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Die submikroskopische Makrophagenforschung steht vor einer Reihe von
Problemen, die sich auf die Entstehung, die Bedeutung und das Schicksal der in
ihnen beobachteten Einschliisse beziehen. Hinsichtlich ihrer Zahl und Gestalt
ergibt sich die Frage, ob es zwischen den aus verschiedenen Ursachen entstehenden
phagocytierenden Zellen neben gemeinsamen Merkmalen unterschiedliche Struk-
tureigentiimlichkeiten gibt. Es ist anzunehmen, dal nicht nur aufgenommene
erhaltene oder geschidigte Zellen und ihre Tritmmer, sondern auch die ursichlichen
Agentien und ihre Stoffwechselprodukte die feinere Morphologie der parenteralen
Verdauung bestimmen. Auch beeinflussen sie die Stérke der Zellschidigung. Als
Baustein fiir eine spétere vergleichende Betrachtung der Makrophagen sollen
deshalb elektronenmikroskopische Befunde mitgeteilt werden, die an dem intra-
muskuldren Terpentinolgranulom der Ratte erhoben wurden. Lichtmikroskopi-
sche, beim Kaninchen gewonnene Ergebnisse hat BARDENHEUER unter Beifligung
von Zeichnungen seines Lehrers MARCHAND bereits 1891 dargestellt.

Material und Methode

Aus dem nach intramuskulirer Injektion von Oleum terebinthinae entstehenden Granu-
lationsgewebssaum wurde Gewebe fiir die elektronenmikroskopische Untersuchung entnom-
men und nach den tiiblichen Methoden prépariert. Weitere Einzelheiten der Versuchsdurch-
fithrung sind frisher beschrieben worden. Ferner wurden lichtmikroskopische Untersuchungen
durchgefithrt. Zur besseren Wiedergabe grofler Kontrastdifferenzen wurde das Negativ zum
Teil durch Neucoccin abgedeckt.

Befunde

Lichtmikroskopisch zeigen die Makrophagen zahlreiche Einschliisse unter-
schiedlicher GroBe, Gestalt und Anfdrbbarkeit. Dabei handelt es sich zum Teil
um Lysosomen, die saure Phosphatasen enthalten. Andere Einschliisse erweisen
gich als Phagosomen mit Muskelzellfragmenten, Erythrocyten, Leukocyten und
anderen Bestandteilen des Granulationsgewebes in verschiedenen Stadien des
Gewebsabbaues. Cytolysosome bzw. Cytosegresome, d. h. umschriebene und abge-
grenzte, z.T. nekrotische Areale des Makrophagencytoplasmas kénnen allerdings
nicht immer zuverldssig von phagocytiertem Material unterschieden werden.
Feine kristalline Einschliisse werden neben Vacuolen und noch schattenhaft er-
kennbaren praexistenten Strukturen in den stark osmiophilen und verdichteten
einverleibten Zellresten und in Mitochondrien der Makrophagen beobachtet.
Hiufig treten osmiophile homogene Fetteinschliisse auf, die zumeist eine randliche
Membran erkennen lassen. Sog. neutrale Lipide lassen sich lichtoptisch mit der
Nilblaufirbung nach CAIN nachweisen. Da auch ungesittigte Neutralfette auf-
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treten, ist aus der PAS-Reaktion im Zusammenhang mit den verschiedenen
Blockierungsverfahren zu schlieBen. Andersartige Einschliisse sind aus einer
Vielzah] von schmalen osmiophilen Lamellen mit osmiophoben interlamelliren
Zwischenrdumen (Abb. 1) zusammengesetzt. Diese Membranen laufen zumeist
in sich selbst zuriick, koénnen jedoch auch selten Anfang und Ende erkennen
lassen. Oft umschlieBen sie zentrale Hohlrdume, die ebenso wie die ganze
lamelldre Struktur recht polymorph gestaltet sind. Ferner kénnen zentral
kleine Tubuli liegen. Derartige Einschlisse finden sich in den einzelnen Zellen
unterschiedlich oft; in einigen Zellen sind sie besonders hdufig. Aullerdem treten
grofiere Einschliisse auf (Abb. 2). Auch ihnen fehlt eine besondere Grenzmembran

T

Abb. 1. Multilamelldrer Zelleinschiu8. 9. Versuchstag. Aufn.-Nr. 986/63. Vergr, 44800 bzw. 102400mal

zum Cytoplasma. Breite elektronenoptisch leere Spalten liegen zwischen den locker
geschichteten und selten paarweise gelagerten Membranen. Diese sind im Schnitt,
auch bei Praparatkippung, hdufig dicker als die Membranen der vorher beschrie-
benen multilamelldren Zelleinschliisse. Derartige Differenzen koénnen im gleichen
Gebilde beobachtet werden. Dall Pyridinextraktion die mit dem sauren Haematein-
test nach BAKER erzielte Anfarbung der Esterphosphatide aufhebt, entspricht den
Erwartungen.

Von den iibrigen Zellstrukturen ist das herdférmige Auftreten isolierter, zu-
meist jedoch in Bindel angeordneter Fibrillen zu erwéhnen. Selten werden sog.
napfformige Mitochondrien angetroffen. Vorzugsweise jene Zellen, deren Cyto-
plasma zahlreiche Einschlasse aufweist, lassen geschiadigte Zellorganellen erkennen.
Durch AusstoBung oder nach Zellaufldsung verlassen Einschlisse das Cytoplasma,
jedoch konnen sie zweifellos erneut phagooytiert werden.

Diskussion
Viele der beobachteten Kinschliisse im Makrophagencytoplasma sind auf
Grund der bereits bekannten elektronenmikroskopischen Untersuchungen deut-
bar. So sind bestimmte Einschliisse als Neutralfett aufzufassen, wie es in Fibro-
blastenkulturen nach verzogerter Umsetzung als Ausdruck der Sauerstoffver-
armung und der Ansduerung des Milieus auftritt (Scawarz u. Mitarb., 1964).
Ahnliche Stoffwechselsituationen liegen im Granulationsgewebe vor. Die kleinen



Abb. 2. GroBe lockere Zelleinschliisse. An den durch Pfeile markierten Abschnitten verhilt sich die Linge der

periodischen Einheiten wie 1 :2. Vereinzelt sind die Membranen paarig angeordnet. Das kleine, aus Membranen und

Tubuli bestehende Gebilde am rechten oberen Bildrand leitet sich méglicherweise von einem Mitochondrium her.
14. bzw. 7. Versuchstag. Aufn. Nr. 1842/64 und 2088/63, Vergr, 42600 bzw. 58 880mal

kristallinen Gebilde bestehen aus Kalksalzen. Elektronenmikroskopisch sind sie
dem Hydroxyapatit sehr dhnlich.

Die lamelliren FRinschliisse sind als flissige Kristalle bzw. Parakristalle
(SrorckENTUS u. Mitarb., 1960; SToECKENIUS, 1962; MERCER, 1961) komplexer
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Lipoide aufzufassen, die auf Grund ihrer polaren Gruppen tiber die Fihigkeit ver-
fligen, sich in Schichten anzuordnen.

Hinsichtlich der wichtigen Frage, ob ihre verschiedenartige Struktur auf
chemisch oder physikalisch andersartige Beschaffenheit hinweist, sind die Myelin-
figuren zu erértern, die C. Ruska (1963) nach der Einwirkung von Athanol oder
Ather in Epithelzellen der Darmwand beobachtet hat. Die Lamellenkérper lassen
namlich Ahnlichkeiten zu dem vielschichtigen kompakten ,,Alkoholmyelin‘ er-
kennen, das in Anbetracht der differenten Loslichkeit der einzelnen Lipoide vor-
wiegend aus Lecithinen und Kephalinen bestehen diirfte. Einige gréfiere Einschlisse
unserer Mitteilung zeigen dem lockeren ,, Acetonmyelin‘’ vergleichbare Ziige, das
wahrscheinlich von Cerebrosiden gebildet wird. Diese Struktur ist in beiden
Untersuchungsreihen gréoBer und seltener als die multilamelldre Form. Auch ist
die kleinste periodische Einheit dieser Myelink6rper zumeist grofer als bei der
kompakten Form, wie auch C. Ruska (1963) feststellt. Diese Lange wird vom
Bestrahlungswinkel (C. Ruska, 1963) und durch Verschmelzung vorher getrennter
Membranen (KARRER, 1960) beeinfluBt, sie ist jedoch von der Giite der Fokussie-
rung unabhéngig (STorcKENIUS u. Mitarb., 1960 ; TRURNIT u. SCHIDLOVSKY, 1960).
Diese verdndert lediglich die relative Dicke der elektronenoptisch sichtbaren
schwarzen und weilen Linien. Der Grad periodischer Membrananordnung wird
ferner durch chemische Substitution verdndert (TRURNIT u. SCHIDLOVSKY, 1960).
Die gestaltlichen Unterschiede kénnen also in bestimmten Fallen als Glieder
differenter formaler Reihen aufgefafit werden.

Demgegeniiber fithrt MERCER (1961) offene Myelinfiguren auf Wassereinlage-
rungen zwischen die Schichten der Myelinkérper zuriick. Die Dicke der Wasser-
schicht wird mit sinkender Lipoidkonzentration grofler. In Versuchen von Luz-
zatTt u. Husson (1962) war bei einer um 50% erniedrigten Konzentration eines
Phospholipoid-Wassersystems die Wasserschicht ~ 5—6mal dicker. In einer Auf-
lockerung der Struktur sehen BrirMcrE u. NIEporF (1965) bei Untersuchungen
der Nervenfaser den beginnenden Zerfall der Lamellenkdrper. Auch wir nehmen
an, daB die morphologischen Unterschiede bei den Gebilden mit dinnen, durch
groBe Spalten getrennten Membranen im Ablauf eines Entwicklungscyclus auf-
getreten sind. .

Weitere Befunde an verschiedenartigen Modellen machen kleinere Struktur-
differenzen verstindlich. ReviL. u. Warnaca (1958) haben gezeigt, dall Phos-
phatidylathanolamin in einer wiBirigen Phase lamelldre und tubulire Membran-
lagerungen erzeugt. In der Entwicklungsphase vorhandenes Eiweill fiihrt zur
Bildung konzentrischer Schalen und vieler kleiner Bléschen (MERCER, 1961)
und zu groBerer Membrandicke (STOECKENIUS, 1962).

Derartige Einschliisse werden in verschiedenartigen Zellen beobachtet (Crcro,
1964 ; BLimcke u. NIEDORF, 1965 u. a.). Einige osmiophile Zelleinschliisse treten
auch in den Makrophagen anderer Granulome auf, und zwar besonders in Ver-
suchen mit Cholesterin, Olivensl und Beryllium (Gusexk, 1965). Jedoch scheinen
die vielgestaltigen lamelldren Einschlisse in dem hier erérterten Fall besonders
héufig (Gusex, 1965). Diese Tatsache ist im Terpentinélgranulom zum Teil mit
den — in einigen Fillen stérkeren — (Gewebsblutungen in Zusammenhang zu
bringen, da auch bei dem intracelluliren Erythrocytenabbau zahlreiche multi-
lamelldre Korper beobachtet werden. Zweifellos kénnen derartige Kérper auch
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aus den Lipoiden untergehender Zellen entstehen. Eine Beschreibung der grofien
lockeren Einschliisse haben wir jedoch gleich Fasske bislang in den Makrophagen
bei diesem und anderen Modellen vermifit. Die im Meerschweinchen-Hoden
beschriebene exzentrische Membranlagerung und die von ATHANASSIADES u.
Mitarb. (1965) becbachteten filamentdsen Strukturen haben wir nicht ange-
troffen.

Da bei der Heilung von Muskel- und Hautwunden (ScHOEFL, 1964; Ross u.
Bexpirr, 1961) nur wenige vergleichbare Zelleinschlisse beobachtet werden,
halten wir die toxischen Einfliisse des Terpentinéls auf das granulierende Gewebe
filr besonders wichtig. Wir fihren also die morphologischen Besonderheiten der
Phagocyten auf die durch das Terpentingl verursachten ausgedehnten Gewebs-
und Geféfinekrosen mit den nachfolgenden Blutungen und die schidigende Ein-
wirkung des entziindungsauslosenden Agens auf die entziindliche Reaktion zuriick.
Den Verdnderungen kommt demnach kein spezifischer Charakter zu. Jedoch
zeichnen sich auch andere Makrophagen durch bestimmte Charakteristika aus.
So treten Mikrotubuli nur an Lysosomen und Phagosomen von Makrophagen bei
der Riickbildung eines Ascitestumors der Maus auf (JOURNEY, 1964); sie weisen
wahrscheinlich Beziehungen zur intracelluldren Verdauung auf. Bestimmte
Myelinkorper finden sich beim Markscheidenabbau und im Bereich von Hirn-
nekrosen. Die Cytomorphologie der Makrophagen kann also durch das urséchliche
Agens (Gusek, 1965) und durch gewebliche Faktoren mitbestimmt werden.
Auch ihr Fermentgebalt wechselt. Andere lichtmikroskopisch identische Ent-
ziindungszellen lassen ebenfalls bei genauer Analyse histochemisch und sub-
mikroskopisch fabare Abweichungen erkennen, wie anhand der Epitheloidzellen
gezeigt worden ist.

Das endgiiltige Schicksal der Einschlisse wird erst durch weitere Unter-
suchungen zu kldren sein. Crcio (1964) sieht in Lamellenkérpern morphologisch
faBibare Zwischenstadien des Stoffwechsels. Novikorr (1963) rechnet die in Lyso-
somen verschiedener Standorte, darunter in Makrophagen der Lunge, beob-
achteten Membranen zu den sog. Restkdrpern, «die unlosliche Endprodukte des
Stotfwechsels speichern, weil Lipasen in den Lysosomen nicht vorhanden sind.
Derartige Restkorper entstehen in der Niere bereits innerhalb einiger Stunden.

Im dibrigen zeigen die Makrophagen die von Gieseking (1963) dargestellten
Strukturen, die eine sichere submikroskopische Abgrenzung der Zellen gegeniiber
Fibroblasten und Fibrocyten zulassen. Die von pE PETRIS u. Mitarb. (1962) in
Makrophagen von Meerschweinchen und Kaninchen beschriebenen Filamente
haben wir auch bei der Ratte nachgewiesen.

Zusammenfassung
In Makrophagen des intramuskuldren Terpentinolgranuloms der Ratte finden
sich neben anderen Einschliissen zahlreiche lamelldre Koérper. Etwas seltener wer-
den groBere, locker geschichtete, aus Membranen aufgebaute Einschliisse angetrof-
fen. Die Strukturunterschiede zwischen beiden Formen werden auf chemische und
physikalische Differenzen zuriickgefithrt. Daf} hinsichtlich der Einschliisse einige
quantitative und qualitative Unterschiede zu anderen Entzindungsmodellen
bestehen, wird auf die starke toxische Terpentinélschidigung des priexistenten und

des neugebildeten Entziindungsgewebes bezogen.
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The Submicroscopic Strueture of the Macrophages in Turpentine-0il Granulomas
of the Rat

Summary

Electron microscopic studies of macrophages of the granuloma, produced in
rats with an intramuscular injection of turpentine-oil, revealed many inclusions,
among them many lamellar bodies. Larger, loosely layered membraneous bodies
were rarer, The structural differences between these two forms reflect their
dissimilar chemical or physical constituents. Because of the inclusions, some
quantitative and qualitative differences exist compared with other models of
inflammation. This fact is explained by the great toxicity of the turpentine-oil,
which damages not only the preexisting structures but also the newly forming
granulation tissue.
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