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Virulente, menschen-pathogene Shigellen vom Typ Flexneri 3 erzeugen eine
eitrige Shigellen-Kerato-Conjunctivitis, die wegen ihres gesetzméfiigen Ablaufes
als Entziindungsmodell nichtvascularisierter Gewebe gut geeignet ist (SErEXNY,
1955; Ricz u. TENNER, 1963; VoINO-YASENETSKY u. VOINO-YASENETSKAYA,
1962 u. a.). Die Keratitis erreicht nach den Versuchen von RAcz nach etwa 48 Std
ihren Héhepunkt, um innerhalb weniger Tage wieder abzuklingen. Uber die dabei
auftretenden elektronenoptischen Verdnderungen an den (GGewebselementen der
Cornea wurde bereits an anderer Stelle berichtet (WEsseL u. RAcz).

Die nach etwa 6 Std durch den Entziindungsreiz aus den GefdlBen des Limbus
Corneae in groBerer Zahl zwischen die Hornhaut-Lamellen einwandernden Leuko-
cyten zeigen charakteristische Veranderungen. Dabei besteht der Vorteil, daf3 die
von den Hornhaut-Lamellen eingeschlossenen, wie aufgereiht liegenden Leuko-
cyten meist bis zu threm Untergang an etwa der gleichen Stelle liegenbleiben. Da
gleichzeitig eine Exsudation von Leukocyten in den Conjunctivalsack erfolgt, ist
es moglich, die degenerativen Vorginge der im Gewebe liegenden Infiltrat-Leuko-
cyten mit den frei auf der Cornea im Exsudat befindlichen, etwa gleichzeitig aus
den BlutgefaBien ausgetretenen Exsudat-Leukocyten zu vergleichen.

Material und Methode

Virulente, rein geziichtete Flexneri 3-Bakterien wurden in den Conjunctivalsack von
50 gesunden Meerschweinchen verimpft.

In Zeitabstinden von 2—96 Std wurden die Tiere getdtet, nachdem mit einer sterilen
Platindse Exsudat fir die elektronenmikroskopische Untersuchung enthommen worden war.

Corneae und Exsudat wurden in gepuffertem Glutaraldehyd (Phosphatpuffer pH 7,4)
2 Std fixiert und mit 1 %iger gepufferter Osmiumséure nachfixiert. Die Blocke schnitten wir
mit einem LKB-Ultrotom IT und untersuchten die mit Bleicitrat nachkontrastierten Schnitte
in einem Siemens-Elmiskop 1.

Ergebnisse

Etwa 6 Std nach Einbringen der Shigellen in den Conjunctivalsack der Meerschweinchen
wandern aus den BlutgefdBen der Conjunctiva Entziindungszellen in grofler Zahl teils in das
Corneagewebe zwischen die Lamellen der Substantia propria, teils in den Conjunctivalsack
aus. Bei den Entziindungszellen im Gewebe (,, Infiltrat-Leukocyten* = ,,IL*) handelt es sich
fast ausschlieBlich um polymorphkernige Leukocyten bzw. um pseudoeosinophile Leukocyten,
wie man sie bei vielen Nagern findet. In Giemsa- bzw. Pappenheim-Priparaten nimmt die
Eosinophilie in den ersten 36 Std leicht zu, um spéiter allméhlich zu verschwinden. Die Ent-
ziindungszellen im Eiter des Conjunctivalsackes entsprechen ebenfalls polymorphkernigen
Leukocyten (,,Exsudat-Leukocyten=EL), denen sich jedoch in spdteren Stadien Makro-
phagen zugesellen.
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1. Infilirat-Leukocyten

Die Leukocyten, die nach etwa 6 Std vom Limbus corneae her in die erwei-
terten Saftspalten der Substantia propria auswandern, findet man anfangs nur
zwischen den epithelnahen Hornhaut-Lamellen unter flachen Erosionen des
Cornea-Epithels als dem Ort der stirksten Reizung. Die leukocytare Infiltration
dehnt sich nach 16—24 Std weiter aus, indem weitere aus den Capillaren des
Limbus auswandernde Leukocyten von der Seite her an die frither ausgewander-
ten, unter den Erosionen liegenden Leukocyten heranriicken und dort ebenfalls
liegenbleiben. Die dicht gefiigten Hornhautlamellen und die nachfolgenden Zellen
halten die zuerst eingewanderten Leukocyten bis zu ihrem Untergang an der
gleichen Stelle fest. Auf diese Weise ist es moglich, an den unter den Erosionen
zwischen den oberen Hornhautlamellen liegenden, zuerst eingewanderten Leuko-
cyten Degenerationsvorgidnge zu beobachten und diese zeitlich ziemlich genau
einzuordnen.

Elektronenmikroskopisch sieht man nack 6 Std in den leicht erweiterten interlamelliren
Spaltréumen Leukocyten von normaler Ultrastruktur neben schmalen Fortsitzen der Stroma-
zellen.

12 Std nach Inoculation zeigen die Leukocyten bereits deutliche Veranderungen (Abb. 1).
Wihrend der Kern die normale Gréfie und Struktur aufweist, findet man eine zunéchst noch ge-
ringe Schwellung des Cytoplasmas, welche im wesentlichen auf die Bildung zahlreicher, unscharf
abgegrenzter, zusammenflieBender vacuoldrer Réume berubt. Diese Vacuolen sind unabhiingig
von Mitochondrien, dem endoplasmatischen Reticulum und anderen Cytoplasma-Organellen.
Spezifische Granula sind in grofller Zahl vorhanden, wihrend azurophile Granula fehlen
(BarnToN u. FARQUHAR, 1966). Die Granula nehmen bei der Nachkontrastierung reichlich
Blei auf und erscheinen sehr kontrastreich. Unmittelbar neben den Granulocyten sieht man
stets Fortsitze von Stromazellen, die sich als sehr widerstandsfahig gegen die entziindlichen
Vorginge in der Umgebung erweisen.

Nach 24 Std haben die IL in eigentiimlich fleckférmiger Verteilung Flussigkeit aufgenom-
men mit Ausbildung teilweise zusammenflieBender, unregelméBiger, nicht von einer Membran
begrenzter Vacuolen (Abb. 2a). Im Innern der Vacuolen fillt eine angedeutete Netzstruktur
auf, die z.T. die Lokalisation abgebauter, ,verflissigter” Granula bezeichnet. Durch die
Wasseraufnahme verlieren die Granulocyten ihre langgestreckte Form und runden sich immer
mehr ab. Im Gegensatz zu Abb. 1 hat ein Teil der noch gut erkennbaren Granula die hohe
Elektronendichte verloren und erscheint heller. Dabei verlieren sie die Homogenitit und lassen
eine feine Granulierung erkennen.

Als nichster Schritt des Granula- Abbaus erfolgt eine zunehmende Unschirfe der duferen
Begrenzung und eine weitere Abnahme des Kontrastes. Dann verschwindet die fein-granulére
Innenstruktur, und die Granula erscheinen homogen, um schlieflich in den hellen, mit zu-
nehmender Versuchsdauer gréBer werdenden vacuoliren Raumen aufzugehen.

Mit Hilfe der drei Kriterien Elektronendichte, Innenstruktur (homogen bzw. feingranulir)
und Abgrenzung (scharf bzw. unscharf) lassen sich die Granula der Abb.2a in mehrere
Zerfalls-Stadien einteilen, die offenbar von jedem Granulum durchlaufen werden: Im ersten
Stadium besitzen die Granula die normale Struktur mit grofer Elektronendichte, homogenem
Bau und scharfer Abgrenzung; im zweiten nimmt die Dichte etwas ab, daftir tritt jedoch bei
unserer Versuchsanordnung eine feine Granulierung hervor, bei scharfer Aufienkontur der
Granula. Im dritten Stadium bleiben Elektronendichte und Granulierung wie im zweiten,
aber die Aullenkontur erscheint teilweise oder in ihrer ganzen Circumferenz verwaschen. Im
weiteren Verlauf des Abbaues verlieren die Granula ihren feingranuliren Bau, so daB sie nun-
mehr hell, homogen und unscharf abgegrenzt erscheinen. Im letzten morphologisch fafbaren
Stadium sieht man nur noch ringférmig begrenzte, strukturlose Gebilde.

Der Abbau der Granula greift von den anfinglich aufgetretenen, unscharf abgegrenzten
vacuoldren Rdumen (Abb. 1) allmihlich um sich und bezieht die unmittelbar anliegenden
Granula in den Zerfall ein. Die am weitesten fortgeschrittenen Zerfalls-Stadien liegen meist
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Abb. 1. Polymorphkerniger Leukocyt, 12 Std nach Verimpfung der Bakterien, in einem interlamelldren Spaltraum

der Substantia propria der Cornea. Zahlreiche neutrophile Granula (&)/(Lysosomen) mit scharfer Abgrenzung und

sehr dichtem, homogenem Bau. Daneben beginnende vacnoldre Auflockerung des Cytoplasmas. Vacuoldre Raume

(V) nicht an Mitochondrien oder endoplasmatisches Reticulum gebunden, unscharf begrenzt. Kernsegmente (K)

hintereinander angeordnet. Neben den Leukocyten schmale Fortsitze (F) der Stromazellen und Anschnitte
kollagener Fibrillen (#4) der Substantia propria. Vergréferung: 32 000fach

den vacuoldren Riumen direkt an, wihrend die noch elektronendichten, gut abgegrenzten
Granula in den erhaltenen, nicht vacuolisierten Cytoplasma-Anteilen liegen (Abb. 2a). In
einem weiter fortgeschrittenen Stadium der Leukocyten-Degeneration findet man groBe,
zusammentiliefende Vacuolen, die durch schmale Stringe erhaltenen Cytoplasmas getrennt
werden. Der Anteil der dichten, homogenen Granula ist meist deutlich vermindert. Oft sieht
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man nur noch ein einziges dichtes Granulum neben zahlreichen kontrastirmeren, im Abbau
befindlichen Granula. Manchmal dringen die Leukocyten von den ausgeweiteten inter-
lamelldren Spaltriumen aus mit schmalen Cytoplasma-Fortsitzen in die angrenzenden Horn-
lamellen vor. Dabei lassen die von den Leukocyten-Fortsitzen teilweise eingeschlossenen
kollagenen Fibrillen der Substantia propria keine degenerativen Verdnderungen erkennen und
erweisen sich als sebr widerstandsfihig. Die Zellfortsitze sind meist frei von intakten
Granula und enthalten helle, vacuolire Bezirke. Auf der Innenseite der Zellmembran findet
man stets einen schmalen, dichten Cytoplasmasaum.
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Abb. 2a. Polymorphkerniger Leukocyt in der Substantia propria, 24 Std nach Verimpfung der Bakterien. Auf-

treibung des Leukooyten durch Cytoplasma-Schwellung. Neutrophile Granula in verschiedenen Zerfalls-Stadien:

Vereinzelt normale, dichte, homogene, gut abgegrenzte Granula (I); daneben etwas hellere, feingranulierte (2),

die z.T. unscharf abgegrenzt sind (3); ferner kontrastarme, homogene Granula mit unscharfer Begrenzung (4)

und Auflésung. Die vacuoldren Riume (V) schlieBen mehrere Ringstrukturen ein (5), bei denen es sich offenbar

um zerfallene Granula handelt. Zellkern (K); Fortsatze (F) einer Stromazelle; teils quer und teils 1ings getroffene
kollagene Fibrillen (#4). VergroBerung: 30 000fach

Nach 36 Std (Abb. 2b) haben die vacuoliren Riume erheblich an GréBe zugenommen, und
ibr Inhalt, der in fritheren Stadien keinen elektronenmikroskopischen Kontrast besitzt,
erscheint dichter und stellenweise ,,klumpig*. Die inselartig beisammen liegenden neutrophilen
Granula haben insgesamt ihre hohe Elektronendichte verloren und weisen einen feinkérnigen
Bau sowie eine teilweise verwaschene dullere Begrenzung auf. Die besser erhaltenen, Granula
einschlieBenden Cytoplasma-Anteile lassen stets eine enge értliche Bezichung zum Zellkern
erkennen (Abb. 3 und 4), der meist sogar inmitten solcher ,,Cytoplasma-Inseln‘ liegt.

Bei fortschreitender Alterung flieBen nach 48 Sid die hellen vacuoliren Zonen zu einem
Ring bzw. einer Kugelschale zusammen, die meist den Kern und kleine Reste erhaltenen
Cytoplasmas einschliet. Dadurch entsteht in den Zellen eine deutliche Schichtung: In der
Zellperipherie sieht man an der Innenseite der Zellmembran einen schmalen elektronen-
dichten Cytoplasma-Saum, dem sich nach innen die oben erwihnte helle ,,Kugelschale*
anschlieft. Das Zentrum der Zelle wird vom Kern und einer diesem anliegenden Cytoplasma.-
zone mit zahlreichen Granula aller Zerfallsstadien eingenommen. Vielfach wird jedoch der
Kern mit der angrenzenden Cytoplasmazone seitlich abgedringt und liegt dicht an der Zell-
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membran, sodaB siegelringihnliche Bilder entstehen. In Abb. 3 sind in einer Ubersichts-
aufnahme mehrere, durch die hochgradige Cytoplasma-Schwellung abgerundete Leukocyten
in einem interlamelliren Spaltraum der Substantia propria dargestellt. Das entziindliche
Odem hat den Spaltraum so stark ausgeweitet, daB die Leukocyten, ihrer Oberflichenspannung
folgend, Kugelform annehmen konnen. Die Spaltrdume enthalten vereinzelt Stromazellen,
die im Gegensatz zu den IL keine degenerativen Verdnderungen aufweisen. In jedem Stadium
lassen sich Stromazellen und 1L im Elektronenmikroskop deutlich voneinander unterscheiden.
In den Leukocyten nehmen die vacuoliren Bezirke oft 70% des Zellvolumens ein, wobei der
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Abb. 2b. Leukocyt nach 36 Std in der Substantia propria. Die Cytoplasma-Vacuolen haben sich zu grofen Bezirken
vereinigt, die mantelartiz das Kernsegment und den damit in Verbindung stehenden, besser erhaltenen Cyto-
plasma-Bereich umschlieBen. Der Vacuolen-Inhalt erscheint gegenliber Abb. 2a dichter. Die Granula besitzen eine
feinkornige Struktur bei geringem Kontrast. Einzelne Granula gehen in den vacuoldren Bezirk tiber (—). An der
Innenseite der Zellmembran ein dichter Cytoplasma-Saum mit in Auflésung begriffenen Granula. Um den Leuko-
cyten eine Odemzone mit einzelnen auseinander gedrangten kollagenen Fibrillen (F4). VergrofSerung: 32000fach

Zertall der letzten Granula weiter fortschreitet, wie es die Abb. 4 mit starker VergroBerung
zeigt. Hier wird deutlich, daf} die Granula nicht etwa aufbrechen und sich der Inhalt in den
grofen vacuoliren Raum ergielt, sondern sich ihr Kontrast langsam vermindert und die
AuBenkontur auf der Seite der grofien Vacuole allmihlich aufgelost wird und das Granulum
schlieBlich in der Vacuole verschwindet. Da diese letzten Stadien in den Bildern relativ selten
angetroffen werden, ist anzunehmen, daf sie sehir schnell, wahrscheinlich in wenigen Minuten,
ablaufen.

Neben den IL fallt oft eine Odemzone auf, die stellenweise zerfallende kollagene Fibrillen
der Substantia propria enthalt (Abb. 4).

Nach 96 Std weisen zahlreiche Leukocyten bereits die Zeichen des Zelluntergangs mit
Aufbrechen der Zell- und Kernmembran auf. Daneben finden sich aber auch Zellformen, die
sich durch Wasseraufnahme stark abgerundet haben und im wesentlichen von einem einzigen
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grolen, vacuoldren Raum eingenommen werden. Der Zellkern ist an den Rand gedringt, die
Organellen lassen sich im Elektronenmikroskop nicht mehr scharf abbilden als Zeichen ihrer
beginnenden Auflésung. Die Abb. 5 stellt einen derartigen Leukocyten dar, bei dem sich auch
in dem besser erhaltenen, perinucledren Cytoplasmabereich nur angedeutet Granula erkennen
lassen. Hier fillt weiter auf, dafl die in ihren peripheren Anteilen osmiophilen Kernsegmente
ein leicht aufgelockertes, helleres Zentrum besitzen.

Um einen Eindruck von der Geschwindigkeit des Granula-Abbaues (Degranulierung) zu
gewinnen, ermittelten wir mit morphometrischen Methoden (WErrBEL, 1963) den Volumen-
Anieil der Granule am Gesami-Volumen des Cytoplasmas. Dazu wurden fir jeden der in Abb. 6
eingetragenen Stundenwerte 50 Zellen ausgemessen. Bei normalen, noch intravasalen Leuko-
cyten von Kontrolltieren stellten wir einen Volumen-Anteil von durchschnittlich 28% am
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Abb. 8. Ubersichtsaufnahme der Substantia propria nach 48 Std., Im interlamelliren Spaltraum vier Leukocyten
mit starker Vacuolisierung des Cytoplasmas. Die Leukocyten haben Kugelform angenommen. In den vacuoléren
Bezirken insel- und netzartig angeordnete Reste erhaltenen Cytoplasmas. Kernsegment (K) im Zentrum oder an
die Peripherie gedrangt. Oberhalb der Leukocyten eine Stromazelle (S), die iln Gegensatz zu den Leukocyten keine
wesentlichen degenerativen Verdnderungen aufweist. Daneben schmale Stromazell-Fortsitze (F) in dem durch
Odemfliissigkeit erweiterten Spaltraum. Kollagene Fibrillen (F3). VergroBerung: 8 000fach

Cytoplasma-Volumen fest, der in der Cornea innerhalb von 12 Std auf 24 % abgesunken war.
Nach 36 Std setzt ein starker Granula-Verlust ein, der offenbar mit dem Tod der Zellen einher-
geht. Die Granula lassen sich in einzelnen Zellen zwar noch nach 96 Std schattenbaft und
unscharf darstellen, doch weisen die Zellen Unterbrechungen der Kern- und Zellmembranen
als Zeichen des Todes auf. Es ist bei der Degranulations-Kurve jedoch zu beriicksichtigen, daf
es sich bei den Ordinaten-Werten um einen Quotienten handelt, der nicht nur durch die Ver-
minderung der Granula, sondern zusétzlich noch durch die Cytoplasma-Schwellung steil ab-
fallt.

I1. Exsudat-Leukocyten

Die Leukocyten im freien Exsudat des Conjunctivalsackes lassen ganz andere
Verdanderungen erkennen als die nach gleichen Versuchszeiten parallel fixierten
und eingebetteten Leukocyten in der Substantia propria.

Im Gegensatz zu den Leukocyten im Gewebe beginnen die Verinderungen am Zellkern.
Bereits nach 12 Std haben die Kerne die typische Elektronendichte verloren und erscheinen
homogen, schwach kontrastiert mit etwas dichterem Randsaum. Der perinucledre Spaltraum
weitet sich stark aus. In der Zellperipherie bildet sich eine ringartige, helle, vacuoldre Zone
12—24 Std nach Verimpfung der Shigellen (Abb. 7). Die Cytoplasma-Organellen stellen sich
nicht mehr so kontrastreich und scharf dar wie bei den gleichaltrigen Leukocyten in der Sub-
stantia propria. Die Granula sind schwach osmiophil und werden von einem hellen Hof um-
geben. Thr Zentrum hellt sich mehr und mehr auf, wihrend die scharte Aullenkontur bestehen-
bleibt.
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In Abb. 7 ist die Schwellung des Cytoplasmas weiter fortgeschritten, die Granula sind
kontrastdrmer und leicht vergréfert. Ein flach angeschnittener, perinucledrer Raum enthilt
ein tangential getroffenes Stiick eines Kernsegments, welches den Bau der Kernbegrenzung

Abb. 4. Teil eines Leukocyten nach 48 Std in der Substantia propria mit starkerer VergroBerung. Um den Zell-
kern (K) eine ausgedehnte vacuolidre Zone mit einzelnen, teils noch gut abgegrenzten, dichten (1), teils mit hellen,
in Auflosung befindlichen Granula (2). An der Zellmembran ein schmaler, stark kontrastierter Cytoplasma-Saum.
AuBen am Leukocyten eine Odemzone mit Abbau einzelner kollagener Fibrillen. VergroBerung: 33 000fach

erkennen la8t. Einem duBeren homogenen, weniger dichten Saum folgt nach innen eine schmale,
fast membranartige, stark osmiophile Zone mit ,,Kernporen‘‘. An den orthograd getroffenen
Kernsegmenten zeigt sich bereits eine vermehrte Osmiophilie, die in den n#chsten 12 Std
erheblich zunimmt. Gleichzeitig lassen die Kernsegmente eine deutliche Kondensation er-
kennen, die zu einer starken Ausweitung des perinucleiren Raumes fithrt (Abb. 8a). Das
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Abb. 5. Leukocyt in der Substantia propria, 96 Std nach Verimpfung der Shigellen, Die vacuoliren Riume sind
zu einem groBen, auf dem Anschnitt halbmondférmigen Bezirk zusammengeflossen und enthalten angedeutete
Ringstrukturen, An der Innenseite der Zellmembran ein schmaler dichter Cytoplasma-Saum (S). Um die exzen-
trisch lisgenden Kernsegmente dichte Cytoplasma-Anteile, die sich infolge des Zerfalls der Organellen nicht mehr
scharf abbilden lassen. Die Kernmembran ist an einer Stelle aufgebrochen (—) als Zeichen des Zelltodes. In der
Umgebung des Leunkocyten kollagene Fibrillen (¥¢) mit 6dematos aufgelockerter Zwischensubstanz.
Vergroferung: 22000fach



Ultrastrukturelle Degenerationsvorginge bei eitriger Keratitis 137

Cytoplasma enthilt zahlreiche Phagocytose-Vacuolen, die z.T. Reste abgetiteter Shigellen
einschlieBen. Bei etwas besser erhaltenen Zellen kann man mitunter sehen, dafl neben den
Phagocytose-Vacuolen liegende Granula gewissermaBen am Rand aufbrechen und ihren Inhalt

in die Vacuole ergiellen (Abb. 8b).
Nach 48 Std werden die Kernsegmente grofier und heller, womit sich der endgiiltige
Zerfall der Zellen ankiindigt. Tm Cytoplasma lassn sich Organellen nicht mehr identifizieren.
30
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Abb. 6. Abnahme des Gesamt-Volumens der Granula in den Leukoeyten der Substantia propria nach Austritt
aus den BlutgefiBen. Auf der Ordinate ist der Vol.-Anteil der Granula am Gesamt-Cytoplasma in % aufgetragen.
Die Abszisse gibt die Zeit nach der Verimpfung der Shigellen in Stunden an

Abb. 7. ,,Exsudat-Leukocyt‘‘ nach 12 Std mit stark verindertem Kern und Cytoplasma als Zeichen des Zelltodes.
Homogenisierung des Kernes (K). Der in einem erweiterten, tangential getroffenen, perinuclefiren Spaltraum
liegende Kern-Anschnitt (KA4) zeigt den Aufbau der Kerngrenze mit heller AuBenzone und darunter liegendem,
dichtem, schmalem Saum. Die Granula (&) haben ihren starken Kontrast verloren und lassen sich nicht mehr
scharf abbilden. In der Peripherie des Cytoplasmas hat sich eine breite demzone gebildet (0Z).
VergréBerung: 26 000fach
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Die phagocytierten Shigellen haben ihre, aus mehreren Schichten bestehende, dichte dulere
Membran verloren und zeigen eine starke Auflockerung, die zu einer erheblichen, auch licht-
mikroskopisch sichtbaren Groflenzunahme fihrt. Im Innern der Bakterien fillt eine fein-
kérnige Struktur mit sehr starker Osmiophilie auf, die wohl auf eine Depolymerisation der
Desoxyribonucleo-Proteide mit Freiwerden aktiver Gruppen zuriickzufithren ist.

Abb. 8a. Teil eines ,,Exsudat-Leukocyten‘ nach 24 Std. In den bereits abgestorbenen Zellen wird der Kern (XK)
durch Depolymerisation der Desoxyribonucleo-Proteide wieder stark osmiophil, Der perinueclesire Spalfraum ist
stark erweitert, Die Granula haben sich aufgeldost. An ihrer Stelle findet man nur noch Vacuolen (V), die z.T.
noch ein granuliires Material enthalten, Phagocytose-Vacuolen mit phagocytiertem Material (P).
Vergroferung: 23 000fach

Abb. 8b. Teil eines Leukocyten mit Phagocytose-Vacuole (V), in die sich der Inhalt eines an einer Seite auf-
gebrochenen Granulums entleert (—). Daneben weitere intakte Granula (@). VergroBerung: 14000fach

Abb. 8c. Teil eines ,,Exsudat-Leukocyten‘ mit einem im Abbau befindlichen Bakterium ,,8° (Shigella). Die

gewunden verlaufende Bakterien-Membran (M) stellt sich nur noch schwach dar, Das Plasma des Bacteriums

erscheint stark aufgelockert mit kleinen Ansammlungen dichter, runder Elemente von 80 A Durchmesser.
VergroBerung: 31000fach

Die Abbauvorgénge der ,,Exsudat-Leukocyten unterscheiden sich also nach
Art und Geschwindigkeit deutlich von denen der , Infiltrat-Leukocyten®. Bei
den Infiltrat-Leukocyten vollzieht sich der Abbau protrahiert, etwa tber 36 bis
48 Std, so dafl man die einzelnen Stadien der Degeneration gut verfolgen kann;
demgegeniiber weisen die Exsudat-Leukocyten infolge der direkten Einwirkung
der Shigellen-Toxine bereits nach 12 Std deutliche Zeichen des Zelltodes auf; nach
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24 Std befinden sie sich in voller Auflésung. Die bei der Degranulierung auftreten-
den Unterschiede sind vor allem dadurch gegeben, dal der Abbau der Granula
bei den ,,Infiltrat-Leukocyten als vitale Reaktion auftritt, wihrend sie bei den
frithzeitig absterbenden ,,Exsudat-Leukocyten® meist im Rahmen der Autolyse
erfolgt. Im einzelnen kann man bei einem Vergleich der ,Infiltrat-*“ mit den
., Exsudat-Leukocyten folgende Unterschiede feststellen:

Die Kerne der ,Infiltrat-Leukocyten® sind anfangs sehr dicht und homogen.
Nach 36—48 Std erscheinen sie feinkérnig. Bis zur vollstindigen Auflosung bleibt
der perinucledre Spaltraum eng. Bei den Exsudat-Leukocyten ist bereits nach
12 Std der perinucledre Raum stark erweitert. Die Kerne haben den starken Kon-
trast verloren und besitzen ein homogenes Aussehen.

Das Cytoplasma der , Infiltrat-Leukocyten® ist gekennzeichnet durch eine
multizentrische Bildung kleiner vacuoldrer Rdume, die zu den Organellen keine
Beziehung haben. Sie flieBen spéter zu groBeren, unscharf abgegrenzten Vacuolen
zusammen, bis schlieBlich unter starker Wasseraufnahme und kugeliger Um-
formung der vorher langgestreckten Zellen eine deutliche Schichtung mit breiter
vacuoldrer Randzone und einem dichten Zentrum entsteht. Das dichte Zentrum
enthélt neben Resten eines noch erhaltenen, granulareichen Cytoplasma-Bezirkes
die einzelnen Kern-Segmente. Am Ende der Versuche nimmt das dichte Zentrum
nur noch etwa 10% der Zellen ein. — Die ,,JExsudat-Leukocyten® lassen die
multizentrische, feine Vacuolisierung des Cytoplasmas vermissen. Es fehlt ferner
die breite vacuoldre Randzone in den Endstadien. Vielmehr kommt es gleich in
den ersten Stunden zum Absterben der Zellen mit weitgehendem Verlust der
Abbildungsschirfe und der Osmiophilie der Cytoplasma-Strukturen.

Von besonderem Interesse sind die Verdnderungen der Granule bzw. die
Degranulierung der , Infiltrat-Leukocyten. Dieser Vorgang vollzieht sich so
langsam, dafl man hier mehrere Stadien vom homogenen dichten, scharf begrenz.-
ten, bis zum teilweise feinkornigen, hellen, unscharf abgegrenzten Granulum
unterscheiden kann. Die Granula gehen schlieBllich in den sich vergréBernden
vacuoldren Raumen auf, in denen sie nach 48 Std noch als angedeutete Ring-
strukturen erkennbar sind. Wir haben versucht, die Granula, die sich in den
einzelnen Abbau-Stadien befinden, zahlenméiBig zu erfassen, um von den pro-
zentualen Anteilen der Stadien auf ihre Dauer schlieBen zu kénnen. Die Ergebnisse
sind jedoch so uneinheitlich, daf sie sich nicht verwerten lassen. Bei den ,,Exsudat-
Leukocyten‘ 1af3t sich eine Stadien-Einteilung durch den schnellen Tod der Zellen
nicht durchfiihren. Die Granula kénnen sich gelegentlich an Phagocytose-Vacuolen
anlegen und ihren Inhalt nach Aufbrechen der duBeren Begrenzung in die Phago-
cytose-Vacuole entleeren. Meist jedoch verschwinden die Granula allméhlich nach
dem Tod der Zellen, nachdem sich in ihrem Zentrum eine kontrastarme Zone aus-
gebildet hat. Bereits nach 24 Std sieht man anstelle der Granula nur noch leere
oder mit einem feinkérnigen Material teilweise gefiillte Vacuolen. Auffallend ist,
daB} die nach 12 Std in den ,,Hxsudat-Leukocyten‘‘ enthaltenen Bakterien starke
Auflésungserscheinungen erkennen lassen, wéhrend die in den Epithelzellen der
Cornea eingeschlossenen Bakterien zur gleichen Zeit ihre Struktur bewahrt haben
und offenbar lebensfahig sind. Eine dhnliche Beobachtung machten TaxrvcH
u. Mitarb. (1965), die bei experimenteller Shigellen-Ruhr gut erhaltene Bakterien
in Darm-Epithelzellen fanden, wahrend die von Leukocyten phagocytierten
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Bakterien schnell abgebaut wurden. Die in Abb. 8b dargestellte Fusion eines
Granulums mit einer Phagocytose-Vacuole wurde auch von Lockwoop und
Arrisown (1963) an Kaninchen-Granulocyten nach Aufnahme von Pneumokokken
beobachtet.

Diskussion

Uber die schlieBlich zum Zerfall fithrenden Vorgiinge an Leukocyten liegen
bereits einige licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen vor. Hirsca
und CoHN (1960) sowie ZUCKER-FRaNKLIN und HirscH (1964) inkubierten aus
einem peritonealen Reiz-Exsudat von Kaninchen gewonnene polymorphkernige
Leukocyten mit Staphylokokken und Zymosan-Partikeln. Innerhalb weniger
Minuten wurden Bakterien bzw. Zymosan-Partikel von den Leukocyten phago-
cytiert. An die Phagocytose-Vacuolen gaben die Zellen spezifische Granula ab, die
sich schnell auflosten. Zuokrr-FrRANKLIN und HirscH (1964) geben zwei Bedin-
gungen an, unter denen eine Degranulierung der Leukocyten erfolgt, und zwar
einmal die Einwirkung von Bakterien-Toxinen, die zu einem schnellen Zelltod
fihrt, und zum anderen die Phagocytose von Mikroorganismen oder unbelebten
Teilchen. Die Degranulierung durch Bakterien-Toxine mit schnellem Zelltod
trifft fiir unsere ,,Exsudat-Leukocyten® zu, bei denen alle Granula gleichzeitig in
wenigen Stunden verschwinden. Die , Infiltrat-Leukocyten® hingegen lassen einen
anderen Degranulierungs-Mechanismus erkennen: Bei diesen Leukocyten, die
lingere Zeit im Oy-armen Milieu eines bradytrophen Gewebes liegen und von
Odem-Fliissigkeit umgeben werden, geht der Abbau allmahlich vor sich, und zwar
ohne daf} Bakterien oder andere Partikel phagocytiert werden. Mit der Degranu-
lierung geht eine Flissigkeits-Aufnahme einher, wobei unklar ist, ob die Degranu-
lierung durch die Flissigkeits-Aufnahme ausgelést wird oder umgekehrt. Die
Einlagerung von Wasser mit Aufhellung des Cytoplasmas und Zusammenriicken
der Kernsegmente wurde auch lichtmikroskopisch bei extravalen Leukocyten in
der Clarkschen Kammer beobachtet (FLorEY, 1962).

Poricarp u. Mitarb. (1959) konnten eine Degranulierung erzeugen, indem sie
Si0, intratracheal verabfolgten. Die durch diesen Reiz angelockten Leukocyten
blieben etwa 24—48 Std lebensfihig und enthielten im Endstadium zahlveiche
Fetttropfen. Die Aufnahme der Si-Partikel soll erst nach Verschwinden der
Granula erfolgt sein. Da in unserem Falle keine Fetttropfen im Cytoplasma auf-
treten, mochten wir annehmen, daf} die Fettsubstanzen von auBlen aufgenommen
und nicht von den Leukocyten selbst gebildet wurden.

Entsprechend den Anschauungen von pE Duve (1959) und Novikorr (1961)
wird allgemein angenommen, daf3 die Aulenmembranen der Granula (Lysosomen)
die Einwirkung der in ihnen enthaltenen, sehr wirksamen hydrolytischen Enzyme
auf das tibrige Cytoplasma, und damit den sofortigen Zelltod, verhindern. Eine
schnelle Autolyse mifite die Folge der intracytoplasmatischen Auflésung der
Granula sein (,,suicide bags, pe Duve). Erfolgt die Auflosung der Granula nach
Abgabe an Phagocytose-Vacuolen wie bei den Versuchen von ZUckER-FRANKLIN
und Hirscr (1964), SBARRA u. Mitarb. (1964) u.a., so verhindert die Vacuolen-
Membran die Riickwirkung der aus den Granula freiwerdenden Enzyme auf das
Cytoplasma. In unserem Fall 16sen sich die Granula jedoch auf, ohne daB sie an
Phagocytose-Vacuolen abgegeben und ohne dafl die frei werdenden Substanzen
durch eine sichtbare Membran vom iibrigen Cytoplasma getrennt werden. Man
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sollte erwarten, daBl die Zellen der sofortigen Autolyse verfallen miiBten. Da dies
nicht der Fall ist, mufl man annehmen, daf} die Auflosung der Qranula und die
Aktivierung ihrer Enzyme zwei Vorginge sind, die nicht gleichzeitig zu erfolgen
brauchen.

Die Degranulierung kann also auf dreierlei Weise erfolgen: Einmal kénnen sich
die Granula unabhéngig von Phagocytose-Vacuolen im Cytoplasma auflésen und
zusammenflieBende, nicht von einer Membran abgegrenzte vacuolire Réume
bilden wie bei unseren ,,Infiltrat-Leukocyten®. Zweitens konnen die Granula an
Phagocytose-Vacuolen abgegeben und in diesen aufgeldst werden, wie wir es
gelegentlich bei den ,,Exsudat-Leukocyten® sahen und es besonders von ZUCKER-
Fravguy und Hrrscu (1964), Hirscr und Corx (1960) sowie BREWER (1963)
in Leukocyten eines Exsudates gefunden wurde. Bei der dritten Moglichkeit der
Degranulierung verfallen die Leukocyten dem schnellen Zelltod, und es erfolgt
eine gleichmiBige und gleichzeitige Auflésung der Granula wie bei der Mehrzahl
unserer ,, Exsudat-Leukocyten®. In einer kiirzlich erschienenen Arbeit hat OrRFANOS
{1966) die Degranulierung reifer Mastzellen beschrieben, bei denen die Granula
im Gegensatz zu polymorphkernigen Leukocyten, nach Art einer merokrinen
Sekretion vom Cytoplasma an das Interstitium abgegeben werden (,,sekretorische
Degranulierung).

Unsere Befunde erlauben schlieflich eine Stellungnahme zur Frage der extra-
vasalen Lebensdauer der Leukocyten.

Die der Literatur zu entnehmenden Angaben iiber die Lebensdauer betreffen vor allem
statistische Werte an intravasalen Leukocyten. Sie schwanken zwischen wenigen Minuten
bis zu 12,8 Tagen, je nachdem, mit welcher Methode sie bestimmt wurden (Komiva, 1959).
Die kurzen Zeiten wurden vor allem nach Transplantation markierter Leukocyten ermittelt.
BrECHER 1. Mitarb. (1959) betonen aber, dafl die auf diese Weise ermittelte Lebensdauer zu
niedrig liegt, da durch den extravasalen Aufenthalt und die Transplantation in ein neues,
eventuell sogar artfremdes Milieu eine starke Zellschadigung gesetzt wird. Demgegeniiber
betragen die Werte, die man nach Injektion radioaktiver Isotope wie P2, Fe%® und H3-Thymidin
ermittelte, einheitlich 9 Tage. Wihrend bei den intravasalen Leukocyten im allgemeinen nur
statistische Werte zu erhalten sind, kann man die extravasale Lebensdauer an einzelnen
Leukocyten bestimmen. Sie betrigt in Suspensionen von peritonealen Reiz-Exsudaten sowie
unter den Bedingungen der Clarkschen Kammer mehrere Tage (FLOREY, 1962). In Zellkulturen
waren nach 8 Tagen noch 30% der Leukocyten lebensfihig (BRECHER u. Mitarb., 1959).

Nach unseren Versuchen diirfte die Lebensdauer der Leukocyten im Gewebe
durchschnittlich etwa 36-—48 Std nach ihrem Austritt aus den Blutgefdflen
betragen, wihrend wir nach 4 Tagen sichere Zeichen des Zelltodes, wie das Auf-
brechen von Kern- und Zellmembran, fanden. Die ,,Exsudat-Leukocyten® hin-
gegen waren bereits 12 Std nach ihrem Austritt abgestorben. Ob der schnelle
Zelltod durch die Bakterien-Toxine oder das mechanische Trauma des Lidschlages
bedingt ist, 1aBt sich nicht entscheiden. Im allgemeinen werden O,-Spannung,
pH-Wert und die Anwesenheit von Bakterien-Toxinen oder anderen Giften einen
bestimmenden Einfluf3 auf die extravasale Lebensdauer der Leukocyten haben.

Zusammenfiassung
Durch Verimpfung von menschen-pathogenen Flexneri-3-Shigellen in den
Conjunctivalsack von Meerschweinchen wurde eine Keratitis erzeugt. Die aus den
Blutgefifien des Limbus corneae bzw. der Conjunctiva austretenden polymorph-
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kernigen Leukocyten infiltrieren teils die Substantia propria (,Infiltrat-Leuko-
cyten®), teils treten sie in den Conjunctivalsack aus (,,Exsudat-Leukocyten®).

Im Cytoplasma der , Infiltrat-Leukocyten bilden sich unscharf abgegrenzte
vacuolire Réume, die allméhlich zu grofen Vacuolen zusammenflieBen. Gleich-
zeitig durchlaufen die spezifischen Granula innerhalb von 36—48 Std mehrere
charakteristische Abbau-Stadien bis zur vollstédndigen Degranulierung, ohne daf
sich die Zellen auflosen. Nach Ablauf der Degranulierung haben sich die Zellen
abgerundet und lassen im Zentrum um die Kernsegmente nur noch wenig intaktes
Cytoplasma mit einigen Granula-Resten erkennen.

Die ,,Exsudat-Leukocyten® sterben innerhalb der ersten 12 Std ab. Einzelne
Granula werden an die Phagocytose-Vacuolen abgegeben, in denen phagocytierte
Shigellen liegen. Die Mehrzahl der Granula verliert nach dem Zelltod in wenigen
Stunden den elektronenoptischen Kontrast bis zur Umwandlung in Vacuolen.

Ultrastructural Changes and Degranulation of Extracapillary Neutrophiles
in Experimental Keratoconjunetivitis

Summary

In guinea pigs an experimental keratoconjunctivitis was produced by virulent
Shigella. The polymorphonuclear leucocytes infiltrating the corneal stroma show
an almost complete degranulation within 36 hours without forming phagocytosis-
vacuoles. The specific granules reveal characteristic stages of degeneration with
loss of the outer membrane. Finally they dissolve in the cytoplasm without
destroying the cell.

The neutrophiles in the exudate outside the cornea die within 12 hours and
their granules are transformed into vacuoles. The degranulation of the neutro-
philes infiltrating the stroma is regarded as a vital reaction, in the exudate as
autolysis.
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