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Morphologieal F indings  in the Corneal Stroma after In jee t ion  
of Heterogenous Proteins  

Summary. Injection of foreign protein (Boviserin) into the centre of rabbit eornea induees 
a eharacteristic inflammatory rëaetion, in whieh polymorphonuelear granuloeytes predominate. 
The eentral inflammation extends radially only as narrow proeesses as far as the limbus 
baeause of the injection method and the lamellar structure of the cornea. The vessels in the 
limbus react by dilatation and extravasation. The fibroeytes in the stroma show aetivity 
depending on the duration of the inflammation. Numerous fibroeytes also die. Transitional 
forms between fibroeytes and granulocytes are detectable only oecasionally. In our experi- 
ments the majority of cells foreign to the area are abviously immigrants. By adding 
ferritin tü the Boviserin a completely different inflammatory picture is produced and at the 
same time a surprisingly early capillarisation of the cornea. 

Zusammentassung. Injektion von Fremdeiweiß (Boviserin) in das Zentrum der Kaninchen- 
hornhaut ruft ein eharakteristisches Entzündungsbild hervor, in dem polymorphkernige 
Granulozyten vorherrschen. Die zentrale Entzündung erstreckt sich meist nur mit einem 
schmalen, radiären Fortsatz bis zum Limbus. Dies erklärt sich durch die Injektionsteehnik 
und den lamellären Hornhautbau. Die Limbusgefäße reagieren hier mit Erweiterung und 
Extravasaten. Die Fibroeyten des Stroma zeigen Aktivität in Abhängigkeit von der Dauer 
der Entzündung. Zahlreiche Fibroeyten gehen auch zugrunde. Übergangsformen zwischen 
Fibrocyten und Granulocyten sind nur vereinzelt nachzuweisen. Die Mehrzahl der orts- 
fremden Zellen ist bei unserer Versuchsanordnung offenbar eingewandert. Bei Zusatz von 
Ferritin zum Boviserin entsteht ein völlig anderes Entzündungsbild und gleichzeitig eine 
überraschend frühzeitige Capillarisierung der Hornhaut. 

Einlei tung 

Der wirksam gewordene, örtlich begrenzte entzündliche l~eiz setzt Reakt ionen  
an  den Blutgefäßen und  am Bindegewebe in  Gang. Seit Virchow (1871) u n d  später 
Cohnheim (1873, 1878) bestehen gegensätzliche Ansichten bezüglich der Pr ior i tä t  
und  Bedeutung  dieser beiden Reakt ionen  (Büchner, 1956; Fasske, 1961, 1962). 
Zahlreiche Autoren  sind zu divergierenden Ansichten gekommen, gerade auch im 
Hinbl ick  auf die am Entzündungsvorgang  beteil igten Zellen und  ihre Herkunf t  
(Marchand, 1924 ; v. Möllendorff und  v. Möllendorff, 1926 ; Maximow, 1927, 1929 ; 
Busse-Grawitz,  1949, 1953, 1963; Hamperl ,  1954; Pau,  1959; Letterer,  1959; 
Gusek, 1960, 1962; Fasske, 1961, 1962; Fri tsch und  v. Barsewiseh, 1965; Doerr 
et al., 1965 ; Müller, 1965 ; Gieseking, 1966 ; Backmann  und  Müller, 1966 ; ausführ- 
liehe Li te ra tur  bei Gusek, 1962). Wohl  auch un te r  dem Eindruck  dieser Gegen- 
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sätze ist die Vorstellung Let terer 's  vom , H i s t i o n "  als synergistisch wirkender 

Einhe i t  von  Bindegewebsantei l  und  Blutgefäßen ents tanden.  
Zur Unte r suchung  der beiden genann ten  Reakt ionen  bietet  sich die H o r n h a u t  

des Auges an, da es sich bei dem Stroma der H o r n h a u t  u m  ein gefäßfreies, kolla- 
genes Bindegewebe handelt .  Bes t immte  Voraussetzungen müssen gegeben sein, 
dami t  eine zu frühe und  intensive Mitreakt ion des Randschl ingennetzes  vermieden 
wird. D a n n  erscheint es möglich, in  den Anfangss tadien  der E n t z ü n d u n g  eine 
Differenzierung der Reak t ionen  des Bindegewebes, hier also des Hornhau t s t roma  
bzw. seiner Zellen und  der BlutgeIäße des Randsehl ingennetzes  vorzunehmen .  

Untersuchungsgut  und l)Iethodik 

Als Versuchstiere dienten 13 Kaninchen mit einem durchschnittlichen Körpergewieht 
von 3000 g. Zur Erzeugung einer Hornhautentzündung verwendeten wir handelsübliches 
Boviserin der Firma Behringwerke, Marburg, das unter sterilen Bedingungen mit einer 
20,0 Nadel in das Hornhautzentrum injiziert wurde. Die durchschnittlich injizierte Menge 
betrug 0,1--0,2 ml. Die Perforation der Hornhaut wurde vermieden, Fälle, in denen es 
doch zur Perforation kam, wurden ausgeschieden. Im Anschluß an die Injektion wurde 
einmalig Kanamytrex-AugensMbe eingestrichen. Die Hornhaut wurde in Evipan- bzw. 
Nembutal-Narkose entnommen, anschließend sofort 4:5 min in 3,5% Glutaraldehydlösung, 
gelöst in Phosphat-Puffer (pH 7,2) und 90 min in 1% OsO 4 fixiert, dann nach Ent- 
wässerung in Epon 812 eingebettet. Untersuchungen erfolgten 12, 24, 38, 48, 72 und 
120 Std nach Injektion, außerdem auch an nicht behandelten Hornhäuten. 

Eine orientierte ZerMeinerung der Hornhaut in rechteekige Stücke erfolgte meist während 
der Zeit der Fixierung in Glutaraldehyd. Die Dünnschnitte kontrastierten wir je 15 min 
mit Uranylaeetat und Bleieitrat. Die elektronenmikroskopische Untersuchung führten wir am 
Siemens ÜM 100 durch. Außerdem untersuchten wir histologisehes Material, nämlich 
Gefrierschnitte von nicht fixierten Hornhäuten und Semidünnsehnitte, die mit Hämatoxilin 
nach Weigert und Sudansehwarz B (Romeis, 1968) bzw. mit Toluidinblau gefärbt wurden. 

Elektronen-  und lichtmikroskopisehe Befunde am unveränder ten  
t Io rnhauts t roma und nach In jekt ion von artfremdem Eiweiß 

Unmittelbar nach der Injektion von Boviserin traten graue Trübungen des Horn~haut- 
stromas auf, die innerhalb von 4--6 Std weitgehend verschwanden und eine leichte, schleier- 
artige Trübung zurückließen. Nach 24 Std bestand immer ein kleiner, dichter grauer Fleck 
im Bereich der Einstichstelle der Nadel, der sich allmählich vergrößerte oder auch bei 
gering ausgeprägter Reaktion allmählich verschwand. Die Epitheldecke war geschlossen. Die 
Reaktion des Randschlingennetzes war unterschiedlich ausgeprägt, in einigen Fällen an- 
scheinend fast ganz fehlend, in anderen deutlicher. Auch dann war sie aber immer nur 
auf den kleinen Anteil beschränkt, der der Nadelspitze gegenüber lag. Dies hing offensichtlich 
mit der Injektionstechnik und dem lamellären Bau der Hornhaut zusammen. Die injizierte 
Flüssigkeit wurde offenbar bevorzugt in P~ichtung auf den Limbus zu gedrängt und spaltete 
dabei die Hornhaut. (]Die Nadel wurde, um eine Perforation zu vermeiden, nicht senkrecht, 
sondern schräg in die Hornhaut eingestochen.) 

E in  entsprechend dem makroskopischen Bild der zentralen H o r n h a u t t r ü b u n g  
histologisch allseits abgegrenzter zentraler Herd f indet  sich histologisch nicht.  
Gefrierschnitte durch einen Radius  zwischen dem In jek t ionszen t rum und  dem 
Limbusante i l  mi t  deutl icher Gefäßerweiterung zeigten nach 48 Std das Bestehen 
einer schmalen, den Limbus  erreichenden Nekrosezone. Hier  fand sich reichlich 
Sudanschwarz B-färbbares Material (Abb. 1 a). I m  Bereich der Gefäßerweiterungen 
am Limbus  konn ten  bei Tieren, denen vor der Tö tung  i.v. retrograd Tusche 
und Kongoro t  injiziert  wurde, 48 Std nach In j ek t ion  deutliche Ext ravasa te  nach- 
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gewiesen werden (Abb. lc ) .  Es zeigte sich, daß  bei Zusatz  von Fer r i t in ,  das 
ursprünglich der e lek t ronenmikroskopischen  Markierung der In jek t ionsf lüss igkei t  
dienen sollte, die E n t z ü n d u n g  der H o r n h a u t  erheblich heft iger verlief und  schon 
48 S tunden  nach  In j ek t i on  eine Vascular i sa t ion  auch der  zent ra len  Hornhau t -  
antei le  e inget re ten  war, die ihren Ausgang  von den genannten  Limbusante i ]en  
genommen hat te .  Das Vorhandense in  von s t re i fenförmigen Nekrosezonen ließ sich 
auch an Semidünnsehn i t t en  verfolgen (Abb. l b), von denen wir  zur  Übers ieh t  
Ser ienschni t te  anfer t igten.  Es wurde bei einer Schni t td icke  von ca. 2 ~m jeder  
10.--15.  Schn i t t  verwendet .  Die Schn i t t r i ch tung  verlief quer  zur L~ngsr ichtung 
des Streifens. Auch e lek t ronenmikroskopisch  zu nn te rsuchende  Schni t te  wurden 
von diesen P r £ p a r a t e n  angefert igt .  

I m  histologischen Pr&parat  fanden sich öfter Zellen, die mi t  dieser Technik  
n icht  mehr  e indeut ig  e inzuordnen waren.  Bei e ]ek t ronenmikroskopisehen  Kon-  
t rol len gelang es dagegen,  soweit  es sich um in t a k t e  Zellen handel te ,  eine 
Differenzierung zu erreichen. Insbesondere  gelang es, F i b r o c y t e n  und  Granulo-  
cy ten  zu unterscheiden,  obwohl die Granu locy ten  infolge des lamel laren  Baus  der  
H o r n h a u t  meis t  eine sehr langgest reekte ,  den F ib roc y t e n  ~hnliehe F o r m  annah-  
men. Jedoch  untersch ieden  sich K e r n  und  Cy top la sma  sowohl in der  S t ruk tu r -  
d ichte  als auch im Auf t r e t en  eharak te r i s t i scher  Zellorganellen.  Sel ten fanden 
wir in der  gleichen Zelle die Charak te r i s t ika  sowohl von F ib roe y t e n  als auch 
von Granu loey ten  (Abb. 6). Meist  fehl ten  e indeut ige  Übergangsformen.  

1. Unbehandelte Hornhaut 

Die Hornhautstromazellen, dem Aussehen nach typische Fibrocyten, sind langgestreckt, 
öfter verzweigt und dann dreipolig (Abb. 2). Die charakteristischen Kanälchen des endo- 
plasmatischen Reticulums mit meist durchgehenden Ribosomensäumen können stellenweise 
unterschiedlich weit sein. Gelegentlich haben sie offene Verbindung zu der spaltförmigen, 
gleichmäßig breiten perinucleßren Zisterne. Die Ausläußer der Fibrocyten sind lang, oft sehr 
dünn und immer durch das charakteristische endoplasmatische Reticulum erkennbar. Im 
Cytoplasma finden sich wenig Mitochondrien, gelegentlich Vacuolen oder als Lysosomen 
erscheinende Körper, selten Fetttropfen, und bei diesen Untersuchungen kein Glycogen. 

Der Kern ist langgestreckt, dabei gebuchter, wie ,gezähnt" erscheinend und läßt oft 
nur einen schmalen Cytoplasmasaum frei. Die Kernrandzone ist etwa 250 Ä breit, elektronen- 
dichter und besteht anscheinend aus zwei Schichten mit feinem dazwischenliegendem Spalt- 
raum. Innen sind kleine Granula von der Größe von Ribosomen angelagert. Das Kern- 
plasma ist körnig, gelegentlich verdichtet und dann grobschollig, sonst weniger elektronen- 
dicht. Nucleoli sind durchweg nicht nachweisbar. 

Im Hornhautstroma, das den bekannten regelmäßigen Außbau aus sich schräg kreuzenden 
Bündeln kollagener Fibrillen zeigt, findet man öfter auch Mikrofibrillen. Nahe der Zellwand 
von Fibrocyten lassen sich noch Protofibrillen und im~erhalb der Zellen ebenfalls feine Fila- 
meute zeigen. Die Kittsubstanz zwischen den Fibrillen trit t  elektronenmikroskopisch nicht 
in Erscheinung. 

Außer diesen charakteristischen, wie oben beschriebenen Zellen finden sich vereinzelt 
Makrophagen (Abb. 3). Die Form ist weniger langgestreckt, das endoplasmatische Reticulum 
ist deutlich spärlicher, dagegen treten reichlich Mitochondrien und prim/ire und sekundäre 
Lysosomen auf. Die Grundsubstanz des Cytoplasma ist feingranulär und weniger elektronen- 
dicht. Der Kern ist weniger ausfüllend, rundlicher und öfter exzentrisch. 

2. 12 Std nach Injektion 

12 S td  nach In j ek t i on  von 0 ,1 - -0 ,2  ml Boviser in  zentra l  in das Hornhau t -  
s t roma bes teh t  makroskopisch  eine nur  m/tBige diffuse Trf ibnng der  Hornhau t .  



Abb. 1. a Gefrierschnitt der Hornhuut ,  48 Std nach Boviserin-Injektion. Nel~'osestreifen (A). 
Sudanschwarz B. 56:1. b Semidünnsehni t t  der Hornhaut ,  72 Std nach Injektion. Zahlreiche 
langgestreckte Granulocyten (A) in engem Kon tak t  zu Fibrocyten. Toluidinbluu. 560:1. 
c Gefrierschnitt,  Extr~vasate  am Limbus, 48 Std nach Injekt ion von Boviserin in die Horn- 

haut.  Tuschepräpar~t.  140:1 
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Der Einstich und die unmittelbare Umgebung sind durch eine dichte Grau- 
färbung markiert. Das Randsehlingennetz ist leicht injiziert in dem Limbus- 
bereich, der der Nadelspitze gegenüberlag. Histologisch findet sich im Injektions- 
zentrum eine Zone mit Verlust der regelmäßigen Kol]agenstruktur, Zerreißung 
der Lamellen und Auftreten von mäßig dichtem, sehr feingranulärem Material. 
Hierbei könnte es sich um die injizierte Substanz handeln. Im nicht beschädigten 
Bereich der Hornhaut  zeigen einige Fibroeyten starke Vacuolisierung des Cyto- 
plasma und Verdichtung der Kernrandzone. Es könnte sich um untergehende 
Zellen handeln. 

Am auffallendsten sind aber die runden bis ovalen, gelegentlich polymorphen 
elektronendichten Körper im Cytoplasma zahlreicher Fibrocyten (Abb. 4). Ihre 
Größe in Abhängigkeit und Schnittebene schwankt zwischen 0,4 ~zm und 0,8 ~zm, 
größere Längen betragen 1,2 ~zm. Zum Teil läßt sich eine feine umhüllende 
Membran erkennen. Die Beziehung zum endoplasmatischen Reticulum ist nicht 
genau zu klären. Das Innere dieser Körper besteht aus feingranulärer Substanz, 
anscheinend sind tubuläre und ringförmige Strukturen erkennbar. 

Die übrige Ordnung der Fibrocyten ist bis auf eine nicht regelmäßige Vaeuolen- 
bildung noch weitgehend ungestört. Myelinfiguren im Cytoplasma lassen sich auch 
in unbehandelter Hornhaut  nachweisen. Das endoplasmatisehe Reticulum scheint 
eher zugenommen zu haben, stellenweise finden sich mehr und kürzere Anschnitte. 
Vereinzelt zeigen sich im Kern Nucleolen. Die Entstehung der elektronendichten 
Körper im Cytoplasma der Fibrocyten konnte bisher nicht verfolgt werden. Im 
Stroma tauchen mehrfach Granulocyten auf (Abb. 9), die hier weniger langge- 
streckt als die Fibroeyten erscheinen. Sie sind gut erkennbar durch ihren mehr- 
fach geteilten, segmentierten Kern, der bis auf ein helles Zentrum auffallend 
elektronendicht erscheint, die zahlreichen, gleichförmigen rundlichen Lysosomen 
und das sehr reichliche Glyeogen im Cytoplasma (Ross, 1969). 

Im Stroma wird zwischen den Kollagenfibrillen herdförmig eine grau, homo- 
gene Substanz sichtbar, die dem injizierten Boviserin entsprechen könnte. 

3. 24 Std nach Injektion 

Die beschriebenen Veränderungen sind nun deutlicher und gröber geworden. 
Das Cytoplasma der Fibrocyten zeigt außerdem unregelmäßig geformte Vaeuolen. 
Die charakteristischen elektronendichten Körper, die Lysosomen entsprechen 
könnten, haben anscheinend durch Vereinigung mehrerer an Grölte zugenommen, 
sind auch stellenweise in Auflösung begriffen und liegen am Rand der Vacnolen. 
Fett tropfen werden öfter nachweisbar, desgleichen tr i t t  Glykogen vereinzelt auf. 
In weniger stark alterierten Zellen hat das endoplasmatische Reticnlum deutlich 
zugenommen. 

Abb. 2. Dreipoliger Fibrocyt aus unbehandelter Hornhaut, Kern (a), endoplasmatisches 
Reticulum (b), Protofibrillen (c). 18300:1 

Abb. 3. Hakrophage aus unbehandelter Hornhaut. Wenig elektronendichtes, feingranuläres 
Cytoplasma. Verschiedene Vacuolen mit doppelter Membran (a), endoplasmatisches Reti- 

culum (b), Mitochondrium (c). 18300:1 



Abb. 4-6 
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Bei Übersiehtsaufnahmen fällt eine gewisse Zunahme der Dicke der Fibroeyten 
auf. 

Die Granuloeyten sind auch hier nachweisbar, z.T. besteht enger Kontak t  zu 
den Fibroeyten, oft liegen sie auch völlig isoliert abgerundet im Stroma, z.T. 
besitzen sie auffallende, tentakelartige Pseudopodien. Charakteristisch sind die 
reichlichen Glykogenkörner. Ein deutlicher oder auffallender Untergang kollagener 
Fibrillen hat  nicht stattgefunden. 

4. 38 Std nach In]e/ction 

Die genannten Veränderungen lassen sich weßer verfolgen. Vacuolige Zell- 
veränderungen sind jetzt z.T. Anzeichen von Zelluntergängen, da die gesamte 
Struktur aufgelockert, z.T. auch aufgelöst und weniger elektronendicht erscheint. 
Typisch ist, dag diese Vacuolen oft von nicht intakten Membranen begrenzt 
werden und sehr unregelmäßige Gestalt haben. 

Daneben lassen sich Änderungen ähnlicher Art beobachten, die eher den 
Rückschluß auf eine aktive, nicht degenerative Reaktion der Fibrocyten nahe- 
legen. Die hier zu beobachtenden, z.T. sehr großen, rundlichen, in einem Fall 
auch langgestreckten Vacuolen (Abb. 5) sind Erweiterungen des endoplasmati- 
schen Reticulums, wie an den intakten, mit  Ribosomen besetzten Membranen 
erkennbar wird. I m  Inneren finden sich oft Reste einer wenig elektronendichtcn, 
feinkörnigen Substanz. Die perinueleäre Zisterne ist streckenweise erweitert und 
steht mit  den vacuoligen endoplasmatischen Räumen mehrfach in freier Ver- 
bindung. In  einzelnen Fällen findet sich auch eine deutliche Zunahme des endo- 
plasmatischen Reticulmns, verbunden mit  Fibrillogenese. Sonstige, schon genannte 
Veränderungen, wie deutliches Hervortreten der Golgizone und Vermehrung von 
Myelinfiguren sowie sekundäre Lysosomen, sind auch hier wieder zu beobachten. 
Eine Mitochondrienzunahme ist bisher nicht sicher. 

Änderungen des gesamten Bildes lassen sieh zusammenfassen in: 
a) vermehrtem Auftreten von Makrophagen und erstmals 
b) Nachweis von straßen- oder streifenförmig gelagertem Material aus nekro- 

tischen Zellen. 
Über die Herkunft  der Makrophagen läßt sich keine Aussage machen, sowohl 

erscheint ihre Umwand]ung aus Fibrocyten möglich als auch ihre Einwanderung, 
da ja zum selben Zeitpunkt auch schon Granuloeyten aufgetreten sind. Immerhin 
besteht z.T. eine auffallende Ähnlichkeit der Gestalt zwischen Makrophagen und 
Fibrocyten, unterschiedlich sind, wie schon beschrieben, Zusammensetzung und 
Inhal t  des Cytoplasma und Kernform und Kerngröge. I m  Gegensatz zu den oft 
auch völlig isoliert angetroffenen Granulocyten beobachtet man zwischen Makro- 

Abb. 4. Langgestreckter Fibrocyt mit elektronendichten Granula (a), 12 Std nach Boviserin- 
Injektion. 16800:1 

Abb. 5. Vacuolisierung des endoplasmatischen Reticulums (ER) und der perinucleären 
Zisterne (a) eines breiten Fibrocyten 48 Std nach Boviserin-Injektion. 13 000:1 

Abb. 6. Fibrocyt mit elektronendichten Einschlüssen, gegen das ungebundene Cytoplasma 
durch eine Membran begrenzt (A) Freies Glykogen (e). 17400:1 



Abb. 7-9 
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phagen und Fibroeyten immer einen engen lokalen Zusammenhang. Mehr abge- 
rundete und weniger gestreekte Makrophagen zeigen Pseudopodienbildung, die 
in geringem Maße auch bei Fibroeyten beobachtet wird. 

Neben verstreut liegenden, wenig elektronendiehten und offenbar nekrotisehen 
einzelnen Fibroblasten findet sieh die besehriebene Streifenbildung aus nekro- 
tisehem Material (Abb. la) ,  das ausgeprägt elektronendieht erscheinende Zell- 
bestandteile bietet (Abb. 7). Charakteristisch ist hier das Fehlen von Zellgrenzen, 
denen diese Strukturen zugeordnet werden könnten. Es finden sieh sehr elektronen- 
dichte Kernreste, oft noch mit  Restën naehweisbarer Membranen, sog. nackte 
Kerne, zahlreiche, unterschiedlich dichte Lysosomen, Reste von endoplasmati- 
schere Retieulum, helle, feinkörnige Grundsnbstanz und leere Vaeuolen, ferner 
dazwischen intakte oder zugrunde gehende Granuloeyten. In  der Umgebung dieser 
Streifen besteht keine Auflösung kollagener Fibrillen. Die Identifizierung dieser 
genannten Zellbëstandteile gelingt nur an elektronenmikroskopisehen Bildern. 

Selten wurde eine Kombinat ion von Charakteristika der Fibroeyten mit den- 
jenigen von Granuloeyten gefunden (Abb. 6): In  einem Fibrocyten, der sonst 
nur mäßig verändert erscheint, liegen große, annähernd rundliche Körper. Sie 
sind durch eine Membran gegen das umgebende Cytoplasma abgegrenzt und 
enthalten neben wenig Glykogen sehr reichlich kleinere, unterschiedlich große, 
runde dunkle Körper. Diese entsprechen anscheinend in ihrer Feinstruktur den 
nach 12 Std beschriebenen Lysosomen, jene waren aber vielgestaltiger und lagen 
einzeln. In  der Umgebung der größeren Einsehlfisse findet sieh auch im Cyto- 
plasma des Fibroeyten eine Ansammlung von Glykogen, während der übrige An- 
teil des Fibroeyten kein Glykogen zeigt. 

Wie schon besehrieben, lassen sieh einzeln liegende und dem Verband von 
Fibroeyten angegliederte Granulocyten zeigen. Auffallend ist immer wieder die 
große Kerndiehte sowie die große Zahl an Lysosomen und Glykogengranula. 
Mehrfach und häufiger als bei Fibrocyten kommt  ein Centriol zur Beobachtung. 
Mitoehondrien sind dagegen ausgesprochen selten. Eine charakteristische Be- 
sonderheit stellen in Zusammenhang mit  den Kernen stehende streifen- oder 
halbringförmige Strukturen dar, die wie eine sehlaufenartige Verdiehtung und 
Verbreiterung der Kernmembran  importieren (Abb. 9). Daß es sieh um Ein- 
schübe von Naehbarsubstanz in Kernmaterial  handelt, das durch eine quer- 
verlaufende Sehnittriehtung ringförmig umgrenzt erscheint, läßt sieh ausschließen 
(Abb. 9, Einsehub). 

Abb. 7. Streifenförmige Nekrose 48 Std nach Boviserin-Injektion. Kernreste. 11600:1. 
Einschub: Tubuläre Strukturen in einem nekrotischen Bezirk, 72 Std nach Injektion. 

12 800:1 

Abb. 8. 48 Std nach Injektion von Boviserin mit Ferritinzusatz; das Entzündungsbild 
wird durch massenhaft einkernige t~undzellen beherrscht. 12800:1 

Abb. 9. Granuloeyt mit charakteristiseher Kernsegmentierung (a) und sehlaufenartiger 
Bildung an einem Kernanteil (A), Granula (b) und Glykogen (c), 38 Std nach Injektion. 

12 800:1. Einschub : Unvollständige Schlaufe, Stufensehnitt. 10 000:1 



62 K. Höhfeld und H. Pau: 

5. 48 Std nach Injektion 

Nach 48 Std ist die Streifenbildung zwischen Hornhautzentrum und Limbus 
deutlich ausgebildet, am lebenden Tier beobachtet man jetzt eine neben der 
allgemeinen diffusen, opak erscheinenden Trübnng eine dichtere zentrale Trübung. 
Innerhalb der Streifenbildung finden sich wieder die charakteristischen, gut 
sichtbaren Zellreste, jetzt auch vermehrt Granuloeyten. Im Stroma, das den 
Nekrosestreifen benachbart ist, lassen sich Grannla von der Größe und Dichte 
der Glykogengranula frei nachweisen.. In einem zentralen Bereich findet sich ein 
Bündel einer sehr feinfilamentären Substanz, die dem Aussehen von Fibrin 
ähnlich ist. Die Veränderungen an den Fibroblasten entsprechen denen, die 
nach 38 Std auftraten, vacuolige Erweiterungen des endoplasmatisehen Reticulum 
herrschen vor. In der Peripherie sind Granuloeyten zwischen den Fibrocyten 
sichtbar. Weiterhin treten Makrophagen auf. Im zentralen Bereich sind vereinzelt 
auch undeutlich werdende Kollagenfibril]en zu beobachten. 

Injiziert man anstelle das Boviserin eine Mischung aus Boviserin mit Ferritin 
im Verhältnis 20:1, so kommt es sofort zu einer starken, nicht mehr verschwin- 
denden Trübung, der Entzündungsverlauf ist erheblich heftiger, wie oben be- 
schrieben. 

Auffallend ist hierbei im histologischen und elektronenmikroskopischen Bild 
nach 48 Std die Großzahl verschiedener mononucleärer Zellen (Abb. 8) und die 
Capillarisierung auch im zentralen Hornhautbereich. Den Capillaren gehen fl'ei 
im Gewebe nachweisbare Erythrocyten örtlich voraus (Jakus, 1954; Yamagami, 
1970). Ein Teil der mononueleären Zellen ist abgerundet, zeigt meist einen ein- 
zelnen, großen, annähernd runden oft exzentrischen Kern. Dem Aussehen nach 
könnte es sich um Plasmazcllen handeln. Die übrigen Zellen sind ebenfalls 
mononucleär, jedoch liegt der Kern nicht so deutlich exzentrisch, und im Cytoplas- 
ma fehlen die typischen endoplasmatischen Retieu]um-Strukturen. Granulocyten 
fehlen bei diesen Untersuchungen fast vollständig. Im übrigen kommen die 
gleichen Streifenbildungen nekrotischer Zellen sowie die anderen schon in den 
38 Std-Präparaten beschriebenen Veränderungen der Fibrocyten zur Darstellung. 
Es fallen ferner vermehrt die Zellen auf, die wie Makrophagen erscheinen. Zum 
Teil gehen diese anscheinend nach 48 Std auch schon zugrunde. Stärker als bei 
den anderen Versuchen tr i t t  eine Kollagennekrose hervor. 

6. 72 Std nach In]elction 

Die qualitativen Änderungen nach 72 Std sind gering. Nekrosestreifenbildung 
und Granulocyten zwischen Limbus und Injektionsstelle beherrschen das Bild. 
Die Nekrose ist großflächig und scharf abgesetzt gegen die Umgebung. Öfter 
treten zwiebelschalenartige Strukturen in zugrunde gehenden Zellen auf. Erst- 
mals lassen sich tubuläre Strukturen, die meist innerhalb einer rundlichen 
oder ovalen Vacuole liegen und auffallend gleichförmig sind, nachweisen (Ruska 
und Ruska, 1964; l~uska, 1966) (Abb. 7, Einschub). 

Gelegentlich zeigen periphere Fortsätze von Fibrocyten eigenartige sackartige 
Erweiterungen. Darin finden sich in einer feinkörnigen Grundsubstanz rundliche, 
elektronendiehte Körper. Dieselbe Beobachtung konnte erstmals 63 Std nach In- 
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jektion gemacht werden. Auch jetzt zeigen einzelne Fibroeyten noch Lysosomen 
vom Charakter der nach 12 Std beschriebenen. 

In sonst unverändert erscheinenden Granulocyten kommt es häufiger zu der 
beschriebenen Ausbildung von Kernschlaufen. Auch jetzt finden sieh noch Zell- 
untergänge. Ganz vereinzelt treten auch lymphocytenähnliche Zellen auf. 

Im Gegensatz zu den Capillarisierungen 48 Std nach Boviserin mit Ferritin 
ist 72 Std nach reiner Boviserin-Injektion keine Capillarisierung nachweisbar. 

Degenerative Vorgänge dauern weiter an, und auch 120 Std nach Injektion 
ist noch keine wesentliche Änderung dieses Bildes eingetreten. 

Diskussion 

Die anfänglich gestellte Frage, wieweit Reaktionen des lokalen Bindegewebes 
und seiner Zellen und der Blutgefäße auf einen örtlichen Entzündungsreiz 
getrennt beobachtet werden können, läßt eine begrenzte Beantwortung zu. 

Sehr früh, d.h. schon 12 Std nach Injektion, lassen sieh zwischen Limbus 
und Injektionsstelle Granuloeyten beobachten, deren Zahl mit waehsender Zeit 
nach der Injektion deutlich zunimmt. Abhängig ist ihre Zahl auch vom Grad 
der Entzündung, der bei den einzelnen Tieren variiert. Die histologiseh häufig 
nicht klar erkennbaren Granuloeyten lassen sieh elektronenmikroskopisch meist 
deutlich von anderen Zellen unterscheiden. Selten nur treten Kombinations- 
formen zwischen Fibrocyten und Granuloeyten auf (Abb. 6). 

Die Reaktion des Randsehlingennetzes mit Gefäßerweiterung und Extravasaten 
läßt den Rückschluß auf eine frühe Beteiligung der Blutgefäße und der Zellen 
des Blutes am Entzündungsvorgang zu. Ein deutlicher Hinweis ist die gefundene 
Capillarisierung] in! den 2 Fällen der kombinierten Injektion von Boviserin mit 
Ferritin. Hier wird auch die Bedeutinng des injizierten Materials für die Art 
der einwandernden Zellen offenbar, es finden sieh hier fast nur Plasmazellen 
und Lymphoeyten. Die Einwanderung von Granuloeyten vom Limbus her wird 
so als abhängig von den Versuchsbedingungen erkennbar. Die Reaktion der 
örtlichen Bindegewebszellen sind degenerativer und reaktiver Art, sie bestehen 
z.T. in Zelluntergängen und z.T. in Neubildungen von Cytoplasma und Kern- 
bestandteilen sowie in Vermehrung oder Vergrößerung schon vorhandener Zell- 
organellen. 

Eine Restitution ist bis 120 Std nach Injektion noch nicht zu beobachten, 
selbst in einem Fall 24 Tage nach Injektion war es noch zu keiner Reloaration 
gekommen. 

Im Hinblick auf die Herkunft  der vermehrt gefundenen Makrophagen sind 
in der Literatur die Anffassungen unterschiedlich (Literatur s. Burkl und Sehwab, 
1959; van Wink]e, 1967). Diese Frage ist auch nach den hier mitgeteilten elek- 
tronenmikroskopisehen Befunden nicht geklärt. Formale Ähnlichkeit ist für die 
Entstehung von Makrophagen aus Fibroblasten kein ausreichender Beweis (s. auch 
Kitano und Goldmann, 1966). 

Auch bei makroskopisch zentral erscheinender Trübung ließ sieh in unseren 
Fällen histologisch und elektronenmikroskopisch eine kontinuierliehe, streifen- 
artige Verbindung zwischen Herd und Limbus nachweisen. Diese besteht aus 
reichlich nekrotischen Zellen, Zellresten und Granulocyten. 
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Von Anfang an besteht  eine deutliche Mitbeteil igung des Randschl ingen-  
netzes. Unte r  diesen Untersuchungsbedingungen  ist die H o r n h a u t  mi t  ihrem 
Randschl ingennetz  als eine synergistisch arbei tende Einhei t  zu verstehen. 
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