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Aus dem Robert Koch-Institut Berlin, Virusabteilung
(1. Direktor und Professor Dr. HENNEBERG)

Kritische Hinweise fiir die Beurteilung der Spezifitit
histologischer Reaktionen der Chorio-Allantois-Membran
des Hithnehens im Rahmen der Virusdiagnostik*®

I1. Mitteilung

Die Reaktionen der Chorio-Allantois-Membran auf unspezifische Reize**
Von
HerBERT Yoss und GEoré HENNEBERG

Mit 20 Textabbildungen
( Bingegangen am 28. September 1956 )

Die grofie Zahl der Arbeiten, welche sich mit der Zichtung von Er-
regern, insbesondere Viren, auf der Chorio-Allantois-Membran des Brut-
eies befassen, liel immer wieder die Frage nach der Spezifitdt der auf-
gedeckten Befunde laut werden. Als einzelnes Beispiel sei die Angabe
von LasrarcUEs (1953) erwahnt, daf bei Passageziichtung des Carré-
schen Virus der Hundestaupe sich auf der Chorio-Allantois auch dann
Herdverdnderungen fanden, wenn ein Beweis fiir die Anwesenheit des
Virus nicht zu erbringen war, d. h. im vorliegenden Falle vor der 8. und
nach der 34. Passage. Trotz dieser Tatsache ist die Zahl der Versuche,
experimentell eine Klédrung unspezifischer Abweichungen herbeizufiihren,
recht gering. Im deutschen Schrifttum liegt bei KxoraE (1952) und
ScHURMANN (1952) eine Erwdhnung derartiger Méglichkeiten vor; und
lediglich Nauck und Nasemann (1952) gehen, wenn auch im wesent-
lichen referierend, nidher auf diese Dinge ein.

Wenn wir nun im folgenden das Problem noch einmal aufgreifen
wollen, so darum, weil wir glauben, mit unserer in der ersten Mitteilung
(Voss und Vauck 1955) dargelegten Auffassung der normalen Histologie
der Chorio-Allantois einige Beobachtungen der Literatur ihrem Wesen
nach kldren zu kénnen. Es sei uns daher gestattet, die wichtigsten Daten
der anglo-amerikanischen Literatur noch einmal kurz zu skizzieren.

GoursroN und MorTraM (1932) untersuchen mit dem Ziel, einwandfreie Kon-
trollen fiir Bestrahlungsversuche zu gewinnen, den Einflu der Fensterung der
Eischale auf den Zustand der Eihaute. Sie finden nur dann Reaktionen, wenn die
in einem Bereich von 1 X 1cm freigelegte Schalenmembran einige Zeit der Luft

ausgesetzt und nicht fur einen sofortigen sterilen Verschluff des Schalendefektes
Sorge getragen wird. Dabei ist der Zeitpunkt einer zweistiindigen Exposition der

* Herrn Prof. Dr. R. RossLE zum 80. Geburtstag gewidmet.
** Vgl. Vicchows Arch. 827, 127 (1955).
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Schalenmembran, 6. oder 10. Tag, relativ gleichgiltig. Die Veréinderungen be-
stehen in einer Verdickung und Tribung der Chorio-Allantois oder in einer Ver-
dinnung derselben mit Schwinden der Gefafzeichnung oder in petechialen Blu-
tungen. GRrEIFF und PINKERTON (1949) beobachten bei Untersuchungen tiber die
Wirkung der Temperatur auf Wachstum und Sauerstoffverbrauch des Hithnchens
nach Bebriitung bei 41° C in der Chorio-Allantois-Membran grofie Blasen, die mit
einer viscosen Fliissigkeit gefillt sind und fithren auf diesen Befund einen starken
Abfall der Sauerstoffaufnahme zuriick. Coveri (1934) berichtet imm Rahmen einer
Ziichtung von Pferdeencephalomyelitisvirus im Ei iber 6dematise Schwellungen
der Chorio-Allantois nach Aufbringen von normalem Pferdeserum bei Kontrollen.
GoLpworTHY und MorprTT (1935) sehen nach sterilem Verschlufl einer mit Baum-
wolle, normaler oder verinderter Eihaut beschickten Schalenmembran keine
nennenswerten Erscheinungen. Sie kommen auf Grund einer groBeren Reihe von
Experimenten zu dem Schluf, daB Luftkeime bakterieller Natur fiir die Entstehung
unspezifischer Reaktionen keine wesentliche Rolle spielen. Sehr wichtig ist dagegen
nach ihrer Erfahrung der Entzug von Wasser durch die freiliegende Schalenhaut.
So verstarkt trockener Luftstrom unabhingig von seiner Temperatur die Versinde-
rungen, wihrend Wasserdampf unschédlich ist. Abkiihlung an sich soll reaktionslos
vertragen werden. Von zwei Schalenfenstern, die entgegengesetzt angelegt werden,
zeigt das an der Oberseite des Eies befindliche die stiirkeren Erscheinungen. An
Reaktionsarten werden ein peripherer (A), ein hypertrophischer zentraler (B), ein
sekundér atrophischer (C) und ein priméar atrophischer (D) Typ aufgestellt.

Wegen der auch bei pD’Aurnoy und Evans (1937), Bur~ver (1938)
sowie BEVERIDGE und BUrNET (1946) erwihnten Frage der Einschluf-
korper sei auf unsere erste Mitteilung verwiesen. Unsere jetzigen Er-
fahrungen bestétigen, dal bei exakter Schnittiihrung Deutungsschwie-
rigkeiten erheblich weniger eintreten, als es den eben genannten Literatur-
hinweisen nach scheinen mochte. Bei p’AuNoy und Evans (1937) findet
sich eine von Nauck und Naseman~ (1952) iibernommene Einteilung
unspezifischer Reaktionen in 4 Typen: reine Mesenchymverdnderungen,
Beteiligung aller Schichten, reine Ektodermproliferationen, Ekto- und
Entodermwucherungen ohne Beeinflussung des Mesenchyms. Der Hand-
buchartikel von BurwET (1938) und die weitgehend gleichlautende Mono-
graphie von

BEVERIDGE und BUrNET (1946) bringen kurz zusammenfassende Darstellungen
iiber unspezifische Veranderungen nach steriler Bouillon, Filtraten oder Emulsionen
tierischer Gewebe, Seren. Odem und Tritbungen sind hier die Regel, wahrend auf-
getrocknete Blutungsreste und evtl. feine granulire Tritbungen gegeniiber den
Stgeschnitten der Schale vorkommen kénnen. Als weitere Veranderung wird das
,,traumatische Ulcus hervorgehoben. Dieses soll, nicht ganz verstandlich, bei
10tagigen Bruteiern starker und haufiger als im Standard-Impfalter von 12 Tagen
sein. Die Rander werden als verdickt, weiilich beschrieben, mit strahliger Aus-
breitung von Tritbungen entlang den Gefiaflen. Besonders groBle Ulcera wurden
nach toxischen Seren gesehen. Verlust des Ektoderm tiber groflere Flachen, Infil-
tration des Mesenchyms und Wucherung des Entoderms gehoren zum histologischen
Bild.

Von Bedeutung fiir Ausfall und Ausma8 der Reaktionen sind verschiedene
zusdtzliche Bedingungen. Der Einfluf} des Alters der Embryonen wird von BURNET
(1938) wie folgt charakterisiert: ,,. .. generally embryos inoculated earlier than the
12th day show a smaller number of primary foci from the same inoculum, but the



Histologische Reaktionen der Chorio-Allantois-Membran. IT 767

individual foci are larger and more diffuse.” Hier ergibt sich eine gewisse Dis-
krepanz zum traumatischen Ulcus. Auf diese Dinge wird in der Besprechung der
Ergebnisse noch niaher einzugehen sein. Die Dauer der Nachbebriitung ist wesent-
lich fir den gewiinschten Entwicklungsgrad der Verianderungen. Zur Bebriitungs-
temperatur kann grundsétzlich gesagt werden, daBl nach Bur~NeT (1938) niedrigere
Grade die Empfinglichkeit fir Viren steigern, aber auch die unspezifischen Reak-
tionen vermehren, wihrend hohere Temperaturen, etwa um 39,5° C die Embryonen
widerstandsfahiger machen. In diesem Zusammenhang sei nochmals auf die An-
gaben von GREIFF und PINKERTON (1949) verwiesen.

Material und Methoden

Die technischen Einzelheiten der Materialentnahme, Fixation, Ein-
bettung, Férbung und Mikrophotographie entsprechen der ersten Mit-
teilung und mogen dort nachgelesen werden.

Das Gesamtmaterial belief sich auf etwa 3000 untersuchte Schnitte
verschiedener Reaktionsgruppen, von denen rund 100 fir die Mikro-
photographie ausgewertet wurden bei etwa 120 verschiedenen Ab-
bildungen. Es wurde grundsétzlich versucht, den gleichen Mechanismus
sowohl bei jungen, 7—S8tigigen Embryonen wie bei édlteren, 10—12tégi-
gen Bruteiern ablaufen zu lassen, um ein unterschiedliches Verhalten
erkennen zu konnen. Vereinzelt wurden auch dltere Stadien, z. B. vom
18. Bruttag, herangezogen. Der Reaktionsablauf wurde je nach Stérke
und Verdnderlichkeit der Erscheinungen in verschiedenen Zeitabstdnden
erfafit, die zwischen 3 und 96 Std lagen. Die einzelnen nach Reaktions-
art oder Zeitpunkt der Prdparation bestimmten Gruppen wurden mit
5—10 Bruteiern besetzt. Die Zahl der zu den Versuchen benutzten Eier
betrug rund 1000.

Die durchgefiihrten Experimente konnen kurz tabellarisch wie folgt
zusammengefalt werden. Die ndheren Versuchsbedingungen werden
dann bei der Besprechung der Befunde ergénzt.

I. MaBnahmen, die bei der Vorbereitung von Bruteiern fiir die Be-
impfung von Bedeutung sein kénnen:

1. Desinfektion der Eischale mittels Jodtinktur.

2. Anségen der Schale mit Hilfe eines Zahntechnikbohrgerites und
Diamantscheibe.

3. Fensterung der Eischale 1 X 1 ¢m, Dropping der Chorio-Allantois.

II. EinfluB verschiedener py- Werte auf die abgeldste Chorio-Allantois :

1. Salzsdure 1/10 n, py 1,3.

2. m/15 KH,PO,, py 4.5.

3. Phosphatpuffer nach SORENSEN py 7.,0.

4. Natronlauge 1/10n, py 11,25.

III. Wirkung hypertonischer Lésungen auf die abgeléste Chorio-
Allantois:

1. Traubenzuckerlésung 20 %ig.

2. Kochsalzlésung 20%ig.
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IV. Verschiedene Temperaturen:

1. Vorbrittung bei 40° C.

2. Vorbritung bei 41°C.

3. Aufbringen von Kohlensiureschnee auf die abgeloste Chorio-
Allantois.

V. Aufbringen von Substanzen mit reiner Fremdkorperwirkung auf
die abgeloste Chorio-Allantios:

1. Tuscheaufschwemmung.

2. Schmirgelteilchen.

VI. Beispiele chemischer Agentien:

1. Bleiacetat.

2. Formol.

3. Phenol.

VII. Wirkung biologischer Substrate auf die abgeldste Chorio-
Allantois:

1. Aufschwemmung normaler Chorio-Allantois.

2. Menschliches Serum.

3. Menschliche Erythrocyten.

VIIL. Herabsetzung der Sauerstoffzufuhr durch Abdecken der oberen
Eihélfte mit Vaseline.

Eigene Befunde
1. MaBnahmen, die bei der Vorbereitung von Bruteiern tiir die Beimpiung
von Bedeutung sein kénnen
1. Desinfektion der Eischale mittels Jodtinktur

Bei 10 Tage vorbebriiteten Eiern wurde in einem fiinfmarkstiickgroBen Bereich
des oberen Poles dreimal im Verlaufe eines Tages die Schale mit konzentrierter
Jodlosung bestrichen. Die Entnahme der Eihdute erfolgte zusammen mit der
weiflen Schalenhaut nach 12, 24, 36, 48, 72, 96 und 120 Std.

Zum Vergleich wurde mit derselben Jodlosung, die routineméfig in der Viro-
logie Verwendung findet, bel 7Ttigigen Bruteiern der entsprechende Schalenbezirk
einmal jodiert. Die unerwartet starken Reaktionen bei den 10tédgigen Bruteiern
zwang zu einer Verringerung der Joddosis, die zudem mit dem tiblichen Verfahren
der Virologie in Einklang steht. Priparation der einzelnen Gruppen nach 12, 24,
36, 48, 72 und 96 Std.

Befunde. Wegen der Priparation der Chorio-Allantois (Ch.A.) zu-
sammen mit der weilen Schalenhaut wurden keine makroskopischen
Befunde erhoben. Mikroskopisch zeigten alle Schnitte 10tdgiger Kier
zum Teil erhebliche Verdnderungen, die groflenteils in Mehrzahl vor-
handen, d.h. durch intakte Partien unterbrochen waren. Die herd-
formige Natur der Reaktionen ist leicht durch die Anordnung der

Schalenporen zu erkldren.

Die Verinderungen wechseln auBerordentlich an Intensitidt und Aus-
dehnung. Das erste Zeichen der Einwirkung ist eine Hypertrophie und
‘Whucherung des Capillarschichtendothels zunéchst nur der schalennahen,
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dann auch der schalenfernen Capillarseite. Bei stédrkerer Schidigung
kommt es zur Nekrose des Endothels, welcher sehr oft eine Abldsung
der Ch.A. von der Schalenhaut folgt (Abb. 10, rechts unten). Diese Ab-
lésung kann von einer mehr oder weniger massiven Blutung oder von
einer serdsen Exsudation in den entstehenden Spaltraum begleitet sein.
Sehr bald kommt es weiter zur Durchtrinkung des angrenzenden Mes-
enchyms mit eiweiBreicher Fliissigkeit und zu einer Einwanderung meist

Abb, 1. Chorio-Allantois 10. Bruttag. Jodreaktion nach 36 Std. Susa, Paraifin, H.B.

VergroBerung etwa 300 X. o weifle Schalenhaut. Bei b Ablosung der Chorio-Allantois von

der Schalenhaut infolge der Jodeinwirkung. ¢ Gewuchertes Capillarschichtendothel mit

eingeschlossenem eosinophilem Leukocyten (d). Das Mesenchym (e) ist stark zellig durch-

getzt und enthilt Brythrocyten, vermehrte Bindegewebszellen und eosinophile Leukocyten.
{ Gewuchertes Entoderm

eosinophiler Leukocyten. Die Zerstorung der Capillarschicht bedingt
in den meisten Fillen auch eine Blutung ins Mesenchym, wonach Ery-
throphagien die Regel sind. Nicht selten sieht man Erythrocyten in den
gewucherten Capillarschichtendothelien eingeschlossen. Das Entoderm
reagiert teils vor dem Mesenchym, teils gleichzeitig oder auch spiter in
Form einer oft tumorartig anmutenden Zellvermehrung (Abb. 1f, links
oben). Nimmt der Herd eine grofiere Ausdehnung an, dann schieBen nach
24—36 Std an seiner Grenze neugebildete Capillaren auf, die leukocytéire
Infiltration wird dichter und das benachbarte Bindegewebsgeriist wird
auf das Mehrfache verstdrkt. In den spéteren Stadien wird das Binde-
gewebe mitunter zu einer homogenen Masse umgewandelt, die sich im
H.-E.-Schnitt rot, im Azan-Schnitt blau anfirbt und im letzteren Falle
noch eine leichte parallelfaserige Struktur aufweisen kann (Abb. 3). Ist
die Schidigung sehr starkgewesen, so wird der zentrale Teil oft bei
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intakter Schalenhaut regelrecht verbrannt und nekrotisch. Die Abdich-
tung der Wundstelle erfolgt sehr rasch durch Blutungen sowie Endothel-
und Entodermwucherungen (Abb. 2).

Gegeniiber diesen regelméBigen massiven Befunden sind die Verdnde-
rungen bei 7Ttigigen Bruteiern nach einmaliger Jodpinselung naturgema

' 1 a o

Abb. 2. Chorio-Allantois 10. Bruttag. Jodreaktion nach 96 Std. Susa, Paraffin, Azan.
VergréBerung etwa 30 x. Ubersichtsbild bei sehr starker Einwirkung mit zentralem Total-
defekt. AbschluB des Wundgebietes durch Endothelwucherungen und neugebildetes Ento-
derm. Endothel und Entoderm gehen nicht ineinander iiber. Die Liicke (a) zwischen beiden
wird durch Blutcoagula geschlossen, b Blutungen. ¢ Endothelmassen. d Entoderm

Abb. 3. Chorio-Allantois 10. Bruttag. Jodreaktion nach 96 Std. Susa, Paraffin, H.E.
VergroBerung etwa 125 x. Wucherung des Capillarschichtendothels (@), Umwandlung der
mesenchymalen Grundsubstanz in eine mehr oder weniger homogene, acidophile, azanblaue
Masse (b). Spatstadium

betrdchtlich geringer. Immerhin finden sich nicht allzu selten kleinere
Blutungen in das Mesenchym, mit Fragmenten roter Blutkérperchen
beladene Bindegewebszellen, capillarschichtnahes Odem, welches die
Maschenweite des mesenchymalen Fasergeriistes stark vergrofert, ge.
legentlich auch gréBere leukoceytéire Infiltrate und flachige oder knospen-
formige Vermehrungen von Ektodermzellen bei verlagerter aber unver-
anderter Capillarschicht.
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2. Ansdgen der Schale mit Hilfe eines Zahntechnikbohrgerdtes
und Diamantscheibe

Das seit BURNET und FERRY (1934) allgemein iiblich gewordene Verfahren hat
den Vorteil einer groBen Zeitersparnis. Die Kalkschale des Eies wird mit der auf
der Kante angesetzten Diamantscheibe in den gewiinschten Schnittlinien abge-
schliffen. Die freigelegte weille Schalenhaut darf dabei nicht verletzt werden, sollte
aber auch keine Kalkreste mehr tragen. Die Rotationsgeschwindigkeit der Diamant-
scheibe sollte relativ hoch gewiihlt werden, damit Resonanzen, welche zu Ver-
letzungen fithren koénnten, vermieden werden.

¥ = e B B ‘ B 1k ;
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Abb. 4, Chorio-Allantois 11. Bruttag. 12 Std nach Ansdgen der Eischale. Susa, Paraffin,

H.E. VergréBerung etwa 135 x. Typische massive Blutung unter die intakte wei3e Schalen-

haut. Bogenformige Abldsung der Chorio-Allantois durch die Blutung. An Intensitét

rasch abnehmende Blutung in das capillarschichtnahe Bindegewebe. MiBige eosinophile
Infiltration des Mesenchyms

In unseren Versuchen wurde bei 7-, 11- und 18tégigen Bruteiern iiber der bei
der Durchleuchtung festgestellten Mitte der Ch.A. ein Kreuz geségt. Der sofortige
sterile VerschluB geschah mittels Vaseline und Deckglas. Die Praparation der
Ch.A. zusammen mit der weilen Schalenhaut erfolgte bei 7- und 18tagigen Eiern
nach 24 und 48 Std, bei 11 Tage vorbebriiteten Eiern nach 12, 24, 36, 48 und 72 Std.

Befunde. In dem untersuchten Material konnten in allen Féllen im
Bereich der Ségeschnitte Blutungen festgestellt werden. Diese sind teils
punktformig, teils nehmen sie lingere Strecken ein. Das typische Bild
der dlteren 1ltigigen Bruteier zeigt die Abb.4. Uber der unverletzt
gebliebenen weiflen Schalenhaut ist die Ch.A. bogenférmig abgehoben.
Die Sehne des Bogens wird von der Grenzmembran der weilen Schalen-
haut gebildet, an der keinerlei Zellen zu erkennen sind. Die Bogenfliche
wird schalenwirts von einem breiten Band locker liegender Erythrocyten
eingenommen, wihrend der restliche Teil eine eiweiBreiche, acidophile,
homogene Masse zeigt, die wohl als Plasma zu deuten ist. Die Bogen-
linie selbst wird von einer verschieden breiten Schicht massiert liegender
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roter Blutzellen geformt, oberhalb welcher das Mesenchym eine wesent-
lich weniger dichte und rasch an Intensitdt abnehmende Blutungszone
zeigt. An der Grenze der beiden letzten Schichten ist héufig noch
Capillarendothel zu erkennen. Das Entoderm ist zunéchst vollig unbe-
teiligt, weist aber oft bald zottige Wucherungen auf. Die Weiterentwick-
Iung geht unter Leukocyteneinwanderung und Abgrenzung des Blutungs-
herdes durch neugebildetes Bindegewebe vor sich. Der ganze ProzeB
ist, durch die intakte Schalenhaut von auflen auch nicht andeutungs-
weise zu sehen, auch dann nicht, wenn wie in Abb. 5 eine breite Fliache

Abb, 5. Chorio-Allantois 11. Bruttag. 36 Std nach Anségen der Eischale. Susa, Paraffin,

H.E. VergroBerung etwa 30 X, Zentrale Totalnekrose der Chorio-Allantois-Membran tiber

dem Sigeschnitt bei villig unverdnderter weiller Schalenhaut. Abgrenzung des Defektes
durch gewuchertes Entoderm und Blutcoagula

der Ch.A. véllig zerstort und in eine papierdinne Haut tiber einem
Plasmasee umgewandelt ist. Die Abgrenzung der Wundfliche erfolgt
ganz entsprechend der Jodreaktion durch Uberwucherung mit Ento-
derm und Endothel.

18 Tage vorbebriitete Eier lassen grundsétzlich die gleichen Verdnde-
rungen erkennen. Die von den Blutungen eingenommenen Flichen sind
aber durchschnittlich gréBer als bei den 1ltédgigen Eiern und weisen
infolge Entmischungserscheinungen, d. h. Sedimentation der Erythro-
cyten und Bildung reiner Plasmaflichen, h#ufig mehrfache Unter-
teilungen auf.

Etwas anders verhalten sich die 7 Tage alten Bruteier. Bei ihnen ist
ja die Verbindung der Ch.A. zur Schalenhaut noch nicht so fest wie
spiter. Dadurch kommt es leichter zur Ablosung und zur massiven
Blutung in den zwischen weiBler Schalenhaut und Ch.A. entstehenden
Spaltraum. In anderen Fillen tritt dagegen eine Losung von der
Schalenhaut nicht oder nur teilweise ein. Dann kann eine mehr oder
weniger dichte Blutung aus der noch gut sichtbaren Capillarschicht die
Folge sein oder man sieht im gleichen Schnitt eine Blutung zwischen
Ch.A. und Schalenhaut, eine aneurysmatische Umbildung der Capillar-
schicht und eine massive Blutdurchsetzung des Mesenchyms in ganzer
Breite.
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3. Fensterung der Eischale 1 x 1 c¢m, ,,Droping*® der Chorio-Allantois

Die Fensterung der Eischale in der genannten GroBe ist einmal Voraussetzung
fiir das einwandfreie Anlegen unserer Glasklemme, zum anderen schafft sie einen
geniigend groBen Raum zwischen den Sigeverletzungen, der frei von Verdnderungen
sein kann. Das Ablosen der Chorio-Allantois unter Schaffung einer kiinstlichen
zweiten Luftkammer wurde nach BUrNET und Garroway (1934) durchgefiihrt.
Es folgte der sofortige sterile Verschlufi mittels Vaseline und Deckglas.

Befunde. Abgesehen von den obigen Sigeverletzungen konnten bei
der reinen Fensterung der Eier keine regelmifiigen oder irgendwie
nennenswerten Abweichungen aufgedeckt werden.

II. EinfluB verschiedener pg-Werte aut die abgeloste Chorio-Allantois
1. Salzsiure 110 n, pg 1,3

Der pg-Wert eines Impfmaterials kann fiir die resultierende Reaktion von Be-
deutung sein. Wir wahlten extreme Werte, um evtl. typische Verinderungen er-
kennen zu konnen, die dann bei geringeren Abweichungen leichter ihrer Natur
nach zu bestimmen wiren. Bei der ganzen Gruppe wurde so vorgegangen, daf nach
Fensterung der Schale je 0,05 cm® der jeweiligen sterilen Flussigkeit auf die weille
Schalenhaut gebracht wurde. Nach Anlegen eines feinen Loches iiber der natiir-
lichen Luftkammer sank dann durch vorsichtiges Auseinanderziehen der weillen
Schalenhaut gegen die Faserrichtung der aufgebrachte Tropfen leicht ein und die
kiinstliche Luftkammer wurde durch geringen Sog iiber der natinlichen fertig-
gestellt. Steriler Verschluf.

Die Praparation der einzelnen Stadien erfolgte sowohl bei 7- wie bei 10tdgigen
Eiern nach 3, 6, 9, 12, 36 und 60 Std.

Befunde. Makroskopisch wiesen die Eihédute bei einem py im sauren
Bereich feinste, oft mit blolem Auge kaum sichtbare petechiale Blu-
tungen auf, die diffus iber die ganze Fliche der Ch.A. verteilt waren.
Die schwichere Reaktion lag bei jingeren Eihduten vor.

Mikroskopisch ist die Sdurewirkung bei l0tdgigen Bruteiern im
Frithstadium durch scharf umschriebene kleine Blutungen charakteri-
siert, die zu einer leichten kugeligen Auftreibung des betreffenden Ab-
schnittes fithren. Das Capillarschichtendothel ist in diesen Bezirken
meist mehr oder weniger vollstindig zerstért. Im spiteren Verlauf
treten bald zahlreiche Bindegewebsphagocyten auf, die die roten Blut-
zellen in Kin- oder Mehrzahl einschlieBen. Besonders typisch aber ist
eine starke Faserneubildung, durch welche die frei im Mesenchym liegen-
den Erythrocyten und die Phagocyten einzeln oder in kleinen Gruppen
umschlossen und gegeneinander abgeteilt werden. Bei gréBeren Herden
ist wieder mit einer starken Tendenz zur Abkapselung durch Capillar-
neubildung, Infiltration und Faseranreicherung zu rechnen (Abb. 6).

Bei den jungen, erst 7 Tage vorbebriiteten Eiern bestétigt der mikro-
skopische Befund den makroskopischen Eindruck. Die ersten Erschei-
nungen bestehen in einer gewissen Quellung des dadurch besonders
deutlichen und von der Capillarschicht klar abgegrenzten Ektoderms,
weiter in einem capillarschichtnahen Odem mit weitgehender Zerstérung
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Abb, 6. Chorio-Allantois 10. Bruttag. 60 Std nach n/10 HCI1 py 1,3. Susa, Paraffin, Azan.

Vergroferung etwa 300 x. Umschriebene Zone starkster Siurewirkung. Schalenseite unten.

a Wucherung des Capillarschichtendothels. b Endotheldefekt. Versuch der Abschirmung

des gchédlichen Agens durch Bildung eines Walles aus neu sprossenden Capillaren (¢) und

vermehrten Mesenchymzellen, Im Innern des so abgegrenzten Herdes junge Fibroblasten.
Jenseits des Walles verstiirktes mesenchymales Fasergeriist (d)

Abb, 7. Chorio-Allantois 7. Bruttag. 3 Std nach n/10 HCl py 1,3. Susa Paratfin, H.E.

VergréfBerung etwa 315 x. Quellung des Ektoderms (a). Capillarschichtnahes Odem mit

Vergroberung des mesenchymalen Maschenwerkes., Spéarliche Blutung in die 6demfreien
Bindegewehsanteile

des bis dahin feinmaschigen Fasergeriistes und evtl. in spérlichen Blu-
tungen ins Mesenchym (Abb. 7). In der Folge treten umschriebene
Blutungen entsprechend den é#lteren Bruteiern auf, die ebenfalls die



Histologische Reaktionen der Chorio-Allantois-Membran. 1T 775

ganze Ch.A. durchsetzen, aber im Gegensatz zur 10tdgigen Eihaut durch
Ektodermwucherungen gekennzeichnet sind. Die Ausdehnung des jetzt
vielschichtigen Ektoderms entspricht der Blutungsfliche. Die Einzel-
zellen sind grofienteils stark vacuolisiert und dhneln stark den Befunden
einer Virusinfektion. Diffuse Blutungen und Infiltrate sind dagegen
selten. Eine so starke bindegewebige Reaktion wie bei den dlteren Ejern
war nicht festzustellen.

2. m/156 KH,PO,, pg 4,9
Die Versuchsanordnung wurde unter II, 1 erldutert. Die Stadieneinteilung war
ebenfalls die gleiche (3, 6, 9, 12, 36 und 60 Std).
Befunde. Die Erscheinungen entsprechen qualitativ durchaus denen
der Salzsidureeinwirkung. Das Ausmal} ist dagegen etwas schwicher.
Auf eine Ausfihrung im einzelnen kann verzichtet werden.

3. Phosphatpuffer nach SORENSEN pg 7,0

Versuchsanordnung und Préparationsstadien s. unter IT, 1.

Befunde. Entsprechend der reinen Fensterung nach I,3 konnten in
dieser Reihe keine nennenswerten Abweichungen nachgewiesen werden.
Diese Schnittserie stellt damit gewissermafien eine Normalkontrolle zu
den iibrigen py-Experimenten dar.

4. Natronlauge 1/10 n, pgy 11,25,

Versuchsanordnung und Entnahmetermine wie unter II, 1.

Befunde. Schon makroskopisch ist der Befund klar und eindeutig.
Es kommt sowohl bei 10- wie bei Ttdgigen Embryonen zu recht zahl-
reichen, diffus verteilten Punktblutungen, die derber als bei Séure-
einwirkung sind. Héufig findet sich eine gewisse Gdematose Schwellung
und Starrheit. Zu spiteren Terminen werden die vorherigen Blutungen
triitb und weillich infiltriert. Nicht ganz selten konfluieren verschiedene
Blutpunkte.

Mikroskopisch fallt bei 10 Tage alten Bruteiern héufig eine starke
Verquellung und eine verwaschene Zeichnung der gesamten Capillar-
schicht ins Auge. Diese Colliquationsnekrose greift oft rasch auf
das angrenzende Mesenchym iiber, das dann einschlieBlich darin ent-
haltener Blutungen und gréBerer Gefifle undeutlich verschmiert aus-
sieht. Wenn nicht eine grofere Erythrocytenmasse die alte Form in
etwa aufrecht erhélt, bricht die ganze Ch.A. dann leicht zu einer papier-
dinnen Schicht zusammen. Das ist besonders in den Strecken zwischen
groferen Blutpunkten der Fall. In spiteren Stadien findet man ent-
weder infolge 6dematoser Quellung starre Eihdute mit spérlicher leuko-
eytérer Infiltration oder Blutungsherde, die durch einwandernde Phago-
cyten und Leukocyten zumindest an den Réandern aufgeschlossen und
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durch faserreiches Bindegewebe voneinander getrennt werden. Dabei
ist die Bindegewebsentwicklung nie so reichlich wie bei Sidureein-
wirkung.

Bei der mikroskopischen Uberpriifung 7tégiger Eihdute sieht man
ahnlich wie im sauren pg-Bereich wieder eine Schwellung des Ektoderms,
die aber jetzt nicht gleichmifBig ist, sondern fleckig und unterbrochen
erscheint. Damit verbindet sich eine starke Hyperdmie der Capillar-
schicht, die prall gefiillte und erweiterte Schlingenteile aufweist. Hier

] a

Abb. 8. Chorio-Allantois 7. Bruttag. 6 Std nach n/10 NaOH pg 11,25. Susa, Paraffin, H.E.

VergréfBerung etwa 330 Xx. Urnschriebene Wucherung des von Leukocyten durchsetzten

Ektoderms (a). Petechiale Blutung ins Mesenchym aus der stark erweiterten und prall
gefilllten Capillarschicht (b). Hypertrophie der Entodermzellen (c)

besteht dann auch die Moglichkeit des Austrittes von roten Blutzellen,
teils in geringer Menge mit rasch einsetzender Erythrophagie, teils diffus
und mehr oder weniger in ganzer Breite die Ch.A. durchsetzend. Hiufiger
ist aber eine mehr herdférmige Reaktion, zu der eine gewisse Auffreibung
der Ch.A. durch Blutung und Infiltration sowie eine Ektodermwucherung
gehdrt (Abb. 8). Das durch Phagocytose von Erythrocyten- und Leuko-
cytentriimmern stark beanspruchte Ektodern hélt dann hiufig der
Belastung nicht stand und reilt Giber der groBten Hihe der Auftreibung
ein. Sich aneinanderreihende gréBere Blutungen verlethen der Ch.A. im
Schnitt gelegentlich das Ausseben einer ungleichmafig gestopften Wurst,
Eine Art bindegewebiger Organisation, zu der Anséitze bei den #lteren
Eihduten hdufig angetroffen werden, sieht man bei den jiingeren kaum.
RegelméBiger scheint die restitutio ad integrum zu sein.
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I11. Wirkung hypertonischer Losungen auf die abgeliste Chorio-Allantois
1. Troubenzuckerlosung 20%ig

Abweichungen von der Isotonie sind gelegentlich erwimscht oder erforderlich,
wenn man einem Virus die optimalen Bedingungen zum Angehen schaffen will. Eine
gewisse leichte Schidigung des Bruteies ist dabei u. U. nicht von Nachteil, weil
dadurch evtl. gegeniiber dem Virus wirksame Abwehrkrifte durchbrochen werden
konnen. Im Rahmen der Versuchsgruppe I11 wurden nun 12tdgige Bruteier mit
20%iger Traubenzucker- bzw. Kochsalzlésung beschickt und 48 Std bei 35°C
weiter bebriitet. Andere Stadien kamen bei diesen beiden Serien nicht zur Unter-
suchung. Menge des Inoculums 0,1 cm?,
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Abb. 9. Chorio-Allantois 12. Bruttag. 48 Std nach NaCl 20 %ig. Formol, Paratfin, H.E.
Vergroflerung etwa 125 x. Starkes mesenchymales Odem mit Verquelung des Faser-
geristes. Blasige Auftreibung der Enfodermzellen. Verquellung der Gefdfiwand.
Intravasale Hamolyse

Befunde. Neben einer maBigen, teils capillarschichtnahen, teils
gleichférmigen Odematosen Verdickung der Ch.A. bildete eine regel-
malig anzutreffende, diffuse, teils schiittere, teils dichte Einlagerung
von eosinophilen Leukocyten den Hauptbefund der Traubenzucker-
versuche. Andere nennenswerte Abweichungen fanden sich nicht.

2. Kochsalzlosung 20 %ig

Versuchsanordnung wie unter 111, 1.

Befunde. Die Schiden der Ch.A. sind bei der hochprozentigen Koch-
salzlosung entsprechend der gréfieren osmotischen Wirksamkeit viel
weitgehender als bei dem Traubenzuckerversuch. Das duflere Capillar-
schichtendothel ist geschrumpft und vielfach nekrotisch. Das innere
Endothelblatt hat mitunter knospenférmige Wucherungen. Blutungen
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aus der stark verdnderten Capillarschicht sind relativ héufig, erreichen
aber niemals gréfleres AusmafB. Das Maschenwerk der Mesenchymfasern
ist vergrébert, verwaschen und verquollen. Die eingelagerten Zellen sind
klein und dicht. Besonders auffillig und typisch ist aber einmal die
starke Quellung der Entodermzellen, die nur noch grofie helle Blasen mit
zentral schwimmendem oder randstindigem Kern darstellen, zum anderen
der Zustand der Gefifie (Abb.9). Auch in grofleren Arterien und
Venen scheinen die Erythrocyten im Lumen hdmolysiert zu sein. Die
Wiinde sind verquollen, das Endothel ist vielfach aufgesplittert. Um die
Gefifle herum verlaufen oft mehr oder weniger konzentrische, sich aber
gegenseitig verflechtende acidophile Ringe mit gelegentlichen flichigen
Verbreiterungen. Mitunter ist das ganze Mesenchym o6dematés durch-
trankt.
IV. Verschiedene Temperaturen
1. Vorbriitung bei 40° C

Ohne weitere MafSnabhmen wurden die Eier nach iblicher 7—S8tigiger oder
10tégiger Bebritung 6, 12, 24, 36 und 60 Std bei 40° C gehalten. Die Entnahme der
Ch.A. erfolgte zusammen mit der weiflen Schalenhaut.

Befunde. Die Ch.A. sieht vielleicht im ganzen etwas zarter aus.
Neben Blutungen unter die weiBe Schalenhaut, die nicht unbedingt auf
die erhohte Bruttemperatur zuriickgefiihrt werden miissen, sind aber
sonst keine auffilligen Verdnderungen vorhanden. Zwischen 7- und
10tagigen Eiern besteht kein Unterschied.

2. Vorbriftung bei 41°C

Versuchsanordnung und Priparationsdaten entsprechen IV, 1.

Befunde. Der Eindruck einer gewissen Zerbrechlichkeit der Eihdute
ist noch verstirkt. Entoderm und Capillarschichtendothel bilden ganz
schmale Bander. Die Mesenchymzellen sind klein und dicht. Abldsungen
der Ch.A. von der Schalenhaut mit Blutung in den Spaltraum werden
ebenso wie Blutungen ins Mesenchym haufiger. Wichtiger und regel-
maBiger scheinen aber Flussigkeitseinlagerungen ins Mesenchym zu sein,
die zu blasigen Abhebungen des Entoderms fithren. Griofiere Unterschiede
zwischen jungen und dlteren Eihduten fehlen.

3. Aufbringen von Kohlensiwreschnee auf die abgeliste Chorio-Allantois

Bei 12tdgigen Bruteiern wurde die abgeloste Ch.A. mit einer Messerspitze voll
Kohlensdureschnee beschickt. Die weitere Bebriitung erfolgte 48 Std bei 35° C.
Neben der lokalen Kiltewirkung ist bei diesem Vorgehen aber die Wirkung dev
hohen CO,-Spannung in der kinstlichen Luftkammer zu beriicksichtigen.

Befunde. Die tdematts aufgetriebene Ch.A. ist haufig diffus mit
eosinophilen Leukocyten durchsetzt. Wucherungen des Capillarschicht-
endothels, kleinere Infiltrate und Blutungen ins Mesenchym aus kleinen
Arterien ergénzen das Bild.
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V. Aufbringen von Substanzen mit reiner Fremdkorperwirkung
auf die abgeldste Chorio-Allantois
1. Tuscheaufschwemmung

Gewohnliche Ausziehtusche wurde durch Membranfilter mittlerer Porenweite,
Nr. 10, filtriert und 1:10 verdiinnt auf die abgeloste Ch.A. 7- und 10téagiger Brut-
eier gebracht. Die TropfengréBe war 0,05 cm?®. Die Praparation der Ch.A. wurde
bei den 10tigigen Eiern nach 12, 24, 36, 48 und 72 Std, bei den 7 Tage alten Brut-
eiern nach 12, 36 und 60 Std vorgenommen.

Abb. 10, Chorio-Allantois 10. Bruttag. 48 Std nach Tuscheaufschwemmung. Susa, Paraffin,

Azan. VergréBerung etwa 790 X. Starke Sprossung von Capillarschichtendothelien ins

Mesenchym. Phagocytose von Tuschekdrnchen. o Capillarschichtendothel. b Massive
Endothelsprossung. ¢ phagocytierte Tuscheteilchen

Befunde. Die Reaktion der 10tagigen Ch.A. ist auch bei sehr geringer
KorngroBe der Tuscheteilchen und relativ geringer Gesamtmenge uner-
wartet stark. Hs kommt sehr bald zu einer Phagocytose von Tusche-
teilchen durch das Endothel der Capillarschicht. Das letztere wird zu
starken Sprossungen in das Mesenchym hinein veranlaBt (Abb. 10).
Dabei werden Tuschekorner mitgeschleppt. Nach Zerfall tuschebeladener
Endothelien gelangen die Kérnchen in den freien Blutstrom und werden
als solche oder wieder phagocytiert durch Blutelemente weitertrans-
portiert. Eine andere Méglichkeit ist die Umwandlung tuschebeladener
Endothelicn oder Bindegewebszellen in mobile Phagocyten, die dann
die Beseitigung des Fremdmaterials iibernehmen. Sehr schnell wird auf
diese Weise die Chorio-Allantois hiufig in ihrer ganzen Breite durchsetzt.
Imponierend ist die massive Entwicklung neuen Bindegewebes, an dessen
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Grenze Capillarsprossen mit gréBeren soliden Endothelzapfen auftreten,
wihrend das anliegende, an der Herdbildung nicht beteiligte Mesenchym

o I

Abb, 11. Chorio-Allantois 10. Bruttag. 48 Std nach Tuscheaufschwemmung. Susa, Paraffin,

H.E. VergroBerung etwa 180 x. Wucherung des Capillarschichtendothels (a¢). Entwicklung

cineg zellreichen, jungen Bindegewebes (b), das von tuschebeladenen Phagocyten durchsetzt

ist. AufschieBen von neugebildeten Capillaren und soliden Endothelsprossen (¢) an der

Grenze des TFibroblastenbereiches. Faservermehrung des angrenzenden Mesenchyms.
Entodermwucherung (d)

Abb. 12. Chorio-Allantois 7. Bruttag. 36 Std nach Tuscheaufschwemmung. Susa, Paraffin,
H.E. VergroBerung etwa 315 x. Hypertrophie und Wucherung des Ektoderms bei massiver
Auflagerung von Tusche. Capillarschicht unbeteiligt

eine betrichtliche Vermehrung des azanblauen Fasergeriistes aufweist
(Abb. 11). Eine entziindliche Komponente fehlt vollstindig, Leuko-
cyten sind nicht anzutreffen.
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Ganz anders ist bei gleicher Versuchstechnik die Reaktion der jungen
Eihsute. Uber groBeren Tuscheballen findet sich lediglich eine méfige
Verstirkung der Ektodermzellen, die sich wiederum deutlich von der
verlagerten Capillarschicht abgrenzen lassen (Abb.12). Bei feincrer
Aufteilung des Tuschematerials ist hdufig eine starke Proliferation des
Ektoderms die Folge (Abb. 13). Dabei ist in den meisten Féllen trotz
groBer Ausdehnung des Prozesses weder die Capillarschicht noch das
Mesenchym oder das Entoderm an den Verdnderungen beteiligt. Die

Abb. 13. Chorio-Allantois 7. Bruttag. 60 Std nach Tuscheaufschwemmung. Susa, Paraffin,

H.E. VergrioBerung etwa 335 x. Stark gewuchertes Ektoderm mit groBeren oder kleineren

Tuscheballen. beladen. Einzelne vacuolisierte Zellen ldsen sich aus dem Verband. a—a
Capillarschichtgrenze. b Blutung ins Mesenchym

Ektodermzellen gehen teilweise durch Vacuolisierung des Cytoplasmas
und Chromatolyse zugrunde und werden an der Oberfliche abgestofen.
Blutungen ing Mesenchym sind gelegentlich vorhanden. Eine Binde-
gewebsentwicklung wie bei den é&lteren Eiern sieht man im allgemeinen
nicht.

2. Schmirgelteilchen

In zwei Versuchsreihen wurden Schmirgelkornchen der Papiersorten 1 und 2
abgelost, sterilisiert, in physiologischer Kochsalzlosung aufgeschwemmt und je
0,1 cm® auf die abgeloste Ch.A. 12 Tage alter Bruteier gebracht. Die Weiter-
bebristung geschah 48 Std bei 35° C.

Befunde. Die Bindegewebsentwicklung ist bei Aufbringen von
Schmirgelteilechen auf die Ch.A. noch erheblich stirker als bei Tusche.
Die Faserbildung im Herdbereich ist sehr stark. Blutungen sind héufig.
Die Schmirgelteilchen erweisen sich im polarisierten Licht als doppel-
brechend.

Virchows Arch. Bd. 329 51
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VI. Beispiele chemischer Agentien
1. Bleiacetat

Bleiacetat gehort zu den Substanzen, welchen man die Anregung zur Bildung
intranucledrer Einschliisse zuspricht. Um einen Einblick in den Wirkungsmechanis-
mus zu bekommen, brachten wir je 0,05 cm? einer 0,1-, 0,5-, 1-, 2-, 5- und 10%igen
Losung auf die Ch.A. 10 Tage vorbebriiteter Eier. Die Entnahme erfolgte nach
48 Std.

Bejunde. Das Wesen der Bleiacetatwirkung scheint uns in einer sehr
starken Anregung von Wachstum und Differenzierung zu liegen. Unter

Abb. 14. Chorio-Allantois 10. Bruttag. 48 Std nach Bleiacetat 0,1 %. Susa, Paraffin, H.E.
VergroBerung etwa 790 x. a langgestreckte Fibrocyten. b Intranucleére EinschluBkorper.
¢ Mitosen. d Mit Erythrocyten beladene Bindegewebszelle

diese Begriffe lassen sich alle Befunde einordnen. Im Ubersichtsbild
findet man in der Zone der Capillarschicht eine méchtige Bindegewebs-
entwicklung. Wir haben unter keinen anderen Umstédnden eine derartig
starke Umwandlung der gewohnlich sternférmigen Mesenchymzellen in
langgestreckte Fibroblasten und Fibrocyten gefunden (vgl. Abb.l4a,
links unten). Damit ist auch die Faserbildung wesentlich verstirkt.
Die Zahl der Mitosen ist auBerordentlich erhéht. Es treten auch atypi-
sche Mitosen auf, zum Teil mit Verklumpung der Chromosomen und
Bildung ein- oder mehrkerniger Riesenzellen. Ist die Konzentration
des Bleiacetats zu hoch, dann kommt es zu ausgedehnten Nekrosen, in
welche leukocytire Elemente und Makrophagen einwandern. Die Ab-
grenzung dieser Zone stirkster Einwirkung gegen das iibrige, weniger
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stark, wenn auch gleichsinnig verdnderte Mesenchym geschieht durch
breite Bander hypertrophischer Mesenchymelemente, die zum Teil die
Zusammensetzung aus Einzelzellen erkennen lassen, groBenteils aber
atch syncytial anmuten (Abb. 14b, Mitte). Blutungen ins Mesenchym
mit anschlieBenden Erythrophagien treten auf Grund der gestérten
Gefafiverhiltnisse, insbesondere im Bereich der Capillarschicht, leicht
ein. Das Entoderm zeigt ebenfalls zahlreiche Mitosen und wird viel-
schichtig. Gelegentlich sind Kerneinschliisse vorhanden,

Abb. 15. Chorio-Allantois 12, Bruttag. 48 Std nach Formol 0,25 %ig. Susa, Paraffin, H.E.

VergréBerung etwa 135 x. Kleines, der Capillarschicht aufsitzendes Granulom aus Mes-

enchymzellen, Leukocyten und mechrkernigen Klementen. Odem, Erythrophagien und
spérliche eosinophile Leukocyten im Mesenchym

2. Formol

Bei Desinfektionsversuchen an Viren mit biologischem Nachweis auf der Ch_A.
kann die Unterscheidung zwischen Herdbildungen durch schlecht adaptierte oder ge-
schidigte Erreger und nicht gentigend ausgewaschene oder neutralisierte Formalin-
reste schwierig werden. Es wurde daher eine nahere Charakterisierung der Formalin-
wirkung angestrebt. Bei 10 Tage alten Bruteiern brachten wir je 0,05 cm® einer
0,25 %igen Formol-Kochsalzlosung auf die abgeléste Ch.A. Die Priparation nahmen
wir nach 48 Std vor.

Befunde. Nach Einwirkung von Formalin zeigt die Ch.A. makro-
skopisch eine sehr groBe Zahl feinster, meist etwas verwaschener Trii-
bungen. Die Gréfe dieser Herdchen erreicht noch nicht Stecknadelkopi-
umfang. Histologisch sieht man hiufig Endothelsprossungen der schalen-
fernen Capillarschichtseite. Aus diesen entwickeln sich zusammen mit,
mesenchymalen Fibroblasten und mitunter mehrkernigen Riesenzellen:
sowie auswandernden Leukocyten kleine Granulome, das Substrat der:
makroskopischen Herdchen. Sehr regelmifig findet man auBerdem eine.
gleichmifige, teils spérliche, teils stirkere Durchsetzung: des Mes-~
enchyms mit eosinophilen Leukocyten (vgl. Abb. 15).

1%
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3. Phenol

Die Versuchsanordnung und Entnahmezeit der Ch.A. entspricht V, 2. Ver-
wendet wurden 1- und 2%ige Phenol-Kochsalzlésungen.

Befunde. Die Erscheinungen sind bei 1%igem Phenol recht gering.
Eosinophile Leukocyten treten nur vereinzelt auf. Das Fasergeriist des
Mesenchyms ist namentlich um Gefdlfle herum vergrobert. Leichte Ver-
quellungen des Capillarschichtendothels kommen vor.

Bei 2%igem Phenol beobachtet man stirkere Verdnderungen. Diese
bestehen in Blutungen geringeren AusmaBes, flichigen Wucherungen der
Capillarschichtendothelien und vereinzelten Herden, die sich durch
Endothelwucherungen, Faservermehrung, Fibroblastenbildung und Ein-
wanderung lenkocytirer Elemente auszeichnen. Mitunter sind kleinere
Nekrosen vorhanden. Die Herde durchsetzen die ganze Breite der Ch.A.

VII. Wirkung biologischer Substrate auf die abgeliste Chorio-Allantois
1. Aufschwemmung normaler Chorio-Allantois

Ch.A.-Membranen 12 Tage vorbebriiteter Eier wurden zermérsert, mit physio-
logischer Kochsalzlosung 1:10 verdiinnt. Von der Suspension wurde je 0,1 cm?
auf die Ch.A. 12tagiger Eier gebracht. Die Entnahme erfolgte nach 48stiindiger
Bebriitung bei 35° C. Entsprechend vorbereitete 7-Tage-Eier warden nach 24, 48
und 72 Std pripariert.

Befunde. Die Zahl der Eihdute mit Verdnderungen nach Aufbringen
von normaler Ch.A. in Kochsalzsuspension ist recht grof. Sie betrug in
unserer Versuchsserie iiber 50%, wobei das Ausmall der Reaktionen
natiirlich sehr wechselte. 12tfigige Bruteier zeigten durchweg die stér-
keren Erscheinungen. Diese bestanden in Wucherungen der Capillar-
schichtendothelien, kleineren Blutungen und leukocytdren Infiltraten,
in einzelnen Fillen auch sehr starken Reaktionen nach Art der Abb. 16
Es handelt sich hier um ein relativ dichtes, junges Bindegewebe an der
Herdbasis mit entodermwirts aufschiefenden Capillaren. Die Dichte
des Fibroblastengeflechtes nimmt zum Entoderm hin ab, so dal sich
am Rande eine hellere Zone ergibt. Es folgt eine Grenzschicht zum un-
verdnderten Mesenchym, die durch zahlreiche Capillaranschnitte und
eine im Azanschnitt stark hervorgehobene Vermehrung des Fasergeriistes
ausgezeichnet ist. Im Bereich des Herdes finden sich sehr zahlreiche,
vorwiegend acidophile, seltener basophile, meist verwaschene Gebilde,
die teils frei liegen, griéBtenteils aber von Bindegewebselementen phago-
cytiert sind. Es kann sich dabei nur um das aufgebrachte Material der
Chorio-Allantois-Kochsalzaufschwemmung handeln.

Das Bild der Ttigigen Eier weicht von dem vorher skizzierten ganz
erheblich ab. Stidrkere Reaktionen fehlen. In den meisten Féllen findet
sich lediglich eine mehr oder weniger starke Wucherung des deutlich von
der evtl. verschobenen Capillarschicht getrennt sichtbaren Kktoderms
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(Abb. 17). In einem Falle lag halb eingebettet in eine verstirkte Ekto-
dermschicht eine sequesterartig von einem Spaltraum umgebene Zell-
gruppe, die vielleicht dem aufgebrachten Material zuzuschreiben ist.

Abb. 16. Chorio-Allantois 12. Bruttag. 48 Std nach Chorio-Allantois-Suspension. Susa-

Paraffin, Azan. VergroBerung etwa 30 x. Geringe Proliferation des Capillarschichtendo

thels. Stiérkste Entwicklung von gefiBreichem. jungem Bindegewebe, das zahlreiche mit

Fremdmaterial beladene Phagocyten enthdlt., Abgrenzung des Herdgebietes durch einen

Wall aus vermehrten Mesenchymzellen in einem sehr dichten Fasergeriist. Auch hier viele
Capillaranschnitte

Abb. 17. Chorio-Allantois 7. Bruttag. 24 Std nach Chorio-Allantois-Suspension. Susa,

Paraffin, H.E. VergroBerung etwa 315 X. Reine Ektodermwucherung bei unverdnderter
Capillarschicht

2. Menschliches Serum

Unverdinntes menschliches Serum wurde in einer Menge von 0,1 em?® auf die
abgeloste Ch.A. 12 Tage alter Bruteier gebracht. Die Priparation der Kihiute
erfolgte nach 48stundiger Bebriitung bei 35° C. Gleich behandelte Ttigige Eier
wurden nach 24 und 48 Std verarbeitet.

Befunde. Im ganzen konnten bei 12tégigen Eihduten dhnliche Ver-
dnderungen beobachtet werden wie unter VII,1 beschrieben wurde.
Endothelsprossungen der Capillarschicht, kleine Blutungen und Infiltrate
waren ebenso zu finden wie bindegewebige Reaktionen im Mesenchym.



786 HersERT Voss und GEORG HENNEBERG :

Die Schwere der Erscheinungen trat hinter denen bei Ch.A.-Auf-
schwemmung eher etwas zuriick. Dafiir war eine stirkere Odemneigung
vorhanden, die vielleicht auf die gréBere Fremdheit des menschlichen
Serums zuriickzufithren ist.

Der Unterschied zu den 7 Tage vorbebriiteten Eiern war nicht so klar
wie unter VIL, 1. Ektodermquellungen und -wucherungen waren zwar
vorhanden, aber meist mit anderen Erscheinungen kombiniert, wie z. B.
ektodermnahem Odem, Blutungen, eher spérlicher diffuser Leukocyten-
einwanderung ins Mesenchym. Auf Abbildungen wurde verzichtet.

3. Menschliche Erythrocyten

Gewaschene menschliche Erythrocyten wurden mit physiologischer Kochsalz-
losung 1:2 verdiinnt und in einer Menge von je 0,1 cm? auf die abgeloste Ch.A.

Abb. 18. Chorio-Allantois 12. Bruttag. 48 Std nach Erythrocytenaufschwemmung. Susa,
Paraffin, H.B. Vergréferung etwa 30 x. Ubersichtsbild. a Aufgelagerte menschliche
Erythrocyten. b Endothelwucherung. Im angrenzenden Mesenchymbezirk méiBige Odem-
bildung, Entwicklung von Fibroblasten, Phagocytose von Erythrocyten durch
Bindegewebselemente

12 Tage vorbebriiteter Eier gebracht. Die Priaparation erfolgte nach 48 Std. Zum
Vergleich herangezogene 7 Tage alte Bruteier erhielten eine Erythrocytenauf-
schwemmung 1:10 und wurden nach 24 und 48 Std verarbeitet.

Befunde. Die Reaktionen bei den 12 Tage alten Bruteiern sind zahl-
reich und stark. Die menschlichen Erythrocyten sind neben den kern-
haltigen der Ch.A. meist recht gut zu erkennen, namentlich in den oft
massiven Auflagerungen an der Oberfliche. Endothelwucherungen der
Capillarschicht sind fast stets vorhanden, in vielen Féllen sehr imponie-
rend (vgl. Abb. 18, dunkler linsenférmiger Kern im Ubersichtsbild). Ein
junges lockeres Bindegewebe mit neu aufschiefenden Capillaren ist um
die Abgrenzung des Prozesses bemiitht. Die sehr zahlreichen Binde-
gewebsmakrophagen sind tiberladen mit Anteilen roter Blutkdrperchen.
Leukocyten fehlen oder sind spirlich. In Abb. 18 stellt die dunkelgraue
Masse an der Basis der Ch.A. die aufgelagerten Blutmassen dar. Jenseits
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der Endothelwucherung erkennt man die bindegewebige Reaktion im
Mesenchym.

Die Verdnderungen bei 7tégigen Eiern entsprechen wieder weit-
gehend denen der Gruppe VII, 1. Es handelt sich vorwiegend um

Abb. 19. Chorio-Allantois 7. Bruttag. 24 Std nach Erythrocytenaufschwemmung., Susa,
Paraffin, H.E. Vergroferung etwa 315 x. Proliferation des Ektoderms mit Verdringung
der unbeteiligten Capillarschicht

Abb. 20. Chorio-Allantois 7. Bruttag. 48 Std nach Erythrocytenaufschwemmung. Susa,
Paraffin, H.E. VergroBerung etwa 315 x. Perivasale Nekrose. Herdformige Verquellung
des Entoderms. Diffugse Quellung des Ektoderms

Quellungen, Hypertrophie und Wucherungen des Ektoderms. wobei
letzteres sich hidufig buckelformig vorwdlbt und die Capillarschicht
entodermwirts verdriangt (vgl. Abb.19). In einem Falle (Abb. 20) lag
eine verwaschene Zeichnung des an einer Stelle unterbrochenen Ekto-
derms und der Capillarschicht vor. Das Mesenchym wurde in ganzer
Breite von einer kreisflichigen, anscheinend um ein kleines Gefif3 ange-
ordneten Nekrose eingenommen, wihrend das Entoderm iiber dem
Nekroseherd eine gewisse Hypertrophie zeigte.
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VIII. Herabsetzung der Sauerstoffzufuhr durech Abdecken
der oberen Eihiilite mit Vaseline

Bruteier des 10. und 7. Tages wurden zur Hilfte mit Vaseline abgedeckt und
24 bzw. 48 Std weiterbebriitet. Die Versuche wurden unternommen, um Anhalts-
punkte dafiir zu gewinnen, ob der Ausfall eines gewissen Schalenanteils fiir die
Sauerstoffversorgung, wie er auch durch eine gréBere Fensterung mit Deckglas-
ersatz gegeben ist, zu Verdnderungen fithren kann, die erst von einer gewissen
Intensitdt ab klarer zu erkennen sind.

Befunde. 10 Tage alte Bruteier zeigen vielfach eine Hyperédmie der
Capillarschicht. Gelegentlich treten kleinere Blutungen unter die weile
Eihaut auf. Das mesenchymale Fasergeriist erscheint in einigen Féllen
zerrissen ; die Bindegewebszellen sind dann klein, die Kerne etwas pyk-
notisch. Bei den jiingeren Eiern fiel gelegentlich ein blasiges Odem un-
mittelbar unter dem Entoderm auf. Das iibrige Mesenchym erschien
zusammengedringt, das Ektoderm und die Capillarschichtendothelien
etwas gequollen.

Besprechung der Ergebnisse

Will man zu einer einigermafBen sicheren Entscheidung der Frage
kommen, wie weit unspezifische Reaktionen mit virnsbedingten Ver-
dnderungen interferieren kénnen, dann mufl man wohl zuerst feststellen,
welche im Rahmen des jeweiligen Verfahrens iiblichen MaBnahmen nach
Zahl und Intensitit ausreichende Verénderungen setzen konnen. Die
zweite Frage wire, ob die nicht virusbedingten Erscheinungen geniigend
typisierbar sind, um von den spezifischen Schiden abgrenzbar zu werden.
SchlieBlich ist zu untersuchen, ob die Art der Reaktion in ihrer Modi-
fikation durch die zusitzlichen Bedingungen wie Alter der Embryonen
und Bebriitung Anhaltspunkte fiir besonders giinstige Vermehrungs-
umstinde verschiedener Viren und damit wieder fir die Klirung der
Spezifitit geben kann.

Priifen wir die Liste unserer Experimente hinsichtlich Punkt 1, so
ist zu sagen, daB die Vorbereitungsmafnahmen nach I,1—-3, TV, 1—2
und VIII als erste Beriicksichtigung finden miissen. Das Jodieren der
Schale wird am ehesten bei dlteren Bruteiern zu Reaktionen fithren
miissen, da bei ihnen die im Laufe der Bebriitungszeit fortschreitende
Verdiinnung der Schale mit der gleichzeitigen Vermehrung der Poren
und die hohe Reaktionsbhereitschaft jenseits des 10. Tages wirksam
werden. Die Erscheinungen miiBten am ehesten in einer Hypertrophie
und Vermehrung der Capillarschichtendothelien bestehen, die um so
stiarker sein kénnten, je lingere Zeit bis zur Ablosung der Ch.A. ver-
streicht, d. h. je linger die direkte Jodeinwirkung dauern kann. Es ist
also auf feine flichige Triitbungen zu achten. Die Sdgespuren werden am
wenigsten diagnostische Schwierigkeiten verursachen. Die frischen Blu-
tungen oder die spiteren weiBlichen Infiltrate sind schon makroskopisch
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bei der aus dem Ei entfernten Ch.A. auf Grund ihrer Anordnung leicht
als solche zu erkennen. Die Fensterung der Schale und die Ablésung der
Ch.A. nach TII, 3 unter Verwendung isotoner Losungen im richtigen pg-
Bereich wird gewdhnlich keinen Anla zu Verinderungen geben. Zu
beachten ist lediglich, daB nach VIIT die GriBe des Fensters nicht zu
betrichtlich werden darf, wenn nicht bei jingeren Eihduten Sauerstoff-
mangelerscheinungen auftreten sollen.

Die Temperatur des Vorbriiters sollte regelmiBig kontrolliert werden,
damit nicht Schiden im Sinne von IV, 2 eintreten. Durch lingeres Ver-
weilen der Eier bei iiberhohter Temperatur bedingte Odeme kénnten etwa
eine toxische Wirkung des Impfmaterials vortiduschen.

Alle anderen unspezifischen Reaktionsméglichkeiten liegen in der
Natur des Impfmaterials begriindet. Will man etwa fiir ein spezielles
Virus ein py-Optimum einstellen, das von dem iiblichen Bereich 7,0—7 4
abweicht, so hat man sich daran zu erinnern, da8 unspezifische, u. U.
ringférmige Blutungen mit allen Folgeerscheinungen auftreten konnen.
Entsprechendes gilt fiir Abweichungen von der Isofonie, die Odemwir-
kungen verstirken oder Hédmolysen bedingen mégen. Der Zusatz che-
misch wirksamer Mittel ist evtl. in Kontrollversuchen auf unspezifische
Reaktionen zu testen. Das gilt z. B. fiir Prifungen von Desinfektions-
mitteln an Viren. Bringt man corpusculire Elemente, z. B. Zellmaterial
oder Hiweifstoffe auf die Ch.A., so hat man mit Bindegewebsreaktionen
zu rechnen, zu denen grundsétzlich auch Proliferationen am Endothel des
gesamten Capillarsystems gehéren. Dabei scheint nach den Befunden
von V (Fremdkérper) und VIT (biologisches Material) weniger die Ver-
wandtschaft oder Fremdheit des aufgebrachten Eiweil zum Ei als viel-
mehr die Menge des angebotenen Stoffes eine Rolle zu spielen, der
beseitigt werden mufl. Stérkere toxische Wirkungen sind hiervon
selbstverstindlich unberithrt. Es wird jedenfalls die Beschrinkung der
Ballaststoffe in einem Impfmaterial wesentlich dazu beitragen kénnen,
unspezifische Reaktionen zu verringern.

Von der Menge des Impfmaterials und der GréBe der kiinstlichen
Luftkammer, d. h. dem Umfang der Ablésung der Ch.A. von der weiBen
Schalenhaut, ist die Reaktionsweise der Eihaut bekanntlich auch in
gewissem Grade abhangig. Ein nicht unbetrichtlicher Teil des Inoculums
wird némlich infolge Capillarwirkung an den §uBersten Ring der kiinst-
lichen Luftkammer gezogen und fithrt hier u. U. eher und stérker zu
Herden als im an sich besser zuginglichen Mittelteil. Mit dieser Be-
obachtung ist vielleicht die Einteilung der Reaktionstypen von GoLps.
worTHY und MopPPETT (1935) in einen peripheren und einen zentralen
hypertrophischen Typ zu erklidren.

Damit ist die Frage der Typisierbarkeit unspezifischer Reaktionen
der Ch.A. bereits angeschnitten. Die Auffassung von GOLDSWORTHY



790 Herprrr Voss und Grore HENNEBERG:

und MorprrT (1935) ist hinsichtlich der Bezeichnung , hypertrophisch*
oder ,,atrophisch® wohl eher eine Angelegenheit der Dosierung und in
bezug auf die Einteilung ,,peripher” und ,zentral“ wohl eher eine
mechanische Bedingung als eine qualitative Entscheidung tiber den
Wirkungsmechanismus, abgesehen davon, dafl die ,,Atrophie” unserer
Erfahrung nach in den meisten Fillen ein technischer Versager ist. Die
in der Einleitung abgekiirzt wiedergegebene Einteilung von p’Avuwoy
und Evans (1937) gibt die theoretischen Méglichkeiten wieder, ohne der
Praxis ganz gerecht zu werden. Wir mdchten nun eine etwas abge-
anderte Typenbildung vorschlagen, die es gestattet, unsere Befunde ohne
Zwang einzuordnen und evtl. bei der Auffindung unspezifischer Reak-
tionskomponenten helfen kann:

1. Mehr oder weniger reine Odeme.

Sie kénnen durch Abweichungen von der Isotonie, erhihte Tempera-
turen, Sauerstoffmangel, chemische Agentien herbeigefithrt und durch
pyu-Verschiebungen verstirkt werden.

2. Reine Proliferationsvorginge.

Sie betreffen in typischer Weise den Gefdl3-Bindegewebsapparat,
koénnen aber auch das Ekto- und Entoderm einbeziehen. Das ist zom Teil
eine Frage der Dosierung, zum anderen abhingig vom Bebriitungs-
stadium. Man findet derartige Vorginge einerseits bei Fremdkorper-
aufschwemmungen wie Tusche, andererseits auch bei corpusculdren Ele-
menten biologischer Natur wie Erythrocyten, Gewebezellen, schlieBlich
bei EiweiBlosungen. Wie erheblich die ausgelosten Prozesse sein kénnen,
zeigen die Tuscheversuche. Sie sind ein Beispiel fiir die rasche Ver-
breitung eines biologisch inaktiven, bewegungsunfihigen Materials und
bilden vielleicht ein Modell fiir einen Teilmechanismus bei Virusinfek-
tionen, ndmlich die aktive Mitwirkung des Wirtsgewebes bei der Aus-
breitung des Prozesses. Dabei ist im Falle des Hithnchens das Endothel
von ausschlaggebender Bedeutung. Eine Beteiligung des Entoderms an
den Proliferationsvorgingen ist mdglich, aber fiir die Beurteilung nicht
ausschlaggebend. Sie hat eine Bedeutung fiir die Impfung in die Allan-
toishdhle oder bei Reaktionen nach Typ 3, wenn grofere Defekte ab-
gedeckt werden sollen.

3. Verletzungen und ihre Folgen.

‘Wir méchten hierunter einmal mechanische Einwirkungen verstanden
wissen. Die beschriebenen Blutungen nach Anséigen der Schale gehoren
in diese Gruppe, aber auch das regelmiBige Aufreilen der Capillar-
schicht bei der Ablosung der Ch.A. élterer Eier. Zum anderen gehen
gleichartige Prozesse vor sich, wenn die akute Zerstérung der Ch.A.-
Deckschichten durch Abweichungen des Impfmaterials in bezug auf den
pr-Wert oder chemische Mittel und Toxine veranlaBit wird. Die erste
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Folge ist regelmiBig eine Blutung mit anschliefender Entwicklung orts-
stidndiger oder mobiler Phagocyten. Die weiteren Verdnderungen sind
Abgrenzungen der Herde durch neugebildetes Bindegewebe und sekun-
dér-entzindliche Erscheinungen. HEine gesonderte Besprechung ist in
diesem Zusammenhang fiir den Begriff des traumatischen Uleus nach
BrvERIDGE und BURNET angezeigt. Er ist unseres Erachtens hochstens
dann berechtigt, wenn ein reaktionsfihiges Ektoderm tatséchlich vor-
handen ist, d. h. nach den Ergebnissen unserer ersten Mitteilung nur in
den frithen Bebrutungstagen. Fihrt aber die Ablosung der Ch.A. etwa
ab 10.-—11. Bruttag regelmiBig zu einem Aufreillen der Capillarschicht,
wie schon makroskopisch an den zahlreichen Blutpunkten der frisch ent-
fernten Ch.A. zu sehen ist, dann liegt primér ein eréffnetes GefalBsystem
mit stark reaktionsfadhigem Endothel vor, das selbst bei vollig erhaltener
schalenferner Endothellage einen Defekt darstellt. Fiir diesen Fall aber
wurde der Begriff des traumatischen Ulcus nicht geschaffen. Es wire
daher vielleicht besser, ganz auf thn zu verzichten. Fur das Verstdndnis
des beimpiten Substrates und seiner Reaktionsmoglichkeiten aber ist
unserer Meinung nach die Freilegung des hochempfindlichen Endothels
beim iiblichen Verfahren und Termin entscheidend.

4. Primér entziindliche Reaktionen.

Diese wiirden Odeme, leukocytdre Infiltrationen und Granulom-
bildungen umfassen. Sie finden unter den gepriiften Einwirkungen kaum
ein Beispiel, wenn man nicht so weit gehen will, die Durchsetzung der
Ch.A. mit eosinophilen Leukocyten bei Traubenzucker und Formalin
unter diese Gruppe zu bringen. Typ 4 wére damit vorwiegend den
bakteriellen Infektionen zuzuordnen, von denen in unserer Arbeit nicht
die Rede ist.

In dem vorgeschlagenen System finden die Virusinfektionen keinen
festen Platz. Sie wiirden am besten eine Kombination der Reaktions-
typen 2 und 3 darstellen, d. h. bei ihrer Genese sind hypertrophische,
degenerative und sekundédr-entziindliche Prozesse miteinander gekoppelt.
Damit wére aber von vornherein eine gewisse Unterscheidungsmoglich-
keit gegeben.

SchlieBlich ist auf die zusdtzlichen Bedingungen kurz einzugehen,
welche den Ablauf der Reaktionen beeinflussen kénnen. Die allergr6Bte
Bedeutung hat das Alter der verwendeten Bruteier. Es scheint uns aus den
beigebrachten Befunden hervorzugehen, dall bei allen in der Dosierung
richtig gewdhlten Einwirkungen, d. h. bei solchen, die nicht auf Grund
ihrer Schwere alle Schranken durchbrechen, die jingeren Embryonen
grundsétzlich anders reagieren als die dlteren Bebriitungsstadien. Die
Ursache ist darin zu sehen, dafl bei den jungen Eihduten das reaktions-
trigere Ektoderm noch vorhanden ist und durch seine Proliferation
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Schiden weitgehend abzufangen und eine Allgemeinreaktion zu ver-
hindern vermag. Die angefithrte Beobachtung von Burwetr (1938) iiber
die trigere Reaktion jingerer Embryonen mit etwas gréfleren, aber an
Zahl wesentlich geringeren Herden findet in dieser ektodermalen Proli-
feration ihre Erklirung. Damit ist aber wohl auch gleichzeitig gegeben,
daB bei den jingeren Eiern Ulcera, Ektodermdefekte also, nur in weit
geringerer Zahl auftreten kdnnen als bei Stadien jenseits des 10. Brut-
tages. Die Ektodermreaktion hat noch in anderer Hinsicht eine Bedeu-
tung. Es wire doch zu erwégen, ob man nicht abweichend von der bisher
iiblichen Methodik epitheliotrope Viren wie Vaccine oder Herpes besser
grundsitzlich auf frithe Stadien verimpfen sollte, um zu einer Form der
Herdbildung zu kommen, die einwandfreiere Ergebnisse gestattet und
weniger atypische Befunde nach sich zieht. Den &lferen Bebriitungs-
stadien wéren dann solche Viren vorbehalten, die in stirkerem MaBe das
Reticulo-Endothel bevorzugen. So kann u. U. der Reaktionstyp eine
weitere Spezifizierung erfahren. Uber die Wahl der Temperatur bei Vor-
und Nachbebriitung ist bei BEVERIDGE und BUurNET geniigend nachzu-
lesen. Darauf soll hier nicht niher eingegangen werden.

Zusammenfassung

In 8 Gruppen mit 21 Reihen von Experimenten wurde versucht, im
Rahmen des Verfahrens der Ch.A.-Beimpfung oder in der Natur des
Impfmaterials liegende Moglichkeiten des Auftretens unspezifischer Ver-
anderungen zu erfassen und ihrer Natur nach zu kléren.

Die nach Intensitidt und RegelméaBigkeit wichtigen Reaktionen wur-
den auf drei Typen zuriickgefithrt, von denen primér entziindliche
Vorgiinge einerseits und virusbedingte Verdnderungen als Kombination
verschiedener Teilprozesse abzugrenzen wéren.

Die damit gewonnenen Anhaltspunkte fiir die Erkennung unspezifi-
scher Erscheinungen werden ergénzt durch den EinfluB des Alters der
Eihdute auf den Ablauf der Reaktionen. Es wird vorgeschlagen, die
Ektodermproliferationen der jungen Stadien mehr als bisher fir die
epitheliotropen Viren zu reservieren, wéihrend die élteren Membrane
anderen Formen vorbehalten werden sollten, die das Reticulo-Endothel
bevorzugen. Hsistzu hoffen, dafl durch weitere spezielle Untersuchungen
mit einzelnen Viren noch zusitzliche Differenzierungen gelingen werden.
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