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In vorausgegangenen Arbeiten haben wir die Ergebnisse unserer Unter-
suchungen ftiber die histochemische Verteilung der alkalischen Phosphatase
(LExNERT, LOFFLER u. LEDER), der Adenosintriphosphatase und 5-Nucleotidase
(LExverT und RINNEBERG, RINNEBERG und LENNERT) in Lymphknotenschnitt
und -ausstrich mitgeteilt. In der vorliegenden Studie soll iiber die histochemische
Verteilung der unspezifischen Esterasen im Lymphknoten, wie sie mit den Sub-
straten o-Naphthylacetat und Naphthol-AS-Acetat nachweisbar ist, berichtet
werden. Ein Teil der hier vorgelegten Befunde wurde bereits kurz 1959 mitgeteilt
(LexxERT und LOFFLER).

Uber den histochemischen Nachweis unspezifischer Esterasen und Lipasen in Lymph-
knoten haben bisher nur wenige Autoren berichtet (GomMoRI 1946, NacHLAS und SELIGMAN
1949, AckERMAN u. Mitarb. 1951, GossNER 1955, 1958, BRAUNSTEIN u. Mitarb. 1957, 1958,
BraunsTrIN 1960). Ein Teil dieser Untersuchungen wurde im Rahmen der Erprobung neuer
Methoden durchgefiihrt oder erwéhnt das lymphatische Gewebe nur am Rande.

Mit dem Gehalt an Esterasen in Zellen des reticulohistiocytdren Systems befaBten sich
die folgenden Autoren: CrEssick (1953), GomMorI (1953Db, 1955), PEARSE (1956), STEIGLEDER
und LOFrFLER (1956), GEDIGK und BoNTKE (1957), PEARSON und DEFENDI (1957), STEIGLEDER
und ScrurTis (1957a und b), WeLLs (1957, 1958) GossNEr (1958), GEpick und FiscHER
(1960), LoFFLER (1960b, 1961), MoLoNEY u. Mitarb. (1960), Mitus u. Mitarb. (1961).

Material und Methoden

Es wurden 75 lebensfrische Lymphknoten untersucht. Sie entstammten zum gréBten
Teil dem Eingangsmaterial des Pathologischen Institutes der Universitdt Frankfurt a. M.,
einige wurden von Operationspriparaten sofort nach der Exstirpation entnommen. Die
Diagnosen sind in Tabelle 1 zusammengestellt. Die Lymphknoten wurden halbiert, von den
Schnittflaichen wurden Tupfprédparate angefertigt. Eine Hilfte wurde in der iiblichen Weise
histologisch weiter verarbeitet, die andere in 2—3 mm dicke Scheiben geschnitten und in
neutralem Chloralhydrat-Formol 12—16 Std lang bei 4° C fixiert. Der Zusatz von 1%/, Chlor-
alhydrat zur Formollésung (in unserem Falle 4 %ig) gewihrleistet eine bessere Ferment- und
Strukturerhaltung (FIsEMAN und BaxER, BARER und Frsama¥N). Nach der Fixation wurden
die Gewebsstiicke etwa 1 Std unter flielendem Leitungswasser gespiilt. Gefrierschnitte wurden

* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.

** I. Mitteilung (Alkalische Phosphatase in Schnitt und Ausstrich): Virchows Arch. 334,
399-—418 (1961); II. Mitteilung (Adenosintriphosphatase und 5-Nucleotidase im Schnitt):
Klin. Wschr. 1961, 923—924; I11. Mitteilung (Adenosintriphosphatase und 5-Nucleotidase im
Augsstrich): Klin. Wschr. 1961, 971.
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etwa 10 4 dick geschnitten, auf entfettete Objekttriger aufgezogen und luftgetrocknet,
bevor sie weiter verarbeitet wurden. Einige Schnitte wurden flottierend durch die
Losungen gefithrt. Bei schlecht schneidbaren Geweben bewihrte es sich, erst nach dem
Schneiden zu wassern. Die luftgetrockneten Tupfpriparate fixierten wir 30 sec in der
oben angegebenen Fixationslosung, spiilten in Aqua dest. und trockneten erneut. Uber die
Art, wie wir die Ausstriche zahlenmiBig auswerteten, wurde in der I. Mitteilung von LENNERT

u. Mitarb. (1961) berichtet.
Histoehemische Methoden. 1. Methode. Substrat: o-Naphthylacetat. Diazoniumsalze:
Echtblausalz BB (extra cone.) (Diazoniumsalz des 4-Amino-2,5-didthoxybenzanilid), Echt-
rotsalz TR (Chlorzinkdoppel-

Tabelle 1. Uniersuchungsgut salz des 5-Chlor-o-toluidin),
Echtgranatsalz GBC (Diazon-

Diagnose un%:glgﬁie n iumsalz des o-Aminoazotoluol).
Fiille Inkubation: pg 7,8—8,0, 20°C,
3—15 min.
,»Unspezifische Lymphadenitis* . 25 2. Methode. Substrat: Naph-
Piringersche Lymphadenitis . . . . . 5 thol-AS-Acetat.  Diazonium-
Lwes Tuw Il . . . . . . . .. ... 2 salze: Echtgranatsalz GBC,
Tuberkalose . . . . .. . ... .. 6 Echtblausalz BB (extra conc.).
Sarkoidose . . . . . . . . ... .. 5 Inkubation: pg 6,9, 20° C,
Paramyloidose . . . . . . . . . .. 1 90—60 min
Lupus erythematodes . . . . . . . . 1 Dio K. ’ don 4 mi
Lymphogranulomatose . . . . . . . 10 | 2lo ferme wurden £ min
Lymphosarkom und Leukosarkomatose 5 mit Mayers Himalaun gefirb,
Paramyeloblastenleukémie . . . . . . 1 die Priparate mit Gelatinol
Monocytenleukdmie . . . . . . . . . 1t eingedeckt.
Morbus Brill-Symmers . . . . . . . 2 Kontrollen. Schnitte und
Maligne Reticulose und Reticulosarkom 5 Ausstriche wurden nach Hitze-
Carcinommetastase . . . . . . . . . 6 inaktivierung (Wasser 1000 C,
Insgesamt 75 10 min) oder ohne Substrat

1 Bioptisch und autoptisch untersucht. inkubiert. In beiden Féllen

erfolgte keine Reaktion.

Weitere Einzelheiten der von uns benutzten Technik sind an anderer Stelle versffentlicht
worden (LO¥rFLER 1960a).

Bei den Hemmuversuchen wurden die Schnitte und Ausstriche vor Durchfiihrung der
histochemischen Reaktion 1 Std lang in die wiBrige Losung des Hemmstoffes eingestellt. Die
reversiblen Inhibitoren Physostigmin und Natriumfluorid setzten wir dem Inkubations-
gemisch zu; dagegen wurden der irreversible Hemmstoff E 600 und Silbernitrat, das wir mit
PePLER u. PEARSE ebenfalls als irreversiblen Hemmstoff ansehen, dem Inkubationsgemisch
nicht beigefiigt.

Benutzte Inhibitoren. E 600 (Didthyl-p-nitrophenylphosphat) Konz. 10-¢ M; NaF
(Natriumfluorid) Konz. 2 x 103 M; Physostigminsalicylat Konz. 10-5 M; AgNO, Konz.
2 x 10—*M; L-Cystein-hydrochlorid Konz. 10-3 M.

Wiihrend NaF und E 600 bei Benutzung von Naphthol-AS-Acetat zur Differenzierung
der drei Gruppen der menschlichen Esterasen (Gomorr 1955) und Physostigmin zum Aus-
schluf der Cholinesterasen dienen sollten, hofften wir, mit AgNO; und Cystein einen Hinweis
zu erhalten, ob sich unter den im menschlichen Liymphknoten aktiven Esterasen auch solche
mit Peptidasenatur beféinden.

Ag-Tonen hemmen Aminopeptidase, Dipeptidase und Prolinase (ABDERHALDEN und
MerkEL). Cystein gilt als Aktivator fiir Cathepsin. PEPLER und PEARSE (1957a und b) be-
nutzten es zusammen mit 5-Bromindoxyl-o-acetat. Setzten wir Cystein den von uns ver-
wendeten Inkubationsmedien zu, so kam es zu einer grobflockigen Ausfillung und zur Farb-
inderung des Reaktionsgemisches, so daf wir auf eine Untersuchung mit dieser Substanz
verzichteten.

Zur Kontrolle der Hemmwirkung wurden ein Schnitt und ein Ausstrich 1 Std lang in
Aqua dest. gebracht und danach wie die iibrigen Priparate weiterbehandelt.
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Vorbemerkungen. Bei unseren Untersuchungen bewihrte sich am besten die x-Naphthyl-
acetat-Technik in Kombination mit den Kupplungspartnern Echtblausalz BB (extra conc.)
und Echtrotsalz TR. Aber auch die Kombination mit Echtgranatsalz GBC liefert besonders
im Tupfpriparat gute Bilder; die Kupplungsgeschwindigkeit ist mit diesem Salz etwas

schneller, dafir ist die
Untergrundfiarbung stérker,
was bei schwach positiven
Strukturen zu Schwierig-
keiten fithren kann.

Die Naphthol-AS-Acetat-
Technik in der Modifikation
von PEARSE (1954) liefert
bessere Resultate als die
Originalmethode von Go-
MORI (1952) oder die Modi-
fikation von BURSTONE
(1956). Der am besten ge-
eignete Kupplungspartner
ist Echtblausalz BB (extra
conc.); mit Echtgranatsalz
GBC, das urspringlich
empfohlen worden war, ent-
stehen recht grobe nadel-

formige  Kristalle, die
eine sichere Lokalisation
der Enzymaktivitdit er-
schweren.

Gelegentlich sahen wir
bei der fiir die iibrigen
Lymphknotenstrukturen
giinstigsten Inkubationszeit
im Cytoplasma der neu-
trophilen und eosinophilen
Granulocyten und  der
Lymphocyten einige Gra-
nula des Reaktionsproduk-
tes. Da — besonders im
Schnitt — nicht mit ge-
niigender Sicherheit Arte-
fakte ausgeschlossen werden
konnten, haben wir diese
Zellen im Rahmen dieser
Arbeit als esterasenegativ

gewertet.

Tabelle 2. Esterase im Lymphknotenschnitt bel Entziindungen
und Lymphogranulomatose

Substrate
Lty uron »Naphthyl- | Naphthol-
acetat AS-Acetat
Primér- und Sekundérfollikel®
Germinoblasten . . . . . . 0 0
Lymphocyten . . . . . . . 0 0
Reticulumzellen und Kern-
trimmerphagen . . . . . ++ +
Pulpa
RHS-Zellen . . . . . .. + bis -+ | (+) bis -
Epitheloidzellherde . ++ + bis 4-+
Gewebsmastzellen . . . . . 0 bis (+) +
Restgewebe . . . . . . . . 0 0
Sinus
Retothelien . . . . . . . . + bis ++ | (+) bis -
Unreife Histiocyten . 0 0
Leukocyten . . . . . . .. 0 bis (+) 0 bis (+)
Gewebsmastzellen . . . . . 0 bis (+) -+
Gefdle . . . . . . . . . .. -+ +
Fibroblasten . . . . . . . . 0 bis (4) 0 bis (+)
Tuberkel
Epitheloidzellen . . . . . . -+ bis -+ | (+) bis +-+
Langhanssche Riesenzellen . 4 4
Tuberkulése Késeherde
Epitheloidzellen . . . . . . (+) bis +-+ 0 bis +--
Langhanssche Riesenzellen . ++ + -+
Kédse . . .. ... ... 0 0
Hodgkinzellen . . . . . . . 0 bis + 0 bis (+)
Sternbergsche Riesenzellen . . 0 bis + 0 bis (4+)

Zeichenerklirung: 0 = negativ;

(4) = schwach positiv;

4 = zum Teil positiv in wechselnder Stirke; - positiv;

+ + = stark positiv.

! Haufig fand sich in den Keimzentren eine schwache bis

deutliche intercelluldre Reaktion.

1. Esterasen im Lymphknotenschniti (s. Tabelle 2)

Wir untersuchten 25 Lymphknoten, deren histologische Untersuchung die Dia-
gnose ,,unspezifische Lymphadenitis' ergeben hatte. Mit dem Substrat o-Naphthyl-
acetat (fortan «-N) sahen wir in allen Fillen eine starke Aktivitit im Cytoplasma
der Sinusretothelien, so daf} die Reaktion bei starkem Sinuskatarrh schon makro-
skopisch zu erkennen war. Auch im schmalen Cytoplasma der die Sinus aus-
kleidenden Zellen war eine Anfirbung erkennbar; sehr eindrucksvoll stellte sich
die Esteraseaktivitit der abgelosten Sinusretothelien dar, welche bei dieser

33%
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Methode héufig ein scharf begrenztes, abgerundetes Cytoplasma zeigen, das vom
Reaktionsprodukt vollstindig ausgefillt wird (Abb. 1 und 2). Dieser Befund gilt

K b g d - =~

Abb. 1, Sinuskatarrh. Beachte den unterschiedlichen Esterasegehalt in den Retothelien der Sinus:
GroBle abgerundete, tiefschwarze Retothelien neben grauschwarzen verzweigten Retothelien. Die
Reticulumzellen der Pulpa sind gut in ihrer variablen Zellform erkennbar. Unspezifische

Lymphadenitis. B 7180/60. «-N-Esterase. 125 X

Abb, 2a u. b. Sinuskatarrh und Sinuslymphocytose (,,Ausschwemmung®‘). Jeweils unten Sinus, oben
Pulpa. Bei a hochaktive abgerundete Retothelien in den Sinus, In der Pulpa zahlreiche grofle, dendri-
tenartiz verzweigte Reticulumzellen. Unspezifische Lymphadenitis E 149/60. Bei b zwischen den
aktiven abgeldsten Retothelien zahlreiche Lymphocyten. In der Pulpa nur vereinzelt relativ kleine
Reticulumzellen. Paragranulom. B 6915/59. Jeweils a-N-Esterase, 125 x

besonders fiir den akuten Sinuskatarrh, wihrend die ,syncytialen” Retothelien
bei chronischem Katarrh nicht immer derartig scharf abgegrenzt und gelegentlich
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etwas schwécher angefirbt sind. Oft sind stark positive abgerundete und
schwicher positive ,,syneytiale” Retothelien im gleichen Sinus nebencinander
vorhanden. Dieses diirfte Ausdruck der unterschiedlichen Aktivitdt der Sinus-
zellen sein: Hochaktive Zellen runden sich ab und gehen schliellich zugrunde,
weniger aktive Zellen behalten ihre ,syncytiale’ Form bei (Abb. 1).

Sehr schon stellen sich die bei tiblicher HE-Farbung kaum hervortretenden
Reticulumzellen der Pulpa dar, deren sternformige Gestalt und lange Plasmafort-
satze hdufig gut zu sehen sind (Abb. 2a). Thre Form und ihr Verteilungsmuster
sind recht einheitlich. AuBerdem fanden wir kleine Zellen in der GroBenordnung
der Lymphocyten mit deutlicher Plasmaaktivitdt; bei den iiblichen Farbungen
sind sie nicht von Lymphocyten zu unterscheiden. In Primér- und besonders in
Sekundirfollikeln fielen stark verzweigte Reticulumzellen und Kerntriimmer-
phagen durch ihre duBlerst kriftige Reaktion auf. Die Germinoblasten waren
stets negativ.

Ein weiteres Merkmal der Keimzentren ist eine hiufig nachweisbare schwache
bis miaBig starke infercellulire Reaktion, die im Schnitt den Eindruck eines
Netzes entstehen 146t. Diesen Befund konnten wir deutlicher an Schnitten von
menschlichen Milzen erheben.

Vereinzelt gelang es, Gewebsmastzellen mit sehr schwacher Fermentaktivitit
zu identifizieren, Fibroblasten in der Kapsel und in den Trabekeln sowie Venolen
lieBen gelegentlich eine schwache Reaktion erkennen.

Mit der Naphthol-AS-Acetat-Technik (fortan NAS) fiel die Reaktion im ganzen
schwécher aus als mit «-N. Am deutlichsten fidrbten sich einige verstreute
Reticulumzellen und Kerntriimmerphagen an, die Sinusretotbelien reagierten
ebentalls im Durchschnitt schwicher. Die Gewebsmastzellen zeigten im Verhilt-
nis zu den anderen Zellformen eine stérkere Enzymaktivitdt als mit dem Substrat
o-N.

Bei der Piringerschen Lymphadenitis fand sich eine sehr deutliche HEsterase-
aktivitdt mit «-N in den schon bei der unspezifischen Lymphadenitis beschriebenen
Strukturen. Dariiber hinaus fielen die kleinen Epitheloidzellherde durch starke
Anfirbung auf. Die Sekundiarknoétchen wiesen dieselben Verdnderungen auf wie
bei Follikelhyperplasie aus anderer Ursache; waren in ihnen Epitheloidzellherde
vorhanden, so reagierten sie kraftig (Abb. 3b).

Die von LENNERT (1958, 1961) bei dieser Erkrankung beschriebene wunreife
Sinushistiocytose unterscheidet sich auch histochemisch deutlich vom Sinus-
katarrh: die unreifen Histiocyten lassen keine Esteraseaktivitit erkennen; ledig-
lich die Sinuswandzellen und abgeldsten, zwischen den Histiocyten gelegenen
Retothelien zeigen die tibliche kraftige Aktivitdt (Abb. 4).

Die Untersuchung mit dem Substrat NAS ergab keine s1gn1f1kanten Ab-
weichungen von den eben mitgeteilten Befunden. Die Reaktion war am stirksten
in einigen in der Pulpa verstreuten Reticulumzellen, in den Keimzentren und in
den (saftigen!) Epitheloidzellen.

Bei epitheloidzelliger Tuberkulose zeigten die Epitheloidzellen und besonders
die Langhansschen Riesenzellen der Tuberkel die stirkste Aktivitit. Die ,,saftigen‘
Epitheloidzellen mit plump-ovalem Kern und breitem Plasma zeigten eine viel
stdrkere Reaktion als die lang ausgezogenen ,diirren Epitheloidzellen mit
katzenzungenartigem schlankem Kern. Reticulumzellen, Retothelien, Venolen
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und gelegentlich Fibroblasten unterschieden sich nicht von den gleichen Zellen
bei anderen Entziindungen.
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Abb. 3a u. b. Lymphknoten bei primér chronischer Polyarthritis (a) und Toxoplasmose (b). Bei a

starke Reticulumzellvermehrung in der Pulpa und gpérliche Reticulumzellen in den Keimzentren. Hier

auBerdem schwache intercellulire Reaktion. E 10614/59. o«-N-Hgteragse. 40 x. Bei b Vermehrung

groBer Reticulumzellen in dem schart begrenzten ,,nackten’ Keimzentrum. XKleine Epitheloidzell-
gruppen in der Pulpa (Epi). E 14304/58, «-N-Esterase. 50 x

A Y £ ‘Es'é
Abb, 4. TUnreife Sinushistiocytose bei Piringerscher Lymphadenitis (Toxoplasmose). Die unreifen

Histiocyten sind esterase-negativ. Dazwischen liegen aber einige groBfle, stark aktive Retothelien
(s. Abb. 2b). E 1504/59. a-N-Esterase. 125 x

Finf Lymphknoten, bei denen die Diagnose Sarkoidose gestellt worden war,
konnten wir nur mit NAS untersuchen. Bei diesen Fillen waren keine enzym-
aktiven Retothelien erkennbar. In 4 Fillen fanden sich positive Reticulum-
zellen in der Pulpa. Gefdfle und Fibroblasten blieben ungefdrbt. Die Epitheloid-
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zellen der Tuberkel zeigten deutliche Aktivitit, die aber von jener der Langhans-
schen Riesenzellen noch iibertroffen wurde.

Bei 5 Fillen von wverkdsender Lymphknotentuberkulose (Abb.5) reagierten
die Reticulumzellen im Restparenchym sehr deutlich. Die Langhansschen
Riesenzellen am Rande der Verkisung zeigten — wie bei epitheloidzelliger
Tuberkulose und bei Sarkoidose — sehr starke Aktivitdt. Der Aktivitdatsgrad
der Epitheloidzellen am Rande der Verkédsungszonen war nicht einheitlich: Im
Durchschnitt firbten sich die ,,diirren‘ Zellen schwiicher an, einzelne erschienen

Kb e T W7 ]
Abb. 5. Kisige Lymphknotentuberkulose. Der Verkisungsrand zeigt zahlreiche méaBig positive,
geschwinzte Epitheloidzellen in Palisadenstellung. Die abgerundeten Epitheloidzellen der folgenden
Zone und des unten rechts gelegenen Tuberkels zeigen eine stérkere Esteraseaktivitat.
E 723/59. «-N-Bsterage. 50 X
sogar negativ. Der Kise selbst lieB keine Anfarbung erkennen; lediglich am Kése-
rand war im Bereich von Kerntriimmern noch eine schwache Reaktion nachweis-
bar. An einigen Stellen fanden sich Inseln erhaltenen Gewebes im Kése, in denen
die Reticulum- und Epitheloidzellen eine gleiche Esteraseaktivitit zeigten wie
im erhaltenen Gewebe. Signifikante Unterschiede zwischen der Reaktion, die
mit den beiden benutzten Substraten erzielt wurde, waren nicht erkennbar. Es
fiel lediglich auf, daB die Zahl der positiven Epitheloidzellen bei der Anwendung
von NAS geringer war.

Bei je einem Fall von Lues I und 11 verhielten sich die Strukturen so wie bei
der unsperzifischen oder der Piringerschen Lymphadenitis.

Ein Lymphknoten mit Paramyloidablagerung lief nur einige schwach positive
Reticulumzellen in der Pulpa erkennen. Ein Lymphknoten mit Verdnderungen
im Sinne des Lupus erythematodes wies eine diffuse Anfirbung im Bereich einer
groBen Nekrose auf.

Die zehn untersuchten Lymphknoten mit den histologischen Verdnderungen
der Lymphogranulomatose zeigten verschiedene histologische Formen bzw. Stadien
der Erkrankung: zwei Fille waren als Paragranulom einzustufen, ein Lymph-
knoten wies ganz frische Verdinderungen auf, drei Fille waren gering vernarbt
und bei vier Lymphknoten konnte man eine starke Fibrosierung erkennen.
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Die histochemischen Verdnderungen waren auch hier wieder am besten bei
Anwendung der «-N-Technik nachweisbar. Wihrend bei den Entziindungen
und reaktiven Verénderungen des Lymphknotens ein relativ gleichférmiges Muster
der fermentaktiven Reticulumzellen erkennbar war, fand sich bei den fort-
geschrittenen Stadien der Lymphogranulomatose eine Zerstorung dieses Ver-
teilungsmusters der Reticulumzellen. Bei den vernarbten Formen fielen die Herde
des spezifischen Gewebes zwischen den fibrosierten Partien durch die oft bizarre
Gestalt der esteraseaktiven Zellen auf, die hier z. T. plump, z. T. mit vielen kurzen
und langen Fortsidtzen versehen waren und dicht zusammenlagen. Bei stark
vernarbten Fillen waren weniger fermentpositive Zellen zu finden als bei den
fibrigen histologischen Bildern.

Die Hodgkinzellen reagierten im Durchschnitt etwas schwicher als die Reti-
culumzellen und die Epitheloidzellen, es fanden sich aber auch Formen mit sehr
starker Reaktion (Ubergangsformen ?). Die Enzymaktivitit der meisten Stern-
bergschen Riesenzellen, die wir fanden, war gegeniiber jener der Reticulum- und
Hodgkinzellen vermindert, z. T. lieBen sie keine Esteraseaktivitéit nachweisen.
In den Venolen-Endothelien und gelegentlich auch in den Endothelien der Capil-
laren schien die Reaktion etwas stérker als bei den anderen Erkrankungen. In
den Vernarbungsbezirken fand sich hiufig eine schwache Anfirbung der Fibro-
blasten.

Die Aktivitdt der beiden Esterasen zeigte keine qualitativen Unterschiede.
Die Sternbergschen Riesenzellen waren aber bei Anwendung von NAS in hoherem
Prozentsatz esterase-negativ als bei Verwendung von o-N.

Mit «-N wurden vier Carcinom-Metastasen (zwei Metastasen von Magen-
carcinomen, je eine Metastase eines Bronchialcarcinoms und eines Adenocarci-
noms unklarer Herkunft) untersucht. Die Tumorzellen der beiden Magencarcinome
lieBen deutliche Esteraseaktivitat erkennen, jene des Bronchialcarcinoms und des
Adenocarcinoms farbten sich nur gering an. Mit dem Substrat NAS wurde noch
die Metastase eines soliden Carcinoms unklarer Herkunft untersucht, wobei eine
positive Reaktion der Tumorzellen erzielt - wurde. Die lymphknoteneigenen
Zellen verhielten sich in sdmtlichen Féllen wie bei der unspezifischen Lymph-
adenitis.

Bei einem ,,sarkomatos entarteten®, groffollikuliren Lymphoblastom, bei dem
die gewucherten Zellen nur vereinzelt in Form von an Lymphfollikel erinnernden
Knétchen wuchsen, war in den Tumorzellen mit «-N keine Esteraseaktivitit nach-
weisbar. Zwischen den Tumorzellkomplexen waren positive Reticulumzellen
eingestreut. Ein weiterer Fall von groffollikulirem Lymphoblastom wurde mit
der NAS-Methode untersucht. Eine Anfirbung der follikuldren Strukturen wurde
hierbei nicht erzielt.

Die drei untersuchten Reticulosarkome zeigten bei der «-N-Methode ein unter-
schiedliches Verhalten. In zwei Fillen waren die Tumorzellen wenig ausdiffe-
renziert und lieBen keine oder nur ganz spéarliche Anfarbung erkennen. Bei einem
weiteren Fall, einem ausgesprochen groBzelligen Reticulosarkom, fanden sich alle
Ubergangsformen von ,,normalen‘* Reticulumzellen bis zu den typischen Sarkom-
zellen mit deutlichem basophilem Nucleolus und Cytoplasmabasophilie. In den
,.normalen‘‘, ausgereiften Reticulumzellen war eine deutliche bis sehr starke Este-
raseaktivitit zu erkennen, welche mit zunehmender ,,Unreife‘* der Zellen abnahm.
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Dieser Unterschied war im Schnitt nicht so deutlich zu erkennen wie im Aus-
strich. Immerhin war im Schnitt der groBere Teil der Zellen stark angeférbt. Meist
lagen ganze Areale enzymaktiver Zellen zusammen; daneben blieben schmaélere
Bezirke ohne Aktivitdt oder wurden nur durch einzelne positive Zellen unter-
brochen.

Drei Lymphosarkome wurden mit «-N untersucht. Die Sarkomzellen waren
esterasenegativ. In lockerer Verteilung fanden sich positive Reticulumzellen
iber den Schnitt verteilt. Die Zahl dieser Reticulumzellen mit Esteraseaktivitit
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Abb. 6. Monocytenleukdmie. Lymphknotenschnitt. S 58/62. o-N-Esterase ohne Kerntdrbung., 125 x

war im Durchschnitt niedriger als bei den iibrigen Lymphknotenerkrankungen.
Je ein Fall von Leukosarkomatose und unreifzelliger Leukose zeigte mit NAS als
Substrat keine Reaktion der neoplastischen Zellen.

In einem Fall von Monocytenleukimsie (Abb. 6) waren die meisten leukédmischen
Zellen des Lymphknotens méaBig stark esteraseaktiv. Dazwischen lagen zahlreiche
stark positive Zellen, die zum geringen Teil als verzweigte groBie Reticulumzellen
imponierten, zumeist aber kleiner als diese erschienen und z. T. sicher als Mono-
cyten anzusprechen waren. Die in diesem Falle beobachtete Esteraseaktivitit
war die stirkste, die wir, bezogen auf die Gesamtzahl der esterasepositiven Zellen,
jemals in einem Lymphknoten beobachteten.

11. Esterasen im Lymphknotenausstrich (s. Tabelle 3 und 4).

Esteraseaktivitit konnte in wechselnder Stirke im Cytoplasma von mittleren
reticuldren Reizzellen, Histiocyten, groBen Reticulumzellen, kleinen Reticulum-
zellen, Epitheloidzellen, Kerntriimmerphagen, Gewebsmastzellen, Hodgkinzellen,
Sternbergschen Riesenzellen und Langhansschen Riesenzellen nachgewiesen
werden. Gelegentlich sahen wir einige Zellen, die wir nicht sicher einstufen
konnten. In dem nach ParpENmEEMM gefirbten Tupfpriparat desselben Lymph-
knotens fanden sich in diesen Fillen vermehrt Blutmastzellen; auch rein
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morphologisch erinnerten diese Zellen an Blutmastzellen.

K. Lexyert, H. LorFLER und F. GRABNER:

Auch auf Grund

anderer Untersuchungen, die wir durchfithrten (LOFFLER und SCHUBERT, LENNERT

Tabelle 3. Zusammenfassung der quantitativen Ergebnisse im
Lymphknoten-Ausstrich bei der Esterase-Reaktion

mit o- Naphthylacetat

Gezdhlte | Gezahlte |Prozentder
Zellart Zellen positive | positiven

insgesamt Zellen Zellen
Germinoblasten . . . . . 184 — —
Plasmazellreihe . . . . . 159 — —
Reticuldre Reizzellen . . . 840 257 30,6
Histiooyten . . . . . . . 720 380 52,8
GroBe Reticulumzellen 867 713 82,2
Kleine Reticulumzellen . . 359 359 100
Epitheloidzellen. . . . . . 264 255 96,6
Kerntriimmerphagen . . . 124 124 100
Neutrophile*. . . . . . . 592 — —
Eosinophile . . . . . . . 189 — —
Gewebsmastzellen?. . — — —
Basophile Stammzellen . . 24 — —
Hodgkinzellen . . . . . . 82 52 63,4

Sternbergsche Riesenzellen.

! In den neutro- und eosinophilen Granulocyten sahen wir
hiufig einige Kérnchen des Reaktionsproduktes. In der Tabelle
wurde dies nicht beriicksichtigt.

2 Ein Teil der Zellen zeigte schwache bis miBig starke
Esteraseaktivitit. Die Zahl der ausgezidhlten Zellen war zu
klein, um Prozente angeben zu kénnen.

Tabelle 4.

Zusammenfassung der quantitativen Ergebnisse

im Lymphknoten- Ausstrich bei der Esterase-Reaktion
mit Naphthol-AS-Acetat

Gezdhlte | Gezdhlte |Prozentder
Zellart Zellen positive positiven

insgesamt Zellen Zellen
Germinoblasten . . . . . 100 — —
Plasmazellrethe . . . . . 118 — —
Reticulire Reizzellen . . . 1043 88 8,4
Histiocyten . . . . . . . 854 581 68,0
GroBe Reticulumzellen . . 1855 737 39,7
Kleine Reticulumzellen . . 159 159 100
Epitheloidzellen . . . . . 251 229 91,2
Kerntrimmerphagen . . . 78 74 94,9
Neutrophile* . . . . . . . 806 — —
Bosinophile . . . . . . . 48 — —
Gewebsmastzellen .. 50 33 66,0
Basophile Stammzellen . . 10 — —
Hodgkin-Zellen. . . . . . 61 6 9,8

1In den neutro- und eosinophilen Granulocyten sahen
wir hdufig einige Kérnchen des Reaktionsproduktes. In der

Tabelle wurde dies nicht beriicksichtigt.

und SCHUBERT) m6chten
wir annehmen, daf8 die
erwihnten, nicht sicher
identifizierten Zellen
wenigstens z. T. Blut-
mastzellen waren. Keine
Esteraseaktivitit sahen
wir in Germinoblasten
(Keimzentrumszellen),
Plasmazellen und baso-
philen Stammzellen.

Da wir die kleinen
Reticulumzellen in den
meisten  Fillen nur
durch ihre Plasmaakti-
vitdt von Lymphocyten
unterscheiden konnten,
sind in den Tabellen
100 % esteraseaktive
Zellen angegeben. Die
Zahl entspricht daher
nicht wunbedingt den
wahren Verhiltnissen.
Die Kerntriimmer-
phagen waren bei An-
wendung der «-N-Tech-
nik 100 %ig positiv.

In den Tabellen 5
und 6 ist der Prozent-

satz  esterasepositiver
Zellen bei den einzel-
nen  Lymphknotener-

krankungen aufgefithrt.
Danach wurde bei der
Tuberkulose einerseits
der hochste Prozent-
satz positiver reticulirer
Reizzellen und Histio-
cyten, andererseits der
niedrigste Prozentsatz
positiver Epitheloidzel-
len gefunden. In diesen
Punkten stimmen die

beiden von uns benutzten Esterasemethoden iiberein. Der Grad der Enzymalkti-
vitit der positiven Histiocyten und der esteraseaktiven reticuliren Reizzellen,
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die groBenmiBig zu den mittleren Formen gehoren, war im Durchschnitt geringer
als bei den Reticulumzellen, Epitheloidzellen und Kerntriimmerphagen.

Ein Unterschied zwischen den beiden von uns verwendeten Methoden besteht
darin, daf die Naphthol-AS-Esteraseaktivitdt im Durchschnitt schwécher war

a b
Abb. 7a u. b. GroBe Reticulumzelle (a) und sattige Epitheloidzellen (b)im Lymphknoten-Tupfpraparat.
Bei a Reticulumzellgestalt entsprechend der Reticulumzellform in der Pulpa des Schnities. E 9019/59.
«-N-HEsterase ohne Kernfirbung. Bei b Epitheloidzellgruppe einer késigen Lymphknotentuberkulose.
«-N-Esterase mit Kernfarbung. Je 500 x

-
- ..... Rea _& .'_...ﬂ\. “ d

Abb. 8. Saftige (oben) und diirre (links unten) Epitheloidzellen im Tupfpriparat bei kiisiger
Lymphknotentuberkulose, E 723/59. «-N-HEsterase. 500 x

als die Naphthol-Esterase-Aktivitat. Lediglich die Gewebsmastzellen zeigten
eine stirkere Reaktion mit Naphthol-AS-Acetat.

Bei der Lymphogranulomatose war die Esterasereaktion der Hodgkinzellen
im Durchschnitt schwicher als bei den Reticulum- und Epitheloidzellen. Bei
der Auszéhlung haben wir nur drei Sternbergsche Riesenzellen registriert;
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d. Epi

Abb. 9. Saftige (s. Epi) und diirre (d. Epi) Epitheloidzelle bei Pappenheim-Fiarbung zum Vergleich.
Lymphknoten-Tupfpriparat. Gleicher Fall wie Abb. 5. 125 x

Tabelle 5. Prozentualer Anteil esterase-aktiver Zellen bei verschiedemen Lymphknoten-
erkrankungen im Lymphknotentupfpriporat (o-Naphthylacetat- Methode)

Zifi - . ~ Lympho-
Zettars Vnspertioche, | (Brmgereie, | Tuber: | il
Reticulire Reizzellen . . . . . 24,9 24.6 58,2 25,0
Histiocyten . . . . 46,9 60,0 75,6 48,1
GroBe Reticulumzellen 69,8 90,2 88,5 83,4
Epitheloidzellen . . . . . . . 100 96,7 92,9 100
Hodgkin-Zellen . . . . . . .. — — — 63,4

NB. Kerntriimmerphagen und kleine Reticulumzellen waren in allen Fillen 100%ig
positiv. Die Zahl der ausgezihlten Gewebsmastzellen und Sternbergschen Riesenzellen war
zu klein, um Prozentzahlen angeben zu konnen.

Tabelle 6. Prozentualer Anteil esterase-aktiver Zellen bei verschiedenen Lymphknoten
erkrankungen vm Lymphlnotentupfpraporat ( Naphthol-AS- Acetai- Methode)

o i c - Lympho-
Zotart Sppertioche, | pingsce | Tuber | il
Reticuldre Reizzellen . . . . . 5,1 74 33,3 10,7
Histioeyten . . . . . . . . . 72,7 55,7 76,6 65,1
GroBe Reticulumzellen 51,6 53,5 67,3 40,5
Epitheloidzellen 94,2 100 76,7 93,7
Kerntriimmerphagen . . . . . 100 89,7 100 100
Gewebsmastzellen . . . . . . 63,6 — — —
Hodgkin-Zellen . . . . . . . — — — 9,8

NB. Kleine Reticulumzellen waren in allen Fillen 100%ig positiv. AuBer bei der un-
spezifischen Lymphadenitis war die Zahl der ausgezihlten Gewebsmastzellen zu klein, um
Prozentzahlen angeben zu kénnen.
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unabhéngig davon sahen wir noch eine Anzahl dieser Zellen, die — wenn iiber-
haupt — nur eine schwache bis méfig starke Esterasereaktion zeigten.

Von den fiinf Carcinommetastasen (drei Metastasen von Magencarcinom,
je eine Metastase eines Bronchialcarcinoms und eines undifferenzierten soliden
Carcinoms) zeigten die Tumorzellen der Magencarcinommetastasen auch im Aus-
strich deutliche Esteraseaktivitidt. Die Tumorzellen des Bronchialcarcinoms waren
groBtenteils negativ, einige wiesen eine geringe Fermentaktivitit auf. Die Zellen
des undifferenzierten soliden Carcinoms waren negativ.

Bei den drei im Ausstrich untersuchten Reticulosarkomen waren in zwei
Fallen die neoplastischen Zellen negativ oder enthielten nur vereinzelt Granula
des Reaktionsproduktes im Cytoplasma. Stark positiv verhielt sich das groB-
zellige Reticulosarkom, dessen enzymaktive Zellen wir schon im Schnitt be-
schrieben haben. Hier lag der Prozentsatz der positiven Sarkomzellen bei 60.
Die ,,normal aussehenden Reticulumzellen zeigten im Durchschnitt eine krafti-
gere Anfirbung als die basophilen, schmalplasmatischen Reticulumzellen.

Die Tumorzellen der beiden Lymphosarkome und der beiden Fille von gro8-
follikuldrem Lymphoblastom, die im Tupfpriparat untersucht wurden, lieBen
keine sichere Enzymaktivitdt erkennen.

111. Hemmuversuche

In Tabelle 7 haben wir die Krgebnisse unserer Untersuchungen mit Enzym-
effektoren zusammengestellt. Die Auswertung wurde nur an Schnittpriparaten
vorgenommen, weil eine einigermalen sichere Beurteilung des Hemmeffektes
nur dann méglich ist, wenn sich das gehemmte und das Kontrollpriparat histo-
logisch weitgehend gleichen. Diese Voraussetzung ist im Tupfpréparat nicht
regelmiBig gewdhrleistet.

Tabelle 7. Der Einfluf verschiedener Enzyminhibitoren auf die Esteraseaktivitit
wm Lymphknoten

Inhibitoren
Substrate Physo-
E 600 Na¥ Bt Ae AgNO,
10°°M | 2x10~*M ”lt(l)%“g}‘ 2 %1073 M
Naphthol-AS-Acetat 0 0 0 4L
a-Naphthylacetat . + + 0 ++

Zeichenerklirung: 0 = keine erkennbare Hemmung; + =
Hemmung inkonstant; 4 4 = starke bis vollstdndige Hemmung.

E 600 und NaF hemmten die Enzymaktivitdt, wenn «-Naphthylacetat als
Substrat verwandt wurde; die Ergebnisse waren aber inkonstant und deshalb
nicht sicher auszuwerten. Dagegen wurde die Reaktion mit Naphthol-AS-Acetat
nicht beeinfluBt. Mit einer stdrkeren Konzentration von NaF (7 x 10-2 M) sah
GOsSNER (1955) in tuberkulosem Granulationsgewebe eine starke Hemmung der
Naphthol-Esterase.

Eine Hemmung durch Physostigmin (1075 M) beobachteten wir nicht. Auch
GossNER (1955) fand bei Anwendung dieser Substanz keine auffallende Anderung
des Reaktionsausfalles in tuberkulésem Granulationsgewebe und schliet daher das
Vorhandensein einer Cholinesterase in diesen Strukturen aus. In Bindegewebs-
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zellen der Haut saben Ste16LEDER und ScHULTIS keinen Effekt, wenn sie Physo-
stigmin in Konzentrationen unter 2 X 1073 M einwirken lieflen.

Konstante HErgebnisse erhielten wir bei den Hemmversuchen mit AgNO,.
Naphthol- und Naphthol-AS-Esteraseaktivitit wurde praktisch in allen Fillen
in Schnitt und Ausstrich vollstandig gehemrat.

Der EinfluB von AgNO, auf Esterasen im histochemischen Versuch wurde
bisher nur in Verbindung mit dem Substrat 5-Bromindoxyl-o-acetat untersucht
(PEARSE u. PEPLER, PEPLER u. PEARSE). Um die Méglichkeit auszuschliefien, daf
AgNO, die Kupplung des Naphthols mit dem Diazoniumsalz stort, und somit
die negative Reaktion keine Fermenthemmung bedeutet, haben wir Kontroll-
untersuchungen an anderen Geweben durchgefithrt. Dabei wurden neben-
einander im selben Schnitt Zellen und Strukturen beobachtet, die keine Be-
einflussung der Reaktion erkennen lieflen, und andere, deren Esteraseaktivitat
z. T. oder vollig unterdriickt wurde (s. a. LOFFLER 1960b). Wir dirfen daher
annehmen, dall der durch AgNO, im menschlichen Lymphknoten beobachtete
Hemmeffekt eine echte Enzymhemmung ist.

Diskussion

1. Typus der nachgewiesenen Esterasen. Die beiden von uns zum Esterase-
nachweis verwendeten Substrate werden von unspezifischer Esterase, Cholin-
esterase, Lipase und z.T. auch von Peptidasen gespalten. Um eine weitere
Charakterisierung der gefundenen Esterase zu ermoglichen, war es notig, Hemm-
versuche durchzufithren; denn nach den Untersuchungen von Gomori (1952,
19532, 1955) und PrarsE gelingt auf diese Weise die Abgrenzung einer Reihe
von verschiedenen Esterasetypen.

Gomori (1955) hat bei Verwendung von NAS als Substrat drei Gruppen von Esterasen
unterschieden: einen allgemeinen Typ, einen Lebertyp und einen Pankreastyp. Bei seinen
Hemmversuchen traten aber vielfach Uberschneidungen auf, die eine exakte Zuordnung zu
dem einen oder anderen Typ erschwerten.

Der Arbeitskreis um PrarsE (PEARSE 1956; PEaRsE und PEPLER 1957; PEPLER und
Prarst 1957a und b; Hess und PrarsE 1958) hat eine Esterase abgegrenzt, die resistent
gegeniiber E 600 und DFP ist und in ihren Eigenschaften an Cathepsin C erinnert. Sie fanden
dieses Enzym u. a. in Makrophagen und Kupfferschen Sternzellen. Es wird durch AgNO,
gehemmt und durch Cystein aktiviert.

In jiingster Zeit hat Prarse (1960) eine Einteilung der unspezifischen Esterasen ver-
offentlicht, die den biochemischen Gegebenheiten Rechnung trigt und sich auf das Verhalten
der Enzyme gegeniiber einer Anzahl unterschiedlicher Effektoren stiitzt. Er unterscheidet
eine A-Esterase (,,arom-esterase* oder ,,organophosphate-resistant esterase I‘), eine B-Este-
rase (,,ali-esterase oder organophosphate-sensitive esterase*) und eine C-Esterase (,,organo-
phosphate-resistant esterase II°). Die A- und C-Esterasen werden durch E 600 in Konzen-
tration unter 10~2 M nicht gehemmt, wihrend die Aktivitit der B-Esterase durch X 600
1073 M vollstindig unterdriickt wird. Durch Anwendung anderer Effektoren gelingt eine
Unterscheidung der A- und C-Esterasen.

Nach unseren Untersuchungen gehéren die Esterasen des Lymphknotens
wahrscheinlich dem ,,allgemeinen Typ*‘ im Sinne von GoMORI an. Dieses haben
auch BrRAUNSTEIN u. Mitarb festgestellt. Doch mufl man beriicksichtigen, dal
GoMoRri mit Paraffinschnitten von zumeist acetonfixierten Geweben gearbeitet,
also die Priparate anders vorbehandelt hat als wir.

Die fir die jiingste Einteilung von PEARsE notigen Hemmversuche haben
wir bisher nicht durchgefiihrt. Wir sahen aber eine konstante und reproduzierbare
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Hemmung der Esteraseaktivitdt in den reticulohistiocytédren Zellen des Lymph-
knotens durch AgNO, (2 x 10~ M). Auch bei Untersuchungen iiber die Esterasge-
aktivitdt in der Milz konnten wir diesen Befund erheben. Andere Strukturen und
Zellen lieBen sich in diesem Organ dadurch abgrenzen, daf ihre Esteraseaktivitat
durch AgNO, nicht beeinfluit wurde. Durch die biochemischen Untersuchungen
von ABDERHALDEN und MERKEL wissen wir, dal Peptidasen durch Ag-Tonen
gehemmt werden. DoYLE gelang es, im lymphatischen Gewebe der Rattenappen-
dix mit biochemischen Methoden Dipeptidase nachzuweisen. Histochemische
Reaktionen an fixierten Gewebsschnitten sind zwar nur mit Vorsicht biochemi-
schen Befunden an die Seite zu stellen; denn sie erfassen ja strukturgebundene
Enzyme (Desmoenzyme). Dennoch scheint nach den bisher mitgeteilten histo-
chemischen Befunden anderer Autoren und unseren Ergebnissen die Vermutung
berechtigt, dafl in den reticulohistiocytdren Zellen des Lymphknotens und der
Milz Peplidasen vorhanden sind, die Hsterbindungen spalten kinnen.

2. Bedeutung des Esterase-Nachweises fiir die Lymphknoten-Cytologie. Durch
den Vergleich der Esterasereaktionen im Lymphknotenschnitt und Tupfpriparat
wurde es moglich, unsere bisher fiir das Tupfpriparat angewandte Klassifizierung
der Lymphknotenzellen weiter zu unterbauen und noch manche Einzelbefunde
zur Erkennung uneinheitlicher Zelltypen (z. B. der , Reticulumzellen® und der
reticuldren Reizzellen) zu erheben.

Im Lymphknotenschnitt sahen wir eine deutliche Esteraseaktivitit im Plasma
von Sinusretothelien, Reticulumzellen der Pulpa und der Follikel, Kerntrimmer-
phagen, Epitheloidzellen und Langhansschen Riesenzellen. Schwache bis méaBig
starke Aktivitdt fand sich in Gewebsmastzellen, Hodgkinzellen, Sternbergschen
Riesenzellen, gelegentlich auch in Fibroblasten, Capillaren und Venolen; z. T. war
in den zuletzt genannten Strukturen keine Reaktion zu erkennen.

Im Lymphknoten-Tupfpriaparat konnte Esteraseaktivitit im Plasma von
mittleren reticuliren Reizzellen, Histiocyten, groBen und kleinen Reticulumzellen,
Kerntriitmmerphagen, Epitheloidzellen, Gewebsmastzellen, Hodgkinzellen und
Sternbergschen Riesenzellen nachgewiesen werden. Keine Fermentaktivitit
sahen wir in Germinoblasten (Keimzentrumszellen), Plasmazellen und basophilen
Stammzellen.

Uber die Zellen des Blutes haben wir an anderer Stelle berichtet (LOFFLER
1961b). Im Rahmen dieser Arbeit haben wir die Granulocyten und Lymphocyten
als negativ bewertet, da nur gelegentlich einzelne Granula des Reaktionsproduktes
nachweisbar waren.

Auf Grund dieser Ergebnisse kann allgemein gesagt werden, dafl die reticulo-
histiocytdren Zellen des Lymphknotens mehr oder weniger stark esteraseaktiv
sind, wéhrend die tbrigen Lymphknotenzellen, vor allem die regenerierenden
basophilen Zellformen, keine Aktivitdt zeigen.

Innerhalb der Gruppe positiv reagierender Zellen sind deutliche Unterschiede
beziiglich der Aktivitatsstarke und des prozentualen Anteiles enzymaktiver Zellen
erkennbar.

Sehen wir von den kleinen Reticulumzellen ab, so nimmt der prozentuale Anteil
esteraseaktiver Zellen in folgender Reihe ab: Kerntriitmmerphagen, Hpitheloid-
zellen, groBe Reticulumzellen, Hodgkinzellen, Histiocyten, reticulire Reizzellen.
Diese Aufzdhlung gilt bei Anwendung von «-Naphthylacetat als Substrat.
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Bei der Auszdhlung der mit Naphthol-AS-Acetat gewonnenen Ergebnisse
stehen die Histiocyten vor den Reticulumzellen. Die Aktivititsstirke war bei
dieser Reaktion im Durchschnitt geringer als bei der «-N-Technik. Das um-
gekehrte Verhalten der Gewebsmastzellen war bereits von Gomorr (1953b) be-
schrieben worden.

Die starke Aktivitidt der Kerntrimmerphagen kénnte man mit der sichtbaren
Phagocytoseleistung erkldren. Auch Grpick und FIscHER vermuten diesen Zu-
sammenhang. Von biochemischer Seite wird diese Vermutung durch die Arbeit
von DovLE und LiEBELT unterbaut. Diese Autoren fanden in der Rattenappendix
einen erhohten Esterasegehalt, wenn histologisch vermehrt Phagocyten nachweis-
bar waren.

Wir hatten Gelegenheit, ein Talkumgranulom zu uatersuchen, das in der Umgebung eines
excidierten Lymphknotens lag. In den Fremdkérperriesenzellen und den Reticulumzellen
dieses Granuloms fanden wir eine extrem starke Esterasereaktion. Das gleiche sahen frither
auch GossNER und EDER.

Alle diese Befunde deuten darauf hin, daf die Esterasen neben anderen
Enzymen (s. bel GEpIGK und FiscEER) im Rahmen der Phagocytose, speziell bei
der Verarbeitung der aufgenommenen Stoffe, eine wichtige Rolle spielen. Die
Antigenverarbeitung scheint also mit einer hohen Esteraseaktivitidt verknipft
zu sein.

Man beobachtet aber gelegentlich Makrophagen, die mit gespeichertem Material voll-
gestopft sind und nur geringe Esteraseaktivitit zeigen. Wir sahen dieses z. B. in der Lunge,
wenn Alveolarphagocyten mit Kohlenpigment iiberfillt waren. VERNE hat dhnliches bei
experimenteller Tusche- und Trypanblau-Speicherung in der Lunge beobachtet. Ob dieses
Phinomen nur bei der Phagocytose von bestimmten Substanzen auftritt, oder ob es sich dabei
um ein Zeichen beginnenden Zelltodes handelt, sei dahingestellt.

Die groBen ,,Reticulumzellen’ des Ausstriches stellen dann, wenn sie plump-
ovale saftige Kerne besitzen und stédrker vermehrt sind, zum grofien Teil Sinus-
refothelien dar, wie wir beim Vergleich mit den zugehorigen Schnittpriaparaten
feststellen konnten. Die Zellen der unreifen Sinushistiocytose unterscheiden sich
im Schnitt eindeutig von den Sinusretothelien durch ihre negative Esterase-
reaktion.

Unsere Untersuchungen ergaben weiterhin, dafi Stnusretothelien und Gefdf3-
endothelien, auf deren morphologische Ahnlichkeit in letzter Zeit von OmoRrt
und REINAUER hingewiesen wurde, cyfochemisch unterschieden werden konnen.
Beziiglich der BEsteraseaktivitat besteben deutliche quantitative Unterschiede:
Wihrend die Sinusretothelien stets eine starke Aktivitit von unspezifischer
Esterase erkennen lassen, sahen wir in Capillaren und Venolen nur gelegentlich
eine geringe Ablagerung des Reaktionsproduktes. Beriicksichtigt man weiter
das Verhalten beider Systeme bei der Untersuchung der alkalischen Phosphatase,
50 zeigt sich ein qualitativer Unterschied. In den Capillaren des Lymphknotens
ist stets eine sehr deutliche Aktivitdt nachweisbar; in geringerem Grade findet
man sie auch im Endothel der Arteriolen, Venolen und gréferer Gefifie. Im
Gegensatz dazu lieBen die Sinusretothelien niemals Aktivitdt von alkalischer
Phosphatase erkennen.

Die esterasenegativen ,,Reticulumzellen’* des Ausstriches gehoren wohl z. T. der
Gruppe an, die wir frither (LENnNERT, LOFFLER und LEDER) bei der alkalischen
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Phosphatasereaktion als positiv beschrieben. Die tibrigen esterasenegativen Reti-
culumzellen diirften als ,,ruhende’ oder ,,regenerierende’ Formen anzusehen sein.

Die ,,kleinen Reticulumzellen’ konnte man mit den iiblichen Farbemethoden
bisher meist nicht sicher von den Lymphocyten abgrenzen. Mit Hilfe der Esterase-
Technik gelingt dieses, wenn wir auch nicht wissen, ob wir alle Zellen damit
erfassen.

Die Epitheloidzellen stellen eine Sonderform der reticulohistiocytéiren Zellen
des Lymphknotens dar. Sie haben wahrscheinlich an der Antigenverarbeitung
wesentlichen Anteil. Dementsprechend zeigen sie auch eine positive Esterase-
reaktion. Diese ist am stdrksten in den ,saftigen” Epitheloidzellen und geringer
positiv in den ,,dirren* Epitheloidzellen (Abb. 8 und 9). Diese diirren Formen
reichen mit ihren langen Plasmafortsidtzen weit in die Verkdsungsherde hinein
und lagsen sich hier mit der Esterasereaktion noch nachweisen, wihrend sie bei
iiblichen Farbungen nicht mehr sichtbar sind. Das gleiche beobachtete MARSHALL
bei Anwendung der Versilberung nach WEIL-DAVENPORT.

Ein Teil der ,,diirren Epitheloidzellen® 140t keine positive Esterasereaktion
erkennen, und zwar besonders in den Randbezirken von Epitheloidzelltuberkeln,
wo die Faserbildung einsetzt. Hsist moglich, dafl diese esterasenegativen ,,diirren‘
Formen den Zellen entsprechen, die alkalische Phosphatase in ihrem Plasma nach-
weisen lassen (LENNERT, LOFFLER und LEDER), und die wir frither als Fibroblasten
deuteten. Wir halten es fir moglich, da die phosphataseaktiven ,,Fibroblasten*
aus esteraseaktiven Epitheloidzellen hervorgegangen sind, wie auch MARSHALL
nach seinen Versilberungspréparaten annimmt.

Fir die Aufschlisselung der Sammelgruppe von Zellen, die wir als reticuliire
Reizzellen bezeichnen (LENNERT 1961), bekamen wir durch die Esterasereaktion
einen Hinweis. Wir haben schon frither vermutet, dafi die mittleren Reizzellen
z. T. als histiocytdre Elemente anzusehen sind und fanden nun schwache bis
mélig starke Aktivitdt — etwa dem Grade der positiven Histiocyten ent-
sprechend — im Cytoplasma eines Teiles der mittleren reticuliren Reizzellen.

Das histochemische Verhalten der Hodgkin-Zellen und der Sternbergschen
Riesenzellen erlaubt keine eindeutige Stellungnahme zu ihrer Bedeutung. Die
festgestellte Abnahme der Esteraseaktivitit gegentiber den Reticulumzellen kann
entweder Ausdruck einer Minderung der funktionellen Leistung oder Folge der
neoplastischen Umwandlung dieser Zellen sein.

3. Bedeutung fiir die Lymphknotenhistologie und -diagnostik. Wihrend die
alkalische Phosphatasereaktion einen raschen Uberblick iiber die GefaBverteilung
bzw. Capillarisation des Lymphknotens gestattet, sehen wir bei der Esterase-
reaktion bereits bei LupenvergroBerung Weite und Zellgehalt der Sinus sowie
Reticulumzellenmenge in Pulpa und Follikeln. Sinuskatarrh und Reticulo-
cytose treten daher — &dhnlich wie bei der Versilberung nach Waim-DAvEN-
PORT — markant hervor und sind daher leichter zu erkennen als mit den iblichen
Farbemethoden. Die Verteilung der Reticulumzellen gibt uns auBerdem einen
Anbalt dafir, ob die Lymphknotenstruktur erhalten oder zerstért ist. Ahnlich
eindrucksvoll ist die positive Reaktion in Epitheloidzellherden und Késerand-
zonen.

Auch im Ausstrich kann man sich bei Anwendung der HEsterasereaktion rasch
iiber die Zahl der vorhandenen Reticulumzellen orientieren (Abb. 10). Die oft
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nacktkernig erscheinenden Reticulumzellen treten dann mit ihrem breiten und
vielfach verzweigten Plasmaleib deutlich hervor und gestatten eine grobe Schét-
zung der Reticulumzellmenge. Sind zahlreiche, in Gruppen liegende, abge-
rundete grofe Reticulumzellen vorhanden, darf man mit Wahrscheinlichkeit auf
einen Sinuskatarrh schliefien.

Bei der Erkennung maligner Lymphknotenerkrankungen hilft uns die Esterase-
reaktion nur z. T. weiter. Leukosen, Lymphosarkome, grofifollikulire Lympho-
blastome zeigen eine geringe Reticulumzellbeimengung, die allerdings — wie
mit kaum einer anderen
Methode — quantitativ aus-
wertbar ist. Von grofiter
praktischer Wichtigkeit
scheint die positive Esterase-
reaktion bei Monocytenlen-
kdmien zu sein. Gestattet
doch der Esterasenachweis
eine einwandfreie Unter-
scheidung von Monocyten
und Paramyeloblasten. Es
wird sich mit dieser Methode
bald erweisen, ob die in
Europa seit NAEGELI vor-
herrschende Ansicht mnoch
gilt. NarcELI, RoHR und
zahlreiche Héamatologen

Abb. 10. Lymphosarkom im Lymphknoten-Tupfpriparat. lauben die Monocvten-
Die ,,normalen® Reticulumzellen zwischen den Tumorzellen g L2 . ¥ .
treten deutlich hervor. B 9019/59. «-N-Esterase. 125 x leukémien seien zumeist

monocytoide  Paramyelo-
blastenleukédmien, keine ,,echten‘ Monocytenlenkdmien im Sinne von SCHILLING.
Diese seien sehr selten. Demgegeniiber ist in den USA die Auffassung weit-
verbreitet, wonach die Monocytenleukdmie eine gar nicht so seltene Form der
akuten Leukose darstelle und mit der Paramyeloblastenleukimie nichts zu tun
habe. Nach einigen weiteren klinisch beobachteten Fallen von akuter Leukdmie
scheint die amerikanische Auffassung weitgehend richtig zu sein; denn wir
konnten in kurzer Zeit drei Fille von Monocytenleukidmie mit stark esterase-
positiven Zellen im Blut von den esterasenegativen Paramyeloblastenleukdmien
abgrenzen. Die Zahl der echten Monocytenleukimien scheint somit nicht so
niedrig zu sein, wie in deutschen Statistiken meist zu lesen ist.

Ein Teil der Reticulosarkome zeigt eine positive Esterasereaktion in einer
groBeren Zahl von Reticulumzellen, die ihrem morphologischen Aspekt nach
relativ gut ausgereift sind, d. h. ein breites, wenig basophiles bis oxyphiles Plasma
besitzen. Die basophilen schmalplasmatischen Zellen des Reticulosarkoms sind
negativ. Wir stimmen in diesem Punkte nicht ganz mit der Interpretation von
BrAUNSTEIN u. Mitarb. iiberein. BRAUNSTEIN u. Mitarb. berichten, daf} die Zellen
des Reticulosarkoms ebenso positiv seien wie die normalen Reticulumzellen. In
der voun GALL beigegebenen Abbildung sieht man jedoch, daB in dem wiedergege-
benen Schnitt nur ein Teil der Zellen esteraseaktiv ist wie bei einem unserer Falle.
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Ob zur Differenzierung des Geschwulsttyps von Carcinommetastasen die
Esterasereaktion erfolgreich herangezogen werden kann, 148t sich aus unseren
wenigen Befunden noch nicht schliefen. Hier sollten weitere Untersuchungen
Klarheit schaffen.

Zusammenfassung

Die Esteraseaktivitit der Lymphknotenzellen wurde mit den Substraten
o-Naphthylacetat und Naphthol-AS-Acetat im Schnitt- und Tupfpraparat ge-
priift. Die Reaktion mit «-Naphthylacetat ist stets stérker als diejenige mit
Naphthol-AS-Acetat, auBler bei den Gewebsmastzellen. Die stirkste positive
Reaktion finden wir in den phagocytosefihigen Zellen, ndmlich in Sinusretothelien,
Reticulumzellen der Pulpa und Follikeln (hier besonders in Kerntriimmerphagen!),
Bypitheloidzellen und Langhansschen Riesenzellen. Die ,saftigen® Epitheloidzellen
reagieren viel stirker als die ,.diirren”. KEine geringere Aktivitdt zeigen die
Gewebsmastzellen, Hodgkinzellen und Sternbergschen Riesenzellen. Die regenerieren-
den Zellen des Lymphknotens — basophile Stammzellen und Germinoblasten —
sind wie die Lymphocyten und Plasmazellen esterasenegativ. Im Tupfpriparat
konnten kleine Reticulumzellen durch ihre positive Reaktion von Lymphocyten
abgegrenzt werden. Auch gelang es, einen Teil der ,mittleren retikuldren Reiz-
zellen* den Histiocyten zuzuordnen.

Fiir die Diagnostik gestattet die FEsterasereaktion einen guten Uberblick iiber
Zahl und Verteilung funktionell-aktiver Reticulumzellen im Schnitt- und Tupt-
praparat. Ein Teil der Retikulosarkome enthilt esterasepositive Zellen. Auch die
Zellen der Monocytenleukdmie zeigen grofenteils Esteraseaktivitdt, wodurch sie
sich leicht von den Paramyeloblasten unterscheiden lassen. Alle iibrigen Neu-
bildungen des blutbildenden Gewebes reagieren negativ.

Die gefundenen Esterasen zdhlen wahrscheinlich zum ,,allgemeinen Typ*
Gomorts und sind moglicherweise als esterspaltende Peptidasen anzusprechen.

Summary

The esterase activity of cells of lymph nodes was studied in sections and touch
preparations by using o-naphthyl-acetate and naphthol-AS-acetate as sub-
strates. The reaction with «-naphthyl-acetate was always more intense than
with naphthol-AS-acetate, except in tissue mast cells. We found the most
positive reaction in the phagocytic cells; namely in the sinus endothelial cells, in
the reticulum cells of the pulp and follicles (here especially in the cells that
phagocytize nuclear debris), and in the epithelioid cells and Langhans giant
cells. The plump epithelioid cells reacted much more intensely than the thinner
ones. The tissue mast cells, the Hodgkins’ cells, and the Sternberg giant cells
show edless activity. The regenerating cells of the lymph nodes, the basophilic
stem cells and germinoblasts, were esterase negative, as were the lymphocytes and
plasma cells. By means of their positive reaction in touch preparations small
reticulum cells could be differentiated from the lymphocytes. In addition, some
of the middle reticular ‘“‘Reizzellen” could be classified with the histiocytes.
The esterase reaction provided a good method of surveying the number and
distribution of functionally active reticulum cells. The cells of monocytic
leukemia showed esterase activity enabling them to be differentiated readily
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from paramyeloblasts. The esterases as demonstrated probably belonged to
the general Gomor1 tiype, and possibly were ester-splitting peptidases.
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