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Mit 3 Textabbildungen in 7 EinzeldarsteIlungen 

(Eingegangsn am 16. August 1958) 

Bei der Explantation vieler und unterschiediicher Gewebe treten am6boid 
bewegliche Zellen auf, die je naeh der Art  des explantierten Gewebes in mehr oder 
minder gro~er Zahl und fiber einen verschieden langen Zeitraum wi~hrend der ersten 
Ziich~ungspassagen aus dem Explantat  ~uswandern. Diese Zellen sind vor allem 
yon C A ~  und EBELING 1, W. ~.  LEWIS 9, C~EVREMO~-T 2 U. ~. eingehend unter- 
sucht, Mlerdings nicht ganz einhei~lich benannt worden. Zumeist  werden sie Ms 
1VIakrophagen bezeichnet, obgleich damit eigentlieh nur auf die Eigenschaft der 
Phagocytose bzw. Makrophagie hiugewiesen wird, die ja, zumal unter den Bedin- 
gungen in vitro s, aueh vielen anderen Zellen zukommt. Die Makrophagen, die aus 
Kulturen yon embryonMem Bindegewebe oder z. B. aueh yon Tumorgeweben aus- 
wandern, sind in ihrer Gestalt sehr wechselnde und iiberaus rasch bewegliche Zellen. 
Unter bestimmten, offenbar milieu- bzw. p~-abh~tngigen Umst~nden wandeln sie 
sieh in flaeh ausgebreitete, weniger stark umherwandernde Zellen yon epitheloidem 
Charakter um und dann oft aueh noch weiter in mehrkeruige Riesenzellen. In 
frischen Explantaten yon der Mitusemilz oder auch yon der embryonMen MiSuse. 
lunge bilden solche epitheloiden Zellen meist breite, zusammenh~ugende Wachs- 
tumss~ume, wi~hrend die ~mSboid beweglichen Makrophagen an Zuhl mehr zu- 
riiektreten. 

Die Herkun~t der Makrophagen und epitheloiden Zellen in der Gewebekultur 
ist teilweise noch umstritten. CgEVnE~O~T 2 Z. B. glaubt, dal3 sie dureh Umwand- 
lung aus einer Reihe yon verschiedenen Zellformen, vor allem Fibroblasten und 
Myoblasten, entstehen k6nnten. Fiir die ~ehrzahl  der in Gewebekulturen aus- 
wandernden Makrophagen liegt es unserer Auffassung nuch s Mlerdings am n~chsten, 
sie yon den I-Iistiocyten herzuleiten, die d~s explantierte Gewebe jeweils enth~lt. 
Das sind vor Mlem die ,,ruhenden Wanderzellen "1~ des lockeren Bindegewebes, 
z. B. auch im Stroma yon Gesehwulstgewebe; oder es sind die reticulo-endotheliMen 
Zellen etwa der Milz oder es m6gen die Blutmonocyten sein, die sieh - -  wie in 
Kulturen yon Hiihnerblut - -  besonders leicht in epitheloide Zellen und Riesenzellen 
umwandelng, it. Wir fassen daher im folgenden Makrophagen, epitheloide Zellen 
und die I%iesenze]lformen aueh unter der Bezeichnung ,,histiocyt~re Zellformen" 
zusammen. 

Bere i t s  in  e iner  f r i ihe ren  U n t e r s u c h u n g  5 w a r  auf  die Mlgemein  re iehe  

E n z y m a u s s t ~ t t u n g  der  M a k r o p h a g e n  h i n g e w i e s e n  u n d  m i t  de r  b e s o m  

d e r e n  Spez iMis ie rung  auf  a k t i v e  Frel3- u n d  R e s o r p t i o n s l e i s t u n g  erkl/~rt 

worden .  E s  m u B t e  d a h e r  in te ress ie ren ,  we i t e r e  B e f u n d e  f iber  h is to-  

* Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forsehungsgemeinschaft. 
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chemisch an diesen Zellen nachweisbare Enzyme zu erhalten. Dabei 
war auch die Frage zu beantworten, mit welehen weiteren enzymhisto- 
chemisehen Methoden sieh Unterschiede zwischen den histiocyt/~ren 
Zellen und Fibroblasten auiiinden liegen. 

Im I%ahmen solcher Untersuchungen verdient, wie wit glauben, eine 
Frage besondere Auimerksamkeit: welehen EinfluB hat  die Zfichtung 
eines Gewebes in vitro, also die Gesamtheit der damit verbundenen Ver- 
i~nderungen der Lebensbedingungen, des Milieus usw. auI die enzymati- 
sehen Eigensehaften der Zelle ? Bei der sauren Yhosphatase kommt es 
nach unseren vergleichenden Beobachtungen 5 an:embryonalen ~&use- 
fibroblasten in vivo und in vitro ofienbar dutch die Wachstumsakti- 
vierung bei der Explantation und der Zfichtung zu einem Aktivit/~ts- 
anstieg des Enzyms. Es taucht  daher die l%age auf, ob auch bei der 
Zfichtung yon Makrophagen und epitheloiden Zellen in vitro bzw. bei ihrer 
Entstehung aus ruhenden histioeyt~ren Zellformen eine nachweisbare 
Ver~nderung oder Vermehrung ihres EnzymgehMtes eintritt. ]~ber den 
histochemischen Nachweis either l%eihe von Enzymen in Phagocyien und 
Fremdk6rloerriesenzellen yon Fremdk6rpergranulomen der 1VIaus haben 
aus unserem Insti tut  G~DIaI{ und BO.WTX~ a eingehend berichtet: ifir 
phagocytierende Zellen hatten sieh gegenfiber ruhenden Histioeyten Hin- 
weise auf eine ofienbar ,,unspezifisehe", d .h .  nieht dutch die Art des 
Fremdk6rpers beeinflugte Bildung bzw. Vermehrung einiger Enzyme 
ergeben, darunter aueh der sauren Phosphatase. 

Fiir die vorliegende Untersuchung verwendeten wit (1) Explantate yon der Milz 
jugendtieher N~use des DBA-Inzuchtstammes und yon embryonalem Lungen- 
gewebe des gleichen M~usestammes. Diese Gewebe wurden ohne Plasma direkt 
auf Glasstreifen in Rolh'Ohrehen, gewOhnlieh nieht l~nger als his zur 3. Passage, 
geztichtet. - -  Augerdem (2) gewannen wir aus spontanen Mammacarcinomen yon 
DBA-Inzuchtm/~usen Zellkulturen, die in den ersten Passagen vorwiegend aus 
Makrophagen bestanden. Erst mit zunehmender Ziiehtungsdauer verdr~ngten die 
anfanglieh nur spgrlieh vorhandenen Carcinomzellen die histioeyt/~ren Zellformen 
fast vSllig. Zur Herstellung dieser Kulturen wurden die Tumoren zun/~ehst fain 
zerschnitten und darm in 0,05%iger TrypsinlTsung dureh Sehiitteln mit Glaskugeln 
waiter zerkleinert; als Sieb zum Zuriiekhalten gr6berer Bestandteile diente Glas- 
wolle. Die so erhaltene Zellsuspension wurde in Ziichtungsflaschen pipettiert, 
deren Boden mit Glasstreifen ausgetegt war. 

Als Ziiehtungsmedium diente ~iir die Milz- und Lungenkulturen ein Gemiseh 
aus Plaeentarserum, Embryonalextrakt und SalzlSsung nach PA~T-CoMrTON 
(modifiziert) im Verh~ltnis 4: I:5, fiir die Zellkulturen des Mammaeareinoms ein 
N/~hrgemisch mit 2,5% Laetalbumin-Hydrolysat in SalzlSsung naeh HA~xs ~- 
10% Plaeentarserum. 

Reaktionen zum 5~achweis yon Enzymen 
1. A denosintriphosphatase ( A T Pase ). Caleium-Kobalt-Methode entspreehend 

dam Nachweis unter 2b s und nach PADY~:VL~ und HE~A~11; p~ 9,2; Substrat: 
Na-Salz der Adenosintriphosphors/~ure (Sigma); Inkubation: 10 rain bis 4 Std bei 
370C. 
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2. Alkalische Phosphatase. a) Azofarbstoffmethode12; pH 9,2; Subst ra t :  Na- 
~-naphthylphosphat ;  Diazoniumsalz: diazot. 4-Benzoylamino-2,5-Dimethoxyanil in;  
Inkuba t ion :  3 - -20  rain, 20 C ~ b) Calcium-Kobalt-Methode nach Go~o~I~2; 
p~ 9,2; Subst ra t :  Na-fi-Glycerophosphat. Inkuba t ion :  l0  rain his 4 Std bei 370 C. 

3. Phosphatase bei physiologischem p~. Bleiphosphat-Methode nach WAC~- 
STEIX und ~EISEL13; pI~I 7,2; Subst ra t :  Na-fl-Glycerophosphat oder Na-S~lz der 
Adenosintriphosphorsaure (Sigma); Inkuba t ion  10--60 rain bei 37 o C. 

4. Saure Phosphatase. Bleiphosphat-3iethode nach Go~oRI TM; PH 5,0; Subst ra t :  
~N'a-fl-Glycerophosph~t; Inkubat ion :  30ra in  his 3 Std bei 37 ~ C. 

5. Unspezi/ische Esterase (GoMo~I~,le). pH 7,4; Subst ra t :  a-~Naphthylacetat; 
Diazoniumsalz: diazot, o-Dianisidin; Inkuba t ion :  3 - - 1 0 r a i n  bei 200 C. 

Die Gewebekulturen wurden in der Regel 1- -2  Std in 2% S~lzformalin bei 
4 o C fixiert, fiir die unspezifische Esterase meist  nur  30 rain. Bei Verwendung yon 
unfixierten, lebenden Zellen konnte  bei der unspezifischen Esterase die Inkubat ions-  
zeit auf 2 - -5  rain verringert  werden 7. 

Ergebnisse 
In  den Gewebekulturen yon der Milz und  ghnlich ~uch yon embryonaler  Lunge 

besteht  der Wachstumssaum nach der ersten Anziichtung tells aus lebhaft  amSboid 

Abb. 1. Milzkultur (3iaus), 2. Passage. Von der Innenzone des ~u (in 
der Abbildung unten) n~ch peripher (in der Abhildung oben) zunehmende Unlwandlung 
yon [M[akrophagen in epitheloide und tCiesenzellen. ATPase-Reaktion (Ca]cium~Kobalt- 

Methode; p~ 9,2). Inkubationsdauer: 60min 

beweglichen Makrophagen und  tells aus epitheloiden Zellen, die sich auch zu diinnen 
•iembranen zusammenftigen. Nach und  nach w~chsen dann  zahlreiche Fibro- 
blasten bus. Das mehr  oder minder dichte Zellgeriist, das sie bilden, , ,pl~tzt" 
leicht einmal yon der Glasfls ab. An so[chen Stellen im Wachstumssaum ]~Bt 
sich dann die besondere gegenseitige Beziehung der einzelnen histiocyt~iren Zell- 
formen gut  iiberblicken (Abb. 1) : Die inhere Zone des Wachstumssaums der Kul tu r  

Virchows Arch. path. _4~nat. Bd. 331 43a 
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(in der AbbJldung unten) besteht vorwiegend aus den ldeinerenMakrophagen; nach der 
Peripherie der Kultur zu (in der Abbildung oben) wande]n sic sich zunehmend in die 
grSl~eren, epitheloiden Zellen und in mehrkernige Riesenzellen urn. - -  Die Zellku]- 
turen aus dem Mammaearcinom enthalten w~hrend der ersten Zi~chtungspassagen, 
in denen die Kulturen verwendet wurden, neben kleinen Inse]n yon Carcinomzellen 
und einigen Fibroblasten in reiehem M~13e alle (Jbergangsformen (Abb. 2 b) zwischen 
Makrophagen und mehr epitheloiden Zellen. Dagegen finden sieh in ihnen nu~ 
selten mehrkernige Riesenzellen. Trotz gewisser Untersehiede - -  vor allem ira 
mengenm/~13igen Anteil der einzelnen Zellformen - -  besitzen die histioeyt/~ren Zell- 
formen in den Kulturen yon Milz, Lunge und Careinom im wesentlichen ganz ent- 
sprechende morphologische (vgl. Abb. 2a und b) und verhaltensm/il3ige Eigen- 
schaften. Die andern in den Kulturen vorhandenen Zellarten, wie z.B. Fibro- 
blasten oder Krebszellen, lassen sieh ]eicht yon den histioeyt/~ren Ze]lformen unter- 
scheiden. Ihre Anwesenheit ermSglieht bei den einzelnen Enzymnaehweisreaktionen 
gewisse Vergleiche und Kontrollen. 

Adenosintriphosphatase (ATPase). Schon bei kfirzerer Inkuba t ion  
der Kul turen  in dem ATP-hal t igen Subst ra t  (Calcium-Kobalt-Methode; 
PR 9,2) 1/~l~t sich im Cytoplasma der histiocyt/~rcn Zellformen feinkSrniges 
Reaktionslorodukt nachweisen; aber auch in den ldeinen, dichten Zell- 
kernen k o m m t  es bereits frfih, racist schon zugleich mi t  der ersten deut- 
lichen Reakt ion  im Cytolo]asma, zu einer Schw/~rzung (Abb. 3a). Zu- 
nehmende Inkubat ionsdauer ,  n/~mlich fiber 21/2 Std bis 4 Std, ffihrt dann  
bis zu einer starken, fast  homogenen Schw/~rzung der ganzen Zelle. 
Die kleineren Makrophagen sind etwas reicher an Enzymakt iv i t / t t  als die 
grSl~eren, flachen, epitheloiden Zellen und  die Riesenzellen (Abb. 3 a). 
Daher  zeigt die Abb. 1 wie mi t  der Umwand lung  yon 1V[akrophagen fiber 
el0itheloide Zellcn in Riesenzellen (auf der Abbildung yon unten nach 
oben) die Enzymaktivi t /~t  absinkt.  

Es bestanden keine Unterschiede im Ergebnis der beiden Naehweismethodea 
n~eh la, (s. oben) (Go,oR1) oder naeh lb  (s. oben) (PADvKULA U. HER~A~n). 
Zusatz yon KCN 0,001 und 0,01 M oder yon 1-Cystein 0,0025 und 0,01 M hemmt die 
Reaktion nieht; durch die genannten Cysteinkonzentrationen wird sic sogar teil- 
weise leicht verst~rkt, iNach Hitzezerst6rung des Enzyms tritt bei Inkubation 
bis 4 Std keine Reaktion oder Schw~rzung auf, insbesondere aueh nieht an den 
Ze]lkernen. Bei Verwendung yon fl-Glycerophosphat oder Adenosin-5'-monophos- 
phut als Substrat an Stelle yon ATP blieb die Reaktion negativ. 

An den grSI3eren epitheloiden Zellen und  den mehrkernigen Riesen- 
zellen ist das Reakt ionsprodukt  innerhalb des Cytoplasmas meist  peri- 
nucle/tr (Abb. 2 a) ]okalisiert oder vielfach in deutlich radi/~rer Anordnung  
(Abb. 3 a) yon  der perinucle/~ren Region nach der Peripherie an Intensit / t t  
abnehmend.  Ein  Zusammenhang  mit  einem besonderen cytoplasmati-  
schen St rukture lement  ist nicht  sicher erkennbar.  Allerdings enth/tlt die 
gleiche loerinucle/~re Zone zahlreiche feine Bl~schen nnd  Vacuolcn 
(Abb. 2a  und  3a), die nach phasenkontras tmikroskopischcn Beobach- 
tungen zum mindesten teilweise dami t  zusammenh/~ngcn, dal3 bier die 
durch Pinocytose  aufgenommenen FlfissigkeitstrSpfchen zusammen- 
strSmen und  verarbei tet  werden. I n  den vielgestaltigen Makrophagen ist 
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das l~eaktionsprodukt unregelmi~l~iger verteilt  : hier findet es sich hs 
auoh in den pseudopodienartigen Cytoplasmaforts~tzen (Abb. 2b). 

Die ~achweisreaktion der ATPase (Calcium-Kobalt-Methode; PH 9,2) 
an den iibrigen Zellarten, die in den untersuchten Kulturen vorhanden 
sind, weicht in ihrer Lokalisation deutlich yon derjenigen an den Makro- 
phagen und epitheloiden Zellen ab: in Fibroblasten und Carcinomzellen 
t r i t t  eine positive Reaktion an den I/~digen Mitoehondrien ein. Soweit die 
Careinomzellen in membranart igen Verb~nden liegen, ist auBerdem 
noeh eine geringe Aktivit~t an den Zellgrenzen vorhanden. Die Zell- 
kerne sind in Fibroblasten und Carcinomzellen, im Gegensatz zu den 
Makrophagen und epitheloiden Zellen, bis zu Inkubationszeiten yon 
4 Std negativ. 

Das Ergebnis des ATPase-Naehweises bei physiologisehem p~ 
(Bleiphosphatmethode) naeh WACHST~I~ und MEISEL 18 entsprieht an 
den Makrophagen und epitheloiden Zellen den Befunden mit  der Cal- 
cium-Kobalt-Methode bei pH 9,2, ws die Fibroblasten und Car- 
einomzellen negativ bleiben. Anders a]s bei der Caleium-Kobalt-Methode 
treten jedoch bei der Bleiphosphatmethode leieht st6rende Niederschli~ge 
auf, die die Lokalisierung ersehweren. 

Alkalische Phosphatase. Weder an den Makrophagen und epitheloiden 
Zellen noch an den anderen in den Kulturen anwesenden Zellarten lied 
sich - -  zumindest bei den hier verwendeten Inkubationszeiten der Cal- 
cium-Kobalt- und Azofarbstoffmethode - -  histoehemiseh nachweisbare 
alkalisohe Phosphatase auffinden. 

Die Bleiphosphatreaktion zum Nachweis der Glycerophosphatase bei 1~hysio- 
logischem PH 13 blieb ebenfalls durchweg negativ. 

Saure Phosphatase. In  den Makroph~gen, epitheloiden Zellen und 
mehrkernigen I~iesenze]len ist dieses Enzym in der Form eines k6rnigen 
Niederschlags im Cytoplasms naehweisbar (Abb. 2e und 3b). Seine 
Verteilung innerhalb des flachen Cytoplasmasaums der epitheloiden 
Zellen und der Riesenzellen ist meist reeht gleiehm/~ig. Die Zellkerne 
blieben attch bei h6heren Inkubationszeiten bis 3 Std in der Regel frei 
yon Reaktionsprodukt  (vgl. Abb. 3b re_it 3a). Die anderen in den unter- 
suchten Kulturen vorhandenen Zellarten, n~mlich Fibroblasten oder 
Careinomzellen, wiesen eine qualitativ s l~eaktion der sauren 
Phosphatase auf; doeh sind ffir sie etwas h6here Inkubationszeiten not- 
wendig. Die Abb. 2 e zeigt z, B. einen noch negativen Fibroblasten aus 
einer Milzkultur, der yon bereits st/~rker positiven Makrophagen und 
epitheloiden Zellen umgeben ist. 

Die Nachweisreaktion der s~uren Phosph~tase lieB sich durch NaF 0,01 M und 
l-Cystein 0,01 M vSllig, dutch Cystein 0,0025 M stark hemmen. Nach I-Iitzeinakti- 
vierung blieb eine t~eaktion ~us. Substr~tans~tze mit ATP oder Adenosin-5"-Phos- 
phat an Stelle yon /3-Glycerophosphat waren negativ. 
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Unspezifische Esterase ist offenbar in reichlieher Menge in Makro- 
phagen, epitheloiden Zellen und mehrkernigen l~iesenzellen vorhanden. 
Denn mit ~-~qaphthylacetat Ms Substrat ist an diesen Zellen bereits nach 
einer Inkubation yon wenigen Minuten eine starke Reaktion zu beobach- 

Abb. 3a u. b. Epitheloide Zellen aus der Milz (Maus), 3. Passage: a ATPase (Calcium- 
Kobal~-lYlethode, p~ 9,2, Inkubationsdauer:  120 rain). Perinucleare, radiate Lokalisation 
des Enzyms. Starkere Schwarzung des Zellkerns. b Saure Phosphatase (Bleiphosphat- 
]VIethode; p~ 5,0 ; Inkubationsdauer:  60 min). Gleichma~ige Verteilung im Cytoplasma. 

Freibleiben der Zellkerne 

ten, w/ihrend Fibroblasten oder Carcinomzellen in denselben Pr~paraten 
vergleiehsweise nur eine geringe Aktiviti~t aufwiesen oder v611ig negativ 
blieben. Allerdings sind die Ergebnisse davon abh~ngig, ob die l~ach- 
weisreaktion an lebenden oder fixierten Kulturen vorgenommen wird. 
Bei Inkubation lebensfriseher Kulturen in einer SubstratlSsung auf der 
Gruncllage einer physiologisehen SMzl6sung (HA~xs) genfigen 2--4 rain 
ffir eine intensive Enzymreaktion an den histioeyti~ren Zellen; Fibro- 
blasten oder Careinomzellen sind weniger stark positiv. Naeh Fixierung 
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in Formalin nimmt mit zunehmender Fixierungsdauer in Makrophagen 
und epitheloiden Zellen die nachweisbare Enzymaktivitt~t etwas ab, 
dagegen werden Fibroblasten bzw. Carcinomzellen dann vSllig negativ. 
Die Abb. 2d zeigt aus einer 30 min lung fixierten Kultur  epitheloide 
ZeUen und einen Makrophagen, an denen nach 10 rain Inkubation noch 
eine krt~ftige Enzymaktivi ts  erkennbar ist. Das Reaktionsprodukt ist 
meist Ieinsti~bchen- oder kommaf6rmig oder auch mehr netzig-filigran- 
artig. Die Beobachtung der Entstehung des Reaktionsproduktes Enter 
dem Phasenkontrastmikroskop und der Vergleich mit Ergebnissen an 
Zellen yon menschlichen Epidermoidearcinomen in vitro 7 lassen anneh- 
men, dab die Aktivitt~t der unspezifischen Esterase auch bei den Makro- 
phagen und den epitheloiden Zellen zu einem groBen Teil an die Zell- 
oberflt~che zu lokalisieren ist. Dabei seheint bei Makrophagen das Re- 
aktionsprodukt gleiehmt~Biger und diehter an der Oberflgche des Zell- 
k5rpers und der Cytoplasmafortst~tze verteilt zu sein. Bei den epitheloiden 
Zellen und l%iesenzellen dagegen t r i t t  die I%eaktion an den sehr feinen 
Fi~ltelungen auf, die sich auch im Phasenkontrastmikroskop an der 
Oberfl~che dieser Zellen beobachten lassen. 

Besprechung 
Unter den Enzymen, deren histochemischer Nachweis an in vitro 

gezfichteten Makrophagen und epitheloiden Zellen in dieser Arbeit ver- 
sucht wurde, waren eine Adenosintriphosphatase bei p~ 9,2 und bei 
pH 7,2 la die saute Phosphatase und die unspezifische Esterase in ge- 
nfigender Menge vorhanden, um recht starke und teilweise auch nigher 
lokalisierbare Reaktionen zu ergeben. Dagegen fehlte eine nachweisbare 
alkalische Phosphatase. Bereits in einer frfiheren Untersuchung 5, in 
der an makrophagenhaltigen Bindegewebs- und Sarkomkulturen einige 
Aussagen fiber die Aktivitt~t einzelner Enzyme an Makrophagen m6g- 
lich waren, konnte auf den besonders starken Ausiall der Phosphoamidase 
und der sauren Phosphatase sowie aui die positive fi-Glucuronidase. 
Reaktion an diesen Zellen hingewiesen werden. An Hfihnermonocyten- 
kulturen haben WEIss und FAWCETT la mit der Umwandlung der Mono- 
cyten in Makrophagen und l%iesenzellen einen Anstieg der histoehemisch 
nachweisbaren sauren Phosphatase iestgestellt. Wie in der vorliegenden 
Untersuchung war die alkalische Phosphatase negativ. 

Dagegen gelang es WEISS and FAWCETT 1~ nicht, an den yon ihnen 
verwendeten Zellen eine unspezi/ische Esterase nachzuweisen. Dies hiingt 
mSglicherweise damit zusammen, dab dieses Enzym auf Grund seiner 
besonderen Lokalisation einer litngeren Fixierung nicht standht~lt; ist 
es doch hauptsi~chliCh an die Zelloberflt~che und besonders an deren feine 
Ft~ltelungen gebunden. In  anderen yon uns untersuchten Zellen, z .  B. 
menschlichen Carcinomzellen in vitro, an denen die unspezi/ische Esterase 
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eine ~hnliche Lokalisation besitzt 7, is~ sie bereits n~oh ganz kurzer 
Fixierung nicht mehr nachweisb~r. D~s ist bei den M~krophagen und 
epitheloiden Zellen aus M~usegewebe nicht ganz so. Abet schon bei 
geringer Ver['~ngerung der Fixierungsdaner fiber 30 rain vermindert 
sieh auch an diesen die nachweisbsre Enzymaktivit~t  betraehtlich. 

Besondere Anfmerksamkeit verdient das Vorhandensein yon Ade~,osis- 
triphosphatase in den Makrophagen und epitheloiden Zellen. Wir haben 
uns bemfiht, dureh Kontrollversuche d~s Ergebnis zu sichern und eine 
unspezifisehe Re~ktion ~uszusehliel3en. Wesentlich ist d~bei, d~I3 mehrere 
Naehweismethoden zu dem gleichen Resultat fiihrten, ngmlich sowohl die 
Calcium-Kobalt-Methoden bei pg 9,2 entsprecheI~d der Nachweisre~ktion 
der ~lkalischen Glycero-Phosph~tase und diejenige entsprechend den 
Angaben yon PADYKULA nnd Hm~AN n, sls such eine Bleiphosphat- 
methode bei physiologischem Ptt ~3. Die Substr~tans~tze mit fi-Glycero- 
phosphat an Stelle yon ATP waren bei diesen 3 Nachweismethoden 
jeweils negativ. Wenn die ATPase-Reaktion durch KCN nieht gehemmt, 
dureh I-Cystein dagegen eher aktiviert wird, stimmt das mit Beob~ch- 
tungen s iiberein, die wit an Gewebskulturen yon menschlichen Carei- 
nomen machen konnten. Auffallend ist die starke SchwarzLmg der Zell- 
kerne der Makrophagen und epitheloiden Zellen durch das Reaktions- 
produkt des ATPase-Nachweises. Denn sie t r i t t  schon gleichzeitig mit 
der ersten Reaktion im Cytoplasma ein; andererseits fehlt eine ~hnliche 
Schwgrzung der Zellkerne in Fibroblasten oder Carcinomzellen, die, 
wenn aueh in anders gesrteter Lokalisation, gleiehfalls eine Aktivit.at 
im Cytopl~sma aufweisen. Wenn schliel~lich die Zellkerne der Mskro- 
phagen nnd der epitheloiden Zellen bei der sauren Phosphatase (Blei- 
phosphat-Methode) keine Zeichen von Kerndiffusion zeigen (vgl. Abb. 3 
mit 3b), so erhebt sich die Fr~ge, ob die Schw~rzung der Zellkerne der 
M~krophagen und epitheloiden Zellen bei der ATPase-Reaktion kein 
gew6hnlieher Adsorptionsartefakt, sondern eventuell Ausdruck einer 
eehten Enzymresktion ist. Allerdings kann diese Frage nieht ent- 
schieden werden. 

In den bei den vorliegenden Untersuchungen verwendeten Kulturen 
waren aul3er den histiocyt~ren Zellelementen noch Fibroblasten oder 
aueh Mammucarcinomzellen vorhanden. Der Ver~leich der Ergebnisse 
der Enzymreaktion an diese~ verschiedenen ZelIarte~ unterstreieht die 
Besonderheiten der enzymatischen Ausrfistung der Makrophagen und 
epitheloiden Zellen. Bei der A TPase ist dabei die stgrkere Enz~unak~ivi- 
t/~t der Makrophagen und epithe]oiden Zellen und der Unterschied der 
Enzymlokalisation bedeutsam. In den Fibroblasten und Carcinomzellen 
findet sich eine ATPase im wesentlichen nur an den Mitochondrien. 
Wahrscheinlich sind aueh in den Makrophagen und epitheloiden Zellen 
die Mitochondrien positiv. Sie sind jedoch bei diesen Zellen sehr rein- 
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granul~ir lind liegen vorwiegend in dem perinuele~ren Raum, der eine 
allgemein starke ATPase-Aktivit~t besitzt. Innerhalb dieser perinn- 
clei~ren Zone ist eine genauere Lokalisation des Enzyms an cytoplasma- 
tisehe Strukturen nieht m6glich. Die saure Phosphatase and die un- 
spezi[ische Esterase weisen dagegen in den histiocyt/~ren Zellformen nur 
eine wesentlich st/irkere Aktivit~t als in den Fibroblasten oder Carcinom- 
zellen au~, w/ihrend die Lokalisation etwa gMeh ist. 

Eingangs wurde der Frage besondere Bedeutung beigemessen, wel- 
ehen EinfluB die Tatsaehe der Zi~chtung eines Gewebes, also die Ver- 
~nderung der Lebensbedingungen, auf die Enzymaktivit/~t der Zellen 
hat. Die Makrophagen and eloitheloiden Zellen in Gewebekulturen 
dfirften weitgehend durch eine Aktivierung ruhender }Iistiocyten des 
Explantats entstanden sein 6. Ob die in den Makrophagen und epithel- 
oiden Zellen in vitro nachgewiesenen Enzyme bei dieser Aktivierung 
der ruhenden I-Iistiocyten erst entstanden sind odec vermehrt gebildet 
wurden, 1/~Bt sieh aus den vorliegenden Beobachtungen nicht entscheiden. 
Nach ihren Untersuchungen fiber die Umwandlung yon Hfihnerblut- 
monocyten in Makrophagen nahmen WEIss und FAWC]~TT i4 an, dab die 
Zunahme der sauren Phosphatase im Laufe dieser Umwandlung mit der 
erhShten Phagocytoseaktivit/~t zu erkliiren sei. Bedeutsame tIinweise 
ergeben sich aus den Befunden yon GEDIGK and BONTKF, a an Fremd- 
kSrpergranulomen bei der Maus. I)enn die sieh an die Fremdk6rper an- 
lagernden, aktivierten und tohagocytierenden histiogenen Zellelemente 
wiesen einen reichen Enzymgehalt auf, w/~hrend an den weiterab liegen- 
den, ruhenden Histioeyten nur geringere Enzyrnaktivit~t vorhanden 
war oder ganz fehlte. Ffir die yon ihnen untersachten Enzyme nahmen 
GEDIGK und BONTKE a eine yon der besonderen Art des FremdkSrpers 
unabh~ngige, unspezifische Aktivierung an, deren Aufgabe im Rahmen 
des allgemeinen Zellstoffwechsels liege. Eine iihnliche allgemeine Akti- 
vierung ihres Enzymbestandes besteht offenbar ftir die Makrophagen 
und epitheloiden Zellen in der Gewebekultur: die Aktivierung wird, 
wie es scheint, allein schon durch die Explantation in vitro and den 
damit verbundenen Reiz ausgelSst. Bei ~ibroblasten trifft dies in 
gewissem Umfange ebenfalls zu, wie frfihere Untersuehungen a wenigstens 
ffir die saure Phosphatase zeigten. 0b ftir die histiocytgren Zellformen 
dartiber hinaus die Phagoeytose, wie sie in Kulturen der bier ver- 
wendeten Art als Phagoeytose von Trfimmern zugrunde gegangener 
Zellen immer mSglich ist, eine bedeutsame Rolle spielt, ist nieht sieher 
zu entscheiden. Bei in vitro gezfichteten Fibroblasten lieg sieh aller- 
dings im ~alle der sauren Phosphatase eine weitere Vermehrung des 
Enzyms dutch Phagoeytose histoehemisch 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, nSmhch Milz, embryonMer 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 Akt ivi ta t  dicser Enzyme ist in den Makrophagen und epitheloiden 
Zellen deutlich starker als z. B. in Fibroblasten. Die Adenosintriphos- 
phatase ist in den histiocytaren Zellformen, ohnc eine feinere Lokali- 
sation zuzulassen, vorwiegend in einer perinucle/~ren Zone, bei den 
Makrophagen auch in den pseudopodienartigen Fortsatzen festzustellen, 
in den Fibroblasten und Careinomzellen dagegen fast ausschhe$1ieh in 
den )/iitochondrien. Die nachweisbare unspezifische Esterase ist im 
wesentlichen an der Zelloherflache ]okalisiert. 

Die reiche, histochemisch feststellbare Enzymauss ta t tung der Makro- 
phagen und epitheloiden Zellen in vitro wird auf den allgemcinen An- 
regungszustand dieser Zellen zurfickgeffihrt, zu dem es bei der Um- 
wandlung aus ruhenden histioeyt/~ren Zcllformen unter  dem Reiz der 
Explantat ion kommt.  

Summary 
Adenosintriphosphatase, acid phosphatase and non-speci/ic esterase 

have been demonstrated in cultivated macrophages and epitheloid cells 
from tissue cultures of mouse spleen, embryonic lung, and of a mouse 
m a m m a r y  carcinoma. These enzymes give a considerably stronger 
reaction in macrophages 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 iibroblasts 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. Enzymat ic  staining of the cell surface 
was observed by non-specific esterase reaction. 

I t  is suggested tha t  the rich enzymatic system of cultivated macro- 
phages and epithelioid c e l l s -  as far as it  can be visuahzed by  certain 
histochemicM methods - -  may  develop during the activation of resting 
histiocytic cells and their t ransformation oeurring under the stimulus of 
explantation. 
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