
15.9. 1975 Specialia 1083 

Die fr/ihe Differenzierung des chordanahen Bindegewebes.  
Raster- und'transmiss ionselektronenmikroskopische Untersuchungen an Hiihnerembryonen 

The Early Differentiation of the Perinotochordal Connective Tissue.  A Scanning and 
Transmiss ion  Electron Microscopic Study on Chick Embryos 

Exper imen te l l e  Un te r suchungen  zur Differenzierung 
des Axialskelets  haben  ergeben, dass die Chondrogenese  
in den Wirbe lan lagen  von der  Anwesenhe i t  des Neural-  
rohres  und  der Chorda abhgng t  (HoLTZER und DJ~T- 
WILER 1, STRUDEL2, CHRISTa). Diese Beobach tung  fi ihrte 
zu der Annahme ,  dass die Chondrogenese durch  das Neural-  
rohr  und die Chorda induzier t  wird (LASH et  al. 4, STRU- 
DELS). Da die Suche nach  einem spezi t ischen knorpel in-  
duzierenden Fak to r  bisher  n ich t  den gewtinschten Erfolg 
ha t te ,  andererse i ts  aber  nachgewiesen werden  konnte ,  
dass extrazellul~tres Material  wie Kollagen und Glycos- 
aminoglycane  Wechse lwi rkungen  zwischen Geweben 
ve rmi t t e ln  (GROBS'rEIN6), wie es z.B. fiir die ver tebra le  
Chondrogenese  von STRUDEL 7, MINOR s und  KOSHER 
und LASH 9 a n g e n o m m e n  wird, ist  die En twick lung  des 
embryona len  Bindegewebes  zu einem zent ra len  embryolo-  
gischen P rob lem geworden.  

Den bisher igen h i s tochemischen  und e lek t ronenmikro-  
skopischen Un te r suehungen  zur En twick lung  des peri-  
chordalen Bindegewebes  kann  e n t n o m m e n  werden,  dass 
die Chorda des Ht ihnchens  v o n d e r  Mitre des 2. Bebrti-  
tungs tages  an Mikrofibril len und  Glycosaminoglycane 
synthet is ier t  (O'CONNELL und Lowl~ RUOCERII*, CARL- 
SON et al.12), l~ber das extrazel lulgre Material  im Bereich 
der cho rdanahen  Somitenzel len (bzw. Sklerotomzellen) 
liegen jedoch nur  wenige Befunde vor. RUOC;ERI lX n i m m t  
an, dass f r i ihestens  zu Beginn des 4. Bebr t i tungs tages  
extrazel lulgres Material  aus der Chordascheide zu den 
Sklerotomzellen d i f fundier t  und dami t  die Differenzierung 
des sekundgren  Mesenchyms einleitet.  

In der vor l iegenden Un te r suchung  soil die Vertei lung 
und Anordnung  yon Bindegewebse lementen  im perichor-  
dalen R a u m  j uRger H t ihne rembryonen  dargestel l t  werden.  

2 und 3 Tage alte H i ihne rembryonen  wurden  in 3% 

Glu ta ra ldehyd  in 0,12 M Cacodyla tpuffer  (pH 7.4) 
fixiert ,  in Hanks -L6sung  (pH 7,4) gespiil t  und  in 1% 
O s m i u m t e t r o x y d  nachfixier t .  Nach der  Entw/ isserung 
wurden  die P rgpa ra t e  en tweder  in Durcupan  ACM 
(Fluka) e ingebe t t e t  oder  fiir die Ras te re lek t ronenmikro-  
skopie nach  der (,Critical-point~>Methode (COHEN et al. la) 
ge t rocknet .  Von den ge t rockne ten  P rgpa ra t en  wurden  
Querbri iche hergeste l l t  oder  das Mesenchym wurde  yon  
der  Vent ra l se i te  her  f re iprgpar ier t ;  anschl iessend wurden  
sie in der Ka thodenze r s t~ubungsan lage  mi t  e inem Gold- 
film beschichtet .  Die Un te r suchungen  wurden  durch-  
gefi ihr t  am Siemens E lmiskop  1A und  am Ras tere lekt ro-  
nenmikroskop  Jeol JSM 35. 

Am E n d e  des 2. Bebr t i tungs tages  (St. 12 nach  HAM- 
BUR~R und HAMILTON 1~) sind die Somi ten  noch bl/~s- 
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Fig. 1. Querbruch durch einen 2 
Tage alteil H0.hnerembryo. Ch, 
Chorda;S, Somit; Ao, Aorta; E, 
Entoderm. Ca. 2000 : 1. 
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Fig. 2. Periehordaler Raum eines 2 Tage alten Hfihnerembryos. Ch, 
Chorda; Pfeile: Filopodien. Ca. 5000:1. 

chenf6rmig ,  die Chorda  is t  zyl indr isch.  L i ch tmik ro s k o -  
pisch e r sche in t  de r  pe r ichorda le  R a u m  leer. Mit  Hilfe  
des R a s t e r e l e k t r o n e n m i k r o s k o p e s  is t  j edoch  zu e rkennen ,  
dass  v o n  den  Somi tenze l l en  d i inne  f/idige S t r u k t u r e n  zu 
de n  a n g r e n z e n d e n  Geweben :  Chorda,  N e u r a l r o h r  u n d  
E n t o d e r m  ziehen (Figur  1). Wie  eine h6he re  Vergr6sse-  
r ung  zeigt  (Figur  2), h a n d e l t  es sich dabe i  e inma l  u m  
Aufzweigungen  der  Somi tenze l len  in za r te  Fi lopodien,  
z u m  a n d e r e n  u m  Mikrof ibr i l len ,  die zu e inem lockeren  
Maschenwerk  a n g e o r d n e t  sind, das  von  den  F i lopod ien  

durchzogen  wird. E i n  S c h n i t t  d u r c h  e inen  E m b r y o  eben-  
falls im  St. 12 be leg t  (Figur  3), dass  For ts / i tze  de r  
Somi tenze l l en  die B a s a l m e m b r a n  der  Somi t en  durch-  
b r ech en  k 6 n n e n  u n d  wie h ie r  abgeb i lde t  in R i c h t u n g  auf  
die Chorda  ziehen.  E inze lne  Mikrof ibr i l len  u n d  d a r a n  
ange lage r t  e l ek t ronend ich te ,  aus  f lockigem Mater ia l  
b e s t e h e n d e  K 6 r p e r c h e n  (~,interstitial bodies  ~ n a c h  L o w  as) 
s ind in der  N~ihe der  Zel l for tsgtze  nachweisbar .  

E i n  d ich tes  Ne t z  v o n  Mikrof ibr i l l en  f inde t  sich u m  die 
Chorda  h e r u m  u n m i t t e l b a r  aussen  a n  ihre  B a s a l m e m b r a n  
a n g r e n z e n d  (Figur  1). Diese n a c h  Ausweis  v o n  t r ans -  
mi s s ionse l ek t ronenmik roskop i schen  U n t e r s u c h u n g e n  u m  
100 ~_ dicke Mikrof ibr i l len  werden  n a c h  den  B e f u n d e n  v o n  
RUGGER111 sowie CARLSON et  al. 12 v o m  2. Beb r f i t u n g s t ag  
a n  yon  der  Chorda  p roduz ie r t .  

Dass  alas s ekundgre  M e s e n c h y m  bere i t s  zu diesem Zeit-  
p u n k t  fiber df inne Zel l for ts~tze m i t  der  Chordasche ide  in 
K o n t a k t  k o m m t ,  s t e h t  im Gegensa tz  zu dell b i sher igen  
U n t e r s u c h u n g e n  n a c h  denen  e rs t  a m  4. Bebr f i tungs tag ,  
w e n n  die Sk le ro tomzel len  au f  die Chorda  zuwandern ,  
das  sekund/ i re  M e s e n c h y m  K o n t a k t  m i t  der  Chorda  auf-  
n i m m t  (O'CoNNELL u n d  Lowa~ W e i t e r h i n  e rg ib t  die 
r a s t e r e l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h e  U n t e r s u c h u n g ,  dass die 
Quan t i t / i t  des ext raze l lu lXren Mater ia l s  insbesondere  die 
der  Mikrof ibr i l len  wesen t l i ch  gr6sser  is t  als es t r a n s -  
mi s s ionse l ek t ronenmikroskop i sche  A u f n a h m e n  v e r m u t e n  
lassen. Unse re  Be fu n d e  s t e h e n  d a m i t  im W i d e r s p r u c h  zu 
der  A n n a h m e  RUGGERI'S 11, dass  die Sklero tomzel len  bis  
zu m E n d e  des 3. Bebr f i t ungs t ages  n i c h t  yon  Mikrof ibr i l -  
len u m g e b e n  sind.  A u c h  der  Dar s t e l lung  MINOR'S s, dass  
bis  zu m St. 18 die Sk le ro tomzel len  y o n  der  Chordasche ide  
d u r c h  e inen  4-10  txm wei ten  Spa l t  g e t r e n n t  sind, der  f a s t  

a5 F. N. Low, Am. J. Anat. 128, 45 (1970). 

Fig. 3. Querschnitt durch die chordanahen Somitenzellen eines 2 Tage alten Hfihnerembryos. Schwarz gerandete Pfeile: Basaimembraa der 
Somiten; schwarzer Pfeil: Mikrofibrille; Stern : <~interstitial body*. Ca. 16000 : 1. 
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l:ig. , i .  Qm'rbr~mh dutch cim~n 3 "l'age alt(ql ttiilmcvr Ch, Chorda; Str Skh'rotontzclh'n; Pi'eile: ICibri h'n. Ca. 2000:1. A) Atts- 
schnittvergr6~ser/lng aus der Mittc von Figur 4 mit I,'ibrillcn. Ca. 2()000:1. 

keine <~s~rukturellc Matrix~ entb/ilt ,  k6nnen wir n ich t  
zus t immen.  

Am E n d e  des 3. Bebr i i tungs tages  sind in dem hier  
darges te l l ten  Bereich die Somi ten  in De rma tom,  Myo tom 
und  Sklerotom gegliedert .  I m  Ras t e rp r~pa ra t  (Figur 4) 
ist um die Chorda h e r u m  ein d ich ter  Filz von Fibri l len zu 
erkennen.  Feine For ts~tze  der  verzweigten  Sklerotom- 
zellen verb inden  benachba r t e  Zellen mi te inander  oder  
reichen bis an die fibrill/ire Chordascheide  heran.  Durch  
den re la t iv  wei ten In te rze l lu la r raum ziehen Fibril len, die 
sich en tweder  i iberkreuzen oder  s t reckenweise  gebi indel t  
verlaufen.  I m  Gegensatz  zu den Zellforts~tzen sind die 
Fibr i l len du tch  unregelmgssige Auf t re ibungen,  m6glicher-  
weise Anlagerungen von  ((interstitial bodies~h die nach  
COHEN und  HAY 16 einen besonderen  Mucopolysacchar id-  
P r o t e i n - K o m p l e x  darstel len,  gekennze ichne t  (Figur 4A). 
Nich t  nur  die Fibri l len der  Chordascheide  sondern  auch 
die Fibri l len innerha lb  des Sklerotoms sind e twa 250 
dick und  lassen eine deut l iche  Quers t re i fung e rkennen  
(Figur 5). Sie gleichen denen,  die yon JOHNSON et  a137 
in der  Herzgal ler te  und  von COHEN und  HAY 16 in der  
unmi t t e lba ren  U m g e b u n g  des Neura l rohres  an 2-3 Tage 
al ten H i ihne rem bryonen  beschr ieben  werden.  Nach  
JOHNSON et al. 17 bes tehen  diese Fibri l len aus Kollagen 
v o m  Typ I. FREDERICKSON und  L o w  ~s weisen in der 
Chordascheide  3 Tage al ter  H i ihne rembryonen  200 
dicke Fibri l len mi t  einer Quers t re i fung nach,  die im Ge- 
gensatz  zu den di innen Mikrotibri l len durch  Kollagenase 

v e rd au t  werden  sollen. Aufgrund  der Markierung mi t  
aH-Prolin und des enzymat i schen  Abbaus  durch  Kolla-  
genase n e h m e n  BAZ~N und STRUDEL 19 ebenfalls  an, dass 
das fibrill~re Material  im Bereich der Axialorgane Vor-  
s tufen  von kol lagenen Fasern  darstel l t .  

Auf die H e r k u n f t  des extrazel lul~ren Materials  inner-  
halb  des Sklero toms kann  das t ransmiss ionse lek t ronen-  
mikroskopische  Bild (Figur 6) Hinweise  geben. Die 
cho rdanahen  Sklerotomzel len des 3 Tage al ten Hi ihner-  
embryos  en tha l t en  einen ausgedehn ten  Golg i -Komplex  
mi t  zahlreichen Vesikeln, c i s te rnenar t ig  erwei ter te  SchlXu- 
che des endop lasmat i schen  Ret ikulums,  die mi t  e inem 
f i lament6sen  und  granul~ren Material  gefiillt s ind sowie 
volumin6se Mitochondr ien .  Nach  MERKER und STRUWE ~0 
ist  diese U l t r a s t ru k t u r  Ausdruck  dafiir, dass diese Zellen 
sowohl  fibrillS~res Material  als auch .Glycosaminog lycane  
synthet is ieren .  H i e rmi t  werden  die Befunde  von RUC~GE- 
RI n best/ i t igt ,  dass vom St. 17 an a i r  Sklerotomzel len 
s t rukture l len  Modif ika t ionen unter l iegen:  Nach STRUDEL 7 
weisen die c h o r d a n a h e n  Sklerotomzel len am E n d e  des 
4. Bebr i i tungs tages  Merkmale einer ges te iger ten  Syn these -  
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Fig. 5. Fibrillenbfindel an einer SMerotomzelle eines 3 Tage alten 
Hfihnerembryos. Beaehte die Querstreifung. Ca. 130 000 : 1. 

Fig. 6. Zytoplasma einer chordanahen SMerotomzelle eines 3 Tage 
alten Hfihnerembryos. Pfeile: Golgi-Komplex; Sterne: erweiterte 
SchlXuche des RER. Ca. 55 000 : 1. 

le is tung auf. Dagegen k o m m t  MINOR s ZU dem Schluss, 
dass erst  am 6. Bebr f i tungs tag  im Skiero tom Zellen mi t  
grossen Golgi-Vakuolen und  erwei te r ten  Cisternen des 
R E R  nachweisbar  sind. 

Nach  Ergebnissen  v o n  STRUDEL 21, ELLISON et  al. 22 
und  O'HARE 23 erwerben schon sehr fri ihzeit ig isolierte 
Somi ten  die F~higkeit ,  in Ku l tu r  Knorpe l  zu bilden. 
ELLISON r al. ~2 nehmen  jedoch  an, dass nach  der  Deter-  
mina t ion  bis zum Auf t r e t en  charakter i s t i scher  Differen- 
z ie rungsformen eine La tenzze i t  bes teht ,  in der  die Um-  
gebung die Differenzierung beeinflusst .  Es  ist  an zulleh- 
men,  dass in dieser Zeit in tensive  Wechse lwi rkungen  
zwischen den Somi ten  und der  Chorda s ta t t f inden ,  da 
die Somitenzel len schon frt ihzeitig (St. 12 nach  I-IAM- 
BURGER und  I-IAMILTON 14) mit te ls  zar te r  Fi lopodien 
un te r  anderem mi t  der  Chordascheide ve rbunden  sind. 
Diese Zellfors sind yon e inem fibrill/iren Netzwerk  
sowie e l ek t ronend ich tem Material  in F o r m  yon <dnter- 
sti t ial  bodies~> umgeben.  Exper imen te l l e  Un te r such u n g en  
mi t  Inh ib i to ren  und  E n z y m e n  (STRUDEL 24) zeigen, dass 
das extrazellul/~re Material  ein no twendiges  Subs t ra t  ffir 
die ver tebra le  Chondrogenese  darstel l t .  

W e n n  am E n d e  des 3. Bebr i i tungs tages  das sekund~re 
Mesenchym regelm/issig auch in der Abwesenhe i t  yon 
Neura l rohr  und  Chorda Knorpe l  bi ldet  (WATTERSON et  
al. 25, STRVDEL~), sind die Fibri l len im per ichordalen  

R a u m  weiter  ausgereift ,  und die Sklerotomzel len sind 
bere i t s  in R i ch t u n g  auf Chondrozy ten  differenziert .  

Summary.  The ear ly  d i f ferent ia t ion  of the  connect ive  
t issue was inves t iga ted  in the  pe r ino tochorda l  zone of 
2-3 day-old chick embryos.  Af ter  charac ter iz ing  the  
di f ferent  t issue componen t s  by  t ransmiss ion  electron 
microscopy,  the i r  a r r angemen t  and d i s t r ibu t ion  were 
examined  by  SEM. The results  are discussed wi th  regard 
to the  role of the  extracel lular  mater ia l  in embryonic  
t issue interact ions .  
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