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Virulente, menschen-pathogene Shigellen vom Typ Flexneri 3 erzeugen eine 
eitrige Shigellen-Kerato-Conjunetivitis, die wegen ihres gesetzmgNgen Ablaufes 
als Entziindungsmodell niehtvaseularisierter Gewebe gut geeignet ist (SERs 
1955; RXCZ u. TEN~ER, 1963; VOINo-YAsE~TSKY u. VOI~o-YAs~X~TSKAYA, 
1962 U. a.). Die Keratitis erreieht nach den Versuchen yon R i c z  naeh etwa 48 Std 
ihren H6hepunkt,  nm innerhalb weniger Tage wieder abzuklingen. 1]ber die dabei 
auftre~enden elektronenoptisehen Vergnderungen an den Gewebselementen der 
Cornea wurde bereits an anderer Stelle beriehtet (WEssEL U. RXCz). 

Die naeh etwa 6 Std dureh den Entzfindungsreiz aus den Gefggen des Limbus 
Corneae in gr6Berer Zahl zwisehen die t tornhaut-Lamellen einwandernden Leuko- 
eyten zeigen eharakteristisehe Ver/tnderungen. Dabei besteht der Vorteil, dab die 
yon den t tornhaut-Lamellen eingesehlossenen, wie aufgereiht liegenden Leuko- 
eyten racist bis zu ihrem Untergang an etwa der gleiehen Stelle liegenbleiben. Da 
gleiehzeitig eine Exsudation yon Leukocyten in den Conjunetivalsaek erfolgt, ist 
es m6glieh, die degenerativen Vorg/~nge der im Gewebe liegenden Infil trat-Leuko- 
eyten mit  den frei auf der Cornea im Exsudat  befindliehen, etwa gleiehzeitig aus 
den Blutgef~[3en ausgetretenen Exsudat-Leukocyten zu vergleiehen. 

Material und Methode 
Virulente, rein gezfichtete Flexneri 3-Bakterien wurden in den Conjunctivalsack yon 

50 gesunden Meerschweinchen verimpft. 
In Zeitabst~nden yon 2--96 Std wurden die Tiere get6tet, nachdem mit einer sterilen 

Platin6se Exsudat fiir die elektronenmikroskopische Untersuchung entnommen worden war. 
Corneae und Exsudat wurden in gepuffertem Glutaraldehyd (Phosphatpulfer pH 7,4) 

2 S~d fixiert und mit 1%iger gepufferter Osmiums/inre naehfixiert. Die Bl6cke schnitten wir 
mit einem LKB-Ultrotom II und untersuehten die mit Bleieitrat nachkontrastierten Sehnitte 
in einem Siemens-Elmiskop I. 

Ergebnisse 
Etwa 6 Std nach Einbringen der Shigellen in den Conjunctivalsack der Meersehweinchen 

wandern aus den Blutgef~Ben der Conjunctiva Entzfindungszellen in groI~er 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 sieh 
fast aussehliel31ich um polymorphkernige Leukoeyten bzw. um pseudoeosinophile Leukoeyten, 
wie man sic bei vielen Nagern finder. In Giemsa- bzw. Pappenheim-Pr~paraten nimmt die 
Eosinophilie in den ersten 36 Std leicht zu, nm spgter allmghlich zu verschwinden. Die Ent- 
ziindungszellen im Eiter des Conjunetivalsaekes entsprechen ebenfalls polymorphkernigen 
Leukocyten (,,Exsuda~-Leukocyten"~EL), denen sich jedoch in sp~teren Stadien Makro- 
phagen zugesellen. 

9 u Arch. path. Anat., ~Bd. 342 
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I .  In]il trat-Leukocyten 

Die Leukocyten,  die nach etwa 6 Std yore Limbus  corneae her in  die erwei- 
t e r ten  Saftspal ten der Subs tan t ia  propri~ auswandern,  finder m a n  an~angs nu r  
zwischen den epi the lnahen Hornhau t -Lamel l en  un te r  flachen Erosionen des 
Cornea-Epitbels  als dem Ort der s t~rksten Reizung.  Die leukocytiirc In f i l t r a t ion  
dehn t  sich nach 16--24  Std weiter aus, i ndem weitere ~us den Capilluren des 
Limbus  auswandernde  Leukocyten  yon  der Seite her an die lrfiher ausgewander- 
ten,  u n t e r  den Eros ionen l iegenden Leukocyten  heranri icken u n d  dort  ebenfalls 
l iegenbleiben. Die dicht  gefiigten Hornhaut ]amel len  u n d  die nachfolgenden Zellen 
ha l ten  die zuerst  e ingewander ten  Leukocyten  bis zu ihrem Unterg~ng an  der 
gleichen Stelle lest. Auf diese Weise ist es mSglich, an  den un te r  den Erosionen 
zwischen den obcren Hornhau t l amel l en  liegenden, zuerst e ingewander ten  Leuko- 
cyten  Degenerat ionsvorg~nge zu beobachten  u n d  diese zeitlich ziemlich gen~u 
einzuordnen.  

Elektronenmikroskopisch sieht man nach 6 Std in den leicht erweiterten interlamell~ren 
Sp~ltr~umen Leukocyten yon norm~ler Ultrastruktur neben schmalen Forts~tzen der Stroma- 
zellen. 

12 Std nach Inoculation zeigen die Leukocyten bereits deutllche Ver~nderungen (Abb. 1). 
W~hrend der Kern die normale GrSl~e und Struktur aufweist, finder man eine zun~ehst noch ge- 
ringe Schwellung des Cytoplasmas, welche im wesentliehen auf die Bildung zahlreicher, unscharf 
abgegrenzter, zus~mmenfliefiender vacuol~rer I~ume beruht. Diese Vucuolen sind unabh~ngig 
von Mitochondrien, dem endoplasmatischen l~eticulum und anderen Cytoplasma-Organellen. 
Spezifische Granula sind in grol~er Zahl vorhanden, w~hrend azurophile Granula fehlen 
(BAI~TO~ u. FARQVgA~, 1966). Die Granula nehmen bei der Nachkontrastierung reichlieh 
Blei auf und erscheinen sehr kontrastreich. Unmittelbar neben den Granuloeyten sieht man 
stets Fortsi~tze yon Stromazellen, die sich als sehr widerstands~hig gegen die entz/indllchen 
Vorg~nge in der Umgebung erweisen. 

~ach 24 Std haben die IL in eigentfimllch fleckfSrmiger Verteilung Fliissigkeit aufgenom- 
men mit Ausbildung teilweise zusammenfliel~ender, unregelm~ltiger, nicht yon einer Membran 
begrenzter Vacuolen (Abb. 2a). Im Innern der Vacuolen f~llt eine angedeutete Netzstruktur 
auf, die z.T. die Lokalisation abgeb~uter, ,,verfliissigter" Granula bezeichnet. Durch die 
Wasseraufnahme verlieren die Granuloeyten ihre langgestreekte Form und runden sich immer 
mehr ab. Im Gegensatz zu Abb. 1 hat ein Teil der noch gut erkennbaren Gr~nula die hohe 
Elektronendiehte verloren und erscheint heller. Dabei verlieren sie die ttomogenit~t und lassen 
eine feine Granulierung erkennen. 

Als n~chster Schritt des Granula-Abbaus erfolgt eine zunehmende Unsch~rfe der ~ul~eren 
Begrenzung und eine weitere Abnahme des Kontrastes. Dann verschwindet die fein-granul~re 
Innenstruktur, und die Granula erscheinen homogen, um schlie~lieh in den hellen, mit zu- 
nehmender Versuchsdauer grSl~er werdenden vucuol~ren R~tumen au~zugehen. 

Mit Kilfe der drei Kriterien Elektronendichte, Innenstruktur (homogen bzw. feingranul~r) 
und Abgrenzung (scharf bzw. unseharf) lassen sich die Granu]a der Abb. 2a in mehrere 
Zer/alls-Stadien einteilen, die offenbar yon jedem Gr~nulum durchlaufen werden: Im ersten 
Stadium besitzen die Granula die normale Struktur mit groi~er Elektronendichte, homogenem 
Bau und scharfer Abgrenzung; im zweiten nimmt die Dichte etwas ~b, d~fiir tritt jedoch bei 
unserer Versuchsanordnung eine feine Granulierung hervor, bei seh~rfer Aui~enkontur der 
Grannla. Im dritten Stadium bleiben Elektronendichte und Granulierung wie im zweiten, 
abet die Aul~enkontur erscheint teilweise oder in ihrer ganzen Circumferenz verw~schen. Im 
weiteren Verlauf des Abbaues verlieren die Granul~ ihren feingranul~ren Bau, so daG sie nun- 
mehr hell, homogen und unseharf abgegrenzt erscheinen. Im letzten morphologiseh ~al~baren 
Stadium sieht man nur noeh ring~5rmig begrenzte, strukturlose Gebilde. 

Der Abbau der Granula greift yon den anf~nglich aufgetretenen, unseharf abgegrenzten 
vacuoliiren Rgumen (Abb. 1) allm~hlieh um sich und bezieht die unmittelbar anliegenden 
Granula in den Zerfa]l ein. Die am weitesten fortgeschrittenen Zer~alls-Stadien ]iegen meist 
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Abb. 1. Polymorphkerniger Leukocyt, 12 Std naeh Verimpfung der Bakterien, in einem interlamellgren Spaltraum 
de~ Snbstantia proprla der Cornea. Zahlreiche neutrophiIe Granula (G)/(Lysosomen) mit scharfer Abgrenzung und 
sehr diehtem, homogenem B~u. Daneben beginnende vacuols Aufloekerung des Cytoplasmas. u l~ume 
(V) nieht an ~r oder endoplasmatisehes l~etieulum gebunde~x, unecharf begrenzt. Ke~nsegraente (K) 
hintereinander angeordnet. Neben den Leukoey~en sehmale Forts~tze (F) der Stromazellen uad Ansehn[tte 

kollagener Fibrillen (~vi) der Substantia propria. Vergr6Berung: 32000faeh 

den  vacuol~ren  R ~ u m e n  d i rek t  an,  w g h r e n d  die noch  e l ek t ronend ich ten ,  g u t  a b g e g r e n z t e n  
Gr~nul~ in  den  erh~l tenen,  n i c h t  vacuol i s ie r ten  C y t o p l a s m g - A n t e i l e n  l iegen (Abb. 2~). I n  
e inem wel ter  fo r tgesch r i t t enen  S t a d i u m  der  L e u k o e y t e n - D e g e n e r ~ t i o n  f inder  m g n  grofie, 
zusammenf l ie l3ende  Vacuolen ,  die d u t c h  s chma l e  S t range  e rha l t enen  Cy top l~smas  g e t r e n n t  
werden.  Der  Ante i l  der  d ichten ,  h o m o g e n e n  Granul~  is t  meis~ deu t l i ch  ve rminde r t .  Of t  s ieh t  

9* 
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man nut  noch ein einziges diehtes Granulum neben zahlreichen kontrastiirmeren, im Abbau 
befindliehen Granula. ManchmM dringen die Leukocyten yon den ausgeweiteten inter- 
lamellaren SpMtri~umen aus mit  schmalen Cytoplasma-Forts~tzen in die angrenzenden Horn- 
lamellen vor. Dabei lassen die yon den Leukocyten-Fortsiitzen teilweise eingeschlossenen 
kollagenen Fibrillen der Substantia propria keine degenerativen Veranderungen erkennen und 
erweisen sich als sehr widerstandsfahig. Die Zellfortsatze sind meist frei yon intakten 
Granula und enthMten helle, vacuoliire Bezirke. Auf der Innenseite der Zellmembran finder 
man stets einen schmalen, dichten Cytoplasmasaum. 

Abb. 2a. t'olymorphkerniger Leukocyt in des Substantia propria, 24 Std nach Verimpfung der Bakterien. Auf- 
treibung des Leukocyten dutch Cytoplasma-Schwellung. Neutrophile Granula in verschiedenen Zerfalis-Stadien: 
Vereinzelt nonnale, dichte, homogene, gut abgegrenzte Granula (1); daneben etwas hellere, feingranulierte (2), 
die z.T. unscharf abgegrenzt sind (3); ferner kontrastarme, homogene Granula mit unscharfer Begrenzung (4) 
und AuflSsung. Die vacuolgren l~ume (V) schliel~en mehrere l~ingstrukturen ein (5), bei denen es sich offenbar 
am zerfallene Granula handelt. Zellkern (K); Forts~tze (JF) einer Stroraazelle; teils quer un4 tells l~ngs getroffene 

kollagene Fibrillen (Fi). Yergr6~erung: 30000~ach 

Nach  36 Std  (Abb. 2b) haben die vacuo]~ren Rgume erheblieh an GrSl~e zugenommen, und 
ihr Inhalt ,  der in friiheren Stadien keinen elektronenmikroskopischen Kontras t  besitzt, 
erscheint dichter und stellenweise ,,klumpig". Die inselartig beisammen liegenden neutrophilen 
Granula haben insgesamt ihre hohe Elektronendichte verloren und weisen einen feinkSrnigen 
Bau sowie eine teilweise verwaschene ~ul~ere Begrenzung auf. Die besser erhaltenen, Granula 
einschlie~eaden Cytoplasma-Anteile lassen stets eine enge 5rtliehe Beziehung zum Zellkern 
erkennen (Abb. 3 und 4), der meist sogar inmitten soleher , ,Cy top lasma. Inse ln  '~ liegt. 

Bei fortsehreitender Alterung fliei~en nach 48 S td  die hellen wcuol~ren Zonen zu einem 
Ring bzw. einer Kugelschale zusammen, die meist den Kern und kleine Reste erhaltenen 
Cytoplasmas einsehliel~t. Dadurch entsteht  in den Zellen eine deutliche Schiehtung: In  der 
Zel]peripherie sieht man an der Innenseite der Zellmembran einen schma]en elektronen- 
dichten Cytoplasma-Saum, dem sich nach innen die oben erwi~hnte helle ,,Kugelschale" 
anschliel~t. Das Zentrnm der Zelle wird yore Kern und einer diesem an]iegenden Cytoplasma- 
zone mit  zahlreichen Granula Mler Zerial]sstadien eingenomraen. Vielfaeh wird jedoeh tier 
Kern mit  der angrenzenden Cytoplasmazone seitlieh abgedrgngt und ]iegt dicht an der Zell- 
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membran, sodaB siegelring~hnliche Bilder entstehen. In  Abb. 3 sind in einer Obersichts- 
aufnahme mehrere, durch die hochgradige Cytoplasma-Schwellung abgerundete Leukocyten 
in einem interlamellKren Spaltraum der Substantia propria dargestellt. Das entziindliche 
0dem hat  den Spaltraum so stark ~usgeweitet, dab die Leukocyten, ihrer Oberfl~chenspannung 
folgend, Kugelform annehmen kSnnen. Die Spaltr/s enthalten vereinzelt Stromazellen, 
die im Gegensatz zu den IL keine degenerativen Ver~nderungen aufweisen. In  jedem Stadium 
lassen sich Stromazellen und IL im Elektronenmikroskop deutlieh voneinander unterscheiden. 
In  den Leukocyten nehmen die vacuol~ren Bezirke oft 70 % des ZelNolumens ein, wobei der 

Abb. 2b. Leukocyt nach 36 Std in der Substantia propl"ia. Die Cytoplasma-Vacuolen haben sieh zu groBen Bezirken 
vereinigt, die nmntelartig das Kernsegment und dea damit in Verbindung stehenden, besser erhaltenen Cyto- 
plasma-Bereich umschlie/~en. Der Vaeuolen-Inhalt erscheint gegenfiber Abb. 2 a dichter. Die Gra.nula besitzen eine 
feink6rnige Struktmr bei geringem Kontrast. Einzelne Granula gehen in den vacuoI/~ren Bezirk fiber (--+). An der 
Innenseite der Zellmembran ein dichter Cytoplasma-Saum mit in Aufl6sung begriffenen Gra~lula. Um den Leuko- 
eyten eine (}demzone mit einzelnem auseinander gedrS~ngten kolt~genen ~ibrillen (/~i). YergrSBerung: 32000faeh 

Zerfall der letzten Grunula welter fortschreitet, wie es die Abb. 4 mit  starker VergrSf3erung 
zeigt. Hier wird deutlich, dab die Granula nicht etwa aufbrechen und sich der Inhalt  in den 
groBen vaeuol~ren Raum ergieBt, sondern sich ihr Kontras t  langsam vermindert  und die 
AuBenkontur auf der Seite der groSen Vacuole allm~hlich aufgelSst wird und das Granulum 
sehlieBlich in tier Vacuole verschwindet. Da diese letzten Stadien in den Bildern relativ selten 
angetroffen werden, ist anzunehmen, dab sie sehr schnell, wahrscheinlieh in wenigen Minuten, 
ablaufen. 

Neben den IL fatlt oft eine Odemzone auf, die stellenweise zerfallende kollagene Fibrillen 
der Substan~ia propria enth~lt (Abb. 4). 

Nach 96 Std weisen zahlreiche Leukocyten bereits die Zeichen des Zelluntergangs mit  
Aufbreehen der Zell- und Kernraembran auf. Daneben finden sieh aber auch Zellformen, die 
sich dutch Wasseranfnahme stark abgerundet haben und im wesentliehen yon einem einzigen 



134 W. WEssEL: 

groBen, vacuolEren Raum eingenommen werden. Der Zellkern ist an den Rand gedrangt, die 
Organe]len lassen sieh ira Elektronenmikroskop nicht mehr seharf abbi]den Ms Zeichen ihrer 
begirmenden Aufl6sung. Die Abb. 5 stellt einen derartigen Leukocyten dar, bei dem sich aueh 
in dem besser erhaltenen, perinueleEren Cytoplasmabereich nur angedeutet Granula erkennen 
lassen. Hier fallt weiter auf, dab die in ihren peripheren Anteilen osmiophilen Kernsegmente 
ein leicht aufgeloekertes, helleres Zentrum besitzen. 

Um einen Eindruek yon der Gesehwindigkeit des Granula-Abbaues (Degranulierung) zu 
gewinnen, ermittelten wir mit morphometrischen Methoden (WEIsEL, 1963) den Volumen- 
Anteil der Granula am Gesamt-Volumen des Cytoplasmas. Dazu wurden f~r jeden der in Abb. 6 
eingetragenen Stundenwerte 50 Zellen ausgemessen. Bei normalen, noeh intravasa]en Leuko- 
cyten von Kontrolltieren stellten wir einen Volumen-Anteil yon durchschnittlich 28% am 

Abb. 3. ~Jbersichtsau/nahme der Substantia propria nach 48 Std. Im interlametlgren Spaltraum vier Leukocyten 
mit  starker Yacuolisiernng des Cytoplasmas. Die Leukocyten haben Kugelform angenommen. In  den vacuolaren 
Bezirken insel- und netzartig angeordnete Reste erhaltenen Cytoplasmas. Kernsegment (K) im Zentrum oder an 
die Peripherie gedr~ngt. Oberhalb der Leukocyten eine Stromazelle (S), die im Gegensatz zu den Leukocyten keine 
wesentlichen degenerativen Ver~nderungen aufweist. Danebea schmale Stromazell-Forts/~tze (F) in dem darch 

Odemfliissigkeit erweiterten Sl0altraum. Kollagene Fibrillen (Fi). VergrSl]erung: 8 000fach 

Cytoplasma-Volumen lest, der in der Cornea innerhalb yon 12 Std auf 24% abgesunken war. 
Naeh 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 schattenhaft und 
unscharf darstellen, doch weisen die Zellen Unterbrechungen der Kern- und Zellmembranen 
a]s Zeichen des Todes auf. Es ist bei der Degranulations-Kurve jedoch zu ber~cksichtigen, dub 
es sich bei den Ordinaten-Werten um einen Quotienten handelt, der nicht nur dutch die Ver- 
minderung der Granu]a, sondern zus~tzlich noeh dureh die Cytoplasma-Schwel]ung steil ab- 
f~llt, 

I I .  Exsudat-Leukocyten 

Die Leukocy ten  im freien E x s u d a t  des Conjunct ivalsackes  lassen ganz andere 

Ver~nderungen erkennen als die nach gleichen Versuchszei ten paral lel  f ixier ten 

und  e ingebet te ten  Leukocy ten  in der Subs tan t ia  propria.  

Im Gegensatz zu den Leukoeyten im Gewebe beginnen die Ver~nderungen am Zellkern. 
Bereits nach 12 Std haben die Kerne die typische Elektronendiehte verloren und erscheinen 
homogen, schwaeh kontrastiert mit etwas dichterem Randsaum. Der perinuele~re Spaltraum 
welter sich stark aus. In der Zellperipherie bildet sich eine ringartige, helle, vacuol~re Zone 
12--24 Std nach Verimpfung der Shigellen (Abb. 7). Die Cytoplasma-Organe]len stellen sieh 
nicht mehr so kontrastreich und scharf dar wie bei den gleichaltrigen Leukoeyten in der Sub- 
stantia propria. Die Granula sind schwach osmiophil und werden yon einem hellen Hof um- 
geben. Ihr Zentrum hellt sich mehr und mehr auf, w~hrend die seharfe AuBenkontur bestehen- 
bleibt. 
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In Abb. 7 ist die Schwellung des Cytoplasmas welter fortgesckritten, die Granula sind 
kontrastgrmer und leieht verg'rSl3ert. Ein flach angeschnittener, perinuele/irer Raum enthglt  
ein tangential getroffenes Stiiek eines Kernsegments, welches den B a u d e r  Kernbegrenzung 

Abb. 4. Tell eines Leukoeyten naeh 48 Std in tier Substantia i0ropria mit stgrkerer Vergr6Berung. Um den Zell- 
kern (K) eine ausgedehnte vaeuolKre Zone mit einzelnen, tells noeh gut abgegrenzten, diehten (1), teils mit hellen, 
in AuflOsung befindl~ehen Oranula (2). A~l der Zellmembran ein sehmaler, stark kontrastierter Cytoplasma-Saum. 
Anl3en am Leukocyten eine (}demzone mit Abbau einzelner kollagener Jfibrillen. VergrOgerung: 83000faeh 

erkennen lgSt. Einem gul)eren homogenen, weniger diehten Saum folgt nach innen eine selamMe, 
fast membranartige, stark osmiophile Zone mit  , ,Kernporen". An den orthograd getroffenen 
Kernsegmenten zeigt sieh bereits eine vermehrte Osmiophilie, die in den n~iehsten 12 Std 
erheblich zunimmt. Gleiehzeitig lassen die Kernsegmente eine deutliehe Kondensation er- 
kennen, die zu einer starken Ausweitung des perinucle/iren Raumes fiihrt (Abb. 8a). Das 
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Abb. 5. Leukocy~ in der Substantia propria, 96 Std nach Yerimpfung der Shigellen. Die vacuol~ren l ~ u m e  sind 
zu einem grol~en, auf dem Anschnitt halbmondfSrmigen Bezirk zusammengeflossen und en~halten ~ngedeutete 
Ringstrukturen. An der Innenseite der Ze]lmembran ein schmaler dichter Cyto!olasma-S~um (S). Um die exzen- 
trisch liegenden Kel'nsegmente dichte Cytoplusm~-Anteile, die sich infolge des Zerf~lls der Org~nellen nicht mehr 
scharf abbilden lassen, Die Kernmembrau ist an einer S~elIe aufgebrochen (-~) als Zeichen des Zelltodes. In  der 

Umgebung des Leukocyten kollagene Fibl-illen (~i) mit 0dematbs uufgelockerter Zwischensubstanz. 
Vergr01~erung: 22 000fach 
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C y t o p l a s m a  en th~ l t  zahh 'e iche Phagccy tose -Vacuo len ,  die z.T. lges te  abge tS t e t e r  Shigel len 
einschl ie~en.  Bei  e twas  besser  e rha l t enen  Ze]len k a n n  m a n  m i t u n t e r  sehen, dab  neben  den  
Phagocy tose -Vacuo len  l iegende Granu l a  gewi s se rma~en  a m  R a n d  aufbrechen  u n d  ih ren  I n h a l t  
in  die  Vacuole  erg ie~en (Abb. 8b).  

N a c h  48 S td  werden  die Ken~segmen te  grSBer u n d  heller ,  w o m i t  sich der  endgi i l t ige  
ZerfaH der  Zel len ank i ind ig t .  I m  C y t o p l a s m a  lassn  sich Organel len  n i c h t  m e h r  ident i f iz ieren.  

30 
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Abb. 6. Abnahme des Gesamt-Volumens der Granula in den Leukoeyten der Substantia propria naeh Austritt 
aus den Blutgef~13en. Auf der Ordinate ist der Vol.-An~eil der Granula am Gesamt-Cytoplasma in % aufgetragen. 

Die ibszisse gibL die Zeit naeh der Verimpfung der Shigellen in Stunden an 

Abb. 7. ,,Exsudat-Leukocyt" naeh 12 Std mit stark veritndertem Kern und Cy~oplasma als Zeichen des Zelltodes. 
Homogenisierung des Kernes (K). Der in einem erweiterten, tangential getroffenen, perinucleiiren Spaltranm 
]iegende Kern-Ansehnitt (KA) zeigt den Aufbau der Kerngrenze mi~ heller An~enzone und darunter liegendem, 
dichtem, sehmalem Santo. Die Granula (G) haben ilu.en starken Kontrast verloren und lassen sieh nieh~ mehr 

sebarf abbilden. In der Peripherie des Cytoplasmas hat sich eine breite ~demzone gebildet (OZ). 
Vergr61]erung: 26000faeh 
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Die phagocytierten Shigellen haben ihre, aus mehreren Schichten bestehende, dichte ~u~ere 
Membran verloren und zeigen eine starke Auflockerung, die zu einer erheb]ichen, auch licht- 
mikroskopisch sichtbaren Gr61~enzunahme fiihrt. Im Innern der Bakterien f~llt eine fein- 
kSrnige Struktur mit sehr starker Osmiophilie auf, die wohl auf eine Depo]ymerisation der 
Desoxyribonucleo-Proteide mit Freiwerden aktiver Gruppen zuriickzuffihren ist. 

Abb. 8a. Teil eines , ,Exsudat-Leukocyten" nach 24 Std. In  den bereits abgestorbenen Zellen wird der Kern (K) 
dutch Depolymerisation der Desoxyribonucleo-Proteide wieder stark osmiophil. Der perinucle~re Spaltraum ist 
s tark erweitert. Die Granula haben sich aufgelSst. An ihrer Stelle finder man nut noch Yaeuolen (V), die z.T. 

noch ein granulgtres Material enthalten. Phagocytose-Vaeuolen mit  phagocytiertem Material (P). 
u 23 000fach 

Abb. 8b. Teil eines Leukoeyten mit  Phagocytose-Vacuole (V), in die sich der Inhalt eines an einer Seite auf- 
gebrochenen Granuluras entleert (-->). Daneben weitere intakte Granula (G). VergrSBerung: 14000fach 

Abb. 8c. Teil eines ,,Exsudat-Leukoeyten" mit  einem ira Abbau befindlichen Bakterium ,,S" (Shigella). Die 
gewunden verlaufende Bakterien-~Iembran (M) stellt sich nur noch schwach dar. Das Plasma des Bacteriums 
erseheint stark aufgelockert mit  kleinen Ansammlungen dichter, runder Elemente yon 80 ~ Durchmesser. 

VergrSlterung: 31000faeh 

Die Abbauvorgiinge der , ,Exsudat-Leukocyten" unterseheiden sieh also naeh 
Art und Gesehwindigkeit deutlieh yon denen der ,Infiltrat-Leukoeyten". Bet 
den Infiltrat-Leukocyten vollzieht sich der Abbau protrahiert, etwa fiber 36 bis 
48 Std, so dab man die einzelnen Stadien der Degeneration gut verfolgen kann; 
demgegenfiber weisen die Exsudat-Leukoeyten infolge der direkten Einwirkung 
der Shigellen-Toxine bereits nach 12 Std deutliche Zeiehen des Zelltodes auf; naeh 
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24 Std befinden sie sieh in yeller AuflSsung. Die bei der Degranulierung auf~reten- 
den Unterschiede sind vor allem dadurch gegeben, daI~ der Abbau der Granula 
bei den , ,Infiltrat-Leukocyten" als vitale Reaktion anftritt,  w/~hrend sie bei den 
fr~ihzeitig absterbenden ,,Exsudat-Leukocy~en" meist im t~ahmen der Autolyse 
erfolgt. Im einzelnen kann man bei einem Vergleieh der , Inf i l t ra t -"  mit den 
,,Exsudat-Leukoeyten" iolgende Unterschiede feststellen: 

Die Kerne der , Inf i l t ra t -Leukoeyten" sind anfangs sehr dieht und homogen. 
Naeh 36~48 Std erseheinen sie feinkSrnig. Bis zur vollst~ndigen AuflSsung bleibt 
der perinucle~re Spaltraum eng. Bei den Exsudat-Leukoeyten ist bereits nach 
12 Std der perinuele/~re Raum stark erweitert. Die Kerne haben den starken Kon- 
trast  verloren und besitzen ein homogenes Aussehen. 

Das Cytoplasma der ,,Infiltrat-Lenkoeyten" ist gekennzeiehnet durch eine 
multizentrisehe Bildung kleiner vacuol~rer R/~nme, die zu den Organellen keine 
Beziehung haben. Sie fliel~en sp/~ter zu gr6Beren, unseharf abgegrenzten Vaeuolen 
zusammen, bis sehlieglieh unter starker ~u and kuge]iger Um- 
formung der vorher langgestreekten Zellen eine deutliche Schiehtung mit breiter 
vacuol/~rer Randzone und einem dichten Zentrnm entsteht. Das dichte Zentrum 
enth/ilt neben Resten eines noeh erhaltenen, granulareiehen Cytoplasma-Bezirkes 
die einzelnen Kern-Segmente. Am Ende der Versuehe nimmt das dichte Zentrum 
nur noeh etwa 10% der Zellen ein. - -  Die ,,Exsudat-Leukoeyten" lassen die 
multizentrisehe, feine Vaeuolisierung des Cytoplasmas vermissen. Es fehlt ferner 
die breite vaeuol~re I~andzone in den Endstadien. Vielmehr kommt es gleich in 
den ersten Stunden znm Absterben der Zellen mit weitgehendem Verlust der 
Abbfldungsseh~rfe und der Osmiophilie der Cytoplasma~Strukturen. 

Von besonderem Interesse sind die Ver/~nderungen der Granula bzw. die 
Degranulierung der , ,Inffltrat-Leukocyten". Dieser Vorgang vollzieht sieh so 
langsam, dab man bier mehrere Stadien vom homogenen diehten, seharf begrenz- 
ten, his zum teilweise feink6rnigen, hellen, unseharf abgegrenzten Grannlum 
unterseheiden kann. Die Grannla gehen sehliel31ieh in den sieh vergrSl3ernden 
vaeuol~ren Rgumen auf, in denen sie naeh 48 Std noch als angedeutete Ring- 
strukturen erkennbar sind. Wir haben versueht, die Granula, die sieh in den 
einzelnen Abbau-Stadien befinden, zahlenm//13ig zu erfassen, um yon den pro- 
zentualen Anteilen der Stadien auf ihre Dauer sehliegen zu k6nnen. Die Ergebnisse 
sind jedoeh so uneinheitlieh, dal~ sie sieh nieht verwerten lassen. Bei den, ,Exsudat-  
Leukoeyten" l~Bt sieh eine Stadien-Einteilung dureh den sehnellen Ted der Zellen 
rdeht durehfiihren. Die Granula kSnnen sieh gelegentlieh an Phagoeytose-Vaeuolen 
anlegen und ihren Inha.lt naeh Anfbreehen der gul]eren Begrenzung in die Phago- 
eytose-Vaeuole entleeren. Meist jedoeh versehwinden die Granula allm/ihlieh naeh 
dem Ted der Zellen, naehdem sieh in ihrem Zentrum eine kontrastarme Zone aus- 
gebildet hat. Bereits naeh 24 Std sieht man anstelle der Granula nur noeh leere 
oder mit einem feink6rnigen Material teilweise gefiillte Vaeuolen. Auffallend ist, 
dag die naeh 12 Std in den , ,Exsudat-Leukoeyten" enthaltenen Bakterien starke 
AuflSsungserseheinnngen erkennen lassen, w/thrend die in den Epithelzellen der 
Cornea eingesehlossenen Bakterien zur gleiehen Zeit ihre Struktur bewahrt haben 
und offenbar lebensf/~hig sind. Eine /~hnliehe Beobaehtung maehten TAK]~UCI~I 
n. Mitarb. (1965), die bei experimenteller Shigellen-Ruhr gut erhaltene Bakterien 
in Darm-Epithelzellen fanden, w/~hrend die yon Leukoeyten phagoeytierten 
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Bakterien schnell abgebaut wurden. Die in Abb. 8b dargestellte Fusion eines 
Granulums mit einer Phagocytose-Vaeuole wurde auch yon LOCKWOOD und 
ALuso~ (1963) an Kaninchen-Granulocyten nach Aufnahme von Pneumokokken 
beobachtet. 

Diskussion 
Uber die sehlieBlich zum Zerfall fiihrenden Vorg~tnge an Leukocyten liegen 

bereits einige licht- und elektronenmikroskopisehe Untersuchungen vor. HI~sc~ 
und CoH~ (1960) sowie ZUCK]~-F~A~XJ~IN und H]~sc~ (1964) inkubierten aus 
einem peritonealen Reiz-Exsudat yon Kaninchen gewonnene polymorphkernige 
Leukoeyten mit Staphylokokken und Zymosan-Partikeln. Innerhalb weniger 
Minuten wurden Bakterien bzw. Zymosan-Partikel yon den Leukocyten phago- 
cytiert. An die Phagoeytose-Vacuolen gaben die Zellen spezifisehe Granula ab, die 
sich sehnell aufl6sten. ZVC~R-F~A~t<LI~ und HmscH (1964) geben zwei Bedin- 
gungen an, unter denen eine Degranulierung der Leukocyten erfolgt, und zwar 
einmal die Einwirkung yon Bakterien-Toxinen, die zu einem schne]len Zelltod 
fiihrt, und zum anderen die Phagoeytose yon Mikroorganismen oder unbelebten 
Teilchen. DiG Degranulierung durch Bakterien-Toxine mit sehnellem Zelltod 
trifft fiir unsere , ,Exsudat-Leukoeyten" zu, bei denen alle Granu]a gleichzeitig in 
wenigen Stunden verschwinden. Die ,,Inffltrat-Leukoeyten" hingegen lassen einen 
anderen Degranulierungs-Mechanismus erkennen: Bei diesen Leukocyten, die 
lgngere Zeit im O2-armen Milieu t ints bradytrophen Gewebes liegen und yon 
0dem-Fliissigkeit umgeben werden, geht der Abbau allmghlieh vor sich, und zwar 
ohne da$ Bakterien oder andere Partikel phagoeytiert werden. Mit der Degranu- 
]ierung geht eine Flfissigkeits-Aufnahme einher, wobei unklar ist, ob die Degranu- 
lierung dutch die Flfissigkeits-Aufnahme ausgelSst wird oder umgekehrt. Die 
Einlagerung von Wasser mit Aufhellung des Cytoplasmas und Zusammenrficken 
der Kernsegmente wurde auch lichtmikroskopisch bei extravalen Leukocyten in 
der Clarkschen Kammer beobachtet (FLOI~EY, 1962). 

]?OLICA~D u. Mitarb. (1959) konnten eine Degranuherung erzeugen, indem sie 
SiO2 intratraeheal verabfolgten. DiG durch diesen Reiz angelockten Leukocyten 
blieben etwa 24--48 Std lebensf~hig und enthielten im Endstadium zahlreiehe 
Fetttropfen. Die Aufnahme der Si-Partikel soll erst nach Verschwinden der 
Granula erfolgt sein. Da in unserem Falle keine Fett tropfen im Cytoplasma auf- 
treten, m6ehten wir annehmen, da~ dig Fettsubstanzen yon aul~en aufgenommen 
nnd nicht yon den Leukocyten selbst gebildet wurden. 

Entsprechend den Anschauungen von D]~ Dvv~ (1959) und NovI~:o~F (1961) 
wird allgemein angenommen, dab dig AuBenmembranen der Granula (Lysosomen) 
dig Einwirkung der in ihnen enthaltenen, sehr wirksamen hydrolytischen Enzyme 
auf das fibrige Cytoplasma, und damit den sofortigen Zelltod, verhindern. Eine 
schnelle Autolyse miiBte die Folge der intracytoplasmatischen Aufl6sung der 
Granula sein (,,suicide bags", D~ D~vE). Erfolgt die AuflSsung der Granula nach 
Abgabe an Phagocytose-Vacuolen wit bei den Versuchen yon ZUCKEI%-F~ANKLIN 
und I-II~SCH (1964), SBA~RA U. Mitarb. (1964) u.a., so verhindert die Vacuolen- 
Membran dig t%iickwirkung der aus den Granula freiwerdenden Enzyme auf das 
Cytop]asma. In unserem Fall 15sen sigh dig Granula jedoeh auf, ohne da$ sie an 
Phagoeytose-Vacuolen abgegeben und ohne da$ dig frei werdenden Substanzen 
dutch eine sichtbare Membran vom iibrigen Cytoplasma getreunt werden. Man 
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sollte e rwar ten ,  dab  die Zellen der  sofort igen Auto lyse  verfal len mii•ten. Da  dies 
n ich t  der  Fa l l  ist,  mu$  m a n  annehmen,  dal~ die Au/16sung der Granula und die 
Aktivierung ihrer Enzyme zwei Vorgiinge sind, die nicht gleiehzeitig zu er/olgen 
brauchen. 

Die Degranul ie rung  kann  also auf dreier lei  Weise  erfolgen : E inma l  k5nnen sich 
die Granula unabh~ngig yon Phagoeytose-Vacuolen im Cyfoplasma auflSsen und 
zusammenfliel~ende, nicht yon einer Membran abgegrenzte vacuol/~re l~iiume 
bilden wie bei unseren ,,Infiltrat-Leukoeyten". Zweitens k6nnen die Granula an 
Phagocytose-Vaeuolen abgegeben und in diesen aufgelSst werden, wie wir es 
gelegentlieh bei den ,,Exsudat-Leukocyten" sahen und es besonders yon ZUCKE•- 
F~A~KLI~ und HI~SCH (1964), IIII~SCH und CoH~ (1960) sowie BREWER (1963) 
in Leukocyten eines Exsudates gefunden wurde. Bei der dritten M6glichkeit der 
])egranulierung verfallen die Leukocyten dem schnellen Zelltod, und es erfolgt 
eine gleiehmi~13ige und  gleiehzeit ige Aufl6sung der  Granula  wie bei der  Mehrzahl  
unserer  , ,Exsuda t -Leukocy t en" .  I n  einer kfirzlich erschienenen Arbe i t  h a t  OaFA~-OS 
(1966) die Degranul ie rung  reifer Mastzel len  beschrieben~ bei  denen die Granu la  
Jm Gegensatz  zu po lymorphke rn igen  Leukocy ten ,  nach A r t  ciner merokr inen  
Sekre t ion  vom Cytop la sma  an  das I n t e r s t i t i u m  abgegeben werden ( , ,sekretorisehe 
Degranul ie rung") .  

Unsere  Be lunde  er lauben schlief31ich eine S te l lungnahme zur F rage  der  ext ra-  
vasa len  Lebensdaue r  der  Leukocy ten .  

Die der Literatur zu entnehmenden Angaben fiber die Lebensdauer betreffen vor allem 
statistische Werte an intr~wsalen Leukoeyten. Sie schwanken zwischen wenigen Minuten 
bis zu 12,8 Tagen, je nuchdem, mit welcher Methode sie bestimmt wurden (Ko_~IIYA, 1959). 
Die kurzen Zeiten wurden vor allem nach Transplantation markierter Leukocyten ermittelt. 
B~EC~nn u. Mitarb. (1959) betonen aber, daI~ 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 Zellsch~digung gesetzt wird. I)emgegeniiber 
betragen die Werte, die man nach Injektion radioaktiver Isotope wie p~2 FeS~ und H~-Thymidin 
ermittelte, einheitlich 9 Tage. W~ihrend bei den intrav~salen Leukocyten im allgemeinen nur 
st~tistische Werte zu erhalten sind, kann man die extravasale Lebensdauer an einzelnen 
Leukocyten bestimmen. Sie betr~gt in Suspensionen von peritonealen Reiz-Exsudaten sowie 
unter den Bedingungen der Clarkschen Kammer mehrere Tage (FLoaE~, 1962). In Zellkulturen 
waren nach 8 Tagen noch 30% der Leukoeyten lebensfi~hig (BREc~ER U. Hitarb., 1959). 

Nach  nnseren  Versuchen di i r f te  die Lebensdaue r  der  Leukocy ten  im Gewebe 
durehsehn i t t l i ch  e twa 36- -48  S td  nach  ih rem A u s t r i t t  aus den Blutgef/~f~en 
befragen,  w/~hrend wir  naeh 4 Tagen siehere Zeichen des Zell todes,  wie das  Auf- 
breehen yon Kern-  und  Ze lhnembran ,  fanden.  Die , ,E xsuda t -L e ukoe y t e n"  bin- 
gegen waren  berei ts  12 S td  nach ih rem Aus f r i t t  abges torben.  Ob der  schnelle 
Zel l tod durch die Bak te r ien-Toxine  oder  das mechanisehe  T r a u m a  des Lidschlages 
bed ing t  ist,  ] / ~ t  sich n icht  entscheiden.  I m  al lgemeinen werden O~-Spannung, 
loH-Wert  und  die Anwesenhe i t  yon  Bak te r i en -Tox inen  oder  anderen  Gif ten einen 
bes t immenden  Einfluf~ an t  die ex t ravasa le  Lebensdaue r  der  Leukocy ten  haben.  

Z u s a m m e n i a s s u n g  

Dureh  Ver impfung  yon  menschen-pa thogenen  Flexner i -3-Shigel len  in den 
Conjunc t iva l saek  yon Meersehweinehen wurcle eine Kera t i t i s  erzeugt .  Die aus den 
]31utgefi~fJen des L imbus  eorneae bzw. der  Conjunct iva  aus t r e t enden  po lymorph-  
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kernigen Leukocyten infiltricren tells die Substantia propria (,,Infiltrat-Leuko- 
cyten"), teils treten sic in den Conjunctivalsack aus (,,Exsudat-Leukocyten"). 

Im Cytoplasma der ,Infiltrat.Leukocyten" bflden sich unscharf abgegrenzte 
vacuol/~re Rs die allm~h]ich zu groBen Vacuolen zusammenflieBen. Gleich- 
zeitig durehlaufcn die spezifischen Granula innerhalb yon 3 6 - 4 8  Std mehrere 
charakteristische Abbau-Stadicn bis zur voilsti~ndigen Degranulierung, ohne dab 
sich die Zellen auflSsen. Iqach Ablauf der Degranulierung haben sich die Zcllen 
abgerundet und lassen im Zentrum um die Kernscgmente nur noch wenig intaktes 
Cytoplasma mit einigen Granula-Resten erkennen. 

Die , ,Exsudat-Leukoeyten" sterben inncrhalb der ersten 12 Std ab. Einzelne 
Granula werden an die Phagocytose-Vacuolen abgegeben, in denen phagocytierte 
Shigellcn liegen. Die Mehrzahl der Granula verliert nach dem Zelltod in wenigen 
Stunden den elektroncnoptischen Kontrast  bis zur Umwandlung in Vacuolen. 

Ultrastruetural Changes and Degranulation of Extracapi]lary 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- 
phfles infiltrating the stroma is regarded as a vital reaction, in the exudate as 
autolysis. 
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