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Aus dem Pathologischen Institut der Universitdt Marburg/Lahn
(Direktor: Prof. Dr. J. LiNzBACH)

Beitriige zur Histochemie der Blutgefiiflendothelien
und der Capillargrundhiutchen

Von
WaLDEMAR HorT und HEpwie Horr

Mit 1 Textabbildung in 3 Einzeldarstellungen
( Eingegangen am 26. Juli 1958 )

Alle Blutgefafe sind an ihrer Innenseite von Endothel ausgekleidet.
Dieses fiir den morphologischen Betrachter scheinbar so einheitliche
Gewebe lebt in den verschiedenen GefdBabschnitten unter verschiedenen
Bedingungen und erfiillt unterschiedliche Aufgaben. Auf dem Endothel
von Arterien, Capillaren und Venenlastet ein verschieden hoher Blutdruck,
das Arterienendothel hat im wesentlichen eine abdichtende Funktion
(LinzBacH). Durch die Endothelmembran der Capillaren vollzieht sich in
der Peripherie der Stoffaustausch. Dabei kommt es zu Verdnderungen
im Gas- und Nahrstoffgehalt des Blutes, so dal die am Endothel vorbei-
stromende Blutflissigkeit in Arterien, Capillaren und Venen unterschied-
lich zusammengesetzt ist. Hs ist wenig Sicheres dariiber bekannt, ob
diesen standortbedingten Verschiedenheiten auch Abwandlungen in der
Gestalt, in den Bausteinen und im Fermentgehalt der Endothelzellen
entsprechen (s. AvrscHur). Uber morphologische Unterschiede am
Venen- und Arterienendothel ist friither berichtet worden (LiNzBAcCH
und Hort).

Durch diese Untersuchungen angeregt, stellten wir uns die Aufgabe,
an gesunden Tieren (vor allem Meerschweinchen, daneben auch Hunden
und Ratten) vergleichende Untersuchungen iber den Fermentgehalt
verschiedener BlutgefdBendothelien durchzufiithren. Ausgewéhlt wurden
zwel wesentliche Fermente, die alkalische Phosphatase und die Bernstein-
sduredehydrogenase Beide sollten mit verschiedenen Nachweismethoden
untersucht und auBlerdem sollte an einigen Geweben ein Einblick in
das Cytochrom-Cytochromoxydase-System der Endothelien mit der
Nadi-Reaktion gewonnen werden. An den Capillaren wollten wir die
Befunde am Endothel vervollsténdigen durch die Darstellung der Grund.-
héutchen in verschiedenen Capillarprovinzen mit Hilfe der Perjodséiure-
Leukofuchsin-(= PAS-)Farbung.
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I. Alkaliseche Phosphatase

In seiner grundlegenden Arbeit beschrisb GoMogri, dafl die Gefafle, besonders
die Capillaren und Précapillaren, bei den meisten Tierarten viel alkalische Phos-
phatase (a.Ph.) enthalten, daB aber bei einzelnen Tierarten bemerkenswerte
Differenzen bestehen. Bei der Ratte seien alle Capillaren positiv. Boorwz (1)
untersuchte zahlreiche Meerschweinchenorgane, NEwmaw, FEI¢IN und WoLr
berichteten iiber die a. Ph. in sehr vielen Organen bei mehreren Nagetierarten.
Wihrend die positiven Capillaren von diesen Untersuchern stets hervorgehoben
werden, sind die Endothelien der groBen GefaBe niemals besonders erwihnt, und
deshalb ist anzunehmen, daf sie ungefarbt geblieben waren. Andere Autoren
gprechen in ihren Berichten nur unverbindlich vom GefiBendothel. Vereinzelt
sind positive Endothelien in manchen groBen BlutgefiBien beschrieben worden,
z. B. von KaRr, BANERJEE u. GHOSH in der Rattenniere und SEERLOCK und
WaALSHE in den Zentralvenen der menschlichen Leber (s. auch GoEssner). Positive
Endothelien in gréBeren LungengefiBen bei Mensch und Maus werden von KaBaT
und FurtH erwahnt und von PEARSE in einer grofieren Lungenarterie abgebildet.
In der Milz hebt GomssNER beim Menschen und einigen Tierarten positive Endo-
thelien in Zentralarterien hervor.

Material und Methoden

a) Methode nach GomoRri (s. PEAmsE). Gefrierschnitte nach Formalinfixierung,
10—15 u, Inkubationszeit: einheitlich 2 Std.

Untersucht wurden: 1. 6 méannliche, mit pflanzlicher Kost erniahrte Meer-
schweinchen, davon 3 jugendliche (335--390 g) und 3 ausgewachsene (595-—735 g);
5 Tiere wurden mit Ather, eines durch Nackenschlag getdtet. 2. Eine erwachsene
weibliche Ratte, durch Nackenschlag getotet. 3. Zwei kleinere Hunde (Barbiturat-
Narkose; Organstiickchen nach dem Entbluten entnommen).

b) Kupplungsreaktion nach PEarsE. Gefrierschnitte 10—15 p. Als Diazonium-
salz wurde diazotiertes 5-Chlor-o-toluidin verwendet. Inkubationszeit: '/, und
1 Std.

Untersucht wurden: 4 ménnliche Meerschweinchen (450—735g). TFerner:
Dieselbe Ratte und dieselben Hunde wie bei der Gomori-Methode.

In beiden Versuchsreihen wurden folgende Organe untersucht: Meerschwein-
chen: In der Regel von jedem Tier alle in Tabelle 1 aufgefithrten Organe. Ratte:
Dieselben Organe auller dem Pankreas. Zusétzlich wurde ein Uterushorn unter-
sucht. Hund: Dieselben Organe wie beim Meerschweinchen mit Ausnahme vom
Zentralnervensystem, Netz und Hoden. Die Organstiickchen aus der Brust- und
Bauchhohle waren bei allen Tieren spétestens 15 min p. m. entnommen, beim
Zentralnervensystem des Meerschweinchens dauerte es manchmal etwas linger,
maximal bis zul/, Std. Erganzende Untersuchungen wurden an einzelnen Organen
(Milz, Sehne, groBle Gefafle) von einigen weiteren Meerschweinchen und Hunden
durchgefithrt.

Ergebnisse

a) Meerschweinchen. Die Befunde sind in Tabelle 1 zusammengestellt.
Unterschiede in Abhéngigkeit vom Lebensalter (jugendliche oder er-
wachsene Tiere) oder von der Todesart (Ather, Nackenschlag) ergaben
sich nicht (s. dagegen PLENERT).

Capillaren. Die Gomori-Methode ergab eine quantitative oder an-
nadhernd quantitative (bei einzelnen Tieren auch geringere) Darstellung
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der Haargefifle im Zentralnervensystem, Herzmuskel und Pankreas
sowie an der Basis der Magenschleimhaut. Ziemlich reichlich positive
Capillaren fanden sich auch im Zwerchfell, mehrere in der Milz (innerhalb
der Follikel und in ihren Randzonen) sowie im Diinndarm, vereinzelte
im Dickdarm. Im Hoden sahen wir 6fter positive Capillaren. Da wir
von diesem Organ aber Quetschpriparate untersuchten, konnen wir

Tabelle 1. Befunde am Meerschweinchenendothel

i ormazan g
phlkatische | eihode nagh
ZWEIFACH U. FRIED)
Copillaren | IR | iThven| ot
GroBhirn. . . . . . . . + 4+ -+
Kleinhirn . . . . . . . 44 } s. Text| -+ } 8. Text
Riickenmark . . . . . . 4k +
Herzmuskel . . . . . . +-- | negativ -+ +
Zwerchfell . . . . . . . ++ negativ + +
Pankreas. . . . . . . . +-++4 | negativ | (+) -+
Magen, Schleimhaut. . . - negativ -+ +
Diinndarm, Schleimhaut . + negativ -+ +
Dickdarm, Schleimhaut . (-+) negativ | (+) -+
Milz. . ... .. ... -+ selten +{ -+ +
Hoden. . . . . . . . . +- negativ + -+
Nebenniere . . . . . . . ? negativ -+ -k
Grofles Netz . . . . . . negativ | negativ | 4 nicht zu
. beurteilen
Niere . . . . . . . .. negativ | negativ -+ +
Leber . . . . . . . .. negativ | negativ - +
Lunge . . . . . . . .. negativ | negativ | (+) -+
Aorta . . . . . . . .. negativ -+

Erlduterung: Grofle Gefalle = Arterien und Venen.

keine quantitativen Aussagen machen. In der Nebennierenrinde waren
im duBeren und mittleren Anteil neben dem Plasma auch die Grenzen
der Parenchymzellen deutlich gefirbt, eine Abgrenzung von den Sinus-
wanden war uns nicht mdglich. Ungefidrbt blieben die Capillarwidnde in
Lunge, Niere, Leber und Netz, ebenso in Langsschnitten durch 6 Achilles-
sehnen. Unsere Befunde stimmen meist mit denen anderer Autoren
iiberein, besonders mit den obenerwéhnten. Bei Capillaren mit geringer
Aktivitdt der a. Ph. differieren die Angaben ofter, weil die Stérke der
Reaktion von der Inkubationsdauer abhingt. Es ist bekannt, dall bei
iiberlanger Inkubationszeit schlieBlich sémtliche Gewebs- und Zellstruk-
turen geschwirzt werden kénnen (Horowirz).

Die Kupplungsreaktion ergab prinzipiell dieselben Befunde wie die
Gomori-Methode, nur war die Capillardarstellung im allgemeinen spér-
licher. Auch Yorovama, STowsLL und MATTEWS sowie JOHNSON und
KucrLEr hoben die geringere Empfindlichkeit dieser Methode hervor.

40*



594 Warpemar Horr und Hepwic Horr:

In den positiven Endothelzellen schligt sich der Azofarbstoff in kleinen
roten Kérnchen nieder, die 6fter um die Zellkerne herum angeordnet
sind. Im Gegensatz dazu stellen sich bei der Gomori-Methode die
Capillaren als schwérzlich gefirbte Rohrchen dar, in denen héufig die
Endothelkerne dunkler gefarbt sind.

Uber die Lokalisation der a. Ph. innerhalb der Capillarwinde lassen
sich nur begrenzte Aussagen machen. Ob die Grundhéutchen a. Ph. ent-
halten, ist nicht zu entscheiden. Sie sind so diinn, daB man sie licht-
mikroskopisch nicht gegen den schmalen Endothelbelag abgrenzen kann
(s. 8.609). Dagegen gibt es fiir die intracellulire Lage deutliche Hinweise,
weil man bei der Kupplungsréaktion ofter rote Kornchen auch in dem
diinnen Plasmasaum zwischen Kern und Lichtung sieht.

Grofle Gefifle. Im Gegensatz zu den zahlreichen positiven Capillar-
provinzen blieben die Endothelien in der Aorta und in den grofen Gefifen
fast aller untersuchten Organe regelmifig negativ. Ausnahmen beob-
achteten wir nur im Zentralnervensystem und vereinzelt in der Milz.

Im Hirngewebe sind auBer den Capillaren auch die Endothelzellen
der groferen Blutgefiafle positiv. Diese Gefdfle zeichnen sich durch ihre
Diinnwandigkeit aus. In der Regel sind sie nur von einer einzigen Lage
glatter Muskelzellen umgeben, wahrend entsprechend weite Arterien und
Venen in anderen Organen gewohnlich dickere Winde haben.

In der Milz beobachteten wir bei 2 Meerschweinchen von insgesamt
17 untersuchten Tieren in der Intima einzelner Zentralarterien zahlreiche,
bei der Kupplungsreaktion rotgekérnte (und nach (GomorI schwarz
gefirbte) Zellen (vgl. auch GorssNER). Sie reichen oft bis an die Lichtung
heran und haben hiufig lange Fortsitze, die sich in die GefiBfiwand
hinein erstrecken. Daneben kommen aber auch rotgekornte Zellen vor,
die nach Form und Lage ganz wie Endothelzellen aussehen. Es ist
moglich, daB es sich bei den beschriebenen Zellen z. T. um Wanderzellen
handelt, die von der Adventitia herstammen, denn dort kommen oft
zahlreiche &hnliche Zellen vor. AuBlerdem liegen in der Milzpulipa viele
positive Einzelzellen. '

Bei der Gomori-Reaktion kénnen positive Befunde durch Diffusion
vorgetduscht werden [s. FEIGIN und Wourr (1)]. An unseren Priparaten
sahen wir in den groBeren GeféBen von Niere, Nebenniere, Diinn- und
Dickdarm oft blafl gefidrbte Endothelkerne. Diesen Befunden war aber
eine besonders intensive Parenchymreaktion in der Nachbarschaft
gemeinsam, und eine Fokaldiffusion lieB sich auch an der blassen Mit-
farbung aller anderen anliegenden Zellkerne ablesen. Fir ein Kunst-
produkt spricht aullerdem, daf diese Endothelien bei der Kupplungs-
reaktion ungefarbt blieben.

b) Baite. Die Ergebnisse stimmen meist mit den Befunden am Meer-
schweinchen iiberein. Im Uterus waren die Haargefdfle in der Schleim-
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haut und in der Muskulatur intensiv positiv. In der Lunge fanden sich
im lymphatischen Gewebe von Bronchialwinden wenige positive Capil-
laren (vgl. auch die positiven Befunde von KaBar und FurTtH sowie
Newman, Feiciv und Worr und auch HerNzrionseN in Lymphknoten).
Uber die Capillaren in der Darmschleimhaut lieB sich wegen der zahl-
reichen positiven langgestreckten Bindegewebszellen keine Aussage
machen.

Lepuc und WISLOOKI beschrieben, daB sich im Rattengehirn mit
der von ihmen benutzten, modifizierten Gomori-Methode zwar die
Arteriolen, nicht aber die Capillaren anfirben. Wir haben deshalb in
Kontrollpraparaten die Erythrocyten dargestellt und die Projektions-
zeichnungen dieser Schnitte mit den nach Gomori behandelten ver-
glichen. Die GefaBmuster stimmen so gut iiberein, daf die Capillaren
in unseren Gomori-Priparaten a. Ph. enthalten miissen [s. auch Fricix
und WoLF (2), NEUBECKER].

Unterschiede zum Meerschweinchen ergaben sich in der Niere und
Nebenniere. In der Niere waren bei der Gomori-Reaktion die Glomeruli
blaB positiv, und im Mark firbten sich Capillaren an [vgl. auch Sacas
und Durskas; Kar, BANERIEE und GHOSH; GomoRI, BOURNE (1) sowie
BespL und DuLskas beschrieben dagegen negative Glomeruli]. In der
Nebenniere wurden in Mark und Rinde die Capillaren intensiv gefirbt.

In den grofien Gefdfen und in der Aorta waren — genau wie beim
Meerschweinchen — die Endothelzellen negativ mit Ausnahme der
grofieren Blutgefille im Zentralnervensystem und einzelner Zentral-
arterien in der Milz.

¢) Hund. Die Ergebnisse decken sich im wesentlichen mit denen
beim Meerschweinchen. Abweichende Befunde ergaben sich in folgenden
Organen : In der Niere des einen Hundes waren einzelne Capillarschlingen
in den Glomeruli schwach positiv (s. auch KritzLER und BEAUBIEN
sowie WarNae und Grossman). In der Nebenniere fanden sich deutlich
positive Capillaren. Dagegen war im Pankreas (nur von einem Hund
untersucht) in den Haargefiflen keine a. Ph.-Aktivitdt nachweisbar
(s. auch Wane und GrossMAN, DELCOURT), ebensowenig in den Milz-
gefdfen.

Die Endothelien der groBen Gefille waren in allen untersuchten
Organen sowie in der Aorta, Lungenschlagader und im herznahen Anteil
der oberen Hohlvene negativ. Von 7 untersuchten Aortenwanden sahen
wir nur in einer vereinzelt positive Capillaren (Vasa vasorum). Diese
stammte von einem fetten Mops, bei dem auch in anderen Organen die
Capillaren auffallend stark reagierten. In dem an glatter Muskulatur
reichen Hauptstamm der Lungenschlagader kamen bei 1 von 3 Hunden
mehrere positive Capillaren vor, in der schmalen Muskelwand der Hohl-
venen sahen wir nur vereinzelt fraglich positive Capillaren. Dagegen
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waren in der Adventitia groBer GefédBe Capillaren mit deutlich nachweis.
barer a. Ph. ein hiufiger Befund.

Besprechung der Befunde

Die Befunde anderer Autoren und auch unsere eigenen Ergebnisse
zeigen, daB die a. Ph.-Aktivitit kein integrierender Bestandteil aller
Endothelzellen ist. Sie 148t sich in zahlreichen Capillarprovinzen nach-
weisen, in anderen dagegen und im Endothel der groBen Gefilie in der
Regel nicht.

Ein Deutungsversuch der vielfaltigen histochemischen Befunde setzt
die Kenntnis der Funktion der a. Ph. im Stoffwechselgeschehen voraus.
Die histochemischen Reaktionen kénnen zu dieser Kenntnis kaum etwas
beitragen, denn aus methodischen Griinden weist man die Wirksamkeit
der a.Ph. mit véllig unphysiologischen Phosphomonoesterasen nach.

Im Zellstoffwechsel spielen die Phosphorylierungen eine itherragende
Rolle. Es ist jedoch nicht im einzelnen bekannt, welche Reaktionen
von jenem Ferment kafalysiert werden, das sich histochemisch als a. Ph.
nachweisen 1a3t.

Gewichtige Argumente sprechen dafiir, daB die a. Ph. eine wesent-
liche Rolle beim Transport der Glucose durch die Zellen hindurch spielt.

Nach biochemischen Untersuchungen herrscht Einigkeit dariiber, dafi die Auf-
nahme von Glucose in die Zelle nicht allein durch Diffusion erfolgt, sondern dafl
héufig ein aktiver Transport — vermutlich durch enzymatische Phosphory-
lierung — mit im Spiele ist (s. KEnaU, LEFEVRE). Dieser Transport- (,,Carrier*-)
Mechanismus (s. auch pE Duve und H=Ers) soll bei der Glucoseaufnahme im
Dimnndarm und in den Nierentubuli mitwirken, also an den Orten mit der hochsten
a. Ph.-Aktivitit tiberbaupt, abgesehen vom Knochen. Fiir den Glucose-Transport
durch die Capillarwand wird derselbe aktive Zusatzmechanismus angenommen
(s. KUENAU, BaUr).

KEs fragt sich, ob man mit dieser Transport-Hypothese die unter-
schiedliche Verteilung der a. Ph. im Endothel verstehen kann. Wenn
man die HaargefdBe im Hinblick auf ihr Versorgungsgebiet betrachtet,
so fallt auf, daB die Organe mit stark positiven Capillaren wihrend ihrer
Tétigkeit einen regen Stoffwechsel haben. Dies gilt fir das Zentralnerven-
system, die Herz- und Skeletmuskulatur sowie fiir die Driisen mit
auBerer Sekretion (Ausnahme: Hund, Pankreas) und mit innerer Sekre-
tion (besonders nach DEMPsEY, GREEP und DEANE).

Die Capillaren ohne nachweisbare a. Ph.- Aktivitdt versorgen dagegen
entweder nur ein spérliches Parenchym (Glomeruli, Lungen, grofles Netz)
oder ein sehr anspruchloses Gewebe (Sehne). Nicht in dieses einfache
Schema hinein pafit die Leber, die weiter unten besprochen wird. Die
Winde der Arterien mit ibren negativen Endothelien gehoren zu den
bradytrophen Geweben (s. LinzBacH). Fir das Endothel der Aorta
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und der groBen Arterien kommt hinzu, dafl bei ihnen der Stoffaustausch
von der Lichtung her wahrscheinlich nur gering ist (LinzpacH).

Nach diesen Befunden halten wir es fiir sehr wahrscheinlich, daB
eine wesentliche Aufgabe der a. Ph. im Capillarendothel darin besteht, den
Glucosetransport zu den akliven Parenchymezellen hin zu beschleunigen,
damit dem Herzen und der Skeletmuskulatur gentigend Brennstoff zu-
gefithrt und der rege Stoffwechsel in den Parenchymzellen der ibrigen
Organe unterhalten werden kann. Dagegen dirfte in den Lungen-
alveolen, im groBen Netz, in den Sehnen und GefdBwéinden die langsame
Diffusion der Glucose durch das Endothel — ohne einen aktiven fermen-
tativen Zusatzmechanismus — fiir den Stoffwechsel der versorgten
Gewebe gentigen. In den Glomeruli kommt hinzu, dafl die Poren im
Endothel so grof sind, dafl die Glucosemolekiile miihelos hindurch-
flieBen konnen (s. Prasg). Eine Ausnahme bilden die Glomeruli der
Katzenniere, in denen viel a. Ph. nachweisbar ist (s. BAUR), sowie die
schwach positiven Glomeruli von Ratte und Hund.

Eine Sonderstellung nimmt unter den besprochenen Organen die
Leber ein, in der wir bei allen 3 untersuchten Tierarten trotz des sehr
aktiven Parenchyms in Ubereinstimmung mit RicarericH und WoLF;
JacoBY und Martin; HeErMAN und DeANE keine a. Ph.-Aktivitit im
Capillarendothel nachweisen konnten. Dagegen berichteten iiber positive
Ergebnisse Newnman, Feicix und WoLr bei der Ratte, Gomorr und
auch Kr11zLER und BEAUBIEN beim Hund sowie LEDUC und DEMPSEY
beim Meerschweinchen. GoEssNER beschrieb stark positive Sinuscapil-
laren beim Huhn.

Die fehlende oder die von manchen Autoren beschriebene geringe
a. Ph.-Aktivitit im Capillarendothel der Leber konnte durch folgende
Befunde verstdndlich werden: Nach elektronenmikroskopischen Unter-
suchungen von RUTTrNER und VoceL (bei Maus und Ratte) soll es in
den Lebersinus keine Basalmembranen geben. Die Kupfferschen Zellen
liegen direkt den Leberzellen an und lassen zwischen sich kleine
Liicken frei, in denen die Leberzellen unmittelbar vom trége vorbei-
flieBenden Blutstrom umspiilt werden. AuBerdem soll das Biut in der
Leber besonders langsam {lieBen (NorpMANN), so dall womdglich
geniigend Zeit fiir die Glucoseaufnahme durch reine Diffusion gegeben ist.

Bei unserem Deutungsversuch iiber die Aufgabe der a. Ph. im Gefi-
endothel bleiben manche Einzelheiten ritselhaft, vor allem die ofter
beobachtete ungleiche Fermentverteilung in denselben Capillarprovinzen
verschiedener Tierarten (s. auch GoEsSNER). Voraussetzung fir eine
vollstdndigere Erkenntnis der Zusammenhinge ist eine Vertiefung
unserer biochemischen Kenntnisse itber die Rolle der a. Ph. im Zellstoff-
wechsel und eine Erweiterung unseres morphologischen Wissens tiber
die submikroskopische Struktur der Gewebe.
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Offen ist die Frage, ob die in den Capillarwidnden vorkommende
a. Ph. auch in den Endothelzellen selbst gebildet oder ihnen durch den
Blutstrom zugefihrt wird. Heute wird als der Hauptbildungsort der
a. Ph. das Knochengewebe angenommen (Browx), und eingreifende
Untersuchungen scheinen gegen die Phosphatase-Bildung an den tibrigen
Orten ihres gréfiten Vorkommens — Niere und Darm — zu sprechen
(DarLcAARD).

II. Nachweis der endogenen Reduktionsaktivitit und der Bernsteinsiure-
dehydrogenase mit Tetrazoliumsalzen

Im Gegensatz zur a. Ph., die offenbar besondere Transportfunktionen
im Endothel ausiibt, sind an der biologischen Reduktion von Tetra-
zoliumsalzen und bei der Nadi-Reaktion Fermente der Zellatmung
beteiligt.

Die Bernsteinsduredehydrogenase (BDH) ibertragt als Bestandteil
eines der wichtigsten Redoxsysteme den Wasserstoff unter physio-
logischen Bedingungen auf das Cytochromsystem, bei ihrem histo-
chemischen Nachweis dagegen (teilweise) auf das Tetrazoliumsalz
[s. GoEBEL und PucHTLER (2), REMMELE].

Die Dehydrogenase-Aktivitdét der Endothelien hat bisher nur wenig Auf-
merksamkeit gefunden. DoERR erwihnte im Rahmen seiner Untersuchungen
mit der Triphenyltetrazoliumchlorid- (=TTC-) Methode (ohne zugefiigte Substrate)
lediglich in der Leber positive Endothelien. Basjusz dagegen wies mit ganz dhn-
licher Methodik in zahlreichen menschlichen Organen Formazankristalle in Capil-
laren nach. Er arbeitete allerdings mit ungewohnlich langen Inkubationszeiten
(16—20 8td). Mit Neotetrazolium- (= Tetrazolpurpur = NT-)Salzen (und Succinat)
blieben bei NEuMany und Kocm sowie RUTENBURG, WOLMAN und SELIGMAN
die Endothelien ungeférbt, bei Hsv und Hocr-LiceETI entweder farblos, oder sie
wurden nur ganz zart gefarbt. Auch PADYRULA, die mit Ditetrazoliumsalzen und
Succinat arbeitete und die Organe vor der Inkubation auswusch, berichtete iiber
negative Ergebnisse am Endothel. Die zitierten Untersuchungen wurden teils
unter aeroben, teils unter anaeroben Bedingungen durchgefithrt. Im Gegensatz
zu diesen Befunden berichteten ZwriracH und Frirp, daf bei weiblichen weillen
Ratten in den inneren Genitalorganen, in der Niere und der Arteria carotis die
Endothelien in Capillaren und groBen GefiaBlen deutliche Formazankristalle auf-
weisen. Sie benutzten eine leicht modifizierte NT-Technik (s. u.).

Wegen dieser widerspruchsvollen Befunde untersuchten wir die
Endothelien mit verschiedenen Methoden an Nativschnitfen und an
frischen Gewebsstiickchen. Bei der Stiickinkubation farben sich in dem
kleinen Gewebsblock die Randpartien nur so weit, wie der Reduktions-
indicator eindringen kann.

Material und Methoden

a) Stickinkubation. 1. Methode nach Zwerrace und Friep. [Relativ hohe
Konzentration NT (0,5%), Zusatz von Succinat und Aktivatoren. Die Konzen-
tration des zugefithrten Substrates gibt ZWEIFACH nicht an, wir wihlten 0,2 m.]
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Untersucht wurden 3 Meerschweinchen und 2 Hunde (dieselben wie bei der a. Ph.).
Als Substrat wurde entweder Mannose oder Na-Succinat verwendet. Inkubations-
zeit: 4 Std.

2. Nach Seriemax und RureENBURG [5. GOEBEL und PucHTLER (2)]. (0,1% NT
mit Phosphatpuffer und Na-succinat, ohne Aktivatoren.) Untersucht wurden
2 Meerschweinchen. Inkubation: 2 Std.

3. Nach ANToPOL, GLAUBACH und GoLDMANN. (0,5% NTin 0,85 %iger Kochsalz-
I6sung, ohne Substrat.) Untersucht wurde 1 Meerschweinchen. Inkubations-
dauer: 1 Std. Nach der Inkubation wurden die Gewebsstiickchen bei allen 3 Me-
thoden in Formalin fixiert und dann 10—15 u dicke Gefrierschnitte angefertigt.

b) Nativschnitte. Gearbeitet wurde ausschlieBlich mit der nach GoEBEL und
PUucHTLER (2) modifizierten Methode von SerieMaNx und RuTENBURG. (0,05 %ige
NT-Losung mit Phosphatpuffer, Na-Succinat und einigen Salzen sowie Zusatz
von KCN zum Ausschalten des Cytochromsystems als Wasserstoffacceptor.)

Untersucht wurden 3 Meerschweinchen sowie wenige Organe einer erwachsenen
weiblichen Ratte. Dicke der Nativschnitte: 10—15 4 (Messertiefkithlverfahren).
Inkubationsdauer: 2 Std.

Von den Meerschweinchen und Hunden wurden dieselben Organe wie bei der
a. Ph. untersucht.

Inkubiert wurde in allen Versuchen bet 37° C. Die untersuchten Meerschwein-
chen waren durchweg erwachsene minnliche Tiere.

Ergebnisse

a) Meerschweinchen. Methode nach ZweiracE und Friep: Die
groferen Gefifle und auch die Aorta enthalten regelmifig im Endothel
kleine blawe Kornchen (s. Abb. 1). Sie sind bei mittlerer VergroBerung
gut zu erkennen. Sie liegen zu mehreren, etwa 4—=6, selten weniger,
ofter mehr in einer Endothelzelle und sind um die Kerne herum an-
geordnet. Manchmal sieht man ein paar aneinanderliegende Kérnchen,
mitunter kommen auch kleine blaue Nadeln vor. Die Dichte der Kérn-
chen ist etwa so groBl wie in den glatten Muskelzellen der GefdiBwinde —
in Ubereinstimmung mit ZwriFAcH und FrieDp — oder wie in den inter-
stitiellen Bindegewebszellen. Geringe Intensitdtsunterschiede kommen
in verschiedenen Organen vor. Schwach ist die Reaktion z. B. in den
groBen Lungengefden.

Capillaren mit blauen Kornchen wurden in allen wntersuchien Organen
(s. Abb. 1), in manchen allerdings erst nach langem Suchen, gefunden.
Ob alle Capillaren in den untersuchten Organen positiv sind, 148t sich
nicht sagen, weil an den Gefrierschnitten die schwach positiven Capillar-
wénde oft von den viel stdrker mit blauen Kristallen beladenen Paren-
chymzellen tberdeckt werden. In Préparaten von Herz und Nebenniere
sieht man manchmal positive Capillaren besonders gut im unmittelbaren
Anschlufl an die gefirbte Randzone im sonst ungefarbten Zentrum der
Schnitte. Auch kann man in diesem Gebiet grofle Gefdfle beobachten,
in denen ausschlieBlich das Endothel Formazankristalle enthélt. Diese
Befunde diirften sich durch die giinstigen Diffusionsbedingungen in den
Gefalblichtungen erkliren.
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Abb. 1a—c. (Unterschrift s. S. 601)
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Aus unseren Befunden geht hervor, daf das Endothel sowohl in
den Capillaren als auch in den groBen Gefafen Formazankristalle enthalt.
Wegen der geringen Reaktion und wegen der Schwierigkeit der Be-
urteilung ist eine exakte vergleichende Betrachtung der Reaktionsstérke
im Endothel der verschiedenen GefdBabschnitte unmoglich. Man kann
aber sagen, daB die Endothelien in den grofien GefidBen einschlieflich
der Aorta sicher nicht weniger Formazankristalle enthalten als die der
Capillaren, sondern eher etwas mehr.

Es fragt sich, ob die mit der Zweifachschen Methode in den Endo-
thelien nachgewiesenen Kristalle Kunstprodukte sein konnen. Es wire
denkbar, daf die Kdérnchen im Fndothel einer Diffusion aus der Nachbar-
schaft ihre Entstehung verdanken oder daf sie beim Sehneiden herauf-
gewischt werden. Bei den groflen Gefafien spricht gegen eine Diffusion
von der Gefafmuskulatur her, daf3 die auBen an die GefiBwand an-
grenzenden Bindegewebsfasern ungefirbt sind. Ein Heraufwischen
einzelner Kornchen beim Schueiden mag gelegentlich vorkommen, ist
im groBen und ganzen aber auszuschlieBen wegen der gleichen Grofle
und regelmaBigen Verteilung der Kristalle im Endothel. AuBerdem sind
die Erythrocyten in den Gefidflen frei von Koérnchen.

Bei der Methode nach Zwriraca und FrIED kénnen die im Gewebs-
stiick enthaltenen endogenen Wasserstoffdonatoren mitwirken. Auch
der Zusatz von Succinat zur Bebritungslosung garantiert nicht den
Nachweis von BDH. Dies geht auch daraus hervor, dafl wir — in Uber-
einstimmung mit ZwrrracH und FrRIED — mit Mannose als Substrat
fast dieselben Bilder bekamen wie mit Na-Succinat. In einer weiteren
Versuchsreihe haben wir deshalb — wie auch GODDARD und SELIGMAN —
von einem Meerschweinchen alle Gewebsstiicke nach der Entnahme
zunichst fiir 20 min in Ringerlésung eingelegt, um in der Randzone
die endogenen Substrate auszuwaschen. AnschlieBend wurden die
Stiickchen inkubiert, teils mit, teils ohne Succinat. In den mit Succinat
inkubierten war die Reaktion im GefiBendothel in der Regel deutlich
stirker als in den Kontrollen {die immer noch etwas endogenes Substrat
enthielten). Daraus geht hervor, dafi die Endothelzellen BDH enthalten.
Aus diesen Befunden schliefien wir, dafl bei der Zweifachschen Methode
die Formazankristalle im Endothel zum guten Teil unter Mitwirkung
der BDH entstehen.

Bei der Stiickinkubation in NT mit Succinat (Methode 2, s. S. 599)
lagen im Endothel der grofien Gefdfle etwas weniger Kristalle als bei
der Zweifachschen Methode, bei der Anwendung von NT ohne Succinat
Abb. 1a—ec. Formazan-Koérnchen im Endothel der Aorta (a), einer Nierenarterie mit
teilweise abgehobenem Endothel (b) und in Capillaren des Herzmuskels. (¢, durch Pfeile
markiert) Methode nach ZweiracH und FrRIED. Alle Pridparate stammen von einem 615 g

schweren, ménnlichen, gesunden Meerschweinchen und sind 810 x vergrdBert.
Gefrierschnitte, 15 ¢ dick
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(Methode 3, s. S. 599) waren es deutlich weniger. Die letztere Methode
erlaubt nur Aussagen tiber die endogene Reduktionsaktivitét.

Bei den Nativschnitten muBten wir in der Regel die starke Ver-
groflerung benutzen, um die fast immer zu mehreren in den Endothel-
zellen liegenden sehr kleinen blauen Kornchen zu finden. Die Capillaren
lieBen sich an den 15 y dicken nativen Gefrierschnitten nicht beurteilen.

Artefakte kommen bei den unfixiert geschnittenen Préparaten sicher
vor, besonders in Organen mit stark positivem Parenchym (Herz,
Ziwerchiell, Niere, Leber). Hier liegen entsprechend kleine Kérnchen
wie im Endothel auch an den Bindegewebsfasern (die bei den anderen
Methoden negativ sind, vgl. auch Basusz und Szirmai) und an manchen
Erythrocyten.

Zuor Prifung der Diffusion iiberdeckten wir bei der Inkubation
mehrere durch Hitze inaktivierte Schoitte (s. GoEBEL und PuchHT-
LER (2)] mit aktiven Schnitten von Rattenherzen. Die tiberdeckten
Partien wurden diffus gerdtet, aber Niederschlige, die eindeutig durch
Diffusion entstanden wiren, beobachteten wir nicht. An den Nativ-
schnitten lieB sich ebenfalls die Mitwirkung der BDH an der Entstehung
der Formazanniederschlige zeigen : Nativschnitte von Rattengewebe, die
zuerst 15 min lang in Ringerlosung gebracht wurden, blieben in einer
Inkubationslosung ohne Succinat vollig ungefirbt, wihrend sich mit
Succinat sparliche sehr kleine Kornchen im GeféBendothel nachweisen
lieBen.

Die Glomeruli fanden wir bei den Nativschnitten — wie auch NzU-
MANN und KocH — mit sehr feinen Kérnchen bestdubt. Bei der Stiick-
inkubation, besonders mit der Zweifachschen Methode, waren die Kérn-
chen etwas grofer und reichlicher. Im Gegensatz zu unseren Befunden
werden die Glomeruli von fast allen anderen Untersuchern als ungeférbt
beschrieben (SELIGMAN und RUTENBURG; PADYRULA; Hstu und HooH-
LicErT; MUSTARALLIO und SAIKKONEN; RUTENBURG, GOFSTEIN und
SELIGMAN ; BAsUsz und SziRMAr; ZWrIFACH und FrIeDp). Bei der Ver-
wendung von TTC (ohne Succinat) blieben allerdings in Ubereinstimmung
mit DorgR und anderen Untersuchern auch in unseren Versuchen die
Glomeruli frei von Koérnchen.

b) Hund. In den mit der Methode nach ZwriracH und Frrep unter-
suchten Organen glichen die Befunde denen bei Meerschweinchen. Stets
waren die Endothelien der grofen GefiBe positiv und auch in den Capil-
laren lieBen sich Formazanniederschlige nachweisen. Nur in der Lunge
fanden wir keine sicher positiven Haargeféfe.

Besprechung der Befunde
Aus unseren Untersuchungen geht hervor, daB das Ausmal der
Reduktion von Tetrazoliumsalzen im Endothel sehr von der angewandten
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Methode abhingt. Beim Nachweis der endogenen Reduktionsaktivitit
schlugen sich im Endothel beim Zusatz von Succinat zur Inkubations-
I6sung (Methode 2) mehr Formazankristalle nieder als mit Neotetrazolium
allein (Methode 3), am meisten beim Hinzufiigen von Succinat und
Aktivatoren zur Bebritungslosung (Methode 1). An Nativschnitten war
die Reaktion geringer als an inkubierten Gewebsstiickchen. Durch Aus-
waschen der endogenen Wasserstoffdonatoren lieB sich die Mitwirkung
der BDH bei der Reduktion des NT aufzeigen.

Unsere in vielen Organen erhobenen Befunde deuten darauf hin,
daB die BDH in allen Blutgefafiendothelien vorkommt. Dieser Befund
iiberrascht nicht wegen der groflen Bedeutung dieses Fermentes fiir die
Zellatmung.

Aus der Menge der Formazankristalle kann man grobe Schliisse auf
die Stoffwechselintensitdt der untersuchten Gewebe ziehen. In Geweben
mit lebhaftem Stoffwechsel bilden sich viel, in bradytrophen wenig
Formazankérnchen. Die absolute Menge der Formazankristalle in einer
Endothelzelle ist, verglichen mit einer aktiven Parenchymzelle (z. B. Herz,
Niere, Leber, Skeletmuskulatur) sekr gering. Wenige Kornchen in einer
Endothelzelle stehen beispielsweise tausenden in einer Herzmuskelzellen
gegeniiber. Bei Schliissen auf die Stoffwechselaktivitdt des Protoplasmas
miiBte man gleiche Areale (oder Volumina) verschiedener Gewebe mit-
einander vergleichen. Eine exakte Volumenbestimmung des hauch-
diinnen Plasmaleibes einer Endothelzelle (s. S. 609) ist aber mit dem
Lichtmikroskop wegen seines begrenzten Aufldsungsvermoégens nicht
moéglich, so daB man aus unseren Prédparaten nur grob orientierende
Aussagen machen kann. Danach dirfte die Stoffwechselintensitit des
Endothelgewebes in derselben Grofenordnung liegen wie bei der glatten
Muskulatur und geringer sein als in den aktiven Parenchymen.

ITI. Nadi-Reaktion

Bei der Nadi-Reaktion soll die Oxydation des Substrates zu Indo-
phenolblau durch die oxydierenden Fermente der Zellatmung (Cyto-
chromoxydase -— Cytochrom-Komplex) bewirkt werden (s. ScCHUMMEL-
FEDER, LEUTHARD).

Wir fithrten die G-Nadi-Reaktion wie ScHUMMELFEDER aus und
untersuchten 15 u dicke Nativschnitte mehrerer Organe von 5 Meer-
schweinchen. Die Befunde am Endothel der grofien Gefdfle stimmien weit-
gehend mit den Teirazolium-Ergebnissen diberein: In den Endothelzellen
der groBen GefdBle lagen sparliche, kleine blaue Kérnchen, wihrend
die aktiven Parenchymzellen (z.B. Herz- und Skeletmuskelfasern,
Tubulusepithelien der Niere, Darmschleimhautepithelien) damit dicht
vollgestopft waren. Auch die auflichtmikroskopische Untersuchung von
Aortenstiickchen ergab nur sehr wenige Kornchen im Endothel. Auf
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GefiBquerschnitten entsprach die Kornelung im Endothel ungefihr
derjenigen in der glatten Muskulatur. Die Capillarendothelien konnten
wir an den Nativschnitten nicht deutlich abgrenzen. Die Glomeruli
waren diffus mit sehr feinen Koérnchen schwach bestreut. Sie stachen
durch ibre geringe Farbung auffallend gegen die sehr intensiv gefdrbten
Tubulusepithelien ab. -

Unsere Befunde am Endothel stimmen mit denen von GRAFF liberein,
der in den Endothelzellen der Gefallwinde ebenfalls nur sehr wenige
Granula fand.

Es ist sicher kein Zufall, daB} die Formazanbildung und die G-Nadi-
Reaktion im Endothel in ihrer GréBenordnung so gut iibereinstimmen
(und nur spirliche Niederschlige ergaben). Bei beiden Reaktionen
nimmt nimlich das Cytochromsystem eine Schliisselstellung ein: Die
Bernsteinsduredehydrogenase soll den Substratwasserstoff auf das Cyto-
chromsystem tibertragen,und die Indophenolblausynthese soll vom Cyto-
chrom-Cytochromoxydase-System bewirkt werden.

IV. Mitoehondrien

Die Fermentuntersuchungen erdffnen einen begrenzten Einblick in
den Stoffwechsel des Endothels. Wir hatten gehofft, tiefer in das
Verstandnis durch eine morphologische und quantitative Untersuchung
der Mitochondrien einzudringen.

Eine iiberzeugende firberische Darstellung der Mitochondrien ist
uns an unseren Priparaten von Meerschweinchen aber nicht gelungen.
Zwar sahen wir an Schnitten von ganz frisch entnommenen Leber-
und Nierenstiickchen nach Fixierung in Osmiumséure oder in REGAUDs
Gemisch (bei guter Darstellung der Mitochondrien in den Parenchym-
zellen) manchmal sehr kleine Kornchen in den Endothelzellen, die sich
mit Eisenhdmatoxylin intensiv schwarz anfirbten. Sie lagen entweder
dicht am Zellkern oder im Plasma, mitunter auch in schmalen, durch
die Fixation und Entwésserung vom Zelleib weitgehend abgerissenen
Plasmafortsitzen. Wegen des seltenen Vorkommens dieser sehr kleinen
Kornchen und wegen ihrer unregelméifiigen Verteilung waren Artefakte
nicht sicher auszuschlieBen. Auch mit Janusgriin, Benzpyren und
Rhodamin B lieBen sich im Aortenendothel an Héutchenpriparaten
oder bei der Auflichtuntersuchung keine Mitochondrien darstellen. Hrs-
KIND gab an, daf er im Endothe! von Kaninchen manchmal Mitochon-
drien anfirben konnte.

Fiir das Vorkommen von Mitochondrien vermutlich in allen Endothel-
zellen sprechen die Fermentuntersuchungen: BDH kommt ganz tber-
wiegend in den Mitochondrien vor (HHOLSCHER ; SHELTON und SCHNEIDER;
BaRNET und PALADE) ebenso auch die Cytochromoxydase (s. Laxe),
und auch a.Ph. ist in Mitochondrien enthalten (ArLBERT). Unsere



Zur Histochemie der BlutgefiBendothelien und der Capillargrundhiutchen 605

negativen Ergebnisse kénnten darauf beruhen, dafl die Mitochondrien
im Endothel ungewthnlich schwer anzufdrben sind. In manchen tieri-
schen Geweben sind Mitochondrien firberisch fiberhaupt nicht und in
anderen nur in bestimmten Funktionsphasen der Zellen darstellbar, wie
Fvk gezeigt hat. AuBerdem ist bekannt, daB die Mitochondrien unter-
schiedlich groB sind (s. HirscH) und daB ihre GroéBe hiufig der Zell-
grofe proportional ist (FINK). Inzwischen liegen elektronenmikroskopi-
sche Abbildungen vor, die zeigen, daB die Mitochondrien im Endothel sehr
klein sind: Thre Breite betrdgt etwa 0,2 4 oder noch etwas weniger
[s. SceULz (menschliche Lungencapillaren). PascEER, HAYER und
BrauxsTEINER (Meerschweinchenalveole), MILER und BoHLE (Ratten-
glomerulus), MoorE und Ruska (Herzcapillaren von Sdugern), Buck
(Aorta von Sdugern)]. Aus diesen Befunden geht hervor, dal die
Mitochondrien im Endothel an der Grenze der lichtoptischen Sichtbarkeit
liegen, und es ist gut moglich, daf wir sie aus diesem Grunde bei unseren
Untersuchungen nicht darstellen konnten. ,

Beim Betrachten der elektronenmikroskopischen Bilder gewinnt man
den Eindruck, dafl die Anzahl der Mitochondrien im Endothel gering ist.

V. Perjodsiure-Leukofuchsin- (== PAS-)Firbung der Capillaren
Material und Methoden

Untersuchte Tiere und Organe. 1. Drei ausgewachsene ménnliche Meerschwein-
chen (585—595 g), mit Ather getétet. Von einem Tier wurden alle in Tabelle 1
aufgefithrten Organe untersucht, von den beiden anderen fast alle. 2. Drei ménn-
liche Meerschweinchen, davon zwei jugendliche (335 bzw. 390 g, mit Ather getotet)
und ein ausgewachsenes (Tod durch Nackenschlag). Untersucht wurden von
jedem Tier mehrere Organe, insgesamt 13. 3. Eine ausgewachsene weibliche Ratte
(400 g) mit Ather gettitet, Untersucht: Niere, Lunge, Gehirn, Zwerchfell, Diinn-
darm. 4. Zwei kleinere Hunde, dieselben Tiere und dieselben Organe wie bei den
vorhergehenden Untersuchungen. Entnahmezeiten der Organstiickchen: wie bei
der a. Ph., s. S. 592.

Fizierung. Alkohol: Gruppe 1 und 3. Je Y/, Tag 70%iger, 96%iger und
absoluter Alkohol, v/, Std Toluol, 2 Std Paraffin, 58—60° C.

Formalin: (1 Teil konzentriertes handelsiibliches Formalin 4 9 Teile Wasser)
kurzdavernd: Gruppe 1 und 3: 2 Tage lang; langdauernd: Gruppe 2: 2—6 Monate
lang; Gruppe 4: knapp 2 Monate lang.

OrrHs Gemisch: (s. Romers) Organe von 1 Meerschweinchen aus Gruppe 1.

Die in Formalin und in OrrEs Gemisch fixierten Préparate wurden wie die
der Alkoholgruppe entwissert und eingebettet. Schnittdicke 5 u.

PAS-Firbung. Hotchkiss-Methode: s. Gepiex und StrAUSS. [10 min Perjod-
sdure (= PJS), 20 min ScuirFs Reagens]. McManus-Methode: Dieselben Zeiten
wie bei der Hotchkiss-Methode. WaBrige PJS-Losung. An Stelle des Reduktions-
bades werden die Schnitte in destilliertem Wasser abgespiilt.

Ergebnisse
a) Einfluf} verschiedener PAS-Methoden. Beim Meerschweinchen
firben sich die Capillar-Grundhédutchen (= Capillarmembranen = Basal-
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membranen der Capillaren) mit der Methode nach HortcHrIsS und
McMaxus in gleicher Weise. Sie werden in den verschiedenen Organen
entweder zartrot, nur angedeutet oder gar nicht gefédrbt (s. 8. 607). Die
Intensitdt der Farbung laBt sich deutlich verstirken, wenn man die
Perjodsédureoxydation und auch die Behandlung mit dem Schiffschen
Reagens verlangert. (Wir wéhlten je 1 Std.) Dann férben sich die mit
den Originalmethoden zartroten Capillargrundhéutchen deutlich rot an,
und die ungefiarbt gebliebenen bekommen in der Regel einen. blassen
rosa Schimmer.

Bei unseren Untersuchungen beeinfluBite eine zusétzliche Behandlung
der formalinfixierten Paraffinschnitte mit Na-bisulfit (zum Entfernen
freier Aldehyde, s. GEDIGK) die Farbbarkeit der Capillarwinde ebenso-
wenig wie das Spiilen der Schnitte mit SO,-haltigem Wasser nach der
Farbung mit ScHTFFs Reagens. Auch der Zusatz von Na-acetat zur PJS-
Losung, der die saure Reaktion abschwécht, hatte auf die Farbung der
Capillarwinde keinen deutlichen Einflu (geprift mit wilriger 1%iger
PJS und mit Zusatz von 0,3 bzw. 0,5 m Na-acetat).

b) Einfluf der Fixierung. Die geringste PAS-Reaktion ergaben die
alkoholfixierten Priparate (Gruppe 1,3). Anden formalinfixierten Organen
derselben Gruppen fiel die Farbung fast immer deutlich stirker aus,
auch mit Orthscher Flissigkeit, die aber schlechter fixiert.

Die schwache Farbung der alkoholfixierten Priaparate lie§ sich durch
nachtrigliche Formalinbehandlung der Schnitte etwas verstirken. (Die
entparaffinierten Schnitte von Rattenorganen wurden 1 Std in Formalin
gestellt.) Eine geringe Intensitdtszunahme ergab sich auch nach Vor-
behandlung (alkohol- und formalinfixierter Schnitte) mit n NaOH
(*/, Std lang).

An den formaolinfizierten Praparaten nahm die Stirke der Firbung
mit der Fizierungsdauer zu: Die Capillarwande der lange fixierten Meer-
schweinchenorgane (Gruppe 2) waren durchweg wesentlich kraftiger
gefirbt als die kurzdauernd fixierten der Gruppe 1. Auch bei der Ratte
(Gruppe 3) waren nach vierteljahriger Formalinfixierung die Capillar-
membranen intensiver gefdrbt als in denselben Organen nach nur
2tégiger Formalinfixierung.

Von einer weiteren Ratte wurden Organstiickchen von Niere, Lunge,
Leber und Zwerchfell gefriergetrocknet (Anfertigen der Schnitte nach
GeRsH und CaTcHPOLE) sowie Nachbarstiickchen derselben Organe in
Formalin (2 Tage lang) und in Alkohol fixiert. Die Capillarmembranen
farbten sich mit der Hotchkiss-Methode an den gefriergetrockneten
Praparaten ungefihr so kriftig wie an den alkoholfixierten und etwas
schwiécher als an den in Formalin fixierten.

¢) Organunterschiede. Bei den untersuchten Tierarten ergaben sich
in den wverschiedenen Capillarprovinzen deutliche Unterschiede in der
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Stirke der PAS-Reaktion. In allen Versuchsreihen firbten sich am
intensivsten die Capillargrundbiutchen in den Glomeruli und in den
Alveolen. Bei den lange in Formalin fixierten Préparaten sprangen sie
mit ihrem kriftigen Purpurrot in die Augen, bei den kurzdauernd
fixierten waren sie zart rot.

Ebenfalls gut stellten sich die Capillarmembranen im Zentralnerven-
system dar, z. . auch die Sinuswénde in der Milz, die sich aber nur sehr
schwer von den ebenfalls deutlich positiven reticuldren Fasern abgrenzen
lassen. In den iibrigen untersuchten Organen (Herz, Zwerchfell, Pankreas,
Nebenniere, Hoden, Netz, Magen-Darmkanal) farbten sich die Capillar-
grundhéutchen mit den Originalmethoden nur ganz schwach, manchmal
kaum merklich an. An unbehandelten Leberschnitten waren wegen des
hohen Glykogengehaltes der Leberzellen die Basalmembranen nicht zu
beurteilen. Nach Speichelverdauung und an einer glykogentfreien Leber
konnten wir ebenfalls keine deutlichen Basalmembranen erkennen.

Vorldufig nur in geringem Umfang durchgefithrte Vergleichsunter-
suchungen am Sektionsmaterial ergaben &hnliche Organunterschiede.
Die Capillargrundhiutchen in den Glomeruli farbten sich bei Erwachse-
nen wesentlich kréftiger als bei Meerschweinchen und Ratte. Bei einem
Séugling war dagegen die Farbung nur gering und bei einem Frih-
geborenen (mens 7) nur angedeutet. Ahnliche altersbedingte Unter-
schiede beobachteten GErsE und CaTcEPOLE an Schweinenieren.

d) Postmortale Verdinderungen. Bei 4 gesunden, erwachsenen Meer-
schweinchen wurde der Einflul der Autolyse auf die PAS-Farbbarkeit
der Capillargrundh&utchen in Niere, Lunge und Zwerchfell untersucht.
(An formalinfixierten Praparaten.) Von benachbarten Stellen derselben
Organe wurden Teilstiicke sofort nach dem Tode sowie nach 1 und
3 Tagen entnommen. Die Tiere wurden danach wieder zugendht und
lagen in einem verschlossenen grofieren Gefdll bei Zimmertemperatur.

Bei jedem der Tiere fanden sich an allen untersuchten Organen
deutliche postmortale Verdnderungen an den Capillargrundhéutchen : Nach
1 Tag firbten sie sich etwas schwicher, nach 3 Tagen erheblich geringer
als sofort nach dem Tode. Diese Befunde deuten auf einen autolytischen
postmortalen Abbau der PAS.positiven Substanzen in den Capillar-
wiénden hin.

Besprechung der Befunde

Aus mehreren Untersuchungen ist bekannt, dafl Capillarmembranen
gich mit der PAS-Methode anfirben lassen.

McMaxUs beschrieb zuerst gefirbte Basalmembranen im Glomerulus. GegrsH
und CarcrpoLE fanden bei der Maus gefirbte Capillargrundhéutchen in der Lunge,
Haut und im Glomerulus, Crara (2) an Hirncapillaren beim Menschen, Lepuc
und WrsLockI bei der Ratte. Moo und WENGER beschrieben bei einigen tieri-
schen, z.T. embryonalen Organen PAS-positive Capillarwinde, Gravmany (1)
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bei Mauseembryonen und beim Menschen in Milz und Tonsille (2). Im Gegensatz
zu diesen positiven Befunden betont Crara (2), dafi beim Menschen in Milz,
Tonsille, Zirbeldriise, Leber, Hypophyse und Nebenniere die Capillarmembranen
stets ungefirbt seien. Die PAS-Farbung der Capillarwénde kann man bei ge-
eigneter (modifizierter) Technik sogar zur quantitativen Darstellung der Haar-
gefalle benutzen, wie am Herzmuskel gezeigt wurde (Horr, HucHET).

Das Capillargrundhiutchen bestebt aus einer homogenen Grund-
substanz, in die feine reticuldre Fasern eingelagert sind. Es fragt sich,
welche Bestandteile der Capillarmembran fiir die PAS-Farbung ver-
antwortlich sind. Mit BaremanN kénnte man annehmen, daB im wesent-
lichen die reticuldren Fasern die PAS-Firbbarkeit der Capillarwand
bedingen. Diese sind nach allgemeiner Ansicht PAS-positiv. Nach
Craras (1) Untersuchungen trifft dies beim Menschen aber nur fiir wenige
Organe zu (Milz, Tonsille, Zirbeldriise), wihrend in den anderen die
reticuliren Fasern ungefirbt bleiben.

Eine Aussage tiber den Anteil der reticuldren Fasern an der PAS-
Firbung der Capillarwéinde 148t sich machen, wenn man versilberte
und PAS-gefirbte Priparate miteinander vergleicht. In unseren nach
Gomozr versilberten Schuitten bilden die Gitterfasern in den Capillar-
grundhéutchen ein mehr oder weniger deutliches Netz. Im Gegensatz
dazu stellt sich bei der PAS-Farbung aber ein (besonders gut auf Quer-
schnitten zu erkennender) kontinuierlicher, auBlen dem Endothel an-
liegender, diinner, rotgefdrbter Mantel dar. Dieser Befund weist darauf
hin, daB in erster Linie der andere wesentliche Bestandteil der Capillar-
wand — die homogene Grundsubstanz — [iir die PAS-Firbbarkeit ver-
antwortlich ist. GErsH und CaTcHPOLE sowie CLARA {2) kamen zu dem-
selben SchluBl. Aus den grundlegenden Untersuchungen von GERsH
und CatcaPoLE wissen wir, daBl die Grundsubstanz der Gewebe, die
sich an den Haargefiflen zur Capillarmembran verdichtet, PAS-positive
Glykoproteine enthdlt. Chemische Untersuchungen stiitzen diese
Befunde (s. GiB1aAN).

Zu einem bescheidenen Teil konnten auch Anteile der reticuldren
Fasern zur PAS-Firbung der Grundhiutchen beitragen. Nach histo-
chemischen Befunden von GErsH und CATCHPOLE sowie nach elektronen-
mikroskopischen Untersuchungen von ScEWARzZ und auch PAHLXE
wissen wir nédmlich, daB die sehr zarten argyrophilen Fibrillen von
einem PAS-positiven Grundsubstanzmantel umgeben sind [s. auch
GrLEGG, EIDINGER und LEBLOND sowie GRAUMANN (3)].

Nach den elektronenmikroskopischen Abbildungen von Capillar-
grundhautchen muf man sich sehr wundern, daBl man diese Gebilde
lichtmikroskopisch itberhaupt sehen kann. Sie liegen namlich fast alle
unterhalb der Auflésungsgrenze des Lichtmikroskopes. Im Elektronen-
mikroskop stellen sie sich als zwischen den Endothelzellen und den
angrenzenden Zellen gelegene Réume mit sehr geringer Dichte dar. (Sie
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vermdgen praktisch keine Osmiumsdure zu reduzieren.) Sie sind in
den bisher untersuchten endokrinen Organen sowie in Lunge und Herz-
muskel nur stwa 0,1 g breit oder schmiler; selten etwas breiter (LEVER;
EckrorM; WETZSTEIN; BARGMANN und Kwnoor, KarrEr, MoorRE und
Ruska). Im Glomerulus sind sie bei den untersuchten Tierarten 0,1
bis 0,2 u breit (BERGSTRAND und BucaT; MitLer und BorrE; MILLER
und StrTE; MUELLER, MAsoN und SToUT).

Die PAS-gefarbten Capillargrundhiutchen kann man lichtmikro-
skopisch bereits bei mittlerer VergroBerung als schmale, rot gefirbte
Mintel erkennen. Unter der Voraussetzung, dafl die elektronenmikro-
skopischen Befunde die wahre Dicke der Basalmembranen wiedergeben,
konnte man annehmen, daB es bei der PAS-Farbung zu einer Quellung
der Capillarmembranen durch Fixation und Farbung kommt oder daf
sich anliegende Strukturen mitfdrben. Zu einer solchen Mitfirbung
koénnten die Capillarendothelien kaum etwas beitragen, denn sie sind —
abgesehen von der Verdickung um die Zellkerne herum — nur wenige
hundert A dick (vgl. PoricarD, CorLLET und PREGERMAIN, BARGMANN
und Kxoop, KARRER, EcKHOLM).

Der EinfluB der Fixierung auf die Intensitét der PAS-Firbung ist
schwer zu deuten. Bei der Verstirkung der PAS-Farbung durch Formalin
kann es sich nicht um eine einfache Anlagerung oder um einen Einbau
von Formaldehyd unter Erhaltung der Aldehydgruppe handeln, weil
mit dem Schiffschen Reagens allein (ohne Perjodsiurevorbehandlung)
die Capillarmembranen ungefirbt bleiben. Vermutlich werden die
Glykoproteine der Grundhéutchen durch die Formalinfixierung fiir die
Perjodsiureoxydation besser angreifbar. Es ist interessant, daB sich
nach Horozineer auch die PAS-Farbbarkeit reticuldrer Fasern nach
Formalinfixation verstirkt. Ihr PAS.positiver Grundsubstanzmantel
durfte dafiir verantwortlich sein.

Es ist eine offene Frage, ob den Organunterschieden bei der PAS-
Firbung quantitative oder qualitative Unterschiede im Glykoprotein-
gehalt zugrunde liegen. Das gehdufte Vorkommen der Glykoproteine in
den Capillarwinden der Lunge, die in den diinnwandigen Alveolen ver-
laufen, und in den zahlreichen, eng benachbarten Glomeruluscapillaren
deutet auf eine besondere Stiitzfunktion an diesen Stellen hin. Fiir
eine Stiitzfunktion dieser PAS-positiven Substanzen sprechen ferner die
Viscosititsverminderungen der Grundsubstanz nach Einwirken von
Hyaluronidase (s. G1BIAN), Welche sogar bei Mikroinjektion eine Ruptur
der Capillarmembran bewirken kann (ZweiraceE und CHaMBERS). Die
besonders kriftige PAS-Firbbarkeit der capilliren Basalmembranen im
Glomerulus der menschlichen Niere konnte mit deren auffallender Dicke
zusammenhdngen. Sie sollen nach elektronenmikroskopischen Unter-
suchungen von BErasSTRAND und BucHT etwa 0,35 y breit sein.

Virchows Arch. path. Anat. Bd. 331 41a



610 WarpeMar Hort und Hepwie Hort:

Eine tbersichtliche Beziehung zwischen dem Gehalt an a. Ph. und
der Intensitit der PAS-Farbung, wie z. B. bei der Ossifikation oder in
manchen parenchymatdsen Organen (Kroow, Moog und WENGER)
besteht in den Capillarwinden nicht. Auffallig ist, da8 sich in Glomeru-
lus- und Lungencapillaren der Gehalt an a. Ph. und PARS-positiven
Glykoproteinen gegensétzlich verhélt.

SehluBbetrachtungen

Unsere Ergebnisse unterstreichen die Ansicht, dafl das Endothel kein
einheitliches, iiberall gleich gestaltetes Gewebe darstellt, sondern daB
sowohl im Fermentgehalt der Endothelien als auch in den Capillar-
grundhidutehen deutliche Organunterschiede auftreten. Aber mit diesen
organspezifischen Unterschieden ist die Variabilitit noch nicht erschopft.
Innerhalb einer Capillarprovinz kénnen sich im Lauf der Entwicklung
und unter physiologischen und pathologischen Bedingungen tiefgreifende
Verdnderungen abspielen, wie die Befunde an den Basalmembranen der
Glomeruli in verschiedenen Lebensaltern zeigen. GERsE und CATCHPOLE
fanden, dall bei der Maus die Loslichkeit und Extrabierbarkeit der
Glykoproteine in der Grundsubstanz mit zunebhmendem Alter abnimmt,
und sie erkldrten ihre Befunde mit einer fortschreitenden Polymerisierung
dieser Substanzen.

Dafl auch im Fermentgehalt alter und junger Gewebe deutliche
Unterschiede auftreten, zeigen die Untersuchungen von BoURNE (2)
sowie FLEXNER, GREENBLATT, COOPERBAND und FLEXNER fiir die a. Ph.
und von Baar fiir die BDH.

Im Capillarendothel koénnen sich unter endokrinen Einfliissen auf-
fallende Anderungen in der Aktivitit der a.Ph. abspielen. An den
Capillaren der Uterusschleimhaut treten deutliche -cyclusbedingte
Schwankungen auf (BurTow, AvcUustiN, HEIDENREICH und THILO).
Drmpsey, GREEP und DEaNE fanden, daB bei der Ratte nach Hypo-
physektomie die a. Ph.-Aktivitit in den Capillaren der meisten inner-
sekretorischen Organe vollig verschwindet und auch in der Skelet-
muskulatur nicht mehr nachweisbar sein soll. Nach Nebennieren-
exstirpation kommt es bei Ratten dagegen im GefdBendothel der Leber
zu einem Anstieg der a. Ph.-Aktivitit (HigroNYMI).

Bei Sauerstoffmangel nimmt die a. Ph.-Aktivitdt in Capillarendo-
thelien ab [GOEBEL und PucHTLER (1)].

Die erwihnten Befunde zeigen, wie wandelbar der Fermentgehalt
im Endothel und auch die Struktur der Capillargrundhdutchen sind.
Eine lebendige morphologische Anschauung wird sich nicht damit
begniigen, das Endothel der Capillaren und der groBen Gefdfe isoliert
und fiir sich allein zu betrachten. Die Capillaren und ihr Versorgungs-
gebiet bilden ein harmonisches Gefiige, und die Endothelien in den
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groBen Gefillen werden auf die Besonderheiten der verschiedenen Gefaf3-
winde abgestimmt sein. Im Verstéindnis dieser vielfdltigen Zusammen-
hinge und ihrem Wechselspiel unter physiologischen und pathologischen
Bedingungen stehen wir heute erst am Anfang.

Zusammenfassung

An zahlreichen Organen von Meerschweinchen, Ratten und Hunden
wurden histochemische Untersuchungen am Endothel und an den
Grundhéutchen der Capillaren sowie am Endothel von gréBeren Blut-
gefdflen durchgefithrt. Dabei fand sich:

Die alkalische Phosphatase ist unterschiedlich im Endothel verteilt.
In der Aorta sowie im Endothel der Arterien und Venen fast aller
untersuchten Organe ist keine alkalische Phosphatase-Aktivitdt nach-
weisbar. In den Capillarendothelien kommen ausgeprigte quantitative,
organabhingige Unterschiede vor. Eine wesentliche Aufgabe der alka-
lischen Phosphatase im BlutgefaBendothel besteht wahrscheinlich darin,
den Glucosetransport zu den aktiven Parenchymzellen hin zu be-
schleunigen.

Die Formazanbildung im Endothel der Aorta, Arterien, Venen und
Capillaren ist spérlich, und ibr AusmaB hingt von der angewandten
Tetrazoliummethode ab.

Die Aktivitit der Bernsteinsduredehydrogenase im Gefd-Endothel
ist gering.

Die Nadi-Reaktion fallt ebenfalls nur schwach positiv aus.

Die Intensitdt der PAS-Farbung von Capillargrundhidutchen hingt
von der Fixierung ab. An formalinfixierten Priparaten stellen sich die
Grundhdutchen der Capillaren besser dar als an alkoholfixierten, und
die Farbung wird mit zunehmender Dauer der Formalinfixierung
kriftiger. Es ergeben sich deutliche Organunterschiede. Nach dem
Tode wird die PAS-Farbbarkeit der capilliren Basalmembranen all-
méhlich geringer.

Summary

Histochemical examinations were made of the endothelium and the
basement membranes of the capillaries and of the endothelium of larger
blood vessels in numerous organs of guinea pigs, rats, and dogs.

Alkaline phosphatase is variously distributed in the endothelium. In
the aorta and in the endothelium of the arteries and veins of almost
all the organs examined no alkaline phosphatase activity is demon-
strable. Marked quantitative organ-specific differences are found in the
capillary endothelia. An important function of alkaline phosphatase
in the vascular endothelium is perhaps the accelerating of the
transport of glucose to the active parenchymal cells.
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Formazan formation in the endothelium of the aorta, arteries, veins,
and capillaries is slight; its extent depends upon the tetrazolium method
used.

The activity of succinic dehydrogenase in the vascular endothelium
is slight.

Likewise, the ,,Nadi* reaction is only weakly positive.

The intensity of the PAS-reaction in the capillary basement mem-
branes depends upon the fixation. In formalin fixed preparations the
basement membranes of the capillaries are better shown than in prepa-
rations fixed with alcohol; the longer the formalin fixation lasts, the
stronger the staining reaction becomes. Marked organ differences are
obtained. The PAS.reaction in the capillary basement membranes
gradually decreases post-mortem.
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