, d aß  die n e u tra le n  M ukop o ly sacch arid en  in  der 
M orphogenese, im  M etabo lism us u n d  in  der F u n k tio n  d er B indegew ebsfasern  
eine R olle spielen k ö n n en . D as die n e u tra le n  M u k o p o ly sacch arid en  lösende 
E n zy m  —- die K o llag em n u k o p ro te in ase  —  lö st je n e  P o ly sacch a rid en , die an  
d e r aus den  F ib rillen  erfo lgenden  B ildung  der ko llag én én  F ase rn  b e te ilig t sind .

Die Rolle d ieser G ru n d su b s tan z  is t bei den so g en an n ten  b ra d y tro p h e n  
G ew eben besonders w ich tig , da  ih r Stoffw echsel ge rad e  d u rch  diese S u b stan zen  
erm ö g lich t w ird.

Ü b er die E ig en sch a ften  d er in te rfib rillä ren  H o rn h a u tsu b s ta n z  sind  im  
S c h rif ttu m  zahlre iche  A ngaben  zu fin d en . L a u t den  B eo b ach tu n g en , die 
K u h l m a n  [28] an  d er C ornea von  R a tte n  m a c h te , w ird  d er G ew ebestoff
w echsel von fo lgenden  E n zy m en  b ee in flu ß t: A ldolase, M ilchsäu redehydroge
n ase , G lucose 6 -P h o sp h a td e h y d ro g e n a se , G lu tam in säu re -D eh y d ro g en ase , G lu
ta th io n d e h y d ro g e n a se . D as H o rn h a u te p ith e l w eis t die in te n s iv s te  u n d  das 
S tro m a  die geringste  E n z y m a k tiv i tä t  auf. P a u  [37]  v e r t r i t t  die A n sich t, d aß  
die F e rm en tsy s tem e  des E p ith e ls  u n d  des E n d o th e ls  eine besonders w ich tige 
Rolle spielen. B e c k e r  u n d  F r i e d e n w a l d  [10] u n te rsu c h te n  den G lukuron i- 
d a seg eh a lt des H o rn h a u ts tro m a s  —  D a v s o n  [14] fa n d , d aß  die au ch  p h y sio 
logisch gegenw ärtige  H y a lu ro n id ase  die H y a lu ro n sä u re  d u rch  H y d ro ly se  
depo lym erisiert.

M it den chem ischen  E ig en sch aften  der in te rf ib r illä re n  S tro m a su b s ta n z e n  
b e fa ß te n  sich M e y e r  u n d  M ita rb e ite r [33, 34, 35], die fo lgende S toffe  iso
lie r te n : C h o n d ro itin su lfa t, H y a lu ro n säu re , K e ra to su lfa t. L a u t W o o d i n  [50] 
b es teh en  die lö sbaren  M ukoide der Cornea aus P ro te in -M u k o p o ly sacch arid en . 
W a l l b e c k  und  N e u m a n n  [45] fan d en , daß  die co rn ea len  M ukoide m it S äuren  
p rä z ip it ie r t  und  m it B asen  e x tra h ie r t  w erden k ö n n en . T a l l m a n , H a r r i s  u n d
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G r u b e r  [43] s te llten  a u f  G ru n d  von  p ap ie re lek tro p h o re tisch en  U n te rsu c h u n 
g en  fe s t , daß  bei A n w en d u n g  eines B a rb itu ra tp u ffe rs  v o n  p H  8 , 6  die H y a lu 
ro n s ä u re  etw a do p p e lt so sch n e ll w a n d e rt, als das H ep a rin . M e y e r  u n d  O d i e r  

[33], M e y e r  und  F e l l i g  [34], J o r p e s  u n d  W e r n e r  [23] u n te rsu c h te n  die 
Z u sam m en se tzu n g  d er G ru n d su b s ta n z  m itte ls  chem ischer A nalyse v o n  E x tr a k 
te n . S z e g h y  [42] u n te rs u c h te  die iso lierte  H o rn h a u t von  R in d e rn  in  versch ie
d e n e n  L ösungen u n d  b e o b a c h te te  deren  F lü ss ig k e itsab so rp tio n sv erm ö g en , 
m it  H ilfe  der a u f  die M u k o p o ly sacch arid en  d er G ru n d su b s ta n z  w irkenden  
P ro ta m in -  u n d  L y zo zy m -B eh an d lu n g  s te llte  er fe s t, d aß  die M u k o p o ly sacch a
r id e n  an  Eiw eiß g eb u n d en  s in d  u n d  S’ch m it T o lu id in b lau  m e ta c h ro m a tisc h  
fä rb e n .

N achdem  w ir uns z u r  A ufgabe g este llt h a t te n , die E n tw ic k lu n g  des 
F a se rsy s te m s  des S tro m as u n d  das V erh a lten  d e r m it d iesem  zu sam m en  zu 
f in d e n d e n  G ru n d su b stan z  zu  b eo b ach ten , w a n d te n  w ir h ie rfü r zw ei V erfah ren  
a n . D ie E n tw ick lu n g  d er F ib r ille n  w urde  m it d er F ase in ach w e ism e th o d e  und  
d e m  E lek tro n en m ik ro sk o p , u n d  die Bolle der G ru n d su b stan z  m it geeigneten  
h is to ch em isch en  V e rfah ren  u n te rsu c h t.

Methodik

1. Im  Anfangsstadium  der E ntw icklung wurde der B ulbus des H ühnerem bryos in to to , 
sod an n  später dessen vorderer T eil in M ethylbenzoat-Paraffin e ingebettet. D ann stellten  wir 
Seriensch n itte  her und behandelten  die Präparate m it Tetrazonium  und M ethylenblau laut 
H a l e  [19] und R it t e r  — Ol e s o n  [39]. W enn die Gewebe m it auf verschiedene pH -W erte  
gepuffertem  M ethylenblau gefärb t werden, erlischt gegen das saure pH  fortschreitend die 
F ärb ung der einzelnen Strukturen. D ie sauren M ukopolysacchariden färben sich noch m it 
M ethylenb lau  von pH 2 — w ährend die Färbung der neutralen M ukopolysacchariden in  den 
m eisten  Fällen unter pH 4 auf hört. In einigen Stadien wurde auch F ett nachgew iesen.

2. Hyaluronidase. Vom  4— bis zum  21tägigen E ntw icklungsstadium  wurde die H ornhaut 
freipräpariert, sodann fix iert, ausgew aschen und m it H yaluronidase (H yason , Organon) 
b eh a n d e lt. Die Lösung hatte  eine K onzentration von 250 E/m l. D ie Verdauung erfolgte bei 
37° C, 72 Stunden. A nschließend wurde in  M ethylbenzoat-Paraffin e in geb ettet, Serienschnitte  
v erfertig t und die Perdrausche Silberim pregnation, Toluidinblaufärbung, H ale-R eaktion, 
M ethylenblau-E xtinktionsverfahren , und R itter— Oleson M ethode angew andt.

3. Trypsinverdauung.  V om  4— bis zum lBtägigen E ntw icklungsstadium  wurde die 
H orn h au t freipräpariert, in  Carnoy fix iert und B lockverdauung nach R o m eis  (1477) vorge
n om m en . Anschließend wurde das Material in M ethylbenzoat-Paraffin  e in geb ettet und nach  
H erste llu ng  von Serienschnitten w urden die Präparate den vorher beschriebenen M ethoden 
gem äß  behandelt.

4. Pankreasmukaseverdauung.  D ie H ornhaut wurde vom  4tägigen E ntw ick lungssta
d iu m  an freipräpariert, in F orm alin  fix iert und nach reichlichem  Auswaschen m it dem nach  
B a n g a  und Baló [ 5 ]  hergestellten  — in  M/40 Veronal-A zetat (7,4 pH ) P uffer gelösten — 
K ollagenm ukoproteinase -}- E lastom ukoproteinase-K om plex behandelt. A nschließend wurde 
Silberim pregnation, T oluidinblau-Färbung und M ethylenblau-E xtinktion, laut R itter — Oleson 
vorgenom m en.

5. N ebst der Verw endung obiger M ethoden, erschien die B enützung solcher Verfahren 
für zweckm äßig, die die w eitere B eobachtung der sich in den einzelnen Entw icklungsperioden  
anhäufenden  bzw. entstehenden B indesubstanz erm öglichten. Hierzu wurde die BiiADENsche 
[13] E xtraktionstechnik  angew endet. Das bei diesem  Verfahren benützte Material wurde aus 
der Cornea des im 6 — 8 — 10 —12 — 14 — 16 —18 — 20tägigen E ntw icklungsstadium  befindlichen  
H ühnerem bryo hergestellt. 2,0 g Cornea wurde in A zeton gelegt, an der L uft getrocknet, ge
rein ig t gem ahlen, in 200 ml dest. W asser suspendiert, m it 8 n HCl auf 1,5 pH  eingestellt, m it 
0,5 g Pepsin versetzt und bei 37° C, 72 Stunden hindurch inkubiert. W ährend dieser Zeit
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erfolgte die K olliquation  der Mischung. Nach N eutralisierung gaben wir 0,6 g kristallisiertes 
Trypsin hinzu und inkubierten 24 Stunden bei 37° C. V on da an hielten wir uns an das erw ähnte  
Verfahren. D as im  Verlauf der E xtraktion gew onnene — der Originalbeschreibung nach  
saure und neutrale M ukopolysacchariden enthaltende —  E xtrak t wurde auf O bjektträger über
tragen, an der L uft getrocknet, in Eisessig-A lkohol fix iert und m it Tolnidinblau, und lau t H aie  
und R itter—Oleson gefärbt.

E rgebnisse

ad 1. 4tägiges E n tw icklu n g ssta d iu m :  D er in  to to  e in g eb e tte te , au fge-
sc h n itte n e  u n d  la u t  R it te r— Oleson g e fä rb te  B u lb u s  w eist hom ogene H ale- 
P o s itiv itä t  auf.

ötägiges E n tw icklungsstad ium  : E s  is t  k e ine  w esentliche V e rä n d e ru n g
zu  b eo b ach ten .

7tägiges E n tw ick lu n g ssta d iu m :  I n  d er C ornea sind  ganz b lasse , ro sa
F ä rb u n g ssp u re n  zu  sehen , die L insenkapsel ze ig t schw ache PAS F ä rb u n g .

Stägiges E n tw icklungsstad ium  : In  d er v e rd ic h te te n  Sklera b eg in n en d e
P A S -P o s itiv itä t, d ie sich a u f  dem  co rn eo sk le ra len  G eb iet fo rtse tz t. D ie h in te re  
M em bran  d er C ornea w eist eine sich s tä n d ig  v e rs tä rk e n d e  P A S -P o s itiv itä t 
au f, die v o rd e re  M em bran  is t P A S -n eg a tiv . A b b . 7 zeigt die F ä rb u n g  des 
co rneosk le ra len  G ebietes.

9iägiges E n tw ick lungsstad ium :  In  d e r S k le ra  sind  bereits d iffe ren z ie rte  
K norpelze llen  zu f in d e n , deren  perize llu lä re  M em bran  I la le -p o sitiv  is t. Z w ischen  
d en  in  d er N äh e  des P e rich o n d riu m s b e fin d lich en  Zellen schw ache PA S- 
R eak tio n . D ie T u n ica  p ro p ria  is t ü b e rw ieg en d  I la le -p o s itiv , a u f  d e r Z e llen 
oberfläche  ist b e re its  perize llu läre  PA S F ä rb u n g  zu b eo b ach ten . Die corneo- 
sk lera le  G renze w eist s tä rk e re  PAS F ä rb u n g  au f.

10— lltä g ig es  E n tw icklungsstad ium :  K e in e  b ed eu ten d ere  V e rä n d e ru n g
zu verzeichnen .

12tägiges E n tw ick lungsstad ium :  U n te r  dem  E p ith e l is t eine in te n s iv
PA S -positive G ren zm em b ran  zu fin d en . Die T u n ic a  p ro p ria  der C ornea is t  
noch  g rö ß ten te ils  I la le -p o s itiv , ab er u m  die Z ellen  —  h au p tsäch lich  im  v o r 
deren  D ritte l -—- k a n n  eine sich s tän d ig  v e rs tä rk e n d e  PA S F ä rb u n g  b e o b a c h te t 
w erden.

13—14tägiges E n tw icklu n g ssta d iu m :  D ie T u n ica  p rop ria  is t h o m o g en
PAS p o sitiv . Die Z ellkerne fä rb en  sich k a u m , w ä h re n d  die F ase ro b erfläch e  des 
S tro m as eine in ten s iv e  F ä rb u n g  au fw e ist (A bb . 8 ). B eide G ru n d m e m b ra n e n  
sin d  P A S -positiv . A n der corneosklerale  G renze is t  die knorpelige S k le ra , das 
P e rich o n d riu m  PA S p o sitiv , w äh ren d  die b e re its  v o lls tän d ig  d iffe ren z ie rte  
Sklera  gem isch te  F ä rb u n g  aufw eist. D ie K n o rp e lm e m b ra n  ist an  der co rn e o 
sk lera len  G renze g efasert u n d  se tz t sich  ohne Ü b erg an g  in  der C ornea fo r t, 
wo sie ih re  D ich te  u n d  s ta rk e  F ä rb u n g  v e r lie r t.

18— 20tttgiges E ntw icklungsstad ium  : U n te r  dem  E p ith e l is t die M em 
b ran  in ten siv  P A S -positiv . E ine ähn liche  F ä rb u n g  is t  auch  bei der h in te re n
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M e m b ra n  zu b eo b ach ten . D ie T un ica  p ro p r ia  w eis t eine hom ogene, in te n s iv e  
P A S  F ä rb u n g  a u f (A bb. 9). Die F ä rb u n g  des S tro m as w ird  —  gegen d ie  cor- 
n e o sk le ra le  G renze fo rtsc h re ite n d  —  a llm äh lich  w eniger hom ogen . D ies s e tz t 
s ieh  au c h  a u f  der Sk lera  fo r t , wo sich der in te rf ib r illä re  B estan d  m it PA S f ä rb t  
(A b b . 10).

ad  2. H yaluronidaseverdauung :
a )  Silberim pregnation : M it den K o n tro llsc h n itte n  v e rg lich en  d as

Im p re g n a tio n sb ild  zeig t k e ine  w esen tliche  V erän d eru n g . Im  12— 14täg ig en  
S ta d iu m  e rsche in t u n v e rä n d e r t  die b ra u n e  Im p re g n a tio n  (A bb. 1— 2).

b)  M it Tolu id inb lau färbung  is t k e ine  M étachrom asie  zu b e o b a c h te n .
c)  M it der R itter— Olesonschen Färbung  is t  die P A S -P o sitiv itä t des S tro m a  

d ie se lb e , wie im  V erlau f d e r no rm alen  E n tw ic k lu n g , d. h . vom  10. T ag  an  e r 
h ö h t  sich  die F ä rb u n g s in te n s itä t  s tä n d ig  u n d  erschein t im  16— 18täg ig en  
S ta d iu m  in  ih re r ä u ß e rs te n  S tä rk e . E in  äh n lich es  B ild is t auch  an  d e r corneo- 
sk le ra le n  Grenze zu  b e o b a c h te n .

ad  3. T rypsinverdauung  :
a )  Silberim pregnation : D as Bild h a t  sich  im  Vergleich zu den  K o n tro ll

s c h n i t te n  ein igerm aßen  v e rä n d e r t . D as Z u s tan d ek o m m en  des fü r  d as  K o lla 
g én  c h a ra k te ris tisch e n  Im p reg n a tio n sb ild e s  b e g in n t am  13. E n tw ic k lu n g s ta g  
(A b b . 3). In  den le tz te n  E n tw ic k lu n g s ta g e n  (vom  18tägigen S ta d iu m  an) is t  
a u c h  die a u f  dem  G ebiet des S trom as fleck ig  in  E rscheinung  t re te n d e  A rgyro- 
p h ilie  zu b eo b ach ten  (A bb. 4).

b) Die m it T o lu id inb lau  g e fä rb ten  S c h n itte n  zeigten in  k e in em  einzigen  
F a l l  M étachrom asie  (A bb. 11).

c) M it R itter— O/esorascher F ä rb u n g  b e g in n t die P A S -P o s itiv itä t  des 
S tro m a s  am  8 — 10. E n tw ic k lu n g s ta g  u n d  e rre ic h t im  16— 18täg igen  S ta d iu m  
d ie  ä u ß e rs te  In te n s i tä t .  D ie F ä rb u n g  erw ies sich  jed o ch  im  V erg leich  zu  d en  
K o n tro lls c h n itte n  als w esen tlich  sch w äch er (A bb. 12).

ad  4. Pankreasm ukoseverdauung :
a )  S ilberim prägnation: Im  V ergleich  zu  den vorherigen  is t eine b e d e u 

te n d e  V erän d eru n g  zu b eo b ach ten . Im  8 — lO tägigen  E n tw ic k lu n g ss ta d iu m  
k a m  eine solche ly tisch e  W irk u n g  z u s ta n d e , d a ß  das B ild der S tru k tu re n  fa s t  
v o llk o m m en  verschw om m en  w ar. A uf d e r O b erfläche  einiger in ta k t  geb lieb en er 
F ib r il le n  is t die A u sfä llu n g  sehr feiner, sch w arze r K örnchen  zu b e o b a c h te n . 
V o m  13täg igen  S ta d iu m  an  is t die V e rd a u u n g  schw ächer, die F a se rn  w eisen 
e in e  regelm äßige, in  B ü n d e ln  an g eo rd n e te  S tru k tu r  auf. N ach  d e r V e rd a u u n g  
b lie b  das E rscheinen  des so n st am  10. T ag  a u f tre te n d e n  b ra u n e n  Im p re g n a tio n s -  
b ild e s  aus und  die T u n ica  p ro p ria  der C ornea b lieb  durchw egs a rg y ro p h il (A bb. 
5— 6 ). D ie corneosklorale G renze wies ein ähn liches Bild auf.

b) A uf den m it Tolu id inb lau  gefärbten  P rä p a ra te n  is t keine M é ta c h ro 
m asie  zu b eo b ach ten  (A bb. 13).

c)  M it R itter— O/esorcscher F ä rb u n g  is t  ebenfalls eine b e d e u te n d e  V er-
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Abb. 1. 13tägiges E ntw icklungsstadium , 1 2 0 X . H yaluronidaseverdauung, Versilberung. D ie  
Verdauung verursachte in der Fibrillenstruktur des Strom as keine wesentliche Veränderung  
Abb. 2. 18tägiges E ntw icklungsstadium , 2 4 0 X . H yaluronidaseverdauung, Versilberung. D ie  
Faserstruktur wurde von der Verdauung nicht beeinflußt, braune Im pregnation des Strom as
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A bb .  3. 13tägiges E ntw icklungsstadium , 120 X . Trypsinverdauung, Versilberung. D as Trypsin  
verursachte keine wesentliche Veränderung der Faserstruktur  

A bb .  4. 18tägiges E ntw icklungsstadium , 240 X . Trypsinverdauung, Versilberung. D as Faser
system  des Strom as w eist auch nach der Verdauung braune Im prägnation auf
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Ahb. 5. lOtägiges E ntw icklungsstadium , 240X . Pankreasinukaseverdauung, Versilberung.
Starke lytische W irkung, auf der Faseroberfläche feine schwarze Granulation 

Abb. 6. lB tägiges E ntw icklungsstadium , 240 X . Pankreasinukaseverdauung, Versilberung. 
Infolge der E nzym behandlung blieb das Erscheinen des braunen Im prägnationsbildes aus

6  Acta Morphologies XI/3.
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ä n d e ru n g  zu b eo b ach ten . D ie T un ica  p ro p r ia  w eist von A nfang  a n  k rä ftig e  
H a le -P o s it iv i tä t  auf. E s is t  keine P A S -P o s itiv itä t  zu  b eo b ach ten  (A b b . 14), 
a u c h  a n  der co rneosk le ra len  G renze n ic h t.

a d  5. Gewebeextraktion :
Im  4— 8 täg ig en  S ta d iu m  k o n n te  k e in  b rau ch b a res  M ate ria l e x tra h ie r t  

w e rd e n . Die V erän d eru n g  b e g in n t am  10., 12 ., 14. Tag. V on d a  an  gelan g  es 
u n s  im m e r besser v e rw en d b a res  M ateria l zu  iso lieren , bei w elchem  die  v e r
sc h ie d e n e n  R eak tio n en  b e re its  a u sg e fü h rt w erden  k ö n n ten . D ie a u f  diese 
W eise  h e rg este llten  P rä p a ra te  w iesen eine M étach rom asie  auf, d e ren  In te n s i tä t  
s ich  m it  d er Zahl der E n tw ick lu n g stag e  p a ra lle l e rh ö h te . Die R i t te r— O lesonsche 
T e c h n ik  e rb rach te  kein  e inhe itliches R ild . I n  je n e r  F ra k tio n , in  w e lch e r nach  
d e r  O rig in a lbesch re ibung  die n e u tra le n  M u kopo lysacchariden  h ä t te n  zugegen  
se in  m üssen , e rh ie lten  w ir gem ischte  F ä rb u n g , m it überw iegender H ale -P o si- 
t i v i t ä t .  N u r in  den  ä u ß e rs te n  Zonen d e r  P rä p a ra te  w ar ro sa  F ä rb u n g  zu 
b e o b a c h te n , deren  In te n s i tä t  jed o ch  s ta rk  h in te r  der bei d er G ew eb efärb u n g  
e rz ie lte n  zu rückb lieb .

V on den 18— 2 0 täg ig en  S tad ien  an  w a r die P A S -P o s itiv itä t b e re its  
s tä r k e r .  In  der die sa u re n  M u k o p o ly sacch arid en  d ars te llen d en  F ra k t io n  w ar 
k e in e  P A S -P o sitiv itä t zu  b eo b ach ten , h in g eg en  ko n n te  in  dem  die so g e n a n n te n  
n e u tr a le n  M ukopo lysacchariden  e n th a lte n d e n  E x tr a k t  neb st sc h w a c h e r PAS- 
P o s i t iv i tä t  eine a u sg ep räg te  H a le -P o s itiv itä t  w ahrgenom m en w erd en . S ä m t
lic h e  P rä p a ra te  w iesen in te n s iv e  M étach ro m asie  auf.

M ethylenb lau -E xtinktion  : W ir e rh ie lte n  auch  bei u n te r  p H  4 v o rg e n o m 
m e n e r  F lyalu ron idase-, T ry p sin - , u n d  P a n k re a sm u k a se  V erd a u u n g  p ositive  
R e a k tio n e n , was d a ra u f  h in w eis t, d aß  b e i d en  K om ponen ten  des B in d e m a te 
r ia ls  au c h  die sau ren  M u k o p o ly sacch arid en  eine bed eu ten d e  R olle sp ielen . 
F ü r  diese A uffassung sp r ic h t auch  die n a c h  H y a lu ro n id a se v e rd au u n g  au s
b le ib e n d e  M étachrom asie .

B esp rechung

U m  die E ig en sch a ften  des in te r f ib r il lä r  lokalisierten  B in d e m a te ria ls  
g e n a u e r  erkennen  zu  k ö n n en , w an d ten  w ir d ie  R it te r— (H esonsche D o p p e lfä r
b u n g  an , die eine s im u lta n e  D arste llu n g  d e r sau ren  u n d  n e u tra le n  M u k o p o ly 
sa c c h a rid e n  erm öglich t. In  unserem  U n te rsu c h u n g sm a te ria l e rg ab  d ie  T un ica 
p ro p r ia  der Cornea vom  7. T ag  der e m b ry o n a le n  E n tw ick lung  P A S -P o s itiv itä t. 
D ie  m it der PA S-M ethode nachw eisbare  q u a n ti ta t iv e  V erm ehrung  des B in d e
m a te r ia ls  w urde vom  S ta d iu m  des 13. E n tw ick lu n g stag es  an  in te n s iv e r . Im  
S tro m a  d er v o lls tän d ig  en tw ick e lten  C ornea  k o n n te  fas t au ssch ließ lich  PAS- 
p o s itiv e s  M aterial nachgew iesen  w erden .

Die E rsche inung  bzw . die A n h äu fu n g  des P A S-positiven M ate ria ls  fä llt 
z e itlic h  (7— 14 Tag) m it d em  V erschw inden  d e r A rgyrophilie  des S tro m a s  und



Abb. 7. 8tägiges Entwicklungsstadium, 120 X.  Corneosklerale 
Grenze, Ritter-Olesonsche Färbung. Beginnende PAS-Positivität  

des Stromas

Abb. 9. 20tägiges Entwicklungsstadium, 2 4 0 X. Ritter- 
Olesonsche Färbung. Die Tunica propria weist intensive PAS- 

Positivität auf

Abk. 8. IStägiges Entwicklungsstadium, 2 4 0 X .  Ritter- 
Olesonsche Färbung. Starke PAS-Positivität des Stromas

Abb. 10. 20tägiges Entwicklungsstadium, 120X .  Corneosklerale 
Grenze. Ritter-Olesonsche Färbung. Die Kapsel der Knorpelzellen 
weist Hale-Positivität der Zwischenbestand und das Perichon

drium PAS-Positivität auf





Abb. 11. 20tägiges Entw icklungsstadium , 240 X . Trypsinver
dauung, Toluidinblau-Färbung. Keine Métachromasie

Abb. 13. 20tägiges E ntw icklungsstadium , 240 X . Pankreas- 
mukaseverdauung, Toluidinblau-Färbung. Die Verdauung ver

hindert das Zustandekom m en der Métachromasie

Abb. 12. 20tägiges Entw icklungsstadium , 1 20X . Ritter- 
Olesonsche Färbung. Das Stroma ist PAS positiv, die Intensität 
der Färbung ist jedoch im Verhältnis zur Kontrolle schwächer

Abb. 14. 20tägiges Entw ieklungsstadium , 250 X.  Pankreas- 
m ukaseverdauung, Ritter-O lesonsche Färbung. Nach der Ver

dauung bleibt die P A S-P ositivität aus
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dem  A u ftre te n  d er M étachrom asie  zu sam m en . U m  die E ig en sch aften  des 
B in d em ate ria ls  g en au er zu erforschen , w u rd e  d ie  B radensche [13] G ew ebe
e x tra k tio n  v o rgenom m en . D er O rig in a lb esch re ib u n g  nach  können  zw ei F r a k 
tionen  iso lie rt w erd en . Als R e su lta t e rg ab  sich , d a ß  das E rscheinen  d e r  PA S- 
positiven  S u b stan z  in  d er so g en an n ten  n e u tra le n  F ra k tio n  und  das A u ftre te n  
der P A S -P o s itiv itä t ko inzid ieren .

S e lb s tv e rs tä n d lic h  m üssen  die m it d e r  E x tra k t io n  erzielten  R e s u lta te  
vorsich tig  g ew erte t w erd en , weil es sich h ie r le tz te n  E ndes um  die H e rs te llu n g  
eines k a se in h ä ltig en  P rä p a ra te s  h a n d e lt, d as  d en  W ert h is to ch em isch e r 
R eak tio n en  in  g roßem  M aß beeinflussen k a n n . D iese M ethode lä ß t sich d e m n a c h  
n ich t zu  e x a k te n  Schlüssen , sondern  n u r  zu  E rgänzungszw ecken  v e rw e n d e n .

Im  G egensatz  zu  den B efunden  von  I r v i n g  u n d  T o m l i n  [21] sp ie len  
nach  unseren  B eo b ach tu n g en  beim  Z u s ta n d e k o m m e n  des V ersilberungsb ildes 
die m it H y a lu ro n id ase  v e rd a u b a ren  K o m p o n e n te n  des B in d em ate ria ls  keine 
Rolle. T a tsa c h e  is t, d a ß  n ach  der H y a lu ro n id a se v e rd au u n g  die N a c h w e isb a r
ke it d e r P A S -p o sitiv en  S toffe u n v e rä n d e rt u n d  keine M étachrom asie  zu  b e 
o b ach ten  is t. In  Ü b ere in s tim m u n g  m it d en  E rfa h ru n g e n  von R o b b - S m i t h  

[40] w u rd e  das Z u stan d ek o m m en  des Im p re g n a tio n sb ild e s  durch  T ry p s in v e r 
d au u n g  n ich t w esen tlich  b ee in flu ß t, n u r die I n te n s i tä t  der P A S -F ärb u n g  w u rd e  
v e rm in d e rt. N ach  A n w en d u n g  von P a n k re a sm u k a se  (K o llag en m u k o p ro te i- 
nase A  E la s to m u k o p ro te in ase -K o in p lex ) b lieb  die die U m w an d lu n g  zum  
K ollagén  d em o n strie ren d e  E rsch e in u n g  des b ra u n e n  Im p reg n a tio n sb ild e s  
und  au ch  das A u ftre te n  des P A S -positiven  S toffes aus. Diese R e su lta te  w eisen  
d a ra u f  h in , d aß  im  B in d em ate ria l der e m b ry o n a le n  C ornea neb st d en  sa u re n  
M u k opo lysacchariden  au ch  eine K o m p o n en te  zugegen  is t, die von  d e r  P a n 
k reasm u k ase  angegriffen  w erden  k an n . U nsere  diesbezügliche B e o b a c h tu n g  
b e s tä tig t die von  B a n g a  u n d  B a l ó  [8 ] e rz ie lte n  R esu lta te , la u t w elchen  d e r 
von d e r P a n k re a sm u k a se  v e rd au b a re  S to ff  d e r S tab ilisa tio n sfak to r  d e r k o lla 
génén F a se rn  is t, ohne dem  keine F a se rb ild u n g  zu s tan d ek o m m t. Im  V e rla u f 
un sere r U n te rsu ch u n g en  k o n n te  d em n ach  fe s tg e s te llt  w erden, d a ß  b e i d er 
U m w an d lu n g  des F ase rsy s tem s des S tro m as in  K ollagén  das B in d e m a te r ia l 
eine b e d e u te n d e  R olle sp ie lt. A uf G ru n d  u n se re r  B efunde kön n en  w ir  die 
A nsich t von  W o o d i n  [50] und  S z e g i i y  [42] b e s tä tig e n , w onach d ie  M uko
po ly sacch arid en  d er C ornea an  E iw eiß  g eb u n d en  sin d . Diese unsere  A n s ic h t 
w ird  d u rch  den U m sta n d  b e k rä ftig t, d aß  n a c h  T ry p sin v e rd au u n g  d ie  M é ta 
chrom asie  des S tro m as au sb le ib t, was b e d e u te t ,  d a ß  im  P ro te in -M u k o p o lv - 
sacch arid en -K o m p lex  die P ro te in -G ru p p e  bzw . d ie zw ischen den beid en  S to ffen  
b esteh en d e  V erb in d u n g  bei dem  P rozeß  eine b e d e u te n d e  Rolle sp ie lt. Als 
E rk lä ru n g  d er nach  P a n k re a sm u k o sa v e rd au u n g  au sb le ibenden  M étach ro m asie  
fü h ren  v i r  an , d aß  in  d iesem  Fall en tw ed er d e r v o rh e r  erw ähn te  M echan ism us 
eine R olle sp ie lt, oder die A uslösung eines a n d e re n  Stoffes n ich t sa u re r  N a tu r  
z u s ta n d e k o m m t.

0 *
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Z usam m enfassung

Im  Verlauf der H ornhautentw icklung des H ühnerem bryos wurde b eobachtet, daß die 
U m w andlung des argyrophilen zum  kollagénén S tad iu m  und die M étachrom asie sow ie die 
E rscheinung bzw. A nhäufung der PA S-positiven S toffe  koinzidieren. Durch H yaluron idasever
dauung wurde weder das Im pregnationsbild, noch  die Nachweisbarkeit der PA S-positiven  
S toffe  beeinflußt. D as nach Trypsinverdauung erhaltene B ild  stim m t im  w esentlichen  m it dem  
vorherigen überein, m it dem  U nterschied, daß die P A S -P ositiv itä t des Stromas etw as schwächer  
w urde. N ach  Verdauung m it B a n g a —BALÓscher Pankreasm ukase (K ollagenm ukoproteina- 
se +  E lastom ukoproteinase) g ib t es keine M étachrom asie, auch das Ercheinen des PA S-posi
t iv e n  Stoffes ist n icht zu beobachten und das Strom a b leib t durchwegs argyrophil. E s wird 
gefolgert, daß das B indem aterial — dessen eine K om ponente durch obiges E nzym  beeinflußbar  
is t  — bei der U m w andlung zum  Kollagén eine w ich tige  R olle spielt.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ПРОЦЕССА ЭМБРИОНАЛЬНОГО ОБРАЗОВАНИЯ ВОЛОКОН 
ГИСТОХИМИЧЕСКИМИ МЕТОДАМИ

Л. КАРМАЖИН
В процессе развития роговицы зародышей цыплят превращение аргирофильной 

стадии в коллагенную — по исследованиям автора — совпадает с началом метахрома- 
тического окрашивания и появлением или размножением I IACK-положптельных ве
ществ. Гиалуронидазное переваривание не влияет ни на картину пропитки, ни на вынв- 
ляемость ПАСК-положительных веществ. Картина, полученная после трипсинового 
переваривания но существу сходная с предыдущей, с той лишь разницей, что ПАСК- 
ноложительность стромы несколько слабее. В случае применения полученного Б а н г и  
Б и л о  комплекса муказного фермента поджелудочной железы (коллагенмукопротеиназа +  
эластомукопротеиназа) не наблюдается ни метахромазии, ни появления ПАСК-положи
тельных веществ, и строма до конца остается аргирофильной. Автор на основании своих 
опытов приходит к тому заключению, что в превращении в коллаген важнейшую роль 
играет склеивающее вещество, один компонент которого поддается воздействию выше
указанного фермента.

HISTOCHEMICAL ST U D Y  OF FIBR O G EN ESIS IN  CHICKEN EM BRYO S

L. KARMAZSIN

The developm ent of the cornea in the chicken reaches a stage at which the argyrophilic  
state  changes into collagen, and it is claim ed that this transform ation coincides w ith the rise of 
m etachrom asia and the appearance and accum ulation of substances giving positive periodic 
Schiff reaction. D igestion w ith  hyaluronidase did not affect either im pregnation or the de- 
m onstrability of the PA S-positive substances. D igestion w ith  trypsin  yielded essentially  sim ilar 
results, w ith the difference that the PA S-positiv ity  o f the strom a seemed to have weakened. 
After the application of m ucase there was no m etachrom asia, and there appeared no PAS- 
positive m atter, and the strom a rem ained argyrophilic. The binding substance, a com ponent o f  
which can he influenced by m ucase, is suggested to play a decisive part in collagenous trans
form ation.

D r. I jászló Karmazsin: D ebrecen  12, O rv o s tu d o m á n y i E g y e tem  A n a tó m ia i 
Szövet- és F e jlő d é s ta n i In té z e te , U n g arn
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