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Die friihe Differenzierung des chordanahen Bindegewebes.
Raster- und transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen an Hiihnerembryonen

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

Experimentelle Untersuchungen zur Differenzierung
des Axialskelets haben ergeben, dass die Chondrogenese
in den Wirbelanlagen von der Anwesenheit des Neural-
rohres und der Chorda abhingt (HorrtzEr und DxT-
WwILER!, STRUDEL?, CHRIsT?®). Diese Beobachtung fiihrte
zu der Annahme, dass die Chondrogenese durch das Neural-
rohr und die Chorda induziert wird (Lash et al.4, STRU-
DEL®). Da die Suche nach einem spezitischen knorpelin-
duzierenden Faktor bisher nicht den gewiinschten Erfolg
hatte, andererseits aber nachgewiesen werden konnte,
dass extrazelluldres Material wie Kollagen und Glycos-
aminoglycane Wechselwirkungen zwischen Geweben
vermitteln (GRoBSTEIN®), wie es z.B. fiir die vertebrale
Chondrogenese von STRUDEL?, MiNor® und KosHER
und Lasu? angenommen wird, ist die Entwicklung des
embryonalen Bindegewebes zu einem zentralen embryolo-
gischen Problem geworden.

Den bisherigen histochemischen und elektronenmikro-
skopischen Untersuchungen zur Entwicklung des peri-
chordalen Bindegewebes kann entnommen werden, dass
die Chorda des Hiihnchens von der Mitte des 2. Bebrii-
tungstages an Mikrofibrillen und Glycosaminoglycane
synthetisiert (O’CoNNELL und Low!?, RUGGERI!, CARL-
soN et al.1?), Uber das extrazellulire Material im Bereich
der chordanahen Somitenzellen (bzw. Sklerotomzellen)
liegen jedoch nur wenige Befunde vor. RUGGERI!! nimmt
an, dass frithestens zu Beginn des 4. Bebriitungstages
extrazellulires Material aus der Chordascheide zu den
Sklerotomzellen diffundiert und damit die Differenzierung
des sekundiren Mesenchyms einleitet.

In der vorliegenden Untersuchung soll die Verteilung
und Anordnung von Bindegewebselementen im perichor-
dalen Raum junger Hithnerembryonen dargestellt werden.

2 und 3 Tage alte Hiithnerembryonen wurden in 39,

Glutaraldehyd in 0,12 M Cacodylatpuffer (pH 7.4)
fixiert, in Hanks-Losung (pH 7,4) gespiilt und in 19
Osmiumtetroxyd nachfixiert. Nach der Entwisserung
wurden die Praparate entweder in Durcupan ACM
(Fluka) eingebettet oder fiir die Rasterelektronenmikro-
skopie nach der «Critical-point»-Methode (COHEN et al.l3)
getrocknet. Von den getrockneten Priparaten wurden
Querbriiche hergestellt oder das Mesenchym wurde von
der Ventralseite her freipripariert; anschliessend wurden
sie in der Kathodenzerstiubungsanlage mit einem Gold-
film beschichtet. Die Untersuchungen wurden durch-
gefithrt am Siemens Elmiskop 1A und am Rasterelektro-
nenmikroskop Jeol JSM 35.

Am Ende des 2.Bebriitungstages (St. 12 nach Ham-
BURGER und Hamrirrton'4) sind die Somiten noch blis-
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Fig. 1. Querbruch durch einen 2
Tage alten Hihnerembryo. Ch,
Chorda;S, Somit; Ao, Aorta; E,
Entoderm. Ca. 2000:1.



Fig. 2. Perichordaler Raum eines 2 Tage alten Hiihnerembryos. Ch,
Chorda; Pfeile: Filopodien. Ca. 5000:1.

chenférmig, die Chorda ist zylindrisch. Lichtmikrosko-
pisch erscheint der perichordale Raum leer. Mit Hilfe
des Rasterelektronenmikroskopes ist jedoch zu erkennen,
dass von den Somitenzellen diinne fidige Strukturen zu
den angrenzenden Geweben: Chorda, Neuralrohr und
Entoderm ziehen (Figur 1). Wie eine hohere Vergrosse-
rung zeigt (Figur 2), handelt es sich dabei einmal um
Aufzweigungen der Somitenzellen in zarte Filopodien,
zum anderen um Mikrofibrillen, die zu einem lockeren
Maschenwerk angeordnet sind, das von den Filopodien
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durchzogen wird. Ein Schnitt durch einen Embryo eben-
falls im St. 12 belegt (Figur 3), dass Fortsitze der
Somitenzellen die Basalmembran der Somiten durch-
brechen kénnen und wie hier abgebildet in Richtung auf
die Chorda ziehen. Einzelne Mikrofibrillen und daran
angelagert elektronendichte, aus flockigem Material
bestehende Korperchen («interstitial bodies» nach Low 19)
sind in der Nahe der Zellfortsitze nachweisbar.

Ein dichtes Netz von Mikrofibrillen findet sich um die
Chorda herum unmittelbar aussen an ihre Basalmembran
angrenzend (Figur 1). Diese nach Ausweis von trans-
missionselektronenmikroskopischen Untersuchungen um
100 A dicke Mikrofibrillen werden nach den Befunden von
RucGErIM sowie CARLSON et al.l? vom 2. Bebriitungstag
an von der Chorda produziert.

Dass das sekundére Mesenchym bereits zu diesem Zeit-
punkt iiber diinne Zellfortsatze mit der Chordascheide in
Kontakt kommt, steht im Gegensatz zu den bisherigen
Untersuchungen nach denen erst am 4. Bebriitungstag,
wenn die Sklerotomzellen auf die Chorda zuwandern,
das sekundédre Mesenchym Kontakt mit der Chorda auf-
nimmt (O’CoNNELL und Low1%). Weiterhin ergibt die
rasterelektronenmikroskopische Untersuchung, dass die
Quantitidt des extrazelluldren Materials insbesondere die
der Mikrofibrillen wesentlich grosser ist als es trans-
missionselektronenmikroskopische Aufnahmen vermuten
lassen. Unsere Befunde stehen damit im Widerspruch zu
der Annahme RuUGGERI’s!l, dass die Sklerotomzellen bis
zum Ende des 3. Bebriitungstages nicht von Mikrofibril-
len umgeben sind. Auch der Darstellung Minor’s®, dass
bis zum St. 18 die Sklerotomzellen von der Chordascheide
durch einen 4-10 pm weiten Spalt getrennt sind, der fast
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Fig. 3. Querschnitt durch die chordanahen Somitenzellen eines 2 Tage alten Hiithnerembryos. Schwarz gerandete Pfeile: Basalmembran der
Somiten; schwarzer Pfeil: Mikrofibrille; Stern: «interstitial body». Ca. 16000:1.
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Fig. 4. Querbruch durch einen 3 Tage alten Hithnerembryo. Ch, Chorda; Sterne: Sklerotomzellen; Pleile:
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Fibri len. Ca. 2000: 1. A) Aus-

schnittvergrosserung aus der Mitte von Figur 4 mit Vibrillen, Ca. 26000: 1.

keine «strukturelle Matrix» enthalt, konnen wir nicht
zustimmen.

Am Ende des 3. Bebriitungstages sind in dem hier
dargestellten Bereich die Somiten in Dermatom, Myotom
und Sklerotom gegliedert. Im Rasterpriaparat (Figur 4)
ist um die Chorda herum ein dichter Filz von Fibrillen zu
erkennen. Feine Fortsitze der verzweigten Sklerotom-
zellen verbinden benachbarte Zellen miteinander oder
reichen bis an die fibrillire Chordascheide heran. Durch
den relativ weiten Interzellularraum ziehen Fibrillen, die
sich entweder iiberkreuzen oder streckenweise gebiindelt
verlaufen. Im Gegensatz zu den Zellfortsdtzen sind die
Fibrillen durch unregelmissige Auftreibungen, moglicher-
weise Anlagerungen von «interstitial bodies», die nach
CorEN und Hav!® einen besonderen Mucopolysaccharid-
Protein-Komplex darstellen, gekennzeichnet (Figur 4A).
Nicht nur die Fibrillen der Chordascheide sondern auch
die Fibrillen innerhalb des Sklerotoms sind etwa 250 A
dick und lassen eine deutliche Querstreifung erkennen
(Figur 5). Sie gleichen denen, die von JoHNsoN et al.l?
in der Herzgallerte und von CoHEN und Hav1® in der
unmittelbaren Umgebung des Neuralrohres an 2-3 Tage
alten Hihnerembryonen beschrieben werden. Nach
Jounson et al.l? bestehen diese Fibrillen aus Kollagen
vom Typ I. FREDERICKSON und Low?!® weisen in der
Chordascheide 3 Tage alter Hithnerembryonen 200 A
dicke Fibrillen mit einer Querstreifung nach, die im Ge-
gensatz zu den diinnen Mikrofibrillen durch Kollagenase

verdaut werden sollen. Aufgrund der Markierung mit
3H-Prolin und des enzymatischen Abbaus durch Kolla-
genase nehmen Bazin und StrRUDEL! ebenfalls an, dass
das fibrillire Material im Bereich der Axialorgane Vor-
stufen von kollagenen Fasern darstellt.

Auf die Herkunft des extrazelluldren Materials inner-
halb des Sklerotoms kann das transmissionselektronen-
mikroskopische Bild (Figur 6) Hinweise geben. Die
chordanahen Sklerotomzellen des 3 Tage alten Hithner-
embryos enthalten einen ausgedehnten Golgi-Komplex
mit zahlreichen Vesikeln, cisternenartig erweiterte Schlau-
che des endoplasmatischen Retikulums, die mit einem
filamentdsen und granuldren Material gefiillt sind sowie
voluminése Mitochondrien. Nach MERKER und STRUWE 20
ist diese Ultrastruktur Ausdruck dafiir, dass diese Zellen
sowohl fibrillires Material als auch, Glycosaminoglycane
synthetisieren. Hiermit werden die Befunde von RUGGE-
RI1! bestiitigt, dass vom St. 17 an die Sklerotomzellen
strukturellen Modifikationen unterliegen: Nach STRUDEL”
weisen die chordanahen Sklerotomzellen am Ende des
4. Bebriitungstages Merkmale einer gesteigerten Synthese-
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Fig. 5. Fibrillenbiindel an einer Sklerotomzelle eines 3 Tage alten
Hithnerembryos. Beachte die Querstreifung. Ca. 130000:1.

leistung auf. Dagegen kommt MiNoR® zu dem Schluss,
dass erst am 6. Bebriitungstag im Sklerotom Zellen mit
grossen Golgi-Vakuolen und erweiterten Cisternen des
RER nachweisbar sind.

Nach Ergebnissen von STRUDEL?!, ELLISON et al.2?
und O’HARE?® erwerben schon sehr frithzeitig isolierte
Somiten die Fahigkeit, in Kultur Knorpel zu bilden.
ErLLisoN et al.2?2 nehmen jedoch an, dass nach der Deter-
mination bis zum Auftreten charakteristischer Differen-
zierungsformen eine Latenzzeit besteht, in der die Um-
gebung die Differenzierung beeinflusst. Es ist anzuneh-
men, dass in dieser Zeit intensive Wechselwirkungen
zwischen den Somiten und der Chorda stattfinden, da
die Somitenzellen schon frithzeitig (St. 12 nach Hawm-
BURGER und HawmirTon1%) mittels zarter Filopodien
unter anderem mit der Chordascheide verbunden sind.
Diese Zellfortsitze sind von einem fibrilliren Netzwerk
sowie elektronendichtem Material in Form von «inter-
stitial bodies» umgeben. Experimentelle Untersuchungen
mit Inhibitoren und Enzymen (STRUDEL?*) zeigen, dass
das extrazellulire Material ein notwendiges Substrat fiir
die vertebrale Chondrogenese darstelit.

Wenn am Ende des 3. Bebriitungstages das sekundire
Mesenchym regelmissig auch in der Abwesenheit von
Neuralrohr und Chorda Knorpel bildet (WATTERSON et
al,®s, SrrUDEL?), sind die Fibrillen im perichordalen
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Fig. 6. Zytoplasma einer chordanahen Sklerotomzelle eines 3 Tage
alten Hiihnerembryos. Pfeile: Golgi-Komplex; Sterne: erweiterte
Schliuche des RER. Ca. 55000:1.

Raum weiter ausgereift, und die Sklerotomzellen sind
bereits in Richtung anf Chondrozyten differenziert.

Summary. The early differentiation of the connective
tissue was investigated in the perinotochordal zone of
2-3 day-old chick embryos. After characterizing the
different tissue components by transmission electron
microscopy, their arrangement and distribution were
examined by SEM. The results are discussed with regard
to the role of the extracellular material in embryonic
tissue interactions.
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