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Nit 10 Tex~abbildungen, davon 1 farbigen 

(Eingegangen am 19. Januar ]962) 

I n  vorausgegangenen Arbei ten  haben  wir die Ergebnisse unserer  Unter -  
suehungen fiber die histochemische Vertei lung der alkalisehen Phosphatase 
(LENNEttT, L6FFLER U. LEDER), der Adenosintr iphosphatase  und  5-Nueleotidase 
(LENNElaT und  I~INNEBEIaG, RINNEBERG und  LENNERT) in L y m p h k n o t e n s e h n i t t  
und  -ausstrieh mitgeteil t .  I n  der vorl iegenden Studie soll fiber die histochemische 
Vertei lung der unspezifisehen Esterasen im Lymphkno ten ,  wie sie mi t  den Sub- 
s t ra ten  ~-Naphthylaee ta t  u n d  Naphthol -AS-Aeeta t  naehweisbar  ist, beriehtet  
werden. E in  Teil der hier vorgelegten Befunde wurde bereits kurz 1959 mitgetei l t  
(L~?c~E~T und  LSFFLE~). 

Uber den histochemischen Nachweis unspezifischer Esterasen und Lipasen in Lymph- 
knoten haben bisher nur wenige Autoren berichtet (Go~oRI 1946, NAeI~LAS und SELIG~A~ 
1949, ACK~R~A~ U. Mitarb. 1951, GSSS~ER 1955, 1958, B~AUNSTEIN U. Mitarb. 1957, i958, 
BRAU~rST~I~ 1960). Ein Tell dieser Untersuehungen wurde im l~ahmen der Erprobung neuer 
Methoden durchgefiihrt oder erwghnt das lymphatisehe Gewebe nut am Rande. 

Mit dem GehMt an Esterasen in Zellen des retieulohistiocyt~iren Systems befaBten sich 
die folgenden Autoren: CmsssieK (1953), GO~ORI (1953b, 1955), PEARSE (1956), ST~.IaL]~DE~ 
und L6FSLE~ (1956), GEDIGK und BO~TKE (1957), PEAnSO~ und DS~E~m (1957), STEmLEDE~ 
und SeJ~VL~S (1957a und b), W~LLS (1957, 1958) G6SS~E~ (1958), GEmGt~ und FISCJ~E~ 
(1960), L6F~r,J~a (1960b, 1961), MOLO~EY U. Mitarb. (1960), M~TUS u. Mitarb. (1961). 

Hater ial  und Methoden 
Es wurden 75 lebensfrische Lymphknoten untersucht. Sie entstammten zum gr513ten 

Teil dem Eingangsmaterial des Pathologischen Institutes der Universit~t Frankfm~t a.M., 
einige wurden yon Operationsprgparaten sofort nach der Exstirl0ation entnommen. Die 
Diagnosen sind in Tabelle 1 zusammengestellt. Die Lymphknoten wurden halbiert, yon den 
Schnittfl/~chen wurden Tupfpriiparate angefertigt. Eine Hglfte 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 o C fixiert. Der Zusatz yon 1~ o Chlor- 
alhydrat zur FormollSsung (in unserem Falle 4 %ig) gew~hrleistet eine bessere Ferment- und 
Strukturerhaltung (FIs~ASr und BAXER, BAKER und FISE~A~). Nach der Fixation wurden 
die Gewebsstficke etwa 1 Std unter flieBendem Leitungswgsser gespiilt. Gefrierschnitte wurden 

* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
** I. Mitteilung (Alkalische Phosphatase in Schnitt und Ausstrieh): Virchows Arch. 334, 

399--418 (1961); II. Mitteilung (Adenosintriphosphatase und 5-Nucleotidase im Schnitt): 
Klin. Wschr. 1961, 923--924; III. Mitteilung (Adenosintriphosphatase und 5-Nucleotidase im 
Ausstrich): Klin. Wschr. 1961, 971. 

Virchows Arch. path. Anat., 13d. 335 33 
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etwa 10 # dick geschnitten, auf entfet tete 0bjekt t rager  aufgezogen und  luftgetroeknet,  
bevor sie weiter verarbei tet  wurden. Einige Schnit te wurden flott ierend durch die 
LOsungen gefiihrt. Bei schlecht sehneidbaren Geweben bewahrte  es sich, erst nach dem 
Schneiden zu wassern. Die luftgetrockneten Tupfpraparate  fixierten wir 30 see in der 
oben angegebenen FixationslSsung, spiilten in Aqua dest. und t roekneten emeut .  Uber  die 
Art, wie wir die Ausstriche zahlenmagig auswerteten, wurde in der I. Mitteilung yon LE~ERT 
U. Mitarb. (1961) berichtet.  

Histoehemisehe Methoden. 1. Methode. Substra t  : e-Naphthylaeetat .  Diazoniumsalze: 
Echtblausalz BB (extra cone.) (Diazoniumsalz des 4-Amino-2,5-diathoxybenzanilid), Echt-  

rotsalz TR (Chlorzinkdoppel- 
Tabelle 1. Untersuchungsgut 

Zah! der 
Diagnose nntersuchten 

F~ille 

,,Unspezifische Lymphadeni t is"  . . . 
Piringersche Lymphadenit is  . . . . .  
Lues I u. I I  . . . . . . . . . . . .  
Tuberkulose . . . . . . . . . . . .  
Sarkoidose . . . . . . . . . . . . .  
Paramyloidose . . . . . . . . . . .  
Lupus erythematodes . . . . . . . .  
Lymphogranulomatose . . . . . . .  
Lymphosarkom und Leukosarkomatose 
Paramyeloblastenleukamie . . . . . .  
Monocytenleuk~mie . . . . . . . . .  
Morbus Brill-Symmers . . . . . . .  
Maligne Reticulose und  Reticulosarkom 
Carcinommetastase . . . . . . . . .  

Insgesamt 

1 Bioptiseh und autoptisch untersueht.  

25 
5 
2 
6 
5 
1 
1 

10 
5 
1 
1 x 
2 
5 
6 

75 

salz des 5-Chlor-o-toluidin), 
Echtgranatsalz  GBC (Diazon- 
iumsalz des o-Aminoazotoluol). 
Inkubat ion :  p g  7,8--8,0, 200 C, 
3--15 rain. 

2. Methode. Substra t :  Naph- 
thol-AS-Aeetat.  Diazonium- 
salze : Echtgranatsalz  GBC, 
Echtblausalz BB (extra cone.). 
Inkubat ion :  p g  6,9, 200 C, 
20--60 rain. 

Die Kerne wurden 4 min 
mit  Mayers Hamalaun  gefarbt, 
die Prapara te  mit  Gelatinol 
eingedeckt. 

Kontrollen. Sehnit te  und  
Ausstricbe wurden naeh g i tze -  
inaktivierung (Wasser 1000 C, 
10 rain) oder ohne Subst ra t  
inkubiert.  In  beiden Fallen 
effolgte keine Reaktion.  

Weitere Einzelheiten der yon uns benutzten Technik sind an anderer Stelle ver5ffentlicht 
worden (LSFFLER 1960a). 

Bei den Hemmversuchen wurden die Schnit te und  Ausstriche vor Durchfiihrung der 
histoehemisehen Reakt ion 1 Std lang in die wal~rige LSsung des I-Iemmstoffes eingestellt. Die 
reversiblen Inhibi toren Physost igmin und  Natriumfluorid setzten wit  dem Inkubations-  
gemisch zu; dagegen wurden der irreversible Hemmstoff E 600 und Silbernitrat,  das wir mit  
P~PLE~ u. PE~mS~ ebenfalls als irreversiblen Hemmstoff ansehen, dem Inkubationsgemisch 
nicht  beigeftigt. 

Benutzte Inhibitoren. E 600 (Diathyl-p-nitrophenylphosphat)  Konz. 10 6 M; NaF  
(Natriumfluorid) Konz. 2 • 10 -3 M; Physostigminsalicylat Konz. 10 -5 M; AgNOz Konz. 
2 • 10 -~ M; L-Cystein-hydrochlorid Konz. 10 3 M. 

Wahrend NaF und E 600 bei Benutzung von Naphthol-AS-Acetat  zur Differenzierung 
der drei Gruppen der menschlichen Esterasen (Go~oRI 1955) und  Physostigmin zum Aus- 
sehlu[~ der Cholinesterasen dienen sollten, hofften wir, mi t  AgNO 3 Und Cystein einen tt inweis 
zu erbalten, ob sich unter  den im menschlichen Lymphknoten  aktiven Esterasen auch solche 
mit  Pept idasenatur  befanden. 

Ag-Ionen hemmen Aminopeptidase, Dipeptidase und  Prolinase (ABDERHALDEI~ und 
MERKEL). Cystein gilt als Aktivator  fiir Cathepsin. PEPLE~ und P~A~SE (1957a und b) be- 
nu tz ten  es zusammen mit  5-Bromindoxyl-o-acetat.  Setzten wir Cystein den von uns ver- 
wendeten Inkubat ionsmedien zu, so kam es zu einer grobflockigen Ausfallung und  zur Farb-  
anderung des Reaktionsgemisches, so dab wir auf eine Untersuchung mit  dieser Substanz 
verzichteten. 

Zur Kontrolle der Hemmwirkung wurden ein Schni t t  und  ein Ausstrieh 1 Std lang in 
Aqua dest. gebracht und danach wie die iibrigen Prapara te  weiterbehandelt.  
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Ergebnisse 

Vorbemerknngen. Bei unseren Untersuchungen bew~ihrte sich am besten die u-Naphthyl-  
acetat-Technik in Kombina t ion  mit  den Kupplungspar tnern  Echtblausalz BB (extra conc.) 
und  Echtrotsalz TR. Aber auch die Kombinat ion  mit  Echtgranatsalz  GBC liefert besonders 
im Tupfpr~parat  gute Bilder; die Kupplungsgeschwindigkeit  ist mi t  diesem Salz etwas 
schneller, daffir ist die 
Untergrundf~rbung stgrker, 
was bei sehwaeh positiven 
Strukturen zu Sehwierig- 
keiten fiihren kann.  

Die Naphthol-AS-Aeetat-  
Teehnik in der Modifikation 
yon PEARSE (1954) liefert 
bessere Resultate als die 
0r iginalmethode von Go- 
~ORI (1952) oder die Modi- 
f ikation yon BURSTONE 
(1956). Der am besten ge- 
eignete Kupplungspar tner  
is~ Echtblausalz BB (extra 
eonc.); mit  Eehtgrana~salz 
GBC, das urspriinglich 
empfohlen worden war, ent- 
stehen reeht  grobe nadel- 
fSrmige Kristalle, die 
eine sichere Lokalisation 
der Enzymakt ivi t / i t  er- 
sehweren. 

Gelegentlieh sahen wir 
bei der fiir die iibrigen 

Lymphknotens t ruk tu ren  
giinstigsten Inkubat ionszei t  
im Cytoplasma der neu- 
troI0hilen und  eosinophilen 
Granulocyten und  der 
Lymphocyten  einige Gra- 
nula des Reaktionsproduk- 
tes. Da - -  besonders im 
Sehni t t  - -  n ieht  mig ge- 
niigender Sicherheit Arte- 
fakte ausgesehlossen werden 
konnten,  haben wit diese 
Zellen im Rahmen  dieser 
Arbeit  als esterasenegativ 
gewertet. 

Tabel]e 2. Esterase im Lymphknotenschnitt bei Entzi~ndungen 
und Lymphogranulomatose 

Lymphklmtenstruktm'e n 
and Zelltypen 

Primer- und Sekund~rfollikel 1 
Germinoblasten . . . . . .  
Lymphocygen . . . . . . .  
Ret icuhmzel len  und Kern- 

trf immerphagen . . . . .  

Pulpa 
RtIS-Zellen . . . . . . .  
Epitheloidzellherde . . . .  
Gewebsmastzellen . . . . .  
Restgewebe . . . . . . . .  

Sinus 
Retothelien . . . . . . . .  
Unreife Histiocyten . . . .  
Leukocyten . . . . . . . .  
Gewebsmastzellen . . . . .  

Gef~t~e . . . . . . . . . . .  

Fibroblasten . . . . . . . .  

Tuberkel 
Epitheloidzellen . . . . . .  
Langhanssehe Riesenzellen . 

TuberkulSse K/~seherde 
Epitheloidzellen . . . . . .  
Langhanssehe Riesenzellen . 
t ~ s e  . . . . . . . . . .  

Hodgkinzellen . . . . . . .  

Sternbergsehe giesenzellen . . 

Substrate 
e-Naphthyl- Naphthol- 

acetat AS-Acetat 

+ +  

+ bis + + 
+ +  

0 bis ( + )  
0 

+ bis + + 
0 

0 bis ( + )  
0 bis ( + )  

4- 

0 bis ( + )  

+ bis + + 
+ +  

( + )  his + +  
+ +  
0 

0 his + 

0 bis + 

+ +  

(+ )  bis + +  
+ bis + + 

+ 
0 

( + )  his + +  
0 

0 bis (+ )  
+ 

0 bis ( + )  

( + )  bis + +  
+ +  

0 bis + + 
+ +  

0 

O bis ( + )  

0 bis ( + )  
Zeichenerkldrung: O = negat iv;  ( + )  ~ schwach positiv; 

• = zum Teil positiv in wechselnder St/~rke; -t- positiv; 
+ + = s tark positiv. 

l HKufig fund sich in den Keimzentren eine schwache bis 
deutliche intercelluliire Reaktion. 

I .  Esterasen im Lymphknotenschni t t  (s. T a b e l l e  2) 

W i r  u n t e r s u c h t e n  25 L y m p h k n o t e n ,  d e r e n  h i s t o l o g i s c h e  U n t e r s u c h u n g  die D ia -  

gnose  , ,unspez i / i sche  Lymphadeni t i s"  e r g e b e n  h a t t e .  M i t  d e m  S u b s t r a t  ~ - N a p h t h y l -  

a c e t a t  ( f o r t a n  ~-N)  s a h e n  wi r  in  a l l en  F/~llen e ine  s t a r k e  A k t i v i t i ~ t  i m  C y t o p l a s m a  

d e r  S i n u s r e t o t h e l i e n ,  so dal3 die l%eakt ion  be i  s t a r k e m  S i n u s k a t a r r h  s c h o n  m a k r o -  

s k o p i s c h  z u  e r k e n n e n  war .  A u c h  i m  s c h m a l e n  C y t o p l a s m a  d e r  die S i n u s  aus-  

k l e i d e n d e n  Ze l l en  w a r  e ine  A n { ~ r b u n g  e r k e n n b a r ;  s e h r  e i n d r u c k s v o l l  s t e l l t e  s ich  

die  E s t e r a s e a k t i v i t ~ t  d e r  a b g e l 6 s t e n  S i n u s r e t o t h e l i e n  da r ,  we lche  be i  d i e se r  

33* 
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Methode haufig ein scharf begrenztes, abgerundetes Cytoplasma zeigen, das yore 
Reaktionsprodukt vollstiindig ausgeffillt wird (Abb. 1 und 2). Dieser Befund gilt 

Abb. I. Sinuskatarrh. Beachte den unterschiedlichen Esterasegehalt in den Retothelien tier Sinus: 
Groi]e abgerundete ,  t iefschwarze Retothel ien neben  grauschwarzen  verzweig ten  Retothelien.  Die 

l~eticulumzellen der  Pu lps  sin4 gu t  in ihrer  var i~blen Zellform erkennbar .  Unspezifische 
Lymphadeni t i s .  E 7180/60. a-N-Esterase.  125 • 

Abb. 2a  u. b. S inuska tar rh  un4  Sinuslyinphocytose ( , ,Ausschwemmung") .  Jeweils un ten  Sinus, oben 
Putpa.  Bei a hochakt ive  abgerunde te  t~etothelien in den Sinus. In der Pu lp s  z~hlreiche grolte, dendri-  
t enar t ig  verzweigte  Reticulunlzellen. Unspezifische Lymphaden i t i s  E 149/60. Bei b zwischen den 
ak t iven  abgelSsten Retothel ien zahlreiche Lymphocy ten .  I n  der Pu lpa  nu t  vereinzel t  re la t iv  kieine 

~et iculumzel len .  Pa rag ranu lom.  E 6915/59. Jeweils ~-N-Esterase,  125 • 

besonders fiir den akuten Sinusk~tarrh, wi~hrend die ,,syncytialen" l~etothclien 
bei chronischem Katarrh nicht immer der~rtig scharf abgegrenzt und gelegentlich 
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etwas sehw/ieher angef/irbt sind. Oft sind stark positive abgerundete und 
sehw/teher positive ,,syneytiale" Retothelien im gleiehen Sinus nebeneinander 
vorhanden. Dieses diirfte Ausdruek der untersehiedliehen Aktivit/it der Sinus- 
zellen sein: I-Ioehaktive Zellen runden sieh ab und gehen sehliel31ieh zugrunde, 
weniger aktive Zellen behalten ihre ,,syneytiale" Form bei (Abb. 1). 

Sehr sehSn stellen sieh die bei fiblieher HE-F/~rbung kaum hervortretenden 
t~etieulumzellen der Pulpa dar, deren sternf6rmige Gestalt und lange Plasmafort- 
s/itze h/~ufig gut zu sehen sind (Abb. 2 a). Ihre Form und ihr Verteilungsmuster 
sind reeht einheitlieh. AuBerdem fanden wir kleine Zellen in der GrSl]enordnung 
der Lymphoeyten mit deutlieher Plasmaaktivit~t; bei den fibliehen F/~rbnngen 
sind sie nieht yon Lymphoeyten zu unterseheiden. In Prirn/~r- und besonders in 
Sekund/~rfollikeln fielen stark verzweigte Retieulumzellen und Kerntrtimmer- 
phagen dureh ihre /tul3erst kr/~ftige l%eaktion auf. Die Germinoblasten waren 
stets negativ. 

Ein weiteres Merkmal der Keimzentren ist eine h/tufig naehweisbare sehwaehe 
bis mgBig starke i~tercellulgre geaktion, die im Sehnitt den Eindruek eines 
Netzes entstehen 1/il3t. Diesen Befund konnten wit deutlieher an Sehnitten yon 
mensehliehen Milzen erheben. 

Vereinzelt gelang es, Gewebsmastzellen mit sehr sehwaeher Fermentaktivit/it  
zu identifizieren. Fibroblasten in der Kapsel und in den Trabekeln sowie Venolen 
lieBen gelegentl~eh eine sehwache l%eaktion erkennen. 

Mit der Naphthol-AS-Aeetat-Teehnik (fortan NAS) fiel die geakt ion im ganzen 
sehw/~eher aus als mit e-N. Am deutliehsten f//rbten sieh einige verstreute 
Retieulnmzellen nnd Kerntrfimmerphagen an, die Sinusretothelien reagierten 
ebenfalls im Durehschnitt sehw~eher. Die Gewebsmastzellen zeigten im Verh~lt- 
nis zu den anderen Zellformen eine stttrkere Enzymaktivit/~t als mit dem Substrat 
0~-~ T. 

Bei der Piringerschen Lymphadenitis land sieh eine sehr deutliehe Esterase- 
aktivit/~t mit ~-N in den sehon bei der unspezifisehen Lymphadenitis besehriebenen 
Strnkturen. Dartiber hinaus fielen die kleinen Epitheloidzellherde dureh starke 
Anf~rbung auf. Die Sekund/~rknStehen wiesen dieselben Ver/inderungen auf wie 
bei Follikelhyperplasie aus anderer Ursaehe; waren in ihnen Epitheloidzellherde 
vorhanden, so reagierten sie kr~ftig (Abb. 3b). 

Die yon LEX~ERT (1958, 1961) bei dieser Erkrankung besehriebene unrei[e 
Sinushistiocytose unterseheidet sieh aueh histoehemiseh deutlieh yore Sinus- 
katarrh:  die unreifen Histioeyten lassen keine Esteraseaktivit/it erkennen; ledig- 
lieh die Sinuswandzellen nnd abgel6sten, zwisehen den ttistiocyten gelegenen 
getothelien zeigen die tibliehe krgftige Aktivit/~t (Abb. 4). 

Die Untersuehung mit dem Substrat NAS ergab keine signifikanten Ab- 
weiehungen yon den eben mitgeteilten Befunden. Die Reaktion war am st/~rksten 
in einigen in der Pulpa verstreuten getieulumzellen, in den Keimzentren und in 
den (saftigen!) Epitheloidzellen. 

Bei epitheloidzelliger Tuberlculose zeigten die Epitheloidzellen und besonders 
dieLanghanssehenRiesenzellen derTuberkel die st~rkste Aktivit~t. Die ,,saftigen" 
Epitheloidzellen mit plump-ovalem Kern und breitem Plasma zeigten eine viel 
st/~rkere Reaktion als die lang ausgezogenen ,,dtirren" Epitheloidzellen mit 
katzenzungenartigem sehlankem Kern. Reticulumzellen, getothelien, Venolen 
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und gelegentlich Fibroblasten unterschieden sich nicht yon den gleichen Zellen 
bei anderen Entzfindungen. 

Abb. 3s  u. b. L y m p h k n o t e n  bei p r i m e r  chronischer Polysr thr i t i s  (s) und  Toxoplssmoso (b). Bei a 
s t s rke  Re t icu lumze l lve rmehrung  in der Pu lps  und  sp~rliche Ret icnlmnzel len in den Ke imzen t ren .  Hier  
sl~Serdem schwache intercellul~re Reakt ion.  E 10614/59. ~-N-Esterase.  40 • Bei b Vermehrung  
gro•er Reticlflttmzellen in dem schsrf  begrenz ten  , , n sck t en"  K e i m z e n t r u m .  Kleine Epitheloidzell- 

g r u p p e n i n  der Pu lps  (Epi). E 14304/58. ~-N-Esterase.  50 • 

Abb. 4. Unreife Sinushistiocytose bei  Pir ingerscher  Lymphsden i t i s  (Toxoplasmose).  Die unreifen 
t t i s t iocyten  sind es tersse-negst iv .  Dszwischen liegen sber  einige grol~e, s ta rk  ak t ive  Retothel ien 

(s. Abb. 2b). E 1504/59. e-N-Estersse .  125 x 

Fiinf Lymphknoten,  bei denen die Diagnose Sarkoidose gestellt worden war, 
konnten wir nur mit  NAS untersuehen. Bei diesen Fgllen waren keine enzym- 
aktiven getothelien erkennbar. In  4 F~llen fanden sich positive Retieulum- 
zellen in der Pulps. Gef~Be und Fibroblasten blieben ungef/trbt. Die Epitheloid- 
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zellen dor Tuberkel zeigten dentliche Aktivitat,  die aber yon jenor der Langhans- 
schen Riesenzellen nosh iibertroffon wurde. 

Bei 5 Fi~llen yon verki~sender Lymphknotentuberkulose (Abb. 5) reagierten 
die t~eticulumzellen im Restparonchym sehr deutlich. Die Langhansschen 
Riesenzellen am Rande der Verks zeigten - -  wie bei epitheloidzelliger 
Tuberkulose und bei Sarkoidose - -  sehr starke Aktivit~t. Der Aktivit/~tsgrad 
der Epitheloidzellen am R~nde der Verki~sungszonen war nicht einheitlich: I m  
Durchschnitt  fs sieh die ,,diirren" Zellen sehw~cher an, einzelne erschienen 

Abb. 5. X~sige Lymphknotentnberkulose. Der Verk~isungsrand zeigt zahlreiche m~iBig positive, 
gesehw~nz~e Epitheloidzellen in P~lisadensteUung. Die abgerundeten Epitheloidzeilen der folgende~ 

Zone und des union reehts gelegenen Tuberkels zeigen eine st~rkere Ester~seaktivit~t, 
E 723/59. ~-N-Esterase. 50 x 

sogar negativ. Der Kase selbst lieB keine Anf~rbung erkennen; lediglich am K~se- 
rand war im Bereich yon Kerntr i immern nooh eine schwache Reaktion nachweis- 
bar. An einigen Stellen fandon sich Inseln erhaltenon Gewebes im Kgse, in denen 
die get iculum- und Epitheloidzellen eine gleiche Esteraseaktivit~t zeigten wie 
im erhaltenen Gewebe. Signifikante Unterschiede zwischen der geaktion,  die 
mit  den beiden bonutzten Substraten erzielt wurdo, waren nicht erkennbar. Es 
fiel lediglich auf, dal~ die Zahl der positiven Epitheloidzellen be ider  Anwendung 
yon NAS goringer war. 

Bei je einem Fall yon Lues Iund  I I  verhielton sioh die Strukturen so wie bei 
der unspezifisshen oder der Piringerschen Lymphadenitis.  

Ein Lymphknoten  mit  Paramyloidablagerung lieB nur einige sehwach positive 
Retieulumzellen in der Pulpa erkennen. Ein Lymphknoten mit Ver~nderungen 
im Sinne des Lupus erythematodes wies eine diffuse Anf~trbung im Bereieh einer 
groBen Nekroso auf. 

Die zehn untersuchten Lymphknoten  mit  den histologischen Ver~nderungen 
der Lymphogranulomatose zeigten verschiedene histologische Formen bzw. Stadien 
der Erkra.nkung: zwei F/~lle waren als Paragranulom einzustufen, ein Lymph- 
knoten wios ganz frische Ver/~nderungen auf, drei Fi~lle waren goring vornarbt 
und bei vier Lymphknoten  konnte man eine starke Fibrosierung erkennen. 
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Die histochemisehen Veriinderungen waren aueh hier wieder am besten bei 
Anwendung der ~-N-Teehnik naehweisbar. W/thrend bei den Entzfindungen 
und reaktiven Ver~nderungen des Lymphknotens ein relativ gleiehf6rmiges Muster 
de r fermentaktiven Retieulumzellen erkennbar war, land sieh bei den fort- 
gesehrittenen Stadien der Lymphogranulomatose eine ZerstSrung dieses Ver- 
teilungsmusters der t~etieulumzellen. Bei den vernarbten Formen fielen die I~Ierde 
des spezifisehen Gewebes zwisehen den fibrosierten Partien dutch die oft bizarre 
Gestalt der esteraseaktiven Zellen auf, die hier z. T. plump, z. T. mit  vielen kurzen 
und langen Forts/itzen versehen waren und dieht zusammenlagen. Bei stark 
vernarbten Fgllen waren weniger fermentpositive Zellen zu linden als bei den 
fibrigen histologisehen Bildern. 

Die Itodgkinzellen reagierten im Durehsehnitt  etwas sehw/~eher als die l~eti- 
culumzellen und die Epitheloidzellen, es fanden sieh abet aueh Formen mit  sehr 
starker geakt ion (17bergangsformen ~.). Die Enzymakt ivi tgt  der meisten Stern- 
bergsehen l~iesenzellen, die wit Ianden, war gegenfiber jener der Retieulum- und 
tIodgkinzellen vermindert, z .T .  lieGen sie keine Esteraseaktivit/~t naehweisen. 
In  den Venolen-Endothelien und gelegentlieh aueh in den Endothelien der Capil- 
laren sehien die Reaktion etwas st/~rker als bei den anderen Erkrankungen. In  
den Vernarbungsbezirken land sieh hgufig eine sehwaehe Anf/trbung der Fibro- 
blasten. 

Die Aktivit/~t der beiden Esterasen zeigte keine qualitativen Unterschiede. 
Die Sternbergschen Riesenzellen waren aber bei Anwendung yon NAS in h6herem 
Prozentsatz esterase-negativ als bei Verwendung yon ~-N. 

Mit ~-N wurden vier Carcinom-Metastasen (zwei Metastasen yon Magen- 
eareinomen, je eine Metastase eines Bronchialeareinoms und eines Adenoearei- 
noms unklarer tIerkunft)  untersueht. Die Tumorzellen der beidenMageneareinome 
lieGen deutliehe Esteraseaktivit/~t erkennen, jene des Bronehialeareinoms und des 
Adenoeareinoms I~rbten sieh nur gering an. Mit dem Substrat  NAS wurde noeh 
die Metastase eines soliden Careinoms unklarer Herkunft  untersueht, wobei eine 
positive l~eaktion der Tumorzellen erzielt wurde. Die lymphknoteneigenen 
Zellen verhielten sieh in s~mtliehen F~llen wie bei der unspezifisehen Lymph- 
adenitis. 

Bei einem ,,sarkomat6s entarteten",  grofl/ollikuIiiren Lymphoblastom, bei dem 
die gewucherten Zellen nur vereinzelt in Form yon an Lymphfollikel erinnernden 
KnStchen wuchsen, war in den Tumorzellen mit  c~-N keine Esteraseaktivitiit  nach- 
weisbar. Zwischen den Tumorzellkomplexen waren positive Reticulumzellen 
eingestreut. Ein weiterer Fall yon groGfollikul/~rem Lymphoblas tom wurde mit  
der NAS-Methode untersucht. Eine Anffirbung der follikulgren Strukturen wurde 
hierbei nicht erzielt. 

Die drei untersuchten Reticulosarkome zeigten bei der ~-N-Methode ein unter- 
schiedliches Verhalten. In  zwei F/~llen waren die Tumorzellen wenig ausdiffe- 
renziert und lieBen keine oder nur ganz sp/irliche Anfiirbung erkennen. Bei einem 
weiteren Fall, einem ausgesprochen groGzelligen Reticulosarkom, fanden sich alle 
(~bergangsformen v0n ,,normMen" t~eticulumzellen bis zu den typischen Sarkom- 
zellen mit  deutlichem basophilem Nucleolus und Cytoplasmabasophilie. In  den 
,,normalen", ausgereiften Reticulumzellen war eine deutliche bis sehr starke Este- 
raseaktivit/it zu erkennen, welche mit  zunehmender ,,Unreife" der Zellen abnahm. 
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Dieser Unterschied war im Sehnitt nieht so deutlieh zu erkennen wie im Aus- 
strich. Immerhin war im Sehnitt der grSl3ere Tell der Zellen stark angef/~rbt. Meist 
lagen ganze Areale enzymaktiver Zellen zusamme~; daneben blieben sehmglere 
Bezirke ohne Aktivitgt oder wurden nur durch einzelne positive Zellen unter- 
brochen. 

Drei Lymphosarkome wurden mit g-N untersucht. Die Sarkomzellen waren 
esterasenegativ. In loekerer Verteilung fanden sich positive geticulumzellen 
fiber den Sehnitt verteilt. Die Zahl dieser getieulumzellen mit Esteraseaktivit~t 

Abb .  6. MonocT/tenleuk~mie.  LS~nphkno t enschn i t t .  S 58/62. z~-N-Esterase ohne  K e r n f ~ r b u n g .  125 • 

war im Durchsehnitt niedriger als bei den fibrigen Lymphknotenerkrankungen. 
Je ein F~ll yon Leukosarkomatose und unreifzelliger Leukose zeigte mit NAS als 
Substrat keine Reaktion der neoplastischen Zellen. 

In einem Fall yon Monocytenleukiimie (Abb. 6) waren die meisten leuki~misehen 
Zellen des Lymphknotens m~l)ig stark esteraseaktiv. Dazwischen lagen zahlreiche 
stark positive Zellen, die zum geringen Tell als verzweigte gro~e l%eticulumzellen 
imponierten, zumeist aber kleiner als diese erschienen und z. T. sieher als Mono- 
cyten anzusprechen waren. Die in diesem Falle beobachtete Esteraseaktivitgt 
w~r die stiirkste, die wir, bezogen auf die Gesamtzahl der esterasepositiven Zellen, 
jemals in einem Lymphknoten beobachteten. 

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

Esteraseaktivitiit konnte in wechselnder St/irke im Cytoplasma yon mittleren 
reticuliiren Reizzellen, Histiocyten, gro~en l~eticulumzellen, kleinen l%eticulum- 
zellen, Epitheloidzellen, Kerntrfimmerphagen, Gewebsmastzellen, I-Iodgkinzellen, 
Sternbergschen Riesenzellen und Langhanssehen Riesenzellen nachgewiesen 
werden. Gelegentlich sahen wir einige Zellen, die, wir nicht sicher einstufen 
konnten. In dem nach P A P ~ N ~ I ~  gef~rbten Tupfpr~parat desselben Lymph- 
knotens fanden sich in diesen F~llen vermehrt Blutmastzellen; ~uch rein 
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m o r p h o l o g i s c h  e r i n n e r t e n  d iese  Ze l l en  a n  B l u t m a s t z e l l e n .  A u c h  au f  G r u n d  

a n d e r e r  U n t e r s u c h u n g e n ,  die w i t  d u r e h f f i h r t e n  (LOFFL]~ u n d  SCI~UBE~T, L E N i E n T  

u n d  SC~UBE.~T) m 6 e h t e n  
Tabelle 3. Zusammen/assung der quantitativen E~yebnisse im 

LympMcnoten- A usstrich bei der Esterase- Realction 
mit a-Naphthylacetat 

Zellart 

Germinoblasten . . . . .  
Plasmazellreihe . . . . .  
Retieul~re Reizzellen . . . 
Histiocyten . . . . . . .  
GroBe Retieulumzellen . . 
Kleine Reticulumzellen . . 
Epitheloidzellen . . . . .  
Kemtr i immerphagen . . . 
Neutrophile 1 . . . . . . .  
Eosinophile 1 . . . . . . .  
Gewebsmastzellen 2 . . . .  
Basophile Stammzellen . . 
Hodgkinzellen . . . . . .  
Sternbergsche Riesenzellen. 

Gez~hlte 
Zellen 

insges~mt 

184 
159 
840 
720 
867 
359 
264 
124 
592 
189 

24 
82 

Gezghlte Prozen~der 
positive positiven 
Zellen Zellen 

257 30,6 
380 52,8 
713 82,2 
359 I00 
255 96,6 
124 100 

52 63,4 

1 In  den neutro- und  eosinophilen Granuloeyten sahen wir 
hiiufig einige KSrnchen des Reaktionsproduktes.  In  der Tabelle 
wurde dies nieht  beriieksiehtigt. 

2 Ein  Teil der Zellen zeigte sehwache bis m~gig starke 
Esteraseaktivit~t.  Die Zahl  der ausgez~hlten Zellen war zu 
klein, um Prozente angeben zu kSnnen. 

Tabelle 4. Zusammen/assung der quantitativen Ergebnisse 
im Lymphlcnoten-Ausstrich bei der Esterase-Reaktion 

mit Naphthol-AS-Acetat 

Zell~rt 

Germinoblasten . . . . .  
Plasmazellreihe . . . . .  
Retieulare Reizzellen . . . 
Histiocyten . . . . . . .  
Grol]e l~eticulumzellen . . 
Kleine Reticulumzellen . . 
Epitheloidzellen . . . . .  
Kerntr i immerphagen . . . 
Neutrophile 1 . . . . . . .  
Eosinophile 1 . . . . . . .  
Gewebsmastzellen . . . .  
Basophile Stammzellen . . 
I-Iodgkin-Zellen . . . . . .  

Gezghlte 
Zellen 

insgesamt 

100 
l i 8  

1043 
854 

1855 
159 
251 

78 
806 

48 
50 
10 
61 

GezD, h l te  
pos i t ive  

Zenen 

78 
581 
737 
159 
229 

74 

--6 

P r o z e n t  der  
posi t ive]]  

Zellen 

8,4 
68,0 
39,7 

100 
91,2 
94,9 

66,0 

9,8 

1 In  den neutro- und  eosinophilen Granuloeyten sahen 
wir h~ufig einige K6rnehen des t~eaktionsproduktes. In  der 
Tabelle wurde dies nieht  beriieksiehtigt. 
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die gr6Benm/~Big zu den mittleren Formen geh6ren, war im Durchschnitt  geringer 
als bei den Retieulumzellen, Epitheloidzellen und Kerntriimmerphagen. 

Ein Untersehied zwisehen den beiden yon uns verwendeten Methoden besteht 
darin, dag die Naphthol-AS-Esteraseaktivit/~t im Durehsehnitt  sehw/ieher war 

Abb. 7 a u. b. Grol3e Ret iculumzelle  (a) a n d  saftige Epitheloidzelle~ (b) im  Lymphkno ten-Tupfpr f ipa ra t .  
Bei u Retic~lumzellgestullo en t sp rechend  tier I~eticulmnzelKorm in tier Pu lp s  des Schnittes.  E 9019/59. 
~-N-Esterase ohne Kernf~rbung.  Bei b Epitheloidzel lgruppe einer k&sigen Lymphkno ten tube rku lose .  

a-N-Es~er~se m i t  Kerl~f~rbung. Je  599 x 

Abb. 8. Saftige (oben) und  dtirre (links ]lnten) Epitheloidzellen im T~pfp rhpa ra t  bei k~,siger 
Lymphkno te~ tube rku Iose .  E 723/59. ~-N-Ester~se.  509 • 

als die Naphthol-Esterase-Aktivi t~.  Lediglich die Gewebsmastzellen zeigten 
eine sts geakt ion  mi~ Naphthol-AS-Acetat.  

Bei der Lymphogranulomatose war die EsterasereakLion der tIodgkinzellen 
im Durehsehnitt, sehw/teher als bei den Retieulum- und Epitheloidzellen. Bei 
der Ausz/~hlung haben wir nur drei Sternbergsehe Riesenzellen registriert; 
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Abb. 9. Saftige (s. Epi) und diirre (d. Epi) Epitheloidzelle bei Pappenheim-F~rbung znm Vergleich. 
Lymphknoten-Tupfpr~parat .  Gleicher Fall wie Abb. 5. 125 • 

Tabel le  5. Prozentualer Anteil e~terase-alctiver Zellen bei verschiedenen Lymphknoten- 
erkrankungen im Lymphknotentup]prgparat (c~-Naphthylacetat-Methode) 

Zellart 

Ret icul~re  Reizzel len . . . . .  
H i s t i ocy t en  . . . . . . . .  
Gro$e Re t i cu lumze l l en  . . . .  
Epi theloidzel len . . . . . . .  
Hodgkin-Zel len  . . . . . . . .  

Unspezifische 
Lymphadenit is  

24,9 
46,9 
69,8 

100 

Piringersche 
Lymphadenit is  

24,6 
60,0 
90,2 
96,7 

Tuber- 
kulose 

58,2 
75,6 
88,5 
92,9 

Lympho - 
gran~lo- 
YA~tOSe 

25,0 
48,1 
83,4 

100 
63,4 

NB.  K e r n t r i i m m e r p h a g e n  u n d  kleine Re t i cu lumze l l en  waren  in al len F~tllen 100%ig 
posi t iv .  Die Zah l  der  ausgez~hl~en Gewebsm~stze l len  u n d  S te rnbe rgschen  Riesenzel len  war  
zu  klein,  u m  P r o z e n t z a h l e n  a n g e b e n  zu  k5nnen .  

Tabel le  6. Prozentualer Anteil esterase.al~tiver ZeUen bei verschiedenen Lymphlcnoten 
erkrankungen im Lymphknotentup]prSparat (Naphthol-AS-Acetat-Methode) 

Zellart Unspezifische 
LYmphadenitis 

5,1 
72,7 
51,6 
94,2 

100 
63,6 

Piringersche 
Lymphadenit is  

7,4 
55,7 
53,5 

100 
89,7 

Ret icul~re  Reizzel len . . . . .  
H i s t i ocy t en  . . . . . . . . .  
Grol~e Re t i eu lumze l l en  . . . .  
Epi theloidzel len  . . . . . . .  
K e r n t r i i m m e r p h ~ g e n  . . . . .  
Gewebsmas tze l l en  . . . . . .  
I-Iodgkin-Zellen . . . . . . .  

Tuber- 
kulose 

33,3 
76,6 
67,3 
76,7 

100 

Lyr~Lpho- 
granulo- 
matose 

10,7 
65,1 
40,5 
93,7 

100 

9,8 

NB.  Kle ine  Re t i cu lumze l l en  wa ren  in  al len F~llen 100%ig posi t iv .  Aul~er bei  der  un -  
spezif ischen L y m p h a d e n i t i s  war  die Zahl  der  ausgez~hl ten  Gewebsmas tze l l en  zu klein,  u m  
P rozen t zah l en  ~ngeben  zu kSnnen .  
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unabhgngig davon sahen wir noch eine Anzahl dieser Zellen, die - -  wenn fiber- 
haupt  - -  nut  eine sehwaehe bis mgBig starke Esterasereaktion zeigten. 

Von den f/inf Careinommetastasen (drei Metastasen yon Mageneareinom, 
je eine Metastase eines Bronehialeareinoms und eines undifferenzierten soliden 
Careinoms) zeigten die Tumorzellen der Magencareinommetastasen aueh im Aus- 
strieh dentliehe EsteraseaktivitSt. Die Tumorzellen des Bronehialeareinoms waren 
gr6gtenteils negativ, einige wiesen eine geringe Fermentakt ivi tgt  auf. Die Zellen 
des undifferenzierten soliden Careinoms waren negativ. 

Bei den drei im Ausstrieh untersuehten getieulosarkomen waren in zwei 
Fgllen die neoplastisehen Zellen negativ oder enthielten nur vereinzelt Granula 
des geakt ionsproduktes  im Cytoplasma. Stark positiv verhielt sieh das gTog- 
zellige Retieulosarkom, dessen enzymaktive Zellen wit sehon im Sehnitt be- 
schrieben haben. Hier lag der Prozentsatz der positiven Sarkomzellen bei 60. 
Die ,,normal" aussehenden getieulumzellen zeigten im Durehsehnitt  eine krgfti- 
gere Anfgrbung als die basophilen, sehma]plasmatisehen Reticulnmzellen. 

Die Tumorzellen der beiden Lymphosarkome und der beiden Fglle yon grog- 
follikulgrem Lymphoblastom, die im Tupfprgparat  untersueht wurden, liegen 
keine siehere Enzymakt iv i tg t  erkennen. 

I I I .  Hemmversuche 

In  Tabelle 7 haben wir die Ergebnisse unserer Untersuchungen mit  Enzym- 
effektoren zusammengestellt. Die Auswertung wurde nur an Sehnittprgparaten 
vorgenommen, well eine einigermagen sichere Beurteilung des tIemmeffektes 
nur dann mSglich ist, wenn sieh das gehemmte und das Kontrol lprgparat  histo- 
logiseh weitgehend gleiehen. Diese Voraussetzung ist im Tupfprgparat  nieht 
regelmgBig gewghrleistet. 

Tabelle 7. Der Ein]lu/3 verschiedener Enzyminhibitoren au/ die Esterasealctivit~it 
im Lymphlcnoten 

I n h i b i t o r e n  

S u b s t r ~ t e  E 6 0 0  N a F  P h y s o -  A g N O 3  
10  ~ M 2 • 1 0  -3 M s t i g m i n  2 • 10  -~ M 

10  -5 ~ i  

Naphthol-AS-Aeetat 0 0 0 _L -- 
~-N~phthyl~cetat • • 0 @ -t- 

Zeichenerkl~irung: 0 ~ keine erkennbare ttemmung; -~ = 
Hemmung inkonstant; + q- = starke bis vollst~ndige Hemmung. 

E 600 und NaF hemmten die Enzymaktivi tgt ,  wenn ~-Naphthylaeetat  als 
Substrat  verwandt wurde; die Ergebnisse waren aber inkonstant und deshalb 
nicht sicher auszuwerten. Dagegen wurde die geakt ion  mi~ Naphthol-AS-Acetat  
nicht beeinflugt. Mit einer stgrkeren Konzentrat ion von NaF (7 • 10 .2 M) sah 
G 6 s s ~  (1955) in tuberkul6sem Granulationsgewebe eine starke Hemmung der 
Naphthol-Esterase. 

Eine Hemmung durch Physostigmin (10 -5 M) beobachteten wir nicht. Auch 
G6SSXER (1955) land bei Anwendung dieser Substanz keine auffallende Anderung 
des Reaktionsausfalles in tuberkul6sem Granulationsgewebe und sehlieBt daher das 
Vorhandensein einer Cholinesterase in diesen Strukturen aus. In  Bindegewebs- 
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zellen der  t t a u t  sahen STEIGLEDER und SCHULTIS keinen Effekt ,  wenn sie Physo-  
s t igmin in Konzen t r a t i onen  un te r  2 • l0  -S M einwirken liel~en. 

K o n s t a n t e  Ergebnisse  erhiel ten wir bei  den t t e m m v e r s u c h e n  mi t  AgNO s. 
N a p h t h o l - u n d  N a p h t h o l - A S - E s t e r a s e a k t i v i t ~ t  wurde p rak t i sch  in allen F~l len 
in Schni t t  und  Auss t r ich  vol ls t~ndig gehemmt .  

Der  Einflu[~ yon A g N 0  s auf Es te rasen  im his tochemischen Versuch wurde 
bisher  nur  in Verb indung  mi t  dem Snbs t r a t  5 -Bromindoxyl -o -ace ta t  un te r sueh t  
(PE~A~SE U. PEPLER, PEPLE~ u. PEARSE). U m  die M5glichkei t  auszuschlieften, dal] 
AgNO s die K u p p l u n g  des Naph tho l s  mi t  dem Diazoniumsalz  stSrt ,  und  somit  
die negat ive  R e a k t i o n  keine F e r m e n t h e m m u n g  bedeu te t ,  haben  wir  Kont ro l l -  
un te r suchungen  an anderen  Geweben durchgeff ihrt .  Dabe i  wurden  neben- 
e inander  im selben Schni t t  Ze]len und S t ruk tu ren  beobachte t ,  die keine Be- 
einflussung der  Reak t ion  erkennen liel~en, und  andere,  deren Esteraseakt ivi t i~t  
z . T .  oder  vSllig un te rdr f i ck t  wurde  (s. a. LSFSnE~ 1960b). Wi r  dfirfen daher  
annehmen,  dab  der  du tch  AgNO a ira menschl ichen L y m p h k n o t e n  beobach te t e  
I t emmef fek t  eine echte  E n z y m h e m m u n g  ist.  

Diskussion 
1. Typus der nachgewiesenen Esterasen.  Die beiden yon  uns zum Esterase-  

nachweis ve rwende ten  Subs t ra te  werden yon  unspezif ischer  Es terase ,  Cholin- 
esterase,  Lipase  und  z . T .  auch yon  Pep t ida sen  gespal ten.  U m  eine wei tere  
Charakter i s ie rung der  gefundenen Es terase  zu ermSglichen, war  es nStig, Hemra-  
versuche durchzuff ihren;  denn  nach den Unte r suchungen  yon Go~ol~I (1952, 
1953a, 1955) und  PEAI~SE gel ingt  auf diese Weise die Abgrenzung einer Reihe 
yon verschiedenen Es te rase typen .  

GoMo•i (1955) hat bei Verwendung von NAS uls Substrut drei Gruppen von Esterusen 
unterschieden: einen allgemeinen Typ, einen Lebertyp und einen Punkreustyp. Bei seinen 
Hemmversuchen tr~ten aber vielfuch Uberschneidungen uuf, die eine exukte Zuordnung zu 
dem einen oder anderen Typ erschwerten. 

Der Arbeitskreis um PEARS]~ (PEARSE 1956; PEA~S]~ und PEPLER 1957; PE]'L]~ und 
Ps~A~SE 1957a und b; HESS und PEARS]S 1958) hat eine Esteruse ubgegrenzt, die resistent 
gegeniiber E 600 und DFP ist und in ihren Eigenschaften an Cuthepsin C erinnert. Sie fanden 
dieses Enzym u. a. in Makrophagen und Kupfferschen Sternzellen. Es wird dutch AgNO3 
gehemmt und durch Cystein aktiviert. 

In jiingster Zeit hut PEA~SE (1960) eine Einteilung der unspezifischen Esterusen ver- 
6ffentlieht, die den bioehemisehen Gegebenbeiten ~eehnung tr~gt und sich auf das Verh~lten 
der Enzyme gegeniiber einer Anzahl unterschiedlieher Effektoren stiitzt. Er unterscheidet 
eine A-Esterase (,,arom-esterase" oder ,,orgunophosphate-resistant esterase I"), eine B-Este- 
ruse (,,uli-esterase" oder orgunophosphute-sensitiYe esterase") und eine C-Esteruse (,,orguno- 
phosphate-resistant esterase II").  Die A- und C-Esterasen werden dureh E 600 in Konzen- 
tration unter 10 -2 M nicht gehemmt, wiihrend die Aktivit~it der B-Esterase durch E 600 
10 -~ M vollst~ndig unterch'fiekt wird. Durch Anwendung anderer Effektoren gelingt eine 
Unterscheidung der A- und C-Esterasen. 

Naeh  unseren Unte r suchungen  gehSren die Es te rasen  des L y m p h k n o t e n s  
wahrseheinl ieh dem ,,allgemeinen Typ" im Sinne yon  G o ~ o ~ I  an. Dieses haben  
auch BRAU:NSTEI~ 11. Mi tarb  festgestel l t .  Doch mul~ man  berficksichtigen,  dal~ 
G o ~ o ~ I  mi t  Para f f inschni t t en  yon zumeis t  ace tonf ix ier ten  Geweben gearbei te t ,  
also die P r~para t e  anders  vo rbehande l t  hut  als wir. 

Die ffir die jf ingste E in te i lung  yon  PEA~SE nStigen Hemmver suche  haben  
wit  bisher  n ieht  durchgefi ihr t .  Wi r  sahen aber  eine kons t an t e  und  reproduz ie rbare  



Fermenthistochemische Untersuchungen des Lymphknotens. IV 505 

I-Iemmung der Esteraseaktivit/it in den retieulohistioeyt~ren Zellen des Lymph- 
knotens durch AgNQ (2 • 10-a M). Auch bei Untersuchungen fiber die Esterase- 
aktivit~t in der Milz konnten wir diesen Befund erheben. Andere Strukturen und 
Zellen lieBen sich in diesem Organ dadurch abgrenzen, dal3 ihre Esteraseaktivit~t 
durch AgNO 3 nicht beeiniluBt wurde. Dutch die bioehemisehen Untersuehungen 
yon ABDERI-IALDEN und MEEKEL wissen wir, daft Peptidasen durch Ag-Ionen 
gehemmt werden. DOYLE gelang es, im lymphatisehen Gewebe der Rattenappen- 
dix mit bioehemisehen Methoden Dipeptidase nachzuweisen. Histochemisehe 
t~eaktionen an fixierten Gewebsschnitten sind zwar nut mit Vorsicht bioehemi- 
sehen Befunden an die Seite zu stellen; denn sie erfassen ja struktnrgebundene 
Enzyme (Desmoenzyme). Dennoeh scheint nach den bisher mitgeteilten hist0- 
ehemisehen Befunden anderer Autoren und unseren Ergebnissen die Vermutung 
berechtigt, da6 in den reticulohistioeyts Zellen des Lymphknotens und der 
Milz Peptidasen vorhanden sind, die Esterbindungen spalten kSnnen. 

2. Bedeutung des Esterase-Nachweises fiir die Lymphknoten-Cytologie. Durch 
den Vergleich der Esterasereaktionen im Lymphknotenschnitt und Tupfprttparat 
wurde es mSg]ieh, unsere bisher ffir das Tupfpr~parat angewandte Klassifizierung 
der Lymphknotenzellen weiter zu unterbauen und noeh manehe Einzelbefunde 
zur Erkennung uneinheitlieher Zelltypen (z. B. der ,,I~etieulumzellen" und der 
retieu]~ren Reizzellen) zu erheben. 

im Lymphknotenschnitt sahen wir eine deutliche Esteraseaktivit/it im Plasma 
yon Sinusretothelien, Retieulumzellen der Pulpa und der Follike], Kerntrfimmer- 
phagen, Epitheloidzellen nnd Langhanssehen Riesenze]len. Sehwache bis m~Big 
starke Aktivit~t fand sich in Gewebsmastzellen, Hodgkinzellen, Sternbergsehen 
Riesenzellen, gelegentlich aueh in Fibroblasten, Capillaren und Venolen ; z. T. war 
in den zuletzt genannten Strukturen keine l~eaktion zu erkennen. 

Im Lymphknoten-Tupfpr~parat konnte Esteraseaktivit/~t im Plasma yon 
mittleren reticul~ren l~eizzellen, Histiocyten, groften und kleinen Reticulumzellen, 
Kerntr/immerphagen, Epitheloidzellen, Gewebsmastzellen, Hodgkinzellen und 
Sternbergsehen Riesenzellen nachgewiesen werden. Keine Fermentaktivit~t 
sahen wit in Germinoblasten (Keimzentrumszellen), Plasmazellen und basophilen 
Stammzellen. 

Uber die Zellen des Blutes haben wit an anderer Stelle berichtet (LSFF~Ea 
1961 b). Im Rahmen dieser Arbeit haben wir die Granulocyten und Lymphoeyten 
als negativ bewertet, da nur gelegentlieh einzelne Granula des Reaktionsproduktes 
naehweisbar waren. 

Auf Grund dieser Ergebnisse kann allgemein gesagt werden, dal~ die retieulo- 
histioeyt~ren Zellen des Lymphknotens mehr oder weniger stark esteraseaktiv 
sind, w/~hrend die fibrigen Lymphknotenze]len, vor ahem die regenerierenden 
basophilen Zellformen, keine Aktivit/tt zeigen. 

Innerhalb der Gruppe positiv reagierender Zellen sind deutliehe Unterschiede 
bezfiglich der Aktivit~tsst/irke und des prozentualen Anteiles enzymaktiver Zellen 
erkennbar. 

Sehen wir yon den kleinen Reticulumzellen ab, so nimmt der prozentuale Anteil 
esteraseaktiver Zellen in folgender Reihe ab: Kerntrtimmerphagen, Epitheloid- 
zellen, gro~e Retieulumzellen, tIodgkinzellen, Histioeyten, reticulate Reizzellen. 
Diese Aufz~hlung gilt bei Anwendung yon ~-Naphthylacetat als Substrat. 
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Bei der Ausz/~hlung der mit NaphthoI-AS-Aeetat gewonnenen Ergebnisse 
stehen die Histioeyten vor den l~etieulumzellen. Die Aktivit~tsstgrke war bei 
dieser i~eaktion im Durehsehnitt geringer als bei der ~-N-Teehnik. Das ~lm- 
gekehrte Verhalten der Gewebsmastzellen war bereits yon Gor~o~I (1953b) be- 
sehrieben worden. 

Die starke Aktivit/~t der Kerntriimmerphagen k6nnte man mit der siehtbaren 
Phagoeytoseleistung erkl/~ren. Aueh GEDmK und FISCI~E~ vermuten diesen Zu- 
sammenhang. Von bioehemiseher Seite wird diese Vermutung dureh die Arbeit 
yon DOYLE und LIEBELT unterbaut. Diese Autoren fanden in der Rattenappendix 
einen erh6hten Esterasegehalt, wenn histologiseh vermehrt Phagoeyten nachweis- 
bar waren. 

Wir hasten Gelegenheit, ein Talkumgranulom zu untersuchen, das in der Umgebung eines 
exeidierten Lymphknotens lag. In den FremdkSrperriesenze]len und den Retieuhmzellen 
dieses Granuloms fanden wir eine extrem starke Esterasereaktion. Das gleiehe sahen friiher 
auch G6ss~E~ und EDEm 

Alle diese Befunde deuten darauf hin, dag die Esterasen neben anderen 
Enzymen (s. bei GEDIGK und F ~ s e I ~ )  im gahmen  der Phagocytose, speziell bei 
der Verarbeitung der aufgenommenen Stoffe, eine wichtige go]le spielen. Die 
Antigenverarbeitung scheint also mit einer hohen Esteraseaktivit~it verknfipft 
zu sein. 

Man beobaehtet aber gelegentlich Makrophagen, die mit gespeichertem Material voll- 
gestopft sind und nut geringe Esteraseaktivitiit zeigen. Wir sahen dieses z. B. in der Lunge, 
wenn Alveolarphagoeyten mit Kohlenpigment iiberfiillt waren. VE~NE hat /ihnliehes bei 
experimenteller Tusehe- und Trypanblau-Speieherung in der Lunge beobuehtet. Ob dieses 
PhEnomen nur bei der Phagoeytose yon bestimmten Substanzen auftritt, oder ob es sieh dabei 
um ein Zeiehen beginnenden Zelltodes handelt, sei dahingestellt. 

Die grogen ,,Reticulumzellen" des Ausstriehes stellen dann, wenn sie plump- 
ovale saftige Kerne besitzen und stgrker vermehrt sind, zum grogen Tell Sinus- 
retothelien dar, ~de wir beim Vergleich mit den zugeh6rigen Sehnittprgparaten 
feststellen konnten. Die Zellen der unreifen Sinushistioeytose unterseheiden sieh 
im Sehnitt eindeutig yon den Sinusretothelien durch ihre negative Esterase- 
reaktion. 

Unsere Untersuehungen ergaben weiterhin, dag Sinusretothelien und Ge]ii[3- 
endothelien, auf deren morphologisehe Xhnliehkeit in letzter Zeit yon OMo~I 
und I~EINAUEa hingewiesen wurde, cytochemisch unterschieden werden k6nnen. 
Bezfiglieh der Esteraseaktivit/~t bestehen deutliehe quantitative Unterschiede: 
W~hrend die Sinusretothelien stets eine starke Aktivits yon unspezifiseher 
Esterase erkennen lassen, sahen wir in Capillaren und Venolen nur gelegentlich 
eine geringe Ablagerung des Reaktionsproduktes. Ber/ieksichtigt man weiter 
das Verhalten beider Systeme bei der Untersuehung der alkalischen Phosphatase, 
so zeigt sieh ein qualitativer Untersehied. In  den Capillaren des Lymphknotens 
ist stets eine sehr deuttiehe Aktivit~t nachweisbar; in geringerem Grade finder 
man sie auch im Endothel der Arteriolen, Venolen und gr6gerer Gef~Be. Im 
Gegensatz dazu lieften die Sinusretothelien niemals Aktivit/~t yon alkaliseher 
Phosphatase erkennen. 

Die eslerasenegativen ,,Retic,dumzellen" des Ausstriehes gehSren wohl z. T. tier 
Gruppe an, die wit frtiher (LENNE/~T, LSFlVLEI~ und LEDE~) bei der alkalischen 
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Phosphatasereaktion als positiv besehrieben. Die fibrigen esterasenegativen l~eti- 
eulumzellen dfirften als ,,ruhende" oder ,,regenerierende" Formen anzusehen sein. 

Die ,,kleinen Reticulumzellen" konnte man mit den iibliehen F/irbemethoden 
bisher meist nieht sieher yon den Lymphoeyten abgrenzen. Mit Hilfe der Esterase- 
Teehnik gelingt dieses, wenn wit aneh nieht wissen, ob wit alle Zellen damit 
erfassen. 

Die Epitheloidzellen stellen eine Sonderform der retieulohistioeyt/iren Zellen 
des Lymphknotens dar. Sie haben wahrseheinlieh an der Antigenverarbeitnng 
wesentliehen Anteil. Dementspreehend zeigen sie aueh eine positive Esterase- 
reaktion. Diese ist am st/~rksten in den ,,saftigen" Epitheloidzellen und geringer 
positiv in den ,,dfirren" Epitheloidzellen (Abb. 8 und 9). Diese dfirren Formen 
reiehen mit ihren langen Plasmaforts/~tzen welt in die Verkgsungsherde hinein 
und lassen sieh hier mit der Esterasereaktion noeh naehweisen, w/~hrend sie bei 
fibliehen F/irbungen nieht mehr siehtbar sind. Das gleiehe beobaehtete MAI~SHALL 
bei Anwendung der Versilberung naeh WEIL-DAvE~t"ORT. 

Ein Teil der ,,dfirren Epitheloidzellen" 1/~Bt keine positive Esterasereaktion 
erkennen, und zwar besonders in den l~andbezirken yon Epitheloidzelltuberkeln, 
wo die Faserbildung einsetzt. Es ist mfglieh, dal3 diese esterasenegativen ,,dfirren" 
Formen den Zellen entspreehen, die alkMisehe Phosphatase in ihrem Plasma naeh- 
weisen lassen (LE~I~E~T, LfFFI~m~ und LEDEtr und die wir frfiher als Fibroblasten 
deuteten. Wit halten es ffir m6glieh, dal3 die phosphataseaktiven ,,Fibroblasten" 
aus esteraseaktiven Epitheloidzellen hervorgegangen sind, wie aueh MARSttALL 
naeh seinen Versilberungspr/tparaten annimmt. 

Ffir die Aufsehlfisselung der Sammelgruppe yon Zellen, die wir als reticuliire 
Reizzellen bezeiehnen (LENNEI~T 196i), bekamen wir dutch die Esterasereaktion 
einen I-Iinweis. Wir haben sehon frfiher vermutet, dal3 die mittleren Reizzellen 
z .T.  als histioeyt~re Elemente anzusehen sind und fanden nun sehwaehe his 
m~13ig starke Aktivitgt - -  etwa dem Grade der positiven I-Iistioeyten ent- 
spreehend - -  im Cytoplasma eines Teiles der mittleren retieul~ren t~eizzellen. 

Das histoehemisehe Verhalten der Hodgkin-Zellen und der Sternbergschen 
Riesenzellen erlaubt keine eindeutige Stellungnahme zu ihrer Bedeutung. Die 
festgestellte Abnahme der Esteraseaktivit/~t gegentiber den Retieulumzellen kann 
engweder Ausdruek einer Minderung der funktionellen Leistung oder Folge der 
neoplastisehen Umwandlung dieser Zellen sein. 

3. Bedeutung fiir die Lymphknotenhistologie und -diagnostik. Wi/hrend die 
alkalisehe Phosphatasereaktion einen rasehen ~berbliek fiber die Gef/~13verteilung 
bzw. Capillarisation des Lymphknotens gestattet, sehen wit bei der Esterase- 
reaktion bereits bei LupenvergrfBerung Weite und Zellgehalt der Sinus sowie 
t~etieulumzellenmenge in Pulpa und Follikeln. Sinuskatarrh und I~eticulo- 
eytose treten daher - -  /ihnlich wie bei der Versilberung naeh WEIL-D2tvE~- 
FOI~T - -  markant hervor und sind daher leiehter zu erkennen als mit den fibliehen 
F/~rbemethoden. Die Verteilung der I~etieulumzellen gibt uns auBerdem einen 
Anhalt daffir, ob die Lymphknotenstruktur  erhalten oder zerst6rt ist. ~hnlich 
eindrucksvoll ist die positive Reaktion in Epitheloidzellherden und K/~serand- 
zonen. 

Aueh im Ausstrieh kann man sieh bei Anwendung der Esterasereaktion raseh 
fiber die Zahl der vorhandenen l~etieulumzellen orientieren (Abb. 10). Die oft 

Virchows Arch, path.  Anat. ,  Bd 335 3 4  
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nacktkernig erscheinenden Reticulnmzellen treten dann mit  ihrem breiten und 
vielfach verzweigten Plasmaleib deutlich hervor und gestatten eine grobe Seh~it- 
zung der Reticulumzellmenge. Sind zahlreiche, in Gruppen liegende, abge- 
rundete grol~e t~eticulumzellen vorhanden, darf man mit  Wahrscheinlichkeit auf 
einen Sinuskatarrh schliel~en. 

Bei der Erkennung maligner Lymphknotenerkrankungen hilft uns die Esterase- 
reaktion nor z. T. weiter. Leukosen, Lymphosarkome, grol~follikuli~re Lympho- 
blastome zeigen eine geringe Reticulumzellbeimengung, die allerdings - -  wie 

mit  kaum einer anderen 
Methode - -  quanti tat iv aus- 
wertbar ist. Von gr6$ter 
praktischer Wichtigkeit 
scheint die positive Esterase- 
reaktion bei Monocytenleu- 
ki~mien zu sein. Gestattet  
doch der Esterasenachweis 
eine einwandfreie Unter- 
scheidung yon Monocyten 
und Paramyeloblasten. Es 
wird sich mit  dieser Methode 
bald erweisen, ob die in 
Europa seit ~ A E G E L I  vor- 
herrschende Ansicht noch 
gilt. NAEGELI, I~OHR und 
zahlreiche Hi~matologen 

Abb .  10. L y m p h o s ~ r k o m  i m  L y m p h k n o t e n - T u p f p r ~ i p a r ~ t .  glauben, die Monoeyten- 
Die , , n o r m u l e n "  Ret icu lurnze l len  zwischen  den  Tumorze l l en  

t r e t e n  deu t l i ch  he rvor .  E 9019/59. a -N-Es te rase .  125 x ] e u k ~ m i e n  seien zumeist 
monocytoide Paramyelo- 

blastenleukgmien, keine ,,eehten" Monocytenleuk~mien im Sinne yon SCroLLING. 
Diese seien sehr selten. Demgegeniiber ist in den USA dig Auffassung weit- 
verbreitet, wonach die Monoeytenleukiimie eine gar night so seltene Form der 
akuten Leukose darstelle und mit  der Paramyeloblastenleukiimie nichts zu tun 
habe. Nach einigen weiteren klinisch beobachteten Fs yon akuter Leuki~mie 
scheint die amerikanische Auffassung weitgehend richtig zu sein; denn wir 
konnten in kurzer Zeit drei Fglle yon Monocytenleukgmie mit  stark ester~se- 
positiven Zellen im Blur yon den esterasenegativen Paramyeloblastenleuk~mien 
abgrenzen. Die Zahl der eehten Monocytenleuki~mien scheint somit nicht so 
niedrig zu sein, wie in deutschen Statistiken meist zu lesen ist. 

Ein Toil der Ret.ieulosarkome zeigt eine positive Esterasoreaktion in einer 
gr6~eren Zahl yon l~eticulumzellen, dig 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 st immen in diesem Punkte night ganz mit  der Interpretat ion yon 
B~AUNSTEIN U. Mitarb. fiberein. BRAUNSTEIN U. Mitarb. berichten, dal~ die Zellen 
des Reticulosarkoms ebenso positiv seien wie die normalen Retieulumzellen. In  
tier yon GALL beigegebenen Abbildung sieht man ]edoeh, dal~ in dem wiedergege- 
benen Schnitt nur ein Tell der Zellen esteraseaktiv ist wie bei einem unserer F~lle. 
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Ob zur Differenzierung des Gesehwulsttyps yon Carcinommetastasen die 
Esterasereaktion erfolgreich herangezogen werden kann, 1/~l~t sich aus unseren 
wenigen Befunden noch nicht schliel3en, tIier sollten weitere Untersuchungen 
Klarheit  schaffen. 

Zusammenfassung 
Die Esteraseaktivit/~t der Lymphknotenzellen wurde mit den Substraten 

g-Naphthylaeetat und Naphthol-AS-Acetat im Schnitt- und Tupfpr/~parat ge- 
priift. Die Reaktion mit ~-Naphthylacetat ist stets st/~rker als diejenige mit 
Naphthol-AS-Aeetat, auger bei den Gewebsmastzellen. Die st~rkste positive 
l~eaktion finden wir in den phagocytosef/~higen Zellen, ni~mlich in Sinusretothelien, 
Reticulumzellen der Pnlpa und Follikeln (hier besonders in Kerntrfimmerphagen !), 
Epitheloidzellen und Langhansschen Riesenzellen. Die ,,saftigen" Epitheloidzellen 
reagieren vim st/~rker als die ,dfirren".  Eine geringere Aktivit/~t zeigen die 
Gewebsmastzellen, Hodgkinzellen und Sternbergschen Riesenzellen. Die regenerieren- 
den Ze]len des Lymphknotens - -  basophile Stammzellen und Germinoblasten - -  
sind wie die Lymphocyten und Plasmazellen esterasenegativ. Im Tupfpr/iparat 
konnten kleine Reticulumzellen durch ihre positive lgeaktion von Lymphocyten 
abgegrenzt werden. Anch gelang es, einen Teil der ,,mittleren retikul/~ren l~eiz- 
zellen" den Histiocyten zuzuordnen. 

F/Jr die Diagnostik gestattet die Esterasereaktion einen guten 1XIberblick fiber 
Zahl und Verteilung fnnktionell-aktiver Retieulumzellen im Sehnitt- und Tnpf- 
pr/~parat. Ein Teil der Retikulosarkome enth/ilt esterasepositive Zellen. Aueh die 
Zellen der Monoeytenleuk~imie zeigen grogenteils Esteraseaktivit/it, wodurch sie 
sieh leieht yon den Paramyeloblasten unterscheiden lassen. Alle fibrigen Neu- 
bildungen des blutbildenden Gewebes reagieren negativ. 

Die gefundenen Esterasen z/ihlen wahrseheinlich zum ,,allgemeinen Typ" 
GoMoRIs und sind mSglieherweise Ms esterspaltende Peptidasen anzusprechen. 

Summary 
The esterase activity of cells of lymph nodes was studied in sections and touch 

preparations by using ~.-naphthyl-acetate and naphthol-AS-acetate as sub- 
strates. The reaction with c~-naphthyl-acetate was always more intense than 
with naphthol-AS-aeetate, 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 
retieulum cells could be differentiated from the lymphocytes. In addition, some 
of the middle reticular "Reizzellen" could be classified with the histioeytes. 
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 

34* 
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f r o m  p a r a m y e l o b l a s t s .  T h e  es te rases  ~s d e m o n s t r a t e d  p r o b a b l y  b e l o n g e d  to  

t h e  gene ra l  G o ~ o ~ I  t ype ,  a n d  poss ib ly  were  e s t e r - s p l i t t i n g  pep t idases .  
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