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In einer vorherigen Mitteilung haben wir die genetischen Probleme der
Faserbildung behandelt. Im Verlauf unserer Untersuchungen, in welchen wir
an der Cornea des Huhnerembryos den EntwicklungsprozeB der Fasern ver-
folgten, konnten wir feststellen, daB bei der Entwicklung der Fibrillen der
formative oder fermentative AKtivitdt entscheidend ist [24]. Nebst dieser
Feststellung mdchten wir betonen, da das Bindegewebe und so auch das
Stroma der embryonalen Cornea als komplexes System anzusehen ist, inner-
halb dessen die einzelnen Komponenten, also die Zellen, Fasern und die
Grundsubstanz eine zusammenhdngende funktionelle Einheit bilden. Wir
haben auch darauf hingewiesen, dal nach den literarischen Angaben die
Komponenten der interfibrillaren Hornhautsubstanzen von den Fibroblasten
produziert werden. (Kting und Cameron [26], Grossfeld, Meyer und
Godman [18], Berenson und Mitarbeiter [11].) DohIman [17], der das
Schicksal der Cornea-Transplantate mit Hilfe von S35 beobachtete, stellte
fest, daB am achten Tag nach der Transplantation auf dem Gebiet des Trans-
plantates Isotop-Akkumulation und gleichzeitig das Erscheinen der Fibro-
blasten wahrzunehmen ist. Winkelman [47, 48] stellte fest, dal das Trans-
parentwerden der Sklera-Transplantate und das Auftreten der metachroma-
tischen Substanz parallele Erscheinungen sind.

Aurel und Holmgren [2] fanden, daB bei Menschen, Hasen, Meer-
schweinchen und M&usen das Transparentwerden der Cornea und das Erschei-
nen der metachromatischen Substanz zeitlich koinzidiert.

Im Verlauf unserer Untersuchungen haben wir auch festgestellt, daf
bei der Entwicklung des cornealen Fasersystems zuerst Argyrophilie zu
beobachten ist, der am 9—12. Entwicklungstag ein Kollagen-Stadiurn
folgt. Diese Umwandlung f&llt mit der Erscheinung bzw. Anhdufung der
metachromatischen Grundsubstanz zusammen.

Robb-Smith [40] stellte in seinem zusammenfassenden Referat fest,
daB das Retikulin keine chemische Definition, sondern eine morphologische
Bezeichnung ist. Es besteht aus feinen Fibrillen, die sich mit Anilinblau nicht
farben und schwarz imprégnieren, durch Pepsin destruiert werden, Trypsin-
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Behandlung verdndert das Imprégnationsbild nicht bedeutend und auch
die PAS-Positivitat bleibt aus. Hyaluronidase hat auf die Struktur des Reti-
kulins und dessen Verhalten den Farbstoffen gegenliber keinen EinfluR. Das
von der Kollagenase abgebaute, im Elektronenmikroskop eine Streifung von
640 A aufweisende Retikulin verfiigt iiber eine dem Kollagén gleiche Amino-
sdurenzusammensetzung. Laut Robb-Smith gibt es zwei Arten von Retikulin,
eine von kollagénem und eine von nicht kollagénem Ursprung. Beide weisen
Argyropbilie auf, ein charakteristischer Unterschied zeigt sich jedoch in ihrem
enzymatischen Abbau, denn wahrend sich das Retikulin nicht kollagénén
Ursprungs mit Trypsin abbauen l&4Rt, ist dies bei dem anderen nicht der Fall.
Bei dieser Einteilung treffen wir auch solche Argyrophilic ergebende Kolla-
géné, die zu den Prakollagenen gezahlt werden (Banga, 7).

W ir fanden, dall im Verlauf der Entwicklung des Hornhautstromas das
retikuldre Stadium — simultan mit der Anhdufung der Bindesubstanz — von
der Kollagenphase abgeldst wird.

Laut Thomas [44] besteht die feste Substanz der Cornea zu 82,2% aus
Kollagén und 17,8% aus Mukoid. Von diesen Stoffen sind uns folgende bekannt:

Kollagén. Vereinfacht man die in der Literatur unter vielen Namen
erwédhnten Kollagenarten, dann sind es auch zumindest drei Arten die auf
Grund verschiedener physikochemischer Eigenheiten voneinander differen-
ziert werden missen:

1. Prokollagen und Tropokollagen, die das sich in dinnen organischen
Séduren lésende Kollagén darstellen.

2. Metakollagen und Kollastromin sind die unldsbaren Kollagéné.

3. Parakollagen, das mit dem spezifischen Pankreasenzym, der Kollagen-
mukoproteinase, aus der Haut ausldsbar ist (Banga, 7).

Submikroskopisch ist das Kollagén aus drei Elementen aufgebaut:
Fibrillum, Filamentum, Protofibrillum. Die Verbindung der das Kollagén
bildenden Aminosduren wurde von Asthburg [1] beschrieben. Die Einheit
der kollagénén Faser ist das Protofibrillum. Diese Fibrillen sind durch eine
Zementsubstanz verbunden. lhre charakteristischen Querstreifen widerspie-
geln die Verédnderungen der chemischen Struktur. Bear [9] ist der Absicht,
daB die Polypeptidketten in den einzelnen Abschnitten Uber lange Seitenketten
verfligen. Diese bilden die Streifung »band«, zwischen welchen kurze Seiten-
ketten »interband« zu finden sind.

Die Forschungsresultate der letzten Jahre haben erwiesen, dafl die
interfibrilldre Substanz bei der physiologischen und pathologischen Funktion
des Bindegewebes eine wichtige Rolle spielt. Denn an diesem Ort erfolgt einer-
seits der Austausch des von der Blutbahn kommenden Wasser-, lon-, Eiweil-
usw. Transportes und der Stoffwechselprodukte der Zellen, andererseits der
interzelluldren Bindegcwebselemente und Fasern, Mukopolysacchariden
und geldsten Proteine. Romhanyi [41] wies mittels Polarisationstechnik
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nach, dal die kollagénén und elastischen Fasern aus Proteine und Polysaccha-
ride enthaltenden Fibrillen bestehen. Der metachromatische Index, also der
Differentiationsindikator des alternden, oder in einem anderen pathologischen
ProzelR begriffenen interzelluldren Bindegewebes der jungen elementaren Fi-
brillen ist hoch. DieVerminderung der Mukoidkomponente fihrt im interzellu-
l&ren Bestand zur Sklerose.

Aus den wertvollen Forschungen von Banga [4] geht hervor, dafl sich
die interzelluldr befindlichen — laut Schwarz — auch fir die Argyrophilie
verantwortlichen — Mukopolysaccharide metachromatisch farben.

Die interfibrillare Substanz enthéalt ein Protein, das laut Dische, Danil-
czenko UNd Zellmeins [16] 12% Kohlenhydrat enthélt. Windrum, Kent
und E astoe [46] fanden, daR das Betikulin 4,2% Kohlenhydrat enthdlt, in
dem keine Hexuronsdure, jedoch Hexosamin zu finden ist, und das auf Grund
der Aminosdurezusammensetzung demnach als neutrales Mukopolysaccharid
anzusehen ist. Die weiteren Untersuchungen von Banga erweisen, dafl dieses
neutrale Mukopolysaccharid fur die Argyrophilie und die PAS-Positivitat
verantwortlich ist. Es zeigt sich, dall die neutralen Mukopolysacchariden in der
Morphogenese, im Metabolismus und in der Funktion der Bindegewebsfasern
eine Rolle spielen kdnnen. Das die neutralen Mukopolysacchariden l6sende
Enzym — die Kollagemnukoproteinase — 16st jene Polysacchariden, die an
der aus den Fibrillen erfolgenden Bildung der kollagénén Fasern beteiligt sind.

Die Rolle dieser Grundsubstanz ist bei den sogenannten bradytrophen
Geweben besonders wichtig, da ihr Stoffwechsel gerade durch diese Substanzen
ermdéglicht wird.

Uber die Eigenschaften der interfibrilliren Hornhautsubstanz sind im
Schrifttum zahlreiche Angaben zu finden. Laut den Beobachtungen, die
Kuhiman [28] an der Cornea von Ratten machte, wird der Gewebestoff-
wechsel von folgenden Enzymen beeinfluRt: Aldolase, Milchs&duredehydroge-
nase, Glucose 6-Phosphatdehydrogenase, Glutaminsdure-Dehydrogenase, Glu-
tathiondehydrogenase. Das Hornhautepithel weist die intensivste und das
Stroma die geringste Enzymaktivitdt auf. Pau [37] vertritt die Ansicht, daB
die Fermentsysteme des Epithels und des Endothels eine besonders wichtige
Rolle spielen. Becker und Friedenwald [10] untersuchten den Glukuroni-
dasegehalt des Hornhautstromas — Davson [14] fand, dafl die auch physio-
logisch gegenwadrtige Hyaluronidase die Hyaluronsidure durch Hydrolyse
depolymerisiert.

Mit den chemischen Eigenschaften der interfibrilldren Stromasubstanzen
befallten sich Meyer und Mitarbeiter [33, 34, 35], die folgende Stoffe iso-
lierten: Chondroitinsulfat, Hyaluronsdure, Keratosulfat. Laut Woodin [50]
bestehen die losbaren Mukoide der Cornea aus Protein-Mukopolysacchariden.
Wallbeck und Neumann [45] fanden, dalR die cornealen Mukoide mit S&uren
prézipitiert und mit Basen extrahiert werden kénnen. Tallman, Harris und
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Gruber [43] stellten auf Grund von papierelektrophoretischen Untersuchun-
gen fest, daB bei Anwendung eines Barbituratpuffers von pH 8,6 die Hyalu-
ronsdure etwa doppelt so schnell wandert, als das Heparin. Meyer und Odier
[33], Meyer und Fellig [34], Jorpes Und Werner [23] untersuchten die
Zusammensetzung der Grundsubstanz mittels chemischer Analyse von Extrak-
ten. Szeghy [42] untersuchte die isolierte Hornhaut von Rindern in verschie-
denen Lo6sungen und beobachtete deren Flissigkeitsabsorptionsvermdgen,
mit Hilfe der auf die Mukopolysacchariden der Grundsubstanz wirkenden
Protamin- und Lyzozym-Behandlung stellte er fest, daB die Mukopolysaccha-
riden an Eiweil gebunden sind und Sch mit Toluidinblau metachromatisch
farben.

Nachdem wir uns zur Aufgabe gestellt hatten, die Entwicklung des
Fasersystems des Stromas und das Verhalten der mit diesem zusammen zu
findenden Grundsubstanz zu beobachten, wandten wir hierfiir zwei Verfahren
an. Die Entwicklung der Fibrillen wurde mit der Faseinachweismethode und
dem Elektronenmikroskop, und die Bolle der Grundsubstanz mit geeigneten
histochemischen Verfahren untersucht.

Methodik

1. Im Anfangsstadium der Entwicklung wurde der Bulbus des Hihnerembryos in toto,
sodann spéter dessen vorderer Teil in Methylbenzoat-Paraffin eingebettet. Dann stellten wir
Serienschnitte her und behandelten die Pré&parate mit Tetrazonium und Methylenblau laut
Hale [19] und Ritter —Oleson [39]. Wenn die Gewebe mit auf verschiedene pH-Werte
gepuffertem Methylenblau gefarbt werden, erlischt gegen das saure pH fortschreitend die
Farbung der einzelnen Strukturen. Die sauren Mukopolysacchariden férben sich noch mit
Methylenblau von pH 2 — wé&hrend die Farbung der neutralen Mukopolysacchariden in den
meisten Féallen unter pH 4 aufhort. In einigen Stadien wurde auch Fett nachgewiesen.

2. Hyaluronidase. Vom 4—bis zum 21tagigen Entwicklungsstadium wurde die Hornhaut
freiprapariert, sodann fixiert, ausgewaschen und mit Hyaluronidase (Hyason, Organon)
behandelt. Die L6sung hatte eine Konzentration von 250 E/ml. Die Verdauung erfolgte bei
37° C, 72 Stunden. AnschlieBend wurde in Methylbenzoat-Paraffin eingebettet, Serienschnitte
verfertigt und die Perdrausche Silberimpregnation, Toluidinblaufarbung, Hale-Reaktion,
Methylenblau-Extinktionsverfahren, und Ritter—Oleson Methode angewandt.

3. Trypsinverdauung. Vom 4—bis zum IBtagigen Entwicklungsstadium wurde die
Hornhaut freiprapariert, in Carnoy fixiert und Blockverdauung nach Romeis (1477) vorge-
nommen. AnschlieRend wurde das Material in Methylbenzoat-Paraffin eingebettet und nach
Herstellung von Serienschnitten wurden die Praparate den vorher beschriebenen Methoden
gemal behandelt.

4. Pankreasmukaseverdauung. Die Hornhaut wurde vom 4tagigen Entwicklungssta-
dium an freiprdpariert, in Formalin fixiert und nach reichlichem Auswaschen mit dem nach
Banga und Balé (57 hergestellten — in M/40 Veronal-Azetat (7,4 pH) Puffer gelésten —
Kollagenmukoproteinase -}- Elastomukoproteinase-Komplex behandelt. AnschlieBend wurde
Silberimpregnation, Toluidinblau-Farbung und Methylenblau-Extinktion, laut Ritter —Oleson
vorgenommen.

5. Nebst der Verwendung obiger Methoden, erschien die Benutzung solcher Verfahren
fir zweckmaéRig, die die weitere Beobachtung der sich in den einzelnen Entwicklungsperioden
anhaufenden bzw. entstehenden Bindesubstanz ermdglichten. Hierzu wurde die BiiADENsche
[13] Extraktionstechnik angewendet. Das bei diesem Verfahren benltzte Material wurde aus
der Cornea des im 6—8—10—12 —14 —16—18—20tdgigen Entwicklungsstadium befindlichen
Hihnerembryo hergestellt. 2,0 g Cornea wurde in Azeton gelegt, an der Luft getrocknet, ge-
reinigt gemahlen, in 200 ml dest. Wasser suspendiert, mit 8 n HCI auf 1,5 pH eingestellt, mit
0,5 g Pepsin versetzt und bei 37° C, 72 Stunden hindurch inkubiert. W&hrend dieser Zeit
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erfolgte die Kolliquation der Mischung. Nach Neutralisierung gaben wir 0,6 g kristallisiertes
Trypsin hinzu und inkubierten 24 Stunden bei 37° C. Von da an hielten wir uns an das erwéhnte
Verfahren. Das im Verlauf der Extraktion gewonnene — der Originalbeschreibung nach
saure und neutrale Mukopolysacchariden enthaltende — Extrakt wurde auf Objekttréger tber-
tragen, an der Luft getrocknet, in Eisessig-Alkohol fixiert und mit Tolnidinblau, und laut Haie
und Ritter—Oleson gefarbt.

Ergebnisse

ad 1. 4tdgiges Entwicklungsstadium: Der in toto eingebettete, aufge-
schnittene und laut Ritter—Oleson gefdrbte Bulbus weist homogene Hale-
Positivitat auf.

otagiges Entwicklungsstadium : Es ist keine wesentliche Verdnderung
zu beobachten.

7tagiges Entwicklungsstadium: In der Cornea sind ganz blasse, rosa
Farbungsspuren zu sehen, die Linsenkapsel zeigt schwache PAS Féarbung.
Stagiges Entwicklungsstadium : In der verdichteten Sklera beginnende

PAS-Positivitat, die sich auf dem corneoskleralen Gebiet fortsetzt. Die hintere
Membran der Cornea weist eine sich stidndig verstirkende PAS-Positivitit
auf, die vordere Membran ist PAS-negativ. Abb. 7 zeigt die Fadrbung des
corneoskleralen Gebietes.

9iagiges Entwicklungsstadium: In der Sklera sind bereits differenzierte
Knorpelzellen zu finden, deren perizellulare Membran llale-positiv ist. Zwischen
den in der N&he des Perichondriums befindlichen Zellen schwache PAS-
Reaktion. Die Tunica propria ist Uberwiegend Ilale-positiv, auf der Zellen-
oberflache ist bereits perizellulaire PAS Farbung zu beobachten. Die corneo-
sklerale Grenze weist stdrkere PAS Fédrbung auf.

10— lltdgiges Entwicklungsstadium: Keine bedeutendere Verdnderung
zu verzeichnen.

12t&giges Entwicklungsstadium: Unter dem Epithel ist eine intensiv
PAS-positive Grenzmembran zu finden. Die Tunica propria der Cornea ist

noch groéftenteils llale-positiv, aber um die Zellen — hauptsdchlich im vor-
deren Drittel — kann eine sich stdndig verstdrkende PAS Fé&rbung beobachtet
werden.

13—14tégiges Entwicklungsstadium: Die Tunica propria ist homogen
PAS positiv. Die Zellkerne farben sich kaum, wé&hrend die Faseroberfldche des
Stromas eine intensive Farbung aufweist (Abb. 8). Beide Grundmembranen
sind PAS-positiv. An der corneosklerale Grenze ist die knorpelige Sklera, das
Perichondrium PAS positiv, wdhrend die bereits vollstdindig differenzierte
Sklera gemischte Farbung aufweist. Die Knorpelmembran ist an der corneo-
skleralen Grenze gefasert und setzt sich ohne Ubergang in der Cornea fort,
wo sie ihre Dichte und starke Féarbung verliert.

18— 20tttgiges Entwicklungsstadium : Unter dem Epithel ist die Mem-
bran intensiv PAS-positiv. Eine dhnliche Farbung ist auch bei der hinteren
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Membran zu beobachten. Die Tunica propria weist eine homogene, intensive
PAS Féarbung auf (Abb. 9). Die Fé&rbung des Stromas wird — gegen die cor-
neosklerale Grenze fortschreitend — allmé&hlich weniger homogen. Dies setzt
sieh auch auf der Sklera fort, wo sich der interfibrillare Bestand mit PAS farbt
(Abb. 10).

ad 2. Hyaluronidaseverdauung :

a) Silberimpregnation: Mit den Kontrollschnitten verglichen das
Impregnationsbhild zeigt keine wesentliche Verédnderung. Im 12— 14t4gigen
Stadium erscheint unverédndert die braune Impregnation (Abb. 1—2).

b) Mit Toluidinblaufarbung ist keine Métachromasie zu beobachten.

c) Mit der Ritter— Olesonschen Farbung ist die PAS-Positivitdt des Stroma
dieselbe, wie im Verlauf der normalen Entwicklung, d. h. vom 10. Tag an er-
hoht sich die Farbungsintensitdt stdndig und erscheint im 16— 18tdgigen
Stadium in ihrer duBersten St&rke. Ein dhnliches Bild ist auch an der corneo-
skleralen Grenze zu beobachten.

ad 3. Trypsinverdauung:

a) Silberimpregnation : Das Bild hat sich im Vergleich zu den Kontroll-
schnitten einigermallen verdndert. Das Zustandekommen des fir das Kolla-
gén charakteristischen Impregnationsbildes beginnt am 13. Entwicklungstag
(Abb. 3). In den letzten Entwicklungstagen (vom 18tdgigen Stadium an) ist
auch die auf dem Gebiet des Stromas fleckig in Erscheinung tretende Argyro-
philie zu beobachten (Abb. 4).

b) Die mit Toluidinblau geférbten Schnitten zeigten in keinem einzigen
Fall Métachromasie (Abb. 11).

c) Mit Ritter—O/esorascher Fé&rbung beginnt die PAS-Positivitat des
Stromas am 8—10. Entwicklungstag und erreicht im 16— 18t&gigen Stadium
die &uBerste Intensitdt. Die Farbung erwies sich jedoch im Vergleich zu den
Kontrollschnitten als wesentlich schwacher (Abb. 12).

ad 4. Pankreasmukoseverdauung :

a) Silberimpréagnation: Im Vergleich zu den vorherigen ist eine bedeu-
tende Verdnderung zu beobachten. Im 8—IOtédgigen Entwicklungsstadium
kam eine solche lytische Wirkung zustande, dafl das Bild der Strukturen fast
vollkommen verschwommen war. Auf der Oberflache einiger intakt gebliebener
Fibrillen ist die Ausféllung sehr feiner, schwarzer Kérnchen zu beobachten.
Vom 13tdgigen Stadium an ist die Verdauung schwdcher, die Fasern weisen
eine regelmé&Rige, in Biundeln angeordnete Struktur auf. Nach der Verdauung
blieb das Erscheinen des sonst am 10. Tag auftretenden braunen Impregnations-
bildes aus und die Tunica propria der Cornea blieb durchwegs argyrophil (Abb.
5—6). Die corneosklorale Grenze wies ein dhnliches Bild auf.

b) Auf den mit Toluidinblau gefarbten Praparaten ist keine Métachro-
masie zu beobachten (Abb. 13).

¢) Mit Ritter—O/esorcscher Farbung ist ebenfalls eine bedeutende Ver-
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Abb. 1. 13tagiges Entwicklungsstadium, 120X. Hyaluronidaseverdauung, Versilberung. Die
Verdauung verursachte in der Fibrillenstruktur des Stromas keine wesentliche Veranderung
Abb. 2. 18tagiges Entwicklungsstadium, 240X. Hyaluronidaseverdauung, Versilberung. Die
Faserstruktur wurde von der Verdauung nicht beeinfluBt, braune Impregnation des Stromas
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Abb. 3. 13tdgiges Entwicklungsstadium, 120 X . Trypsinverdauung, Versilberung. Das Trypsin
verursachte keine wesentliche Verdnderung der Faserstruktur
Abb. 4. 18tagiges Entwicklungsstadium, 240 X . Trypsinverdauung, Versilberung. Das Faser-
system des Stromas weist auch nach der Verdauung braune Impréagnation auf
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Ahb. 5. IOtégiges Entwicklungsstadium, 240X. Pankreasinukaseverdauung, Versilberung.
Starke lytische Wirkung, auf der Faseroberflache feine schwarze Granulation

Abb. 6. IBtagiges Entwicklungsstadium, 240 X. Pankreasinukaseverdauung, Versilberung.
Infolge der Enzymbehandlung blieb das Erscheinen des braunen Impréagnationsbildes aus

6 Acta Morphologies XI/3.
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&nderung zu beobachten. Die Tunica propria weist von Anfang an kraftige
Hale-Positivitdt auf. Es ist keine PAS-Positivitdt zu beobachten (Abb. 14),
auch an der corneoskleralen Grenze nicht.

ad 5. Gewebeextraktion :

Im 4—sgtdgigen Stadium konnte kein brauchbares Material extrahiert
werden. Die Verdnderung beginnt am 10., 12., 14. Tag. Von da an gelang es
uns immer besser verwendbares Material zu isolieren, bei welchem die ver-
schiedenen Reaktionen bereits ausgefihrt werden kdénnten. Die auf diese
W eise hergestellten Préaparate wiesen eine Métachromasie auf, deren Intensitat
sich mit der Zahl der Entwicklungstage parallel erhdhte. Die Ritter—Olesonsche
Technik erbrachte kein einheitliches Rild. In jener Fraktion, in welcher nach
der Originalbeschreibung die neutralen Mukopolysacchariden hé&tten zugegen
sein missen, erhielten wir gemischte Farbung, mit Uberwiegender Hale-Posi-
tivitdt. Nur in den &uBersten Zonen der Prdparate war rosa Fé&rbung zu
beobachten, deren Intensitdt jedoch stark hinter der bei der Gewebefdrbung
erzielten zurickblieb.

Von den 18—20t&gigen Stadien an war die PAS-Positivitdt bereits
stdrker. In der die sauren Mukopolysacchariden darstellenden Fraktion war
keine PAS-Positivitdt zu beobachten, hingegen konnte in dem die sogenannten
neutralen Mukopolysacchariden enthaltenden Extrakt nebst schwacher PAS-
Positivitdt eine ausgeprégte Hale-Positivitdit wahrgenommen werden. Samt-
liche Préparate wiesen intensive Métachromasie auf.

Methylenblau-Extinktion : Wir erhielten auch bei unter pH 4 vorgenom-
mener Flyaluronidase-, Trypsin-, und Pankreasmukase Verdauung positive
Reaktionen, was darauf hinweist, dal bei den Komponenten des Bindem ate-
rials auch die sauren Mukopolysacchariden eine bedeutende Rolle spielen.
Fiur diese Auffassung spricht auch die nach Hyaluronidaseverdauung aus-
bleibende Métachromasie.

Besprechung

Um die Eigenschaften des interfibrilldr lokalisierten Bindematerials
genauer erkennen zu kénnen, wandten wir die Ritter—(Hesonsche Doppelfar-
bung an, die eine simultane Darstellung der sauren und neutralen Mukopoly-
sacchariden ermdglicht. In unserem Untersuchungsmaterial ergab die Tunica
propria der Cornea vom 7. Tag der embryonalen Entwicklung PAS-Positivitét.
Die mit der PAS-Methode nachweisbare quantitative Vermehrung des Binde-
materials wurde vom Stadium des 13. Entwicklungstages an intensiver. Im
Stroma der vollstdndig entwickelten Cornea konnte fast ausschlieflich PAS-
positives Material nachgewiesen werden.

Die Erscheinung bzw. die Anhdufung des PAS-positiven M aterials fallt
zeitlich (7—14 Tag) mit dem Verschwinden der Argyrophilie des Stromas und



Abb. 7. 8tdgiges Entwicklungsstadium, 120X. Corneosklerale Abk. 8. IStagiges Entwicklungsstadium, 240X. Ritter-
Grenze, Ritter-Olesonsche Farbung. Beginnende PAS-Positivitat Olesonsche Farbung. Starke PAS-Positivitat des Stromas
des Stromas

Abb. 9. 20tagiges Entwicklungsstadium, 240X. Ritter- Abb. 10. 20tagiges Entwicklungsstadium, 120X. Corneosklerale
Olesonsche Farbung. Die Tunica propria weist intensive PAS- Grenze. Ritter-Olesonsche Farbung. Die Kapsel der Knorpelzellen
Positivitat auf weist Hale-Positivitdt der Zwischenbestand und das Perichon-

drium PAS-Positivitat auf






Abb. 11. 20t&giges Entwicklungsstadium, 240 X. Trypsinver- Abb. 12. 20tagiges Entwicklungsstadium, 120X. Ritter-
dauung, Toluidinblau-Farbung. Keine Métachromasie Olesonsche Farbung. Das Stroma ist PAS positiv, die Intensitat
der Farbung ist jedoch im Verhaltnis zur Kontrolle schwécher

Abb. 13. 20tagiges Entwicklungsstadium, 240 X. Pankreas- Abb. 14. 20tagiges Entwieklungsstadium, 250 X. Pankreas-
mukaseverdauung, Toluidinblau-Farbung. Die Verdauung ver- mukaseverdauung, Ritter-Olesonsche Farbung. Nach der Ver-
hindert das Zustandekommen der Métachromasie dauung bleibt die PAS-Positivitadt aus
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dem Auftreten der Métachromasie zusammen. Um die Eigenschaften des
Bindematerials genauer zu erforschen, wurde die Bradensche [13] Gewebe-
extraktion vorgenommen. Der Originalbeschreibung nach kdénnen zwei Frak-
tionen isoliert werden. Als Resultat ergab sich, dal das Erscheinen der PAS-
positiven Substanz in der sogenannten neutralen Fraktion und das Auftreten
der PAS-Positivitat koinzidieren.

Selbstverstandlich missen die mit der Extraktion erzielten Resultate
vorsichtig gewertet werden, weil es sich hier letzten Endes um die Herstellung
eines kaseinhdltigen Pré&parates handelt, das den Wert histochemischer
Reaktionen in groBem MaR beeinflussen kann. Diese Methode 4Rt sich demnach
nicht zu exakten Schlissen, sondern nur zu Ergdnzungszwecken verwenden.

Im Gegensatz zu den Befunden von Irving und Tomiin [21] spielen
nach unseren Beobachtungen beim Zustandekommen des Versilberungsbildes
die mit Hyaluronidase verdaubaren Komponenten des Bindematerials keine
Rolle. Tatsache ist, daB nach der Hyaluronidaseverdauung die Nachweisbar-
keit der PAS-positiven Stoffe unverandert und keine Métachromasie zu be-
obachten ist. In Ubereinstimmung mit den Erfahrungen von Robb-Smith
[40] wurde das Zustandekommen des Impregnationsbildes durch Trypsinver-
dauung nicht wesentlich beeinfluBt, nur die Intensitdt der PAS-Farbung wurde
vermindert. Nach Anwendung von Pankreasmukase (Kollagenmukoprotei-
nase A Elastomukoproteinase-Koinplex) blieb die die Umwandlung zum
Kollagén demonstrierende Erscheinung des braunen Impregnationsbhildes
und auch das Auftreten des PAS-positiven Stoffes aus. Diese Resultate weisen
darauf hin, daf im Bindematerial der embryonalen Cornea nebst den sauren
Mukopolysacchariden auch eine Komponente zugegen ist, die von der Pan-
kreasmukase angegriffen werden kann. Unsere diesbezigliche Beobachtung
bestdtigt die von Banga und Batls [8] erzielten Resultate, laut welchen der
von der Pankreasmukase verdaubare Stoff der Stabilisationsfaktor der kolla-
génén Fasern ist, ohne dem keine Faserbildung zustandekommt. Im Verlauf
unserer Untersuchungen konnte demnach festgestellt werden, dall bei der
Umwandlung des Fasersystems des Stromas in Kollagén das Bindematerial
eine bedeutende Rolle spielt. Auf Grund unserer Befunde kdnnen wir die
Ansicht von W oodin [50] und Szegiiy [42] bestdtigen, wonach die Muko-
polysacchariden der Cornea an Eiwei gebunden sind. Diese unsere Ansicht
wird durch den Umstand bekréftigt, daB nach Trypsinverdauung die M éta-
chromasie des Stromas ausbleibt, was bedeutet, dal im Protein-Mukopolv-
sacchariden-Komplex die Protein-Gruppe bzw. die zwischen den beiden Stoffen
bestehende Verbindung bei dem ProzeR eine bedeutende Rolle spielt. Als
Erklarung der nach Pankreasmukosaverdauung ausbleibenden Métachromasie
fihren vir an, daB in diesem Fall entweder der vorher erwahnte Mechanismus
eine Rolle spielt, oder die Ausldsung eines anderen Stoffes nicht saurer Natur
zustandekommt.

0*
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Zusammenfassung

Im Verlauf der Hornhautentwicklung des Hihnerembryos wurde beobachtet, dalR die
Umwandlung des argyrophilen zum kollagénén Stadium und die Métachromasie sowie die
Erscheinung bzw. Anhaufung der PAS-positiven Stoffe koinzidieren. Durch Hyaluronidasever-
dauung wurde weder das Impregnationsbild, noch die Nachweisbarkeit der PAS-positiven
Stoffe beeinfluBt. Das nach Trypsinverdauung erhaltene Bild stimmtim wesentlichen mit dem
vorherigen Uberein, mit dem Unterschied, dal die PAS-Positivitadt des Stromas etwas schwécher
wurde. Nach Verdauung mit Banga—BALOscher Pankreasmukase (Kollagenmukoproteina-
se + Elastomukoproteinase) gibt es keine Métachromasie, auch das Ercheinen des PAS-posi-
tiven Stoffes ist nicht zu beobachten und das Stroma bleibt durchwegs argyrophil. Es wird
gefolgert, daB das Bindematerial — dessen eine Komponente durch obiges Enzym beeinfluRbar
ist — bei der Umwandlung zum Kollagén eine wichtige Rolle spielt.
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NCCNEOOBAHUME T[MPOLIECCA 3MBPVOHAJ/IbBHOIO OBPA3OBAHUMA BOJIOKOH
MCTOXUMNYECKNMW METOLAMM

1 KAPVARKH

B npolecce pasBuTWS POrOBULbI 3apofblLleil LbINAAT NpeBpalleHne aprupoduibHO
cTagun B KOMNareHHyw — Mo WCCMe0BaHMAM aBTopa — COBMafaeT C Hada/ioM MeTaxpoma-
TMYECKOr0 OKpalUMBaHUA W MNOABNEHMEM WM pasmHoxeHueM | IACK-MonoXnTenbHbIX Be-
LecTB. MManypoHuaasHoe nepesapuBaHue He BUSET HU HA KapTUHY MPOMUTKW, HU HA BbIHB-
nsieMocTb  MACK-N0MOXUTENbHLIX BellecTB. KapTuHa, nosydeHHass Moc/ie TPUMNCUHOBOIO
nepeBapuBaHMsl HO CYLUECTBY CXOAHas C Mpedblaylieid, ¢ Toi Nuwb pasHuuein, uto MACK-
HOMOXWTENbHOCTL CTPOMbI HECKO/bKO crabee. B c/iyyae NprMEHeHUst MONYYEHHOro BaHru
Buno KOMMEKCa MyKasHOro (hepMeHTa NompKesyaoUHOM xenesbl (KofnareHMyKonpoTemHasa +
3M1aCTOMYKOMNPOTeNHasa) He HAGMIOAAETCS HU MeTaxpomasuu, Hu nosisneHust MACK-nonoxu-
Te/IbHbIX BELLECTB, U CTPOMA [0 KOHLA OCTaeTcs aprupodunibHoli. ABTOP Ha OCHOBAHWU CBOWX
OMbITOB NPUXOAMT K TOMY 3aK/IHOUEHWI0, YTO B MPeBpaLleHUy B KonareH BaXHEMLIyl posb
UrpaeT CKMeuBalollee BeLecTBO, OAMH KOMMOHEHT KOTOPOro MNoAdaeTcsl BO3AEWCTBUIO Bbllle-
YyKa3aHHOro (epMeHTa.

HISTOCHEMICAL STUDY OF FIBROGENESIS IN CHICKEN EMBRYOS
L. KARMAZSIN

The development of the cornea in the chicken reaches a stage at which the argyrophilic
state changes into collagen, and itis claimed that this transformation coincides with the rise of
metachromasia and the appearance and accumulation of substances giving positive periodic
Schiff reaction. Digestion with hyaluronidase did not affect either impregnation or the de-
monstrability of the PAS-positive substances. Digestion with trypsin yielded essentially similar
results, with the difference that the PAS-positivity of the stroma seemed to have weakened.
After the application of mucase there was no metachromasia, and there appeared no PAS-
positive matter, and the stroma remained argyrophilic. The binding substance, a component of

which can he influenced by mucase, is suggested to play a decisive part in collagenous trans-
formation.

Dr. ljaszl6 Karmazsin: Debrecen 12, Orvostudoméanyi Egyetem Anatémiai
Szovet- és Fejlédéstani Intézete, Ungarn



	3. szám��������������
	Karmazsin L.: Untersuchungen der embryonalen Faserentwicklung mit histochemischen Methoden�������������������������������������������������������������������������������������������������

	Oldalszámok������������������
	361����������
	362����������
	363����������
	364����������
	365����������
	366����������
	367����������
	368����������
	369����������
	370����������
	370_1������������
	370_2������������
	370_3������������
	370_4������������
	371����������
	372����������
	373����������


