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Morphologie und Entwicklungscyclus der Pneumocystis Carinii sind
seit der Mitteilung von VANER und JirovEc (1952) Gegenstand zahlreicher
lichtmikroskopischer Untersuchungen gewesen (VANEK, JiRovEc, Ham-
PERL, GIESE, PL1ESS, BRUNS u. a.). Elektronenmikroskopische Unter-
suchungen wurden 1953 von DIEKMANN, LINDNER und STOPKA angestellt,
konnten aber keine ganz zufriedenstellenden Ergebnisse bringen, da sie
an Lungen von an Pneumocystis-Pneumonie verstorbenen Sauglingen,
also an Leichenmaterial durchgefithrt waren. Wir konnten inzwischen die
Tierversuche von WELLER (1) (2) — Erzeugung einer Lungen-Pneumo-
cystose bei Ratten — mit Erfolg wiederholen, wodurch. die Moglichkeit
gegeben war, elektronenmikroskopische Untersuchungen am Frisch-
material durchzufithren. Thre Ergebnisse sollen im folgenden dargelegt
und zu den bis jetzt bekannten lichtmikroskopischen Befunden bei
Pneumocystis Carinii in Beziehung gesetzt werden.

Zur Nomenklatur. Nach den Untersuchungen von JirRovec und Va-
NEK (1) (2) weist Pneumocystis Carinii verschiedene Formen auf, die in
ihrer Gesamtheit den charakteristischen, wabenférmigen Alveolarinhalt
bilden, im einzelnen aber entweder als zariwandige Cysten mit jeweils
einem Innenkérperchen oder als grampositive sog. Napf- oder Sichel-
cysten (GIESE, PL1ESS) oder als derbwandigere Cysten mit mehreren,
hochstens aber acht im Inneren liegenden Korperchen imponieren.
Diese Formen lassen sich zu einem Entwicklungscyeclus ordnen, der von
der Cyste mit einem Innenkdrperchen iiber die Napf- oder Sichelcyste
zur Muttercyste mit 8 Cystenkédrperchen abléuft und von JirRovec und
Vaxer als Sporogonie gedeutet wird, wobei die feulgenpositiven
Cystenkorperchen als Sporen angesehen werden. Prress liflt jedoch die
Frage der Sporogonie offen. Die Innensubstanz der Cysten stellt eine
zarte PAS-positive Masse dar; bei den Napf- und Sicheleysten, und nur
bei diesen, ist sie grampositiv. Im letzteren Falle wird diese Masse von
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JirovEC und VANEK als Sporoblast, von Priess als Cystenmatrix be-
zeichnet, da aus ihr die ,,Sporen bzw. die Cystenkorperchen gebildet

werden sollen.
Material und Methode

Junge Ratten bekamen 8—10 Wochen lang steigende Dosen Cortison (bis
25 mg pro Tag) und Hostamyecin subcutan (bis 5000 E pro Tag). Auf der Hohe
der Erkrankung, die durch sténdige Gewichtsabnahme, zunehmende Schwiche
und schlieBlich durch eine deutlich erhéhte Atemfrequenz gekennzeichnet war,
wurden die Tiere getotet. Kleine Lungenstiickchen wurden in gepufferter 1%iger
080, nach Pavaps fixiert und in Butyl-Methyl-Metacrylat (5:1) eingebettet. Die
Blockchen wurden mit einem Porter-Blum-Ultramikrotom geschnitten und mit
einem Zeiss-Elektronenmikroskop untersucht. Zum Vergleich untersuchten wir
mit den iiblichen Methoden gefarbte Paraffinschnitte aus denselben Lungen-
anteilen unter dem Lichtmikroskop.

Befunde
Bei der experimentellen Rattenpneumocystose sind lickimakroskopisch grofBlere
Alveolarbezirke férmlich ausgestopft mit Pneumocystenwaben, die vornehmlich
aus etwa 5 u grofien, runden oder unregelméaBig gestalteten Cysten mit einem Innen-

CK

Abb. 1. PAS-Reaktion. Mit Pneumocysten gefilllte Lungenalveole der Ratte. Im Alveo-
larinhalt einige Pneumocysten mit Cystenkorperchen (CK ). Vergr.: 1400fach,
Lichtmikroskop

korperchen und einer PAS-positiven Membran bestehen (Abb. 1). Das Innenkérper-
chen ist etwa 1 u groB, unscharf begrenzt und liegt entweder in einer schieierartigen,
schwach PAS-positiven Innensubstanz oder in einem optisch leeren Innenraum.
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Es finden sich allerdings auch Cysten, die zwar die schwach PAS.positive Innen-
substanz aufweisen, ein Innenkoérperchen aber vermissen lassen. In geringerer
Zabhl als diese Cystenformen, die zudem von Lungenlappen zu Lungenlappen,
aber auch von Lobulus zu Lobulus des gleichen Lungenlappens schwankt, fallen bei
der Farbung nach GrAM-WEIGERT 5—7 u grofle, runde Cysten auf, deren Membran
gramnegativ ist und sich schwach mit der Kernechtrot-Gegenfarbung anfarbt. Ein
Innenkdrperchen 146t sich in diesen Cysten nicht erkennen. Dafiir stellt sich aber
eine der Membran anliegende, dichte grampositive, napif- oder sichelférmige Innen-

Abb. 2. Reife einkernige Pneumocyste mit Cystenmembran (C3M )}, tubuliren Elementen
(T) im Protoplasma, langgestreckten mitochondriendhnlichen Strukturen (). In der
Mitte der Zelle ein ovaler Bezirk, das Innenkérperchen, das an einen Kern erinnert (K ), mit
einer osmiophilen, aus kleinsten fidigen Elementen bestehenden Zone (Z). Ergastoplasma-
dhnliche Strukturen (Er). Angeschunittene Vacuole (7). Vergr.: 21000fach

substanz dar, die oft feine, unregelmaflige Vorspriinge gegen das optisch leere Cysten-
innere bildet. Hier handelt es sich um die Napf- und Sichelcysten. In ebenfalls
wechselnder Anzahl findet man etwa 7 grolle, runde oder ovale Muttercysten
mit 2 bis hochstens 8 Cystenkorperchen. Die Membran dieser Cysten ist etwas
dicker und zeigt oft Doppelbrechungen. Die Cystenkorperchen selbst erscheinen
teils als maBig scharf begrenzte, etwa 1 u grofle, runde Gebilde und sind, oft der
Membran anliegend, in eine zarte schwach PAS-positive Innensubstanz eingebettet,
teils sind sie scharf konturiert, von runder bis ovaler Gestalt, gut 1 4 groB und liegen
dann in einem ansonsten optisch leeren Innenraum (Abb. 1). Diese letzteren Cysten-
korperchen, die oft ein kleines sich stirker anfarbendes, gewissermaflen verdichtetes
Zentrum aufweisen, sieht man auch einzeln oder zu mehreren in manchmal rosetten-
formiger Anordnung im freien Raum zwischen den iibrigen Cystenformen liegen,
ohne daf eine umschlieBende Cystenmembran zu erkennen ist. Hier mufl man wohl
annehmen, daB diese Cystenkérperchen durch Platzen der Cystenmembran frei
geworden sind.
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Neben diesen verschiedenen Formen von Pneumocystis Carinii enthalten die
Alveolen desquamierte und oft verfettete Alveolarepithelien und vereinzelte Leuko-
und Erythrocyten. Die Alveolarsepten sind im allgemeinen schmal-, besonders

Abb. 3. Napfform mit Ausbildung einer doppelten Cystenmembran (CM )., Teile der
dichten wandstindigen Substanz (Matrix) schniiren sich ab (1) und bilden die
Cystenkérperchen. Vergr.: 21000fach
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Abb. 4. Fast beendete Abschniirung der noch nicht ausgereiften Cystenkdrperchen (CK),

die nur noch durch einen schmalen Strang () mit der inneren Lamelle der Doppelmembran

(CM) in Verbindung stehen. Im Inneren der Cystenkdrperchen sieht man tubuldre Struk-
turen, die oft perlschnurartig angeordnet sind. Vergr.: 21000fach

in den Lungengebieten mit starker Pneumocystose erscheinen sie wie zusammen-
gedriickt, oft sind sie aber auch verbreitert und enthalten dann histiocytéire
Elemente sowie Plasmazellen und Lymphocyten.

Die elekironenmikroskopischen Befunde bestétigen im wesentlichen
die lichtoptisch gewonnenen Erkenntnisse.
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Die Cysten mit einem Innenkorperchen (Abb. 2) zeichnen sich durch eine relativ
zarte AuBlenmembran aus, die mitunter aus zwei sehr eng aneinanderliegenden La-
mellen aufgebaut erscheint. Das Zentrum der Cyste wird von einem kernéhnlichen
Gebilde eingenommen, das oft unscharf gegen die Umgebung abgegrenzt ist und
eine kleine stark osmiophile, aus kleinsten tubuliren Elementen aufgebaute Zone
besitzt. Zwischen der AuBenmembran und dem Innenkérper erstreckt sich ein
ringformiger Bereich, der hell und strukturarm erscheint; er wird von einem System
von Kanilchen durchzogen und enthalt vereinzelt lingliche oder runde Strukturen,

Abb. 5. Pneumocyste mit schon abgeschniirten. aber noch nicht ganz ausgereiften Cysten-
korperchen, welche sich durch eine duBere Membran und zahlreiche annuldre, osmiophile
Strukturen im Inneren auszeichnen. Vergr.: 21000fach

die an primitive Mitochondrien erinnern. Vielfach findet man ferner eine dicht
neben dem Cystenkorperchen liegende grofiere Vacuole, die in Abb. 2 angeschnitten
ist. Auflerdem sieht man mitunter kurze, ergastoplasmadhnliche Strukturen, die
sich meist in der Nahe der AuBenmembran befinden.

Die Napfcyste weist, im Vergleich zur vorhergehenden Form, eine Verdichtung
der Innenstrukturen auf, die sich halbmond- oder napfférmig der AuBenmembran
anlegen. Oftist der halbmondférmige Bezirk unter Aufldsung des Innenkérperchens
weiter verdichtet und erscheint beinahe homogen. In solchen Fillen stellt die Aufen-
membran dann eine deutliche Doppelmembran mit einem elektronenoptisch leeren,
etwa 500 A breiten interlamelliren Raurm dar. Bei einigen dieser Formen sieht
man rundliche bis ovale Abschniirungen von Teilen der verdichteten Innensubstanz
(Abb. 3), die teilweise noch mit der inneren Lamelle der Doppelmembran im Zu-
sammenhang stehen. Hierfur gibt die Abb. 4 ein Beispiel, wo die Abschniirung
noch nicht ganz abgeschlossen ist und noch schmale verbindende Striinge bestehen.

Vielfach weisen jedoch die abgeschniirten Teile keine Verbindung mehr unter-
einander und mit der Doppelmembran auf und liegen dann zu mehreren als sog.
Cystenkorperchen im elektronen- und lichtoptisch leeren Innenraum der Mutter-
cyste. Die Cystenkorperchen sind sehr dicht, erscheinen fast homogen und sind
von einer nicht sehr deutlichen Membran begrenzt (Abb. 5).
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Abb. 6. Pneumocyste mit mehreren noch nicht ganz ausgereiften Cystenkérperchen (CK)

und umgebender doppelter Cystenmembran (CM). Die Cystenkodrperchen besitzen bereits

eine aufgelockerte Struktur mit zentralem dichtem Anteil. Oberhalb der Pneumocyste der
Rest einer geplatzten Cystenmembran (M ). Vergr.: 21000fach

Am hiuofigsten findet man im Alveolarinhalt Cysten, die wie bei der vorher
beschriebenen Form eine gut ausgebildete breite Doppelmembran als duBere Be-
grenzung besitzen, deren Cystenkorperchen jedoch aufgelockerter erscheinen, wobei
sich eine zentrale, oft aus konzentrischen Lamellen zusammengesetzte Zone von
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einer optisch fast leeren trennen 1iBt. AuBerdem weisen solche Cystenkdrperchen
stets eine gut ausgebildete dullere Membran auf (Abb. 6). Mitunter beginnen sich

Abb. 7. Pneumocyste mit mehreren ausgebildeten Cystenkodrperchen, die bereits als Toch-

terindividuen zu erkennen sind und den ganzen Cystenraum ausfitllen. Die Cystenmembran

(CM) ist verbreitert und der interlamelldre Raum mit einer fast homogenen, osmiophilen
Substanz angefiillt. (CK) Cystenkérperchen. Vergr.: 21000fach

Abb. 8. Pneumocysten im Jugendstadium. Vergr.: 19000fach

auch in der dichteren Zone Strukturen zu bilden von beinahe kernihnlichem Aus-
sehen. In einigen Féllen kann sich die duBere Membran der Cystenkdrperchen an
mehreren Stellen ablosen.

Relativ selten sind die Stadien, bei denen die Cystenkdrperchen so an Ausdeh-
nung zugenommen haben, daB sie den ganzen Innenraum ausfiillen (Abb. 7). Es
fallt dann auf, dafl der Raum zwischen den Lamellen der AuBlenmembran, welcher
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Abb. 9. Geplatzte Cystenmembran (M) mit austretenden Tochtercysten (7°C).
Vergr.: 21000fach

Abb. 10a—h. Entwicklungscyclus der Pneumocysten in schematischer Darstellung: & Ju-

gendstadium, b und ¢ Cyste mit einem Innenkérperchen, d Napfform mit Matrixsubstanz,

e und f Cyste mit mehreren unreifen Cystenkérperchen, g und h Cyste mit ausgereiften
Cystenkorperchen (Tochterindividuen)
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bei den anderen Formen leer erscheint, mit einer schwach osmiophilen, fast struktur-

ADbb. 11. Ausschnitt aus einer Alveolarepithelzelle mit Degenerationsbezirken (F5),
Mitochondrien (M), Kernmembran (KM ), Zellmembran (ZM). Vergr.: 21000fach

anderstoflen zweier Cystenkorper mit der Aulenmembran gebildet werden, in vielen
Fillen eine kleine, aus tubuliren Elementen bestehende Zone sichtbar wird. Die
Cystenkorperchen selbst erscheinen wesentlich besser ausgebildet als bei den vor-
hergehenden Stadien und erinnern mit ihren Innenstrukturen bereits an die ,,ein-
kernigen‘* Cysten der Abb. 2. Einen dhnlichen Aufbau besitzen auch die in Abb. 8

37
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ineiner Gruppe zusammenliegenden Cysten, bei denen es sich wohl um Jugendstadien
handelt, die nach dem Platzen einer reifen Muttercyste freigeworden und in den
Alveolarraum ausgetreten sind. Schliefllich sind noch halbmondférmige Gebilde
zu erwahnen, die meist neben einer Gruppe von Jugendstadien liegen und wohl
als Reste von geplatzten Cystenmembranen aufzufassen sind (Abb. 9). Im Cyto-
plasma der Alveolarepithelien, die teils desquamiert sind, teils noch der Wand an-
haften, findet man Degenerationsbezirke, die eine grofie Ahnlichkeit mit den Be-
funden von ScHULZ sowie von GisE und GIESEKING aufweisen (Abb. 11).

Besprechung

Die elektronenmikroskopische Untersuchung bestétigt also im wesent-

lichen die schon von anderen Verfassern gegebene Darstellung des Ent-
wicklungscyclus, erginzt sie aber in einigen Punkten, und zwar besonders
hinsichtlich Entwicklung und Struktur der Innen- und Cystenkdrper-
chen. :
Die Cysten mit einem Innenkorperchen, wie sie die Abb. 2 wieder-
gibt, weisen mit ihren Innenstrukturen die groBte Ausreifung auf. Aus
ihnen entwickelt sich durch Verdichtung der Innensubstanz unter Aus-
bildung einer sichelfrmigen Randzone und Auflésung des Innenkorper-
chens die Napfeyste, welche die Entwicklung zur Muttercyste einleitet.
Im Inneren der Cyste entsteht nun durch weitere Verdichtung eine stark
osmiophile Substanz, welche die Matrix fiir die spédter durch Abschniirung
entstehenden Cystenkérperchen bildet (Abb. 3). Dieses Stadium ent-
spricht also der grampositiven Cyste von JIROVEC und VANEK (1) sowie
der Napfcyste von Giesk und Prigss, fir die die Ausbildung einer
deutlichen, derben Membran bei noch nicht entwickelten Cystenkérper-
chen typisch sein soll.

Nachdem sich die Abschniirung aus der osmiophilen Matrix vollzogen
hat, liegen sie zunéchst als wenig strukturierte Korper ohne begrenzende
Membran im Cystenraum. Dieser Cystenform mit noch nicht ausge-
reiften Cystenkérperchen folgt eine Entwicklungsphase, bei der die
Cystenkorperchen eine zentrale, dichtere Zone, umgeben von einer peri-
pheren helleren Region, aufweisen (Abb. 6). Als letztes Stadium dieses
Reifungscyclus mochten wir die Muttercyste mit ausgereiften Cysten-
kérperchen ansehen, wobei letztere den gesamten Cystenraum ausfiillen
und an ihrer Innenstruktur bereits als Tochterindividuen zu erkennen
sind (Abb. 7). Die Tochterindividuen zeigen nunmehr, wenn auch in
etwas primitiverer Form, den gleichen Aufbau wie die in Abb. 2 darge-
stellte Cyste mit einem Innenkdrper. Die Muttercyste platzt dann schlief3-
lich durch den stindig steigenden Innendruck beim Groflerwerden der
Tochterindividuen, wobei diese frei werden und in die Alveolarlichtung
gelangen. Die Abb. 10 stellt diesen Reifungscyclus in etwas schemati-
sierter Form dar.
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Eine andere Vermehrungsform, etwa nach Art der bindren Teilung
(VaNEk und Jirovec), konnten wir elektronenmikroskopiseh nicht
finden. Wir sind deshalb der Ansicht, daB die Cystenkérperchen aus
der osmiophilen Matrixz der Napfcyste durch Abschniirung hervorgehen
und nicht durch wiederholte Zweiteilung aus einem Cystenkérperchen.
So erklirt es sich wohl auch, dafl in Tupfpriparaten sowohl ungerade
wie gerade Zahlen von Cystenkérperchen in den Muttercysten feststell-
bar sind.

JirRovEC und VANEK (2) halten die Cystenkérperchen fiir Sporen.
Gegen die Sporemnatur spricht jedoch das Fehlen einer fiir Sporen
typischen dicken AuBlenmembran.

Die Auflenmembran zeigt bei den einzelnen Cystenformen ein unter-
schiedliches Verhalten, worauf bereits Prirss hingewiesen hat. Er unter-
scheidet diinn- und derbwandige Cysten und vermutet, daB Grenzflichen-
phinomene fir diese Unterschiede ursichlich in Frage kommen. Elek-
tronenmikroskopisch stellen sich diese Differenzen sozusagen als quanti-
tatives Phinomen dar. Wihrend ndmlich bei diinnwandigen Cysten die
beiden Lamellen der Doppelmembranen dicht aneinanderliegen, weichen
sie bei den derbwandigen auseinander, gleichzeitig tritt zwischen ihnen
eine Substanz auf, die offenbar reich an Mucopolysacchariden ist, wie
die PAS-Firbung zeigt (Hampert, Prirss). Wir haben also eine echte
Dickenzunahme der AuBenmembran unter gleichzeitigem Hinzutreten
einer lichtoptisch bzw. firberisch gut darstellbaren, elektronenoptisch
jedoch bei der hier angewandten Fixierung nicht sichtbar zu machenden
Substanz vorliegen. Erst im ausgereiften Stadium tritt ein leicht osmio-
philes Material hinzu (Abb. 7), das im Licht- wie im Elektronen-
mikroskop zu dem Bild einer stirker konturierten Membran fithrt, so
daB die Muttercysten mit mehreren ausgereiften Cystenkérperchen
die schirfste AuBlenkontur besitzen (Primss). Nach Platzen der Cyste
und Austritt der Tochterindividuen fillt die Cystenmembran offenbar
zusammen und liegt dann oft als halbmondiérmiges Gebilde neben den
gerade ausgetretenen Jugendformen (Abb. 9).

Auch iiber die statischen Verhiltnisse der Pneumocysten 1iBt sich
nach den elektronenmikroskopischen Bildern etwas aussagen. Wihrend
die Cysten mit einem Innenkérper und die Jugendstadien sich offenbar
ihrer Umgebung anpassen und oft zusammengedriickt erscheinen, bleiben
die Muttercysten fast immer entfaltet und von runder bis ovaler Form.
Dies diirfte einmal auf ihre festere AuBenmembran und zum anderen
auf ihren hohen Innendruck zuriickzufiihren sein.

Die elektronenmikroskopische Ahnlichkeit der Pneumocysten mit
den Protozoen, das Fehlen der fiir Pilze typischen AuBenmembran und
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die Tatsache, dall Sprossungen nicht beobachtet werden konnten, legen
den Gedanken nahe, dafl die Pneumocysten bei den Protozoiden und nicht
bei den Pilzen einzuordnen sind.

Zusammenfassung

Im Tierversuch wurde bei Ratten eine Pneumocystose der Lungen
erzeugt und das so gewonnene Frischmaterial elektronenmikroskopisch
untersucht. Aus den einzelnen in der Alveole auftretenden Cystenformen
lieB sich ein Entwicklungseyclus aufstellen, der von der einfachen
Cyste mit einem Innenkoérperchen iiber eine Napf- oder Sichelform
zur Muttercyste mit 8 ausgereiften Cystenkérperchen fithrt. Die
Cystenkorperchen vermehren sich nicht durch Teilung, sondern ent-
stehen durch Verdichtung und Abschniirung aus einer Matrix. Sie ent-
wickeln sich in der Muttercyste zu reifen Tochterindividuen mit Innen-
kirperchen und treten dann beim Platzen der Cystenmembran in den
Alveolarraum aus.

Uber die bekannten lichtoptischen Befunde hinaus war es elektronen-
mikroskopisch mdoglich, die Membranverhédltnisse der derb- und zart-
wandigen Cysten zu studieren. AuBerdem konnte nachgewiesen werden,
daf das zwischen den Cysten gelegene, lichtmikroskopisch nicht weiter
bestimmbare und als Detritus angesehene Material teilweise aus ge-
platzten Cystenmembranen und Jugendstadien besteht.

Auf Grund ihrer Feinstruktur wiren die Pneumocysten den Proto-
zoiden zuzuordnen.

Summary

Using material from pneumocystis-infected rats the developmental
cycle of the parasite was studied with the electron-microscope. The
results are summarized in a shematical drawing (Fig. 10) based on the
original electron micrographs (Fig. 2—9). The parasite seems to belong
to the protozoids.
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