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Morphological Findings in the Corneal Stroma after Injection
of Heterogenous Proteins

Summary. Injection of foreign protein (Boviserin) into the centre of rabbit cornea induces
a characteristic inflammatory reaction, in which polymorphonuclear granulocytes predominate.
The central inflammation extends radially only as narrow processes as far as the limbus
bacause of the injection method and the lamellar structure of the cornea. The vessels in the
limbus react by dilatation and extravasation. The fibrocytes in the stroma show activity
depending on the duration of the inflammation. Numerous fibrocytes also die. Transitional
forms between fibrocytes and granulocytes are detectable only occasionally. In our experi-
ments the majority of cells foreign to the area are abviously immigrants. By adding
ferritin to the Boviserin a completely different inflammatory picture is produced and at the
same time a surprisingly early capillarisation of the cornea.

Zusammenfassung. Injektion von Fremdeiweil (Boviserin) in das Zentrum der Kaninchen-
hornhaut ruft ein charakteristisches Entziindungsbild hervor, in dem polymorphkernige
Granulozyten vorherrschen. Die zentrale Entziindung erstreckt sich meist nur mit einem
schmalen, radidren Fortsatz bis zam Limbus. Dies erklidrt sich durch die Injektionstechnik
und den lamelliren Hornhautbau. Die Limbusgefdfie reagieren hier mit Erweiterung und
Extravasaten. Die Fibrocyten des Stroma zeigen Aktivitdt in Abhingigkeit von der Dauer
der Entziindung. Zahlreiche Fibrocyten gehen auch zugrunde. Ubergangsformen 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 voéllig anderes Entziindungsbild und gleichzeitig eine
iberraschend frithzeitige Capillarisierung der Hornhaut.

Einleitung

Der wirksam gewordene, ortlich begrenzte entziindliche Reiz setzt Reaktionen
an den BlutgefiBen und am Bindegewebe in Gang. Seit Virchow (1871) und spéter
Cohnheim (1873, 1878) bestehen gegensitzliche Ansichten beziiglich der Prioritat
und Bedeutung dieser beiden Reaktionen (Biichner, 1956; Fasske, 1961, 1962).
Zahlreiche Autoren sind zu divergierenden Ansichten gekommen, gerade auch im
Hinblick auf die am Entziindungsvorgang beteiligten Zellen und ibhre Herkunft
(Marchand, 1924 ; v. Méllendorff und v. Méllendorff, 1926 ; Maximow, 1927, 1929;
Busse-Grawitz, 1949, 1953, 1963; Hamperl, 1954; Pau, 1959; Letterer, 1959;
Gusek, 1960, 1962; Fasske, 1961, 1962; Fritsch und v. Barsewisch, 1965; Doerr
et al., 1965 ; Miiller, 1965 ; Gieseking, 1966 ; Backmann und Miller, 1966; ausfihr-
liche Literatur bei Gusek, 1962). Wohl auch unter dem Eindruck dieser Gegen-



Hornhautstroma nach Injektion von artfremdem Eiweil3 53

sitze ist die Vorstellung Letterer’s vom , Histion als synergistisch wirkender
Einheit von Bindegewebsanteil und Blutgefillen entstanden.

Zur Untersuchung der beiden genannten Reaktionen bietet sich die Hornhaut
des Auges an, da es sich bei dem Stroma der Hornhaut um ein gefdffreies, kolla-
genes Bindegewebe handelt. Bestimmte Voraussetzungen miissen gegeben sein,
damit eine zu frithe und intensive Mitreaktion des Randschlingennetzes vermieden
wird. Dann erscheint es méglich, in den Anfangsstadien der Entziindung eine
Diiferenzierung der Reaktionen des Bindegewebes, hier also des Hornhautstroma
bzw. seiner Zellen und der Blutgefile des Randschlingennetzes vorzunehmen.

Untersuchungsgut und Methodik

Als Versuchstiere dienten 13 Kaninchen mit einem durchschnittlichen Koérpergewicht
von 3000 g. Zur Erzeugung einer Hornhautentzindung verwendeten wir handelsiibliches
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, Fille, in denen es
doch zur Perforation kam, wurden ausgeschieden. Im AnschluB an die Injektion wurde
einmalig Kanamytrex-Augensalbe eingestrichen. Die Hornhaut wurde in Evipan- bzw.
Nembutal-Narkose entnommen, anschlieBend sofort 45 min in 3,5% Glutaraldehydlésung,
gelost in Phosphat-Puffer (pH 7,2) und 90min in 1% OsO* fixiert, dann nach Xnt-
wisserung in Epon 812 eingebettet. Untersuchungen erfolgten 12, 24, 38, 48, 72 und
120 Std nach Injektion, aullerdem auch an nicht behandelten Hornhéuten.

Eine orientierte Zerkleinerung der Hornhaut in rechteckige Stiicke erfolgte meist wihrend
der Zeit der Fixierung in Glutaraldehyd. Die Dinnschnitte kontrastierten wir je 15 min
mit Uranylacetat und Bleicitrat. Die elektronenmikroskopische Untersuchung fithrten wir am
Siemens UM 100 durch. AuBerdem wuntersuchten wir histologisches Material, nimlich
Gefrierschnitte von nicht fixierten Hornhduten und Semidiinnschnitte, die mit Himatoxilin
nach Weigert und Sudanschwarz B (Romeis, 1968) bzw. mit Toluidinblau gefdrbt wurden.

Elektronen- und lichtmikroskopische Befunde am unverdnderten
Hornhautstroma und nach Injektion von artfremdem Eiweily

Unmittelbar nach der Injektion von Boviserin traten graue Tribungen des Hornhaut-
stromas auf, die innerhalb von 4—6 Std weitgehend verschwanden und eine leichte, schleier-
artige Tritbung zuriickliefen. Nach 24 Std bestand immer ein kleiner, dichter grauer Fleck
im Bereich der Einstichstelle der Nadel, der sich allmihlich vergréferte oder auch bei
gering ausgeprigter Reaktion allmshlich verschwand. Die Epitheldecke war geschlossen. Die
Reaktion des Randschlingennetzes war unterschiedlich ausgeprigt, in einigen Fillen an-
scheinend fast ganz fehlend, in anderen deutlicher. Auch dann war sie aber immer nur
auf den kleinen Anteil beschréankt, der der Nadelspitze gegentiber lag. Dies hing offensichtlich
mit der Injektionstechnik und dem lamelliren Bau der Hornhaut zusammen. Die injizierte
Flissigkeit wurde offenbar bevorzugt in Richtung auf den Limbus zu gedringt und spaltete
dabei die Hornhaut. (Die Nadel wurde, um eine Perforation zu vermeiden, nicht senkrecht,
sondern schriig in die Hornhaut eingestochen.)

Ein entsprechend dem makroskopischen Bild der zentralen Hornhauttriibung
histologisch allseits abgegrenzter zentraler Herd findet sich histologisch nicht.
Gefrierschnitte durch einen Radius zwischen dem Injektionszentrum und dem
Limbusanteil mit deutlicher GefdBerweiterung zeigten nach 48 Std das Bestehen
einer schmalen, den Limbus erreichenden Nekrosezone. Hier fand sich reichlich
Sudanschwarz B-farbbares Material (Abb. 1a). Im Bereich der GefdBerweiterungen
am Limbus konnten bei Tieren, denen vor der Totung i.v. retrograd Tusche
und Kongorot injiziert wurde, 48 Std nach Injektion deutliche Extravasate nach-
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gewiesen werden (Abb. 1c). Es zeigte sich, daB bei Zusatz von Ferritin, das
urspringlich der elektronenmikroskopischen Markierung der Injektionsfliissigkeit
dienen sollte, die Entziindung der Hornhaut erheblich heftiger verlief und schon
48 Stunden nach Injektion eine Vascularisation auch der zentralen Hornhaut-
anteile eingetreten war, die ibren Ausgang von den genannten Limbusanteilen
genommen hatte. Das Vorhandensein von streifenférmigen Nekrosezonen lieB sich
auch an Semidiinnschnitten verfolgen (Abb. 1b), von demen wir zur Ubersicht
Serienschnitte anfertigten. Es wurde bei einer Schnittdicke von ca. 2 um jeder
10.—15. Schnitt verwendet. Die Schnittrichtung verlief quer zur Lingsrichtung
des Streifens. Auch elektronenmikroskopisch zu untersuchende Schnitte wurden
von diesen Praparaten angefertigt.

Im histologischen Préparat fanden sich 6fter Zellen, die mit dieser Technik
nicht mehr eindeutig einzuordnen waren. Bei elektronenmikroskopischen Kon-
trollen gelang es dagegen, soweit es sich um intakte Zellen handelte, eine
Differenzierung zu erreichen. Insbesondere gelang es, Fibrocyten und Granulo-
cyten zu unterscheiden, obwohl die Granulocyten infolge des lamelliren Baus der
Hornhaut meist eine sehr langgestreckte, den Fibrocyten dhnliche Form annah-
men. Jedoch unterschieden sich Kern und Cytoplasma sowohl in der Struktur-
dichte als auch im Auftreten charakteristischer Zellorganellen. Selten fanden
wir in der gleichen Zelle die Charakteristika sowohl von Fibrocyten als auch
von Granulocyten (Abb. 6). Meist fehlten eindeutige Ubergangsformen.

1. Unbehandelte Hornhaut

Die Hornhautstromazellen, dem Aussehen nach typische Fibrocyten, sind langgestreckt,
6fter verzweigt und dann dreipolig (Abb. 2). Die charakteristischen Kaniilchen des endo-
plasmatischen Reticulums mit meist durchgehenden Ribosomensiumen konnen stellenweise
unterschiedlich weit sein. Gelegentlich haben sie offene Verbindung zu der spaltférmigen,
gleichmiBig breiten perinucledren Zisterne. Die Auslaufer der Fibrocyten sind lang, oft sehr
diinn und immer durch das charakteristische endoplasmatische Reticulum erkennbar. Im
Cytoplasma finden sich wenig Mitochondrien, gelegentlich Vacuolen oder als Lysosomen
erscheinende Korper, selten Fetttropfen, und bei diesen Untersuchungen kein Glycogen.

Der Kern ist langgestreckt, dabei gebuchtet, wie ,,gezéhnt* erscheinend und 188t oft
nur einen schmalen Cytoplasmasaum frei. Die Kernrandzone ist etwa 250 A breit, elektronen-
dichter und besteht anscheinend aus zwei Schichten mit feinem dazwischenliegendem Spalt-
raum. Innen sind kleine Granula von der Grifle von Ribosomen angelagert. Das Kern-
plasma ist kornig, gelegentlich verdichtet und dann grobschollig, sonst weniger elektronen-
dicht. Nucleoli sind durchweg nicht nachweisbar.

Im Hornhautstroma, das den bekannten regelmifBigen Aufbau aus sich schrig kreuzenden
Biindeln kollagener Fibrillen zeigt, findet man 6fter auch Mikrofibrillen. Nahe der Zellwand
von Fibrocyten lassen sich noch Protofibrillen und innerhalb der Zellen ebenfalls feine Fila-
mente zeigen. Die Kittsubstanz zwischen den Fibrillen tritt elektronenmikroskopisch nicht
in Erscheinung.

AuBer diesen charakteristischen, wie oben beschriebenen Zellen finden sich vereinzelt
Makrophagen (Abb. 3). Die Form ist weniger langgestreckt, das endoplasmatische Reticulum
ist deutlich spérlicher, dagegen treten reichlich Mitochondrien und primére und sekundire
Lysosomen auf. Die Grundsubstanz des Cytoplasma ist feingranuldr und weniger elektronen-
dicht. Der Kern ist weniger ausfiillend, rundlicher und éfter exzentrisch.

2. 12 Std nach Injektion

12 Std nach Injektion von 0,1—0,2 ml Boviserin zentral in das Hornhaut-
stroma bestebt makroskopisch eine nur miBige diffuse Tritbung der Hornhaut.
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Abb. 1. a Gefrierschnitt der Hornhaut, 48 Std nach Boviserin-Injektion. Nekrosestreifen (A).

Sudanschwarz B. 56:1. b Semidiinnschnitt der Hornhaut, 72 Std nach Injektion. Zahlreiche

langgestreckte Granulocyten (A) in engem Kontakt zu Fibrocyten. Toluidinblau. 560:1.

¢ Gefrierschnitt, Extravasate am Limbus, 48 Std nach Injektion von Boviserin in die Horn-
haut. Tuschepriparat. 140:1
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Der Einstich und die unmittelbare Umgebung sind durch eine dichte Grau-
farbung markiert. Das Randschlingennetz ist leicht injiziert in dem Limbus-
bereich, der der Nadelspitze gegentiberlag. Histologisch findet sich im Injektions-
zentrum eine Zone mit Verlust der regelméfBigen Kollagenstruktur, Zerreiung
der Lamellen und Auftreten von méaBig dichtem, sehr feingranulirem Material.
Hierbei kénnte es sich um die injizierte Substanz handeln. Im nicht beschidigten
Bereich der Hornhaut zeigen einige Fibrocyten starke Vacuolisierung des Cyto-
plasma und Verdichtung der Kernrandzone. Es konnte sich um untergehende
Zellen handeln.

Am auffallendsten sind aber die runden bis ovalen, gelegentlich polymorphen
elektronendichten Kérper im Cytoplasma zahlreicher Fibrocyten (Abb. 4). Thre
GroBe in Abhdngigkeit und Schnittebene schwankt zwischen 0,4 ym und 0,8 pm,
groflere Langen betragen 1,2 pm. Zum Teil 148t sich eine feine umbhiillende
Membran erkennen. Die Beziehung zum endoplasmatischen Reticulum ist nicht
genau zu klédren. Das Innere dieser Kérper bestebt aus feingranuldrer Substanz,
anscheinend sind tubuldre und ringférmige Strukturen erkennbar.

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

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

3. 24 Std nach Injektion

Die beschriebenen Verdnderungen sind nun deutlicher und gréber geworden.
Das Cytoplasma der Fibrocyten zeigt auferdem unregelméBig geformte Vacuolen.
Die charakteristischen elektronendichten Kérper, die Lysosomen entsprechen
konnten, haben anscheinend durch Vereinigung mehrerer an Grofie zugenommen,
sind auch stellenweise in Auflésung begriffen und liegen am Rand der Vacuolen.
Fetttropfen werden &éfter nachweisbar, desgleichen tritt Glykogen vereinzelt auf.
In weniger stark alterierten Zellen hat das endoplasmatische Reticulum deutlich
zugenominen.

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

Abb. 3. Makrophage aus unbehandelter Hornhaut. Wenig elektronendichtes, feingranulidres
Cytoplasma. Verschiedene Vacuolen mit doppelter Membran (2), endoplasmatisches Reti-
culum (b), Mitochondrium (¢). 18300:1






K. Héhfeld et al.: Hornhautstroma nach Injektion von artfremdem Eiweill 59

Bei Ubersichtsaufnahmen fillt eine gewisse Zunahme der Dicke der Fibrocyten
auf.

Die Granulocyten sind auch hier nachweisbar, z.T. besteht enger Kontakt zu
den Fibrocyten, oft liegen sie auch vollig isoliert abgerundet im Stroma, z.T.
besitzen sie auffallende, tentakelartige Pseudopodien. Charakteristisch sind die
reichlichen Glykogenkérner. Ein deutlicher oder auffallender Untergang kollagener
Fibrillen hat nicht stattgefunden.

4. 38 Std nach Injektion

Die genannten Verinderungen lassen sich weiter verfolgen. Vacuolige Zell-
verdnderungen sind jetzt z.T. Anzeichen von Zelluntergingen, da die gesamte
Struktur aufgelockert, z.T. auch aufgeldst und weniger elektronendicht erscheint.
Typisch ist, daB diese Vacuolen oft von nicht intakten Membranen begrenzt
werden und sehr unregelmaBige Gestalt haben.

Daneben lassen sich Anderungen dhnlicher Art beobachten, die eher den
Riickschlufl auf eine aktive, nicht degenerative Reaktion der Fibrocyten nahe-
legen. Die hier zu beobachtenden, z.T. sehr groBien, 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. Im Inneren finden sich oft Reste einer wenig elektronendichten,
feinkdrnigen Substanz. Die perinucledre Zisterne ist streckenweise erweitert und
steht mit den vacuoligen endoplasmatischen Riumen mehrfach in freier Ver-
bindung. In einzelnen Fallen findet sich auch eine deutliche Zunahme des endo-
plasmatischen Reticulums, verbunden mit Fibrillogenese. Sonstige, schon genannte
Veranderungen, wie deutliches Hervortreten der Golgizone und Vermehrung von
Myelinfiguren sowie sekundére Liysosomen, sind auch hier wieder zu beobachten.
Eine Mitochondrienzunahme ist bisher nicht sicher.

Anderungen des gesamten Bildes lassen sich zusammenfassen in:

a) vermehrtem Auftreten von Makrophagen und erstmals

b) Nachweis von straBen- oder streifenformig gelagertem Material aus nekro-
tischen Zellen.

Uber die Herkunft der Makrophagen liBt sich keine Aussage machen, sowohl
erscheint ihre Umwandlung aus Fibrocyten maoglich als auch ihre Einwanderung,
da ja zum selben Zeitpunkt auch schon Granulocyten aufgetreten sind. Immerhin
besteht z.T. eine auffallende Ahnlichkeit der Gestalt zwischen Makrophagen und
Fibrocyten, unterschiedlich sind, wie schon beschrieben, Zusammensetzung und
Inhalt des Cytoplasma und Kernform und KerngroBe. Tm Gegensatz zu den oft
auch véllig 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 perinucleiren
Zisterne (a) eines breiten Fibrocyten 48 Std nach Boviserin-Injektion. 13000:1

Abb. 6. Fibrocyt mit elektronendichten Einschliissen, gegen das ungebundene Cytoplasma
durch eine Membran begrenzt (A) Freies Glykogen (e). 17400:1
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phagen und Fibrocyten immer einen engen lokalen Zusammenhang. Mehr abge-
rundete und weniger gestreckte Makrophagen zeigen Pseudopodienbildung, die
in geringem MaBe auch bei Fibrocyten beobachtet wird.

Neben verstreut liegenden, wenig elektronendichten und offenbar nekrotischen
einzelnen Fibroblasten findet sich die beschriebene Streifenbildung aus nekro-
tischem Material (Abb. 1a), das ausgeprigt elektronendicht erscheinende Zell-
bestandteile bietet (Abb. 7). Charakteristisch ist hier das Fehlen von Zellgrenzen,
denen diese Strukturen zugeordnet werden kénnten. Es finden sich sehr elektronen-
dichte Kernreste, oft noch mit Resten nachweisbarer Membranen, sog. nackte
Kerne, zahlreiche, unterschiedlich dichte Liysosomen, Reste von endoplasmati-
schem Reticulum, helle, feinkérnige Grundsubstanz und leere Vacuolen, ferner
dazwischen intakte oder zugrunde gehende Granulocyten. In der Umgebung dieser
Streifen besteht keine Auflésung kollagener Fibrillen. Die Identifizierung dieser
genannten Zellbestandteile gelingt nur an elektronenmikroskopischen Bildern.

Selten wurde eine Kombination von Charakteristika der Fibrocyten mit den-
jenigen von Granulocyten gefunden (Abb.6): In einem Fibrocyten, der sonst
nur méaBig verindert erscheint, liegen grofe, annihernd rundliche Korper. Sie
sind durch eine Membran gegen das umgebende Cytoplasma abgegrenzt und
enthalten neben wenig Glykogen sehr reichlich kleinere, unterschiedlich groBe,
runde dunkle Kérper. Diese entsprechen anscheinend in ihrer Feinstruktur den
nach 12 Std beschriebenen Lysosomen, jene waren aber vielgestaltiger und lagen
einzeln. In der Umgebung der grofleren Einschlisse findet sich auch im Cyto-
plasma des Fibrocyten eine Ansammlung von Glykogen, wihrend der iibrige An-
teil des Fibrocyten kein Glykogen zeigt.

Wie schon beschrieben, lassen sich einzeln liegende und dem Verband von
Fibrocyten angegliederte Granulocyten zeigen. Auffallend ist immer wieder die
groBe Kerndichte sowie die grofle Zahl an Lysosomen und Glykogengranula.
Mehrfach und hiufiger als bei Fibrocyten kommt ein Centriol zur Beobachtung.
Mitochondrien sind dagegen ausgesprochen selten. Eine charakteristische Be-
sonderheit stellen in Zusammenhang mit den Kernen stehende streifen- oder
halbringformige Strukturen dar, die wie eine schlaufenartige Verdichtung und
Verbreiterung der Kernmembran imponieren (Abb.9). DaBl es sich um Ein-
schitbe von Nachbarsubstanz in Kernmaterial handelt, das durch eine quer-

verlaufende Schnittrichtung ringférmig nmgrenzt erscheint, 148t sich ausschlieBen
(Abb. 9, Einschub).

Abb. 7. Streifenférmige Nekrose 48 Std nach Boviserin-Injektion. Kernreste. 11600:1.
Einschub: Tubulire Strukturen in einem nekrotischen Bezirk, 72 Std nach Injektion.
12800:1

Abb. 8. 48 Std nach Injektion von Boviserin mit Ferritinzusatz; das Entziindungsbild
wird durch massenhaft einkernige Rundzellen beherrscht. 12800:1

Abb. 9. Granulocyt mit charakteristischer Kernsegmentierung (az) und schlaufenartiger
Bildung an einem Kernanteil (4A), Granula (b) und Glykogen (c), 38 Std nach Injektion.
12800: 1. Einschub: Unvollstindige Schlaufe, Stufenschnitt. 10000:1
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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 Triibung eine dichtere zentrale Triibung.
Innerhalb der Streifenbildung finden sich wieder die charakteristischen, gut
sichtbaren Zellreste, jetzt auch vermehrt Granulocyten. Im Stroma, das den
Nekrosestreifen benachbart ist, lassen sich Granula von der GréBe und Dichte
der Glykogengranula frei nachweisen. In einem zentralen Bereich findet sich ein
Biindel einer sehr feinfilamentiren Substanz, die dem Aussehen von Fibrin
ahnlich ist. Die Verdnderungen an den Fibroblasten entsprechen denen, die
nach 38 Std auftraten, vacuolige Erweiterungen des endoplasmatischen Reticulum
herrschen vor. In der Peripherie sind Granulocyten zwischen den Fibrocyten
sichtbar. Weiterhin treten Makrophagen auf. Im zentralen Bereich sind vereinzelt
auch undeutlich werdende Kollagenfibrillen zu beobachten.

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

Auffallend ist hierbei im histologischen und elektronenmikroskopischen Bild
nach 48 Std die GroBzahl verschiedener mononucledrer Zellen (Abb. 8) und die
Capillarisierung auch im zentralen Hornhautbereich. Den Capillaren gehen frei
im Gewebe nachweisbare Erythrocyten ortlich voraus (Jakus, 1954; Yamagami,
1970). Ein Teil der mononucledren Zellen ist abgerundet, zeigt meist einen ein-
zelnen, grofen, anndhernd runden oft exzentrischen Kern. Dem Aussehen nach
konnte es sich um Plasmazellen handeln. Die iibrigen Zellen sind ebenfalls
mononucledr, jedoch liegt der Kern nicht so deutlich exzentrisch, und im Cytoplas-
ma fehlen die typischen endoplasmatischen Reticulum-Strukturen. Granulocyten
fehlen bei diesen Untersuchungen fast vollstindig. Im tibrigen kommen die
gleichen Streifenbildungen nekrotischer Zellen sowie die anderen schon in den
38 Std-Praparaten beschriebenen Verdnderungen 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. Stérker als bei
den anderen Versuchen tritt eine Kollagennekrose hervor.

6. 72 Std nach Injektion

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

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

In sonst unverdndert erscheinenden Granulocyten kommt es héiufiger zu der
beschriebenen Ausbildung von Kernschlaufen. Auch jetzt finden sich noch Zell-
unterginge. Ganz vereinzelt treten auch lymphocytenihnliche Zellen auf.

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

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

Diskussion

Die anfinglich gestellte Frage, wieweit Reaktionen des lokalen Bindegewebes
und seiner Zellen und der Blutgefifle auf einen o6rtlichen Entziindungsreiz
getrennt beobachtet werden kénnen, 146t eine begrenzte Beantwortung zu.

Sebr frith, d.h. schon 12 Std nach Injektion, lassen sich zwischen Limbus
und Injektionsstelle Granulocyten beobachten, deren Zahl mit wachsender Zeit
nach der Injektion deutlich zunimmt. Abhéngig ist ihre Zahl auch vom Grad
der Entzindung, der bei den einzelnen Tieren variiert. Die histologisch hdufig
nicht klar erkennbaren Granulocyten lassen sich elektronenmikroskopisch meist
deutlich von anderen Zellen unterscheiden. Selten nur freten Kombinations-
formen zwischen Fibrocyten und Granulocyten auf (Abb. 6).

Die Reaktion des Randschlingennetzes mit GeféBBerweiterung und Extravasaten
148t den Ruckschlufi auf eine frithe Beteiligung der Blutgefilie und der Zellen
des Blutes am Entziindungsvorgang zu. Ein deutlicher Hinweis ist die gefundene
Capillarisierung} in} den 2 Fillen der kombinierten Injektion von Boviserin mit
Ferritin. Hier wird auch die Bedeutiung des injizierten Materials fur die Art
der einwandernden Zellen offenbar, es finden sich hier fast nur Plasmazellen
und Lymphocyten. Die Einwanderung von Granulocyten vom Limbus her wird
so als abhingig von den Versuchsbedingungen erkennbar. Die Reaktion der
ortlichen Bindegewebszellen sind degenerativer und reaktiver Art, sie bestehen
z.T. in Zelluntergidngen und z.T. in Neubildungen von Cytoplasma und Kern-
bestandteilen sowie in Vermehrung oder Vergréfierung 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 Reparation
gekommen.

Im Hinblick auf die Herkunft der vermehrt gefundenen Makrophagen sind
in der Literatur die Auffassungen unterschiedlich (Literatur s. Burklund Schwab,
1959; van Winkle, 1967). Diese Frage ist auch nach den hier mitgeteilten elek-
tronenmikroskopischen Befunden nicht geklart. Formale Ahnlichkeit ist fir die
Entstehung von Makrophagen aus Fibroblasten kein ausreichender Beweis (s. auch
Kitano und Goldmann, 1966).

Auch bei makroskopisch zentral erscheinender Triibung lieB sich in unseren
Fallen histologisch und elektronenmikroskopisch eine kontinuierliche, 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 Mitbeteiligung des Randschlingen-
netzes. Unter diesen Untersuchungsbedingungen ist die Hornhaut mit ihrem
Randschlingennetz als eine synergistisch arbeitende Einheit zu verstehen.
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