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Bei der Explantation vieler und unterschiedlicher Gewebe treten améboid
bewegliche Zellen auf, die je nach der Art des explantierten Gewebes in mehr oder
minder groBer Zah! und iiber einen verschieden langen Zeitraum wahrend der ersten
Zuchtungspassagen aus dem Explantat auswandern. Diese Zellen sind vor allem
von CARREL und Esrriva!, W. R. Lewis?, CHEVREMONT? u. a. eingehend unter-
sucht, allerdings nicht ganz einheitlich benannt worden. Zumeist werden sie als
Makrophagen bezeichnet, obgleich damit eigentlich nur auf die Eigenschaft der
Phagocytose bzw. Makrophagie hingewiesen wird, die ja, zumal unter den Bedin-
gungen in vitro®, auch vielen anderen Zellen zukommt. Die Makrophagen, die aus
Kulturen von embryonalem Bindegewebe oder z. B. auch von Tumorgeweben aus-
wandern, sind in ihrer Gestalt sehr wechselnde und iberaus rasch bewegliche Zellen.
Unter bestimmten, offenbar milieu- bzw. pg-abhingigen Umstinden wandeln sie
sich in flach ausgebreitete, weniger stark umherwandernde Zellen von epitheloidem
Charakter um und dann oft auch noch weiter in mehrkernige Riesenzellen. In
frischen Explantaten von der Méausemilz oder auch von der embryonalen Méause-
lunge bilden solche epitheloiden Zellen meist breite, zusammenhéngende Wachs-
tumsséiume, wihrend die amoboid beweglichen Makrophagen an Zahl mehr zu-
riicktreten.

Die Herkunft der Makrophagen und epitheloiden Zellen in der Gewebekultur
ist teilweise noch umstritten. CEEVREMOXRT? z. B. glaubt, daf} sie durch Umwand-
lung aus einer Reihe von verschiedenen Zellformen, vor allem Fibroblasten und
Myoblasten, entstehen konnten. Fiir die Mehrzahl der in Gewebekulturen aus-
wandernden Makrophagen liegt es unserer Auffassung nach?® allerdings am néchsten,
sie von den Histiocyten herzuleiten, die das explantierte Gewebe jeweils enthalt.
Das sind vor allem die ,,yuhenden Wanderzellen“10 des lockeren Bindegewebes,
z. B. auch im Stroma von Geschwulstgewebe; oder es sind die reticulo-endothelialen
Zellen etwa der Milz oder es mogen die Blutmonocyten sein, die sich — wie in
Kulturen von Hithnerblut — besonders leicht in epitheloide Zellen und Riesenzellen
umwandeln® 4. Wir fassen daher im folgenden Makrophagen, epitheloide Zellen
und die Riesenzellformen auch unter der Bezeichnung ,histiocytire Zellformen‘
zusammen.

Bereits in einer fritheren Untersuchung?® war auf die allgemein reiche
Enzymausstattung der Makrophagen hingewiesen und mit der beson-
deren Spezialisierung auf aktive Fref- und Resorptionsleistung erklirt
worden. Es mulBte daher interessieren, weitere Befunde iiber histo-
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chemisch an diesen Zellen nachweisbare Enzyme zu erhalfen. Dabei
war auch die Frage zu beantworten, mit welchen weiterent enzymhisto-
chemischen Methoden sich Unterschiede zwischen den histiocytiren
Zellen und Fibroblasten auffinden lieBen.

Im Rahmen solcher Untersuchungen verdient, wie wir glauben, eine
Frage besondere Aufmerksamkeit: welchen Einfluf hat die Zichtung
eines Gewebes in vitro, also die Gesamtheit der damit verbundenen Ver-
inderungen der Lebensbedingungen, des Milieus usw. auf die enzymati-
schen Eigenschaften der Zelle? Bei der sauren Phosphatase kommt es
nach unseren vergleichenden Beobachtungen® an embryonalen Méause-
fibroblasten in vivo und in vitro offenbar durch die Wachstumsakti-
vierung bei der Explantation und der Zuchtung zu einem Aktivitits-
anstieg des Enzyms. Es taucht daher die Frage auf, ob auch bei der
Ziichtung von Makrophagen und epitheloiden Zellen in vitro bzw. bei ihrer
Entstehung aus ruhenden histiocytdren Zellformen eine nachweisbare
Veranderung oder Vermehrung ihres Enzymgehaltes eintritt. Uber den
histochemischen Nachweis einer Reihe von Enzymen in Phagosyten und
Fremdkorperriesenzellen von Fremdkorpergranulomen der Maus haben
aus ungserem Institut GEDIGK und BoNTkE® eingehend berichtet: fir
phagocytierende Zellen hatten sich gegentiber rubenden Histiocyten Hin-
weise auf eine offenbar ,unspezifische®, d. h. nicht durch die Art des
Fremdkorpers beeinfluBfte Bildung bzw. Vermehrung einiger Enzyme
ergeben, darunter auch der sauren Phosphatase.

Fiir die vorliegende Untersuchung verwendeten wir (1) Explantate von der Milz
jugendlicher Miuse des DBA-Inzuchtstammes und von embryonalem Lungen-
gewebe des gleichen M3usestammes. Diese Gewebe wurden ohne Plasma direkt
auf Glasstreifen in Rollréhrchen, gewdhnlich nicht linger als bis zur 3. Passage,
geziichtet. — AuBerdem (2) gewannen wir aus spontanen Mammacarcinomen von
DBA-Inzuchtméusen Zellkulturen, die in den ersten Passagen vorwiegend aus
Makrophagen bestanden. Erst mit zunehmender Ziichtungsdauer verdrangten die
anfianglich nur spérlich vorhandenen Carcinomzellen die histiocytiren Zellformen
fast vollig. Zur Herstellung dieser Kulturen wurden die Tumoren zunichst fein
zerschnitten und dann in 0,05 %iger Trypsinlésung durch Schiitteln mit Glaskugeln
weiter zerkleinert; als Sieb zum Zuriickhalten groberer Bestandteile diente Glas-
wolle. Die so erhaltene Zellsuspension wurde in Zichtungsflaschen pipettiert,
deren Boden mit Glasstreifen ansgelegt war.

Als Ziichtungsmedium diente fiir die Milz- und Lungenkulturen ein Gemisch
aus Placentarserum, Embryonalextrakt und Salzlésung nach Paxxgr-CoMpron
(modifiziert) im Verhaltnis 4:1:5, fur die Zellkulturen des Mammacarcinoms ein
Nahrgemisch mit 2,5% Lactalbumin-Hydrolysat in Salzldsung nach Haxgs -
10% Placentarserum.

Reaktionen zum Nachweis von Enzymen
1. Adenosintriphosphatase (AT Pase). Caleium-Kobalt-Methode entsprechend
dem Nachweis unter 2b® und nach Papygura und HErRMANY; pg 9,2; Substrat:
Na-Salz der Adenosintriphosphorsiure (Sigma); Inkubation: 10 min bis 4 Std bei
37%C.
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2. Alkalische Phosphatase. a) Azofarbstoffmethode!?; py 9,2; Substrat: Na-
o-naphthylphosphat ; Diazoniumsalz: diazot. 4-Benzoylamino-2,5-Dimethoxyanilin ;
Inkubation: 3—20 min, 20 C°% b) Calcium-Kobalt-Methode nach Gomori'?;
pu 9,2; Substrat: Na-8-Glycerophosphat. Inkubation: 10 min bis 4 Std bei 37° C,

3. Phosphatase bei physiologischem pw. Bleiphosphat-Methode nach WacH-
sTEIN und M=EISEL'?; pg 7,2; Substrat: Na-g-Glycerophosphat oder Na-Salz der
Adenosintriphosphorsiure (Sigma); Inkubation 10—60 min bei 379 C.

4. Saure Phosphatase. Bleiphosphat-Methode nach GoMoRI'?; py 5,0; Substrat:
Na-f-Glycerophosphat; Inkubation: 30 min bis 3 Std bei 37°C.

4. Unspezifische Esterase (GoMoRI%12). pg 7,4; Substrat: «-Naphthylacetat;
Diazoniumsalz: diazot. o-Dianisidin; Inkubation: 3—10 min bei 209 C.

Die Gewebekulturen wurden in der Regel 1-—2 Std in 2% Salzformalin bei
40 C fixiert, fiirr die unspezifische Esterase meist nur 30 min. Bei Verwendung von
unfixierten, lebenden Zellen konnte bei der unspezifischen Esterase die Inkubations-
zeit auf 2—5 min verringert werden’.

Ergebnisse

In den Gewebekulturen von der Milz und dhnlich auch von embryonaler Lunge
besteht der Wachstumssaum nach der ersten Anziichtung teils aus lebhaft amoéboid
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Abb. 1. Milzkultur (Maus), 2. Pagsage. Von der Innenzone des Wachstumssaumes (in
der Abbildung unten) nach peripher (in der Abbildung oben) zunehmende Umwandlung

von Makrophagen in epitheloide und Riesenzellen. ATPase-Reaktion (Calcinm-Kobalt-
Methode; pa 9.2). Inkubationsdauer: 60 min

beweglichen Makrophagen und teils aus epitheloiden Zellen, die sich auch zu diinnen
Membranen zusammenfiigen. Nach und nach wachsen dann zahlreiche Fibro-
blasten aus. Das mehr oder minder dichte Zellgeriist, das sie bilden, ,,platzt*
leicht einmal von der Glasfliche ab. An solchen Stellen im Wachstumssaum la8t
sich dann die besondere gegenseitige Beziehung der einzelnen histiocytdren Zell-
formen gut iiberblicken (Abb. 1): Die innere Zone des Wachstumssaums der Kultur
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(in der Abbildung unten) besteht vorwiegend aus den kleineren Makrophagen ; nach der
Peripherie der Kultur zu (in der Abbildung oben) wandeln sie sich zunehmend in die
groBeren, epitheloiden Zellen und in mehrkernige Riesenzellen um. — Die Zellkul-
turen aus dem Mammacarcinom enthalten wihrend der ersten Ziichtungspassagen,
in denen die Kulturen verwendet wurden, nebgn kleinen Inseln von Carcinomzellen
und einigen Fibroblasten in reichem MaBe alle Ubergangsformen (Abb. 2b) zwischen
Makrophagen und mehr epitheloiden Zellen. Dagegen finden sich in ihnen nux
selten mehrkernige Riesenzellen. Trotz gewisser Unterschiede — vor allem im
mengenméiBigen Anteil der einzelnen Zellformen — besitzen die histiocytdren Zell-
formen in den Kulturen von Milz, Lunge und Carcinom im wesentlichen ganz ent-
sprechende morphologische (vgl. Abb. 2a und b) und verhaltensm#Bige Eigen-
schaften. Die andern in den Kulturen vorhandenen Zellarten, wie z. B. Fibro-
blasten oder Krebszellen, lassen sich leicht von den histiocytéren Zellformen unter-
scheiden. Thre Anwesenheit ermdglicht bei den einzelnen Enzymnachweisreaktionen
gewisse Vergleiche und Kontrollen.

Adenosintriphosphatase (AT Pase). Schon bei kiirzerer Inkubation
der Kulturen in dem ATP-haltigen Substrat (Calcium-Kobalt-Methode;
Pr 9,2) 18t sich im Cytoplasma der histiocytiren Zellformen feinkdrniges
Reaktionsprodukt nachweisen; aber auch in den kleinen, dichten Zell-
kernen kommt es bereits frith, meist schon zugleich mit der ersten deut-
lichen Reaktion im Cytoplasma, zu einer Schwérzung (Abb. 3a). Zu-
nehmende Tnkubationsdauer, ndmlich iiber 2Y/, Std bis 4 Std, fithrt dann
bis zu einer starken, fast homogenen Schwirzung der ganzen Zelle.
Die kleineren Makrophagen sind etwas reicher an Enzymaktivitat als die
grofleren, flachen, epitheloiden Zellen und die Riesenzellen (Abb. 3a).
Daher zeigt die Abb. 1 wie mit der Umwandlung von Makrophagen iiber
epitheloide Zellen in Riesenzellen (auf der Abbildung von unten nach
oben) die Enzymaktivitit absinkt.

Es bestanden keine Unterschiede im Ergebnis der beiden Nachweismethoden
nach la, (s.oben) (Gomor1) oder nach 1b (s. oben) (PaDYRULA u. HurMaN'Y).
Zusatz von KCN 0,001 und 0,01 M oder von 1-Cystein 0,0025 und 0,01 M hemmt die
Reaktion nicht; durch die genannten Cysteinkonzentrationen wird sie sogar teil-
weise leicht verstarkt. Nach Hitzezerstérung des Enzyms tritt bei Inkubation
bis 4 Std keine Reaktion oder Schwarzung auf, insbesondere auch nicht an den
Zellkernen. Bei Verwendung von f-Glycerophosphat oder Adenosin-5'-monophos-
phat als Substrat an Stelle von ATP blieb die Reaktion negativ.

An den groleren epitheloiden Zellen und den mehrkernigen Riesen-
zellen ist das Reaktionsprodukt innerhalb des Cytoplasmas meist peri-
nucledr (Abb.2a) lokalisiert oder vielfach in deutlich radifirer Anordnung
(Abb. 3a) von der perinucledren Region nach der Peripherie an Intensitit
abnehmend. KEin Zusammenhang mit einem besonderen cytoplasmati-
schen Strukturelement ist nicht sicher erkennbar. Allerdings enthilt die
gleiche perinucledre Zone zahlreiche feine Blidschen und Vacuolen
(Abb. 2a und 3a), die nach phasenkontrastmikroskopischen Beobach-
tungen zum mindesten teilweise damit zusammenhingen, dafl hier die
durch Pinocytose aufgenommenen Flissigkeitstropfchen zusammen-
stromen und verarbeitet werden. In den vielgestaltigen Makrophagen ist
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das Reaktionsprodukt unregelméaBiger verteilt: hier findet es sich hiufig
auch in den pseudopodienartigen Cytoplasmafortsitzen (Abb. 2b).

Die Nachweisreaktion der ATPase (Calcium-Kobalt-Methode; py 9,2)
an den 4ibrigen Zellarten, die in den untersuchten Kulturen vorhanden
sind, weicht in ihrer Lokalisation deutlich von derjenigen an den Makro-
phagen und epitheloiden Zellen ab: in Fibroblasten und Carcinomzellen
tritt eine positive Reaktion an den fadigen Mitochondrien ein. Soweit die
Carcinomzellen in membranartigen Verbénden liegen, ist auBerdem
noch eine geringe Aktivitit an den Zellgrenzen vorhanden. Die Zell-
kerne sind in Fibroblasten und Carcinomzellen, im Gegensatz zu den
Makrophagen und epitheloiden Zellen, bis zu Inkubationszeiten von
4 Std negativ.

Das Ergebnis des ATPase-Nachweises bei physiologischem pg
(Bleiphosphatmethode) nach WacusTEIN und MEISEL!® entspricht an
den Makrophagen und epitheloiden Zellen den Befunden mit der Cal-
cium-Kobalt-Methode bei py 9,2, wihrend die Fibroblasten und Car-
cinomzellen negativ bleiben. Anders als bei der Calcium-Kobalt-Methode
treten jedoch bei der Bleiphosphatmethode leicht storende Niederschlige
auf, die die Lokalisierung erschweren.

Alkalische Phosphatase. Weder an den Makrophagen und epitheloiden
Zellen noch an den anderen in den Kulturen anwesenden Zellarten lief
sich — zumindest bei den hier verwendeten Inkubationszeiten der Cal-
cium-Kobalt- und Azofarbstoffmethode ~— histochemisch nachweisbare
alkalische Phosphatase auffinden.

Die Bleiphosphatreaktion zum Nachweis der Glycerophosphatase bei physio-
logischem pm® blieb ebenfalls durchweg negativ.

Saure Phosphatase. In den Makrophagen, epitheloiden Zellen und
mehrkernigen Riesenzellen ist dieses Enzym in der Form eines kornigen
Niedersehlags im Cytoplasma nachweisbar (Abb. 2¢ und 3b). Seine
Verteilung innerhalb des flachen Cytoplasmasaums der epitheloiden
Zellen und der Riesenzellen ist meist recht gleichmifBig. Die Zellkerne
blieben auch bei hoheren Inkubationszeiten bis 3 Std in der Regel frei
von Reaktionsprodukt (vgl. Abb. 3b mit 3a). Die anderen in den unter-
suchten Kulturen vorhandenen Zellarten, ndmlich Fibroblasten oder
Carcinomzellen, wiesen eine qualitativ dhnliche Reaktion der sauren
Phosphatase auf; doch sind fiir sie etwas hohere Inkubationszeiten not-
wendig. Die Abb. 2¢ zeigt z. B. einen noch negativen Fibroblasten aus
einer Milzkultur, der von bereits stédrker positiven Makrophagen und
epitheloiden Zellen umgeben ist.

Die Nachweisreaktion der sauren Phosphatase lieB sich durch NaF 0,01 M und
1-Cystein 0,01 M véllig, durch Cystein 0,0025 M stark hemmen. Nach Hitzeinakti-
vierung blieb eine Reaktion aus. Substratansitze mit ATP oder Adenosin-5"-Phos-
phat an Stelle von S-Glycerophosphat waren negativ.



Enzyme an in vitro geziichteten Makrophagen und epitheloiden Zellen 647

Unspezifische Esterase ist offenbar in reichlicher Menge in Makro-
phagen, epitheloiden Zellen und mehrkernigen Riesenzellen vorhanden.
Denn mit «-Naphthylacetat als Substrat ist an diesen Zellen bereits nach
einer Inkubation von wenigen Minuten eine starke Reaktion zu beobach-

-
Al ' -
Abb. 3a u. b. Epitheloide Zellen aus der Milz (Maus), 3. Passage: a ATPase (Calcium-
Kobalt-Methode, px 9,2, Inkubationsdauer: 120 min). Perinucledire, radiire Lokalisation
des BEnzyms. Stidrkere Schwirzung des Zellkerns. b Saure Phosphatase (Bleiphosphat-
Methode; pa 5,0; Inkubationsdauer: 60 min). GleichmiBige Verteilung im Cytoplasma.
Freibleiben der Zellkerne

ten, wihrend Fibroblasten oder Carcinomzellen in denselben Praparaten
vergleichsweise nur eine geringe Aktivitit aufwiesen oder voéllig negativ
blieben. Allerdings sind die Ergebnisse davon abhéngig, ob die Nach-
weisreaktion an lebenden oder fixierten Kulturen vorgenommen wird.
Bei Inkubation lebensfrischer Kulturen in einer Substratlosung auf der
Grundlage einer physiologischen Salzlésung (HANKs) geniigen 2—4 min
fiir eine intensive Enzymreaktion an den histiocytéren Zellen; Fibro-
blasten oder Carcinomzellen sind weniger stark positiv. Nach Fixierung
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in Formalin nimmt mit zunehmender Fixierungsdauer in Makrophagen
und epitheloiden Zellen die nachweisbare Enzymaktivitit etwas ab,
dagegen werden Fibroblasten bzw. Carcinomzellen dann vollig negativ.
Die Abb. 2d zeigt aus einer 30 min lang fixierten Kultur epitheloide
Zellen und einen Makrophagen, an denen nach 10 min Inkubation noch
eine kraftige Enzymalktivitit erkennbar ist. Das Reaktionsprodukt ist
meist feinstdbchen- oder kommaférmig oder auch mehr netzig-filigran-
artig. Die Beobachtung der Entstehung des Reaktionsproduktes unter
dem Phasenkontrastmikroskop und der Vergleich mit Ergebnissen an
Zellen von menschlichen Epidermoidcarcinomen in vitro? lassen anneh-
men, daB die Aktivitit der unspezifischen Esterase auch bei den Makro-
phagen und den epitheloiden Zellen zu einem grofen Teil an die Zell-
oberfliche zu lokalisieren ist. Dabei scheint bei Makrophagen das Re-
aktionsprodukt gleichméBiger und dichter an der Oberfliche des Zell-
korpers und der Cytoplasmafortsitze verteilt zu sein. Bei den epitheloiden
Zellen und Riesenzellen dagegen tritt die Reaktion an den sehr feinen
Faltelungen auf, die sich auch im Phasenkontrastmikroskop an der
Oberflédche dieser Zellen beobachten. lassen.

Besprechung

Unter den Enzymen, deren histochemischer Nachweis an in vitro
geziichteten Makrophagen und epitheloiden Zellen in dieser Arbeit ver-
sucht wurde, waren eine Adenosintriphosphatase bei pg 9,2 und bei
Py 7,213, die saure Phosphatase und die wunspezifische Hsterase in ge-
niigender Menge vorhanden, um recht starke und teilweise auch néher
lokalisierbare Reaktionen zu ergeben. Dagegen fehlte eine nachweisbare
alkalische Phosphatase. Bereits in einer fritheren Untersuchung?, in
der an makrophagenhaltigen Bindegewebs- und Sarkomkulturen einige
Aussagen iiber die Aktivitdt einzelner Enzyme an Makrophagen mog-
lich waren, konnte auf den besonders starken Ausfall der Phosphoamidase
und der sauren Phosphatase sowie auf die positive §-Glucuronidase-
Reaktion an diesen Zellen hingewiesen werden. An Hilhnermonocyten-
kulturen haben Weiss und Fawcert'* mit der Umwandlung der Mono-
cyten in Makrophagen und Riesenzellen einen Anstieg der histochemisch
nachweisbaren sauren Phosphatase festgestellt. Wie in der vorliegenden
Untersuchung war die alkalische Phosphatase negativ.

Dagegen gelang es WEIss und Fawcrrr™ nichit, an den von ihnen
verwendeten Zellen eine unspezifische Hsterase nachzuweisen. Dies hangt
moglicherweise damit zusammen, daf dieses Enzym auf Grund seiner
besonderen Lokalisation einer lingeren Fixierung nicht standhilt; ist
es doch hauptséchlich an die Zelloberfliche und besonders an deren feine
Faltelungen gebunden. In anderen von uns untersuchten Zellen, z. B.
menschlichen Carcinomzellen in vitro, an denen die unspezifische Esterase
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eine dhnliche Lokalisation besitzt?, ist sie bereits nach ganz kurzer
Fixierung nicht mehr nachweisbar. Das ist bei den Makrophagen und
epitheloiden Zellen aus Mausegewebe nicht ganz so. Aber schon bei
geringer Verlangerung der Fixierungsdauer tber 30 min vermindert
sich auch an diesen die nachweisbare Enzymaktivitit betrachtlich.

Besondere Aufmerksamkeit verdient das Vorhandensein von Adenosin-
triphosphatase in den Makrophagen und epitheloiden Zellen. Wir haben
uns bemitht, durch Kontrollversuche das Ergebnis zu sichern und eine
unspezifische Reaktion auszuschlieBen. Wesentlich ist dabei, dafl mehrere
Nachweismethoden zu dem gleichen Resultat fithrten, ndmlich sowohl die
Calcium-Kobalt-Methoden bei pg 9,2 entsprechend der Nachweisreaktion
der alkalischen Glycero-Phosphatase und diejenige entsprechend den
Angaben von PapyrRULA und HERMANY, als auch eine Bleiphosphat-
methode bei physiologischem pg *3. Die Substratansétze mit §-Glycero-
phosphat an Stelle von ATP waren bei diesen 3 Nachweismethoden
jeweils negativ. Wenn die ATPase-Reaktion durch KCN nicht gehemmt,
durch 1-Cystein dagegen eher aktiviert wird, stimmt das mit Beobach-
tungen?® itberein, die wir an (Gewebskulturen von menschlichen Carci-
nomen machen konnten. Auffallend ist die starke Schwarzung der Zell-
kerne der Makrophagen und epitheloiden Zellen durch das Reaktions-
produkt des ATPase-Nachweises. Denn sie tritt schon gleichzeitig mit
der ersten Reaktion im Cytoplasma ein; andererseits fehlt eine dhnliche
Schwirzung der Zellkerne in Fibroblasten oder Carcinomzellen, die,
wenn auch in anders gearteter Lokalisation, gleichfalls eine Aktivitidt
im Cytoplasma aufweisen. Wenn schlieBlich die Zellkerne der Malkro-
phagen und der epitheloiden Zellen bei der sauren Phosphatase (Blei-
phosphat-Methode) keine Zeichen von Kerndiffusion zeigen (vgl. Abb. 3a
mit 3b), so erhebt sich die Frage, ob die Schwirzung der Zellkerne der
Makrophagen und epitheloiden Zellen bei der ATPase-Reaktion kein
gewohnlicher Adsorptionsartefakt, sondern eventuell Ausdruck einer
echten Enzymreaktion ist. Allerdings kann diese Frage nicht ent-
schieden werden.

In den bei den vorliegenden Untersuchungen verwendeten Kulturen
waren aufler den histiocytdren Zellelementen noch TFibroblasten oder
auch Mammacarcinomzellen vorhanden. Der Vergleich der Ergebnisse
der Enzymreaktion an diesen verschiedenen Zellarten unterstreicht die
Besonderheiten der enzymatischen Ausriistung der Makrophagen und
epitheloiden Zellen. Bei der A7 Pase ist dabei die stirkere Enzymaktivi-
tit der Makrophagen und epitheloiden Zellen und der Unterschied der
Enzymlokalisation bedeutsam. In den Fibroblasten und Carcinomzellen
findet sich eine ATPase im wesentlichen nur an den Mitochondrien.
Wahrscheinlich sind auch in den Makrophagen und epitheloiden Zellen
die Mitochondrien positiv. Sie sind jedoch bei diesen Zellen sehr fein-
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granuldr und liegen vorwiegend in dem perinucleiren Raum, der eine
allgemein starke ATPase-Aktivitdt besitzt. Innerhalb dieser perinu-
cledren Zone ist eine genauere Lokalisation des Enzyms an cytoplasma-
tische Strukturen nicht moglich. Die saure Phosphatase und die un-
spezifische Esterase weisen dagegen in den histiocytiren Zellformen nur
eine wesentlich starkere Aktivitat als in den Fibroblasten oder Carcinom-
zellen auf, wahrend die Lokalisation etwa gleich ist.

Eingangs wurde der Frage besondere Bedeutung beigemessen, wel-
chen EinfluB die Tatsache der Ziichtung eines Gewebes, also die Ver-
dnderung der Lebensbedingungen, auf die Enzymaktivitdt der Zellen
hat. Die Makrophagen und epitheloiden Zellen in Gewebekulturen
diirften weitgehend durch eine Aktivierung ruhender Histiocyten des
Explantats entstanden sein®. Ob die in den Makrophagen und epithel-
oiden Zellen in vitro nachgewiesenen Enzyme bei dieser Aktivierung
der ruhenden Histiocyten erst entstanden sind oder vermehrt gebildet
wurden, 148t sich aus den vorliegenden Beobachtungen nicht entscheiden.
Nach jhren Untersuchungen iiber die Umwandlung von Hiihnerblut-
monocyten in Makrophagen nahmen Wgiss und FawcrrT! an, daBl die
Zunahme der sauren Phosphatase im Laufe dieser Umwandlung mit der
erhohten Phagocytoseaktivitit zu erkliren sei. Bedeutsame Hinweise
ergeben sich aus den Befunden von GEDIGK und BoNTKE? an Fremd-
korpergranulomen bei der Maus. Denn die sich an die Fremdkérper an-
lagernden, aktivierten und phagocytierenden histiogenen Zellelemente
wiesen einen reichen Enzymgehalt aunf, wihrend an den weiterab liegen-
den, ruhenden Histiocyten nur geringere Enzymaktivitit vorhanden
war oder ganz fehlte. Fiir die von ihnen untersuchten Enzyme nahmen
GEDIGK und BoNTEE® eine von der besonderen Art des Fremdkérpers
unabhéingige, unspezifische Aktivierung an, deren Aufgabe im Rahmen
des allgemeinen Zellstoffwechsels liege. Eine dhnliche allgemeine Akti-
vierung ihres Enzymbestandes besteht offenbar fir die Makrophagen
und epitheloiden Zellen in der Gewebekultur: die Aktivierung wird,
wie es scheint, allein schon durch die Explantation in vitro und den
damit verbundenen Reiz ausgelost. Bei Fibroblasten trifft dies in
gewissem Umifange ebenfalls zu, wie frithere Untersuchungen wenigstens
fiir die saure Phosphatase zeigten. Ob fur die histiocytiren Zellformen
dariiber hinaus die Phagocytose, wie sie in Kulturen der hier ver-
wendeten Art als Phagocytose von Trimmern zugrunde gegangener
Zellen immer moglich ist, eine bedeutsame Rolle spielt, ist nicht sicher
zu entscheiden. Bei in vitro geziichteten Fibroblasten lieB sich aller-
dings im Falle der sauren Phosphatase eine weitere Vermehrung des
Enzyms durch Phagocytose histochemisch nicht nachweisen; es scheint
dann im wesentlichen nur zu Verschiebungen der Enzymlokalisation
zu kommen.
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Zusammenfassung

An Makrophagen und epitheloiden Zellen aus Kulturen von Mause-
geweben, ndmlich Milz, embryonaler Lunge und auch aus einem Spontan-
tumor, lassen sich mit histochemischen Methoden folgende Enzyme
auffinden : Adenosintriphosphatase, saure Phosphatase und unspezifische
Esterase. Nachweisbare alkalische Phosphatase ist nicht vorhanden.

Die Aktivitdt dieser Enzyme ist in den Makrophagen und epitheloiden
Zellen deutlich stirker als z. B. in Fibroblasten. Die Adenosintriphos-
phatase ist in den histiocytaren Zellformen, ohne eine feinere Lokali-
sation zuzulassen, vorwiegend in einer perinucledren Zone, bei den
Makrophagen auch in den pseudopodienartigen Fortsitzen festzustellen,
in den Fibroblasten und Carcinomzellen dagegen fast ausschlieilich in
den Mitochondrien. Die nachweisbare unspezifische Esterase ist im
wesentlichen an der Zelloberfliche lokalisiert.

Die reiche, histochemisch feststellbare Enzymausstattung der Makro-
phagen und epitheloiden Zellen in vitro wird auf den allgemeinen An-
regungszustand dieser Zellen zuriickgefithrt, zu dem es bei der Um-
wandlung aus ruhenden histioeytiren Zellformen unter dem Reiz der
Explantation kommt.

Summary

Adenosintriphosphatase, acid phosphatase and non-specific esterase
have been demonstrated in cultivated macrophages and epitheloid cells
from tissue cultures of mouse spleen, embryonic lung, and of a mouse
mammary carcinoma. These enzymes give a considerably stronger
reaction in maecrophages and epithelioid cells than in fibroblasts. No
alkaline phosphatase has been observed.

Adenosintriphosphatase in macrophages and epithelioid cells is
mainly found in a perinuclear zone but also in the pseudopodial cyto-
plasmic processes of macrophages; in fibroblasts and carcinoma cells,
however, this enzyme gives a strongly positive reaction almost exclusively
in mitochondria. Acid phosphatase shows a uniform distribution in the
cytoplasm of all cells examined. Enzymatic staining of the cell surface
was observed by mon-specific esferase reaction.

It is suggested that the rich enzymatic System of cultivated macro-
phages and epithelioid cells — as far as it can be visualized by certain
histochemical methods — may develop during the activation of resting
histiocytic cells and their transformation ocurring under the stimulus of
explantation.
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