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Beim histochemischen Nachweis der Phosphoamidase zeichnen sich Carcinom-
zellen in der Regel durch eine starke Aktivitdt dieses Enzyms aus (GowmoORI).
Allerdings konnten mit der von Gomorr (1948) angegebenen Nachweismethode
haufig keine befriedigenden Ergebnisse erzielt werden; teilweise widersprachen
die Resultate einander.

Wir haben im Rahmen morphologischer und histochemischer Untersuchungen
an pricancerosen Verdnderungen verschiedener Organe (Macosar 1957; YaAsul
1959; Svarra 1959; Our 1959; WATANABE 1959; Imawisar 1959; Kuru und
Hirose 1961) auch das histochemische Verhalten der Phosphoamidase in der
normalen und pathologisch verdnderten Magenschleimhaut geprift. Dabei
erwies es sich als notwendig, die von GomoRI angegebene Nachweismethode zu
iiberpriifen. Uber das Ergebnis unserer methodischen Untersuchungen sowie iiber
die Lokalisation der Phosphoamidase in der normalen und pathologisch verdnder-
ten Magenschleimhaut soll im folgenden berichtet werden.

Material und Methodik

Als Untersuchungsmaterial dienten 124 operativ entfernte Magen. Sofort nach der Opera-
tion wurden jeweils mehrere Gewebsstiickehen von normaler und pathologisch veréinderter
Magenschleimhaut entnommen. Das Material wurde 24 Std in Aceton bzw. absolutem Alkohol
bei —4 bis ~6° C fixiert und anschlielend in Paraffin (Schmelzpunkt 50—52° C) eingebettet.
Es hat sich weiterhin bew&hrt, jeweils mehrere Gewebsschnitte von unterschiedlicher Schnitt-
dicke (4, 6 und 8 u) zusammen auf einem Objekttriger aufzuziehen. Dadurch konnte in den
einzelnen Priaparaten ein dhnliches Resultat erzielt werden wie bei verschieden langer Inku-
bationsdauer bei ein und derselben Schnittdicke.

Die Enzymreaktion wurde meist in Anlehnung an die Originalmethode von Gomorz
durchgefiithrt. In ausgedehnten Untersuchungen konnte festgestellt werden, dall der Rein-
heitsgrad der p-Chloroanilidophosphorsiure fiir die Durchfihrung der Enzymreaktion von
ausschlaggebender Bedeutung ist. Zur Herstellung bzw. Reinigung des zweimal umkristalli-
sierten Substrates hat sich folgendes Verfahren bewéhrt:

Rohe und noch nicht getrocknete p-Chloroanilidophosphorsidure (nach dem Verfahren von
Orto hergestellt) wurde unter Erhitzen in 95 %igem Alkohol geldst und anschlieBend sofort
in Eiswasser abgekiihlt. Die sich iiber Nacht bildenden weifien, seidenglinzenden Kristalle
wurden in einer Kiihlzentrifuge gesammelt und anschlieBend mehrmals in 75 %igem Alkohol
gewaschen und iiber Calciumchlorid getrocknet. AnschlieBend wieder Umkristallisation aus
75 %igem Alkohol. Der Reinheitsgrad der Kristalle lie sich durch quantitative Analyse der
organischen und anorganischen Phosphorsdure (nach TaramasHT in der Modifikation von
MarriN-Dory) auf mindestens 99,8% bestimmen.
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Wenn die gereinigte p-Chloroanilidophosphorsiure dem Bleinitrat-Puffergemisch zu-
gegeben wird, entstehen — im Gegensatz zu dem von GoMmoRt verwandten Substrat — auch
nach 3 Std bei 529 C bzw. nach 6 Std bei 37° C keine Niederschlige.

Die Inkubationszeit betrug 10—12 Std bei 37° C und pw 5,6. Nach der Behandlung mit
einer verdinnten Ammoniumsulfidlésung wurden die Schnitte zur Entfernung unspezifischer
Bleiniederschlige fiir einige Stunden in absolutem Alkohol eingestellt. Kernfirbung mit
Mayers-Hamalaun.

Als Kontrollreaktionen dienten : Inkubation ohne Substratzusatz, Hitzeinaktivierung sowie
Hemmung der Fermentreaktion durch Lugolsche Losung.

An Serienschnitten kamen weiterhin die histochemischen Nachweisreaktionen fiir saure
Phosphatase nach Gomort sowie nach GrRoaa und PEarsE zur Anwendung. Dabei wurde die
Bleiphosphatmethode (GoMoORI) nur fiir eine methodische Untersuchung der Phosphoamidase
beriicksichtigt.

Ergebnisse (vergl. Tabelle)

In der normalen Magenschleimhaut findet sich beim histochemischen Nachweis
der Phosphoamidase in den Becherteilen der Foveola-Zellen ein miBig starker
Reaktionsausfall, der besonders zum Halsteil hin ausgeprégt ist. Die Oberflichen-

Abb. 1a u. b. a Phosphoamidaseaktivitét in der normalen Magenschleimhaut im Bereich der Becher-
teile der Foveola-Zellen und Oberflichenepithelien. 290mal. b Im ganzen Cytoplasma verteilte Enzym-
aktivitdt im anaplastischen Regenerat eines Geschwiirsrandes. 290mal

epithelien besitzen nur eine schwache Aktivitdt im Bereich ihrer Becherteile
(Abb. 1a). Haupt- und Nebenzellen der Fundusdriisen sowie die Pylorusdriisen
enthalten fast keine histochemisch nachweisbare Phosphoamidase; nur Belegzellen
sind mitunter fermentpositiv.

Diinne, einschichtige Schleimhautregenerate am Rand von Geschwiren zeigen
im Cytoplasma nur eine sehr geringe Fermentreaktion. Im Gegensatz dazu weisen
die mit chromatinreichen Kernen versehenen Zellen in anaplastischen Regeneraten
eine iiber das ganze Cytoplasma verteilte deutliche Phosphoamidaseaktivitat auf
(Abb. 1b).
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Auch bei der Diinndarmmetaplasie findet sich in den Epithelien eine deutliche
Fermentreaktion, welche im apikalen Teil der Zellen lokalisiert ist. Die Vacuolen
der Becherzellen fallen stets negativ aus
(Abb. 3a). Bei der hyperplastischen und
anaplastischen Diinndarmmetaplasie nimmt
die Fermentaktivitit deutlich zu; sie ist
bei letzterer iiber das gesamte Cytoplasma
der Epithelien verteilt (Abb. 3b).

Carcinome zeichnen sich regelméfBig
durch eine auBerordentlich starke, -das
ganze Cytoplasma einnehmende Phospho-
amidaseaktivitdt aus, welche mit fort-
schreitender Entdifferenzierung des Krebs-
gewebes zunimmt. So weisen scirrhdse und
medullire Magencarcinome die stdrkste
Enzymaktivitdt auf (Abb. 4a). In Gallert-
krebsen zeigen sowohl die einzeln im Schleim
liegenden Krebszellen als auch die zu-
sammenhdngenden Epithelien eine starke i
Fermentreaktion, wobei die Aktivitdt in N d_?;,p.q". o
den letzteren stirker ausgeprdgt ist. Die - "_'"" o ) o

. . . ADbb. 2. Deutliche Phosphoamidaseaktivitiat
Schleimsubstanzen sowie die Vacuolen der in Zelleruppen mit chromatinreichen

Siegelringzellen fallen negativ aus (Abb. 4b), ~ Kernen im Bereich von Pylorusdrisen.
=4 80mal

Abb. 3. a Diinndarmmetaplasie: deutliche Phosphoamidaseaktivitdt im apikalen Teil der Schleimhaut-
cpithelien; die Vacuolen der Becherzellen sind fermentnegativ. 290mal. b Hyperplastische Diinndarm-
metaplasie mit intensiver Fermentaktivitdt. 80mal

In Adenocarcinomen des Magens ist die Fermentreaktion etwas schwicher
ausgeprigt als in scirrhésen oder medulliren Krebsen (Abb. 5a und b).
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In der Nachbarschaft von infilirierend wachsenden Carcinomzellen konnte an
normalen Epithelien der Magenschleimhaut eine sehr intensive Phosphoamidase-

b

Abb. 4, a Secirrhoses Magencarcinom : schr starke Phosphoamidascaktivitét in den Xrebszellen. 80mal.
b Starke Enzymaktivitat in Siegelringzellen; die Vacuolen bleiben frei. 710mal

Abb. 5a u. b. Deutliche Phosphoamidascaktivitit in einem Adenocarcinom des Magens. 80mal

aktivitit festgestellt werden, wihrend in entsprechenden, weiter entfernt liegenden
Schleimhautepithelien nur der normale Reaktionsausfall anzutreffen war. Dieser
Befund kann unseres Erachtens nicht auf ein Diffusionsartefakt zurtckgefithrt
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werden, da das zwischen Carcinomgewebe und normalem Schleimhautepithel
gelegene Bindegewebe keine Anfirbung zeigt.

Vergleichende Untersuchungen mit der Nachweismethode fiir saure Phos-
phatase ergeben an der normalen Magenschleimhaut folgendes Verteilungsmuster :
Ahnlich wie bei der Phosphoamidase ist
sowohl in den Haupt- und Nebenzellen der
Fundusdriisen als auch in den Pylorus-
driisen keine oder nur eine geringe Fer-
mentaktivitdit nachweisbar. Im Gegensatz
zur Phosphoamidase findet sich in den
Oberflachenepithelien und Foveolazellen
ein mehr diffuser Reaktionsausfall, wobei
die Becherteile hier frei bleiben. Bei der
Diinndarmmetaplasie findet sich eine
ziemlich deutliche Fermentaktivitit in
den apikalen Anteilen der Epithelien,
In entdifferenzierten Adenomen sowie
in Adenocarcinomen lift sich eine in-
tensive Aktivitdt von saurer Phosphatase
nachweisen. Im Gegensatz zur Phos-
phoamidase zeigt die saure Phosphatase
keine so deutliche Abhidngigkeit von der
Anaplasie des Krebsgewebes. In ent- ) o

. . . . . Abb. 6. Phosphoamidaseaktivitit in den
differenzierten Carcinomen findet sich ge-  Tumorsellon eines scirthosen Careinonts.

wohnli ur ei aB3i Phos- Das daritber liegende fermentpositive
hnlich n he m ] starke 0 Epithel weist eine Ahnlichkeit mit der

phataseaktivitit. Dickdarmschleimhaut auf. 290mal
Tabelle
Phosphoamidase Saure Phosphatase R. N. 8.
intra- intra- intra-
Aktivitat celluldre AKktivitat cellulire Aktivitat cellulire
Lokalisation Lokalisation Lokalisation
Fundusdriise . . oL 0 bis +- basal ++2 basal
Pylorusdriise . . . 0 0 bis 4|  basal -+ basal
Deckepithelien . . -+ Bechertesl + bis auf + bis auf
Becherteil Becherteil
Foveola . . . . . ++ Becherteil + bis auf -+ bis auf
Bechertesl Becherteil
Regenerat . . . . 0 bis apikal 0 bis + g P. + g. P
Anaplastisches
Regenerat . . . ++ g. P.3 ++ ¢. P ++ g. P.
Darmmetaplasie . ++ apikal + 4 apikal +4 apikal
Anaplastische
Darmmetaplasie +-+-4  |unbestimmt| -+ -+ [unbestimmt] - --- |unbestimmt
Adenocarcinom . . | 444+ g. P. - g. P. - g. P.
Gallertkrebs . . . | +4+4++ bis auf -+ bis auf +++ bis auf
Vacuolen Vacuolen Vacuolen
Seirrhus . . . . |+ 4+ 4+ g. P + -+ g P. 4+ g P.
Medullarkrebs . . |4+ +-+-++ g. P. + 4 g. P. NSRS g P

+ schwach positiv, -+ méiBig positiv, + -+ stark positiv, -+ 4+ sebr stark positiv,
+++--+ auBerordentlich stark positiv. 1 Belegzellen fallen mitunter positiv aus, 2 Beleg-
zellen sind gewohnlich farblos. 3 g. P. im ganzen Protoplasma.
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Vergleicht man die Verteilung der Ribonucleinsdure mit der Lokalisation der
Phosphoamidase, so 14t sich bei den Carcinomen sowie bei der Diinndarm-
metaplasie (Abb.7a) eine weitgehende Ubereinstimmung feststellen. Dagegen
bestehen in den Epithelien der normalen Schleimhaut deutliche Unterschiede:
Die Becherteile der Oberflichenepithelien und Foveolazellen weisen keine cyto-
chemisch feststellbare Ribonucleinsdure auf (Abb.7b), wahrend Haupt- und
Nebenzellen der Fundusdriisen reich an Ribonucleinsdure sind (s. Tabelle).

Abb. 7. a Methylgriin-Pyronin-Firbung: keine nachweisbare Ribonucleinsdure im Bercich der Becher-

teile von normalen Foveola-Zellen. 290mal. b Diinndarmmetaplasie: auftallende Ahnlichkeit in der

Lokalisation der Ribonucleinsidure bei der Methylgriin-Pyronin-Férbung mit dem Verteilungsmuster
der Phosphoamidase (vgl. Abb. 3a.) 290mal

Diskussion

Mit der von Gomori (1948) angegebenen histochemischen Nachweismethode
fir die Phosphoamidase konnten haufig keine befriedigenden Ergebnisse erzielt
werden (vgl. PEArsE). Auch Gomori selbst hatte Bedenken an der Zuverlissigkeit
dieser Methode. Die Frage, ob es sich bei der Phosphoamidase um ein eigenes
Enzym handele, welches Phosphoamidbindungen spezifisch zu spalten vermag,
lieB sich bisher nicht eindeutig kliren. Eingehendere methodische Untersuchun-
gen zum histochemischen Nachweis dieses Enzyms wurden von MEYER und
WEeINMANN (1953, 1955) durchgefiihrt, die auflerdem die Verteilung der Phospho-
amidaseaktivitit in normalen und pathologisch verinderten Geweben der Mund-
hohle bestimmten.

Unsere Uberpriifung der Methode von Gomort hat gezeigh, dal der Reinheits-
grad des Substrates von ausschlaggebender Bedeutung fir den Reaktionsausfall
ist. Durch die Untersuchungen von Roria ist bekannt, dafl GoMORI bei seinen
Untersuchungen nicht dasMonoamid, sondern das Diamid als Substrat verwandte.

Das zum Teil von deutschen Autoren (EBNER und STRECKER 1951; STOLL u.
Mitarb. 1951; Neumany u. Mitarb. 1954; OrrLERT u. Mitarb. 1954; Smpp 1954)
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benutzte Substrat der Firma Bayer hat offenbar einen hoheren Reinheitsgrad
als die von anderen Untersuchern angewandte p-Chloroanilidophosphorsiure.
Bei Verwendung des nach unserer Vorschrift gereinigten Substrates 148t sich bei
der histologischen Nachweisreaktion eine gute Lokalisation der Phosphoamidase
erzielen. Es sind nur wenige Artefakte nachweisbar.

Bei der histochemischen Nachweisreaktion wird in der Literatur meist ein
pu-Wert von 5,4—5,6 angegeben. AuBerdem wurde aber auch bei py 5,2 (MEYER
und WerNMANN 1955) und pg 4,6 (Story u. Mitarb. 1951; SaANDRITTER und
SCHREIBER 1958) gearbeitet. Die vorliegenden Untersuchungen haben ergeben,
daB bei einem py-Wert iber 6,0 die Reaktion deutlich abgeschwécht wird,
wahrend unterhalb pw 5,2 Kunstprodukte durch unspezifische Bleisulfidnieder-
schlage auftreten; das Bild dhnelt dann mehr dem Verteilungsmuster der sauren
Phosphatase bei Anwendung der Gomori-Methode.

Eine Anfdarbung der Kerne bei der Phosphoamidasereaktion, wobei es sich
offensichtlich nicht um eine Fermentreaktion, sondern um ein Kunstprodukt
handelt, diirfte — dhnlich wie bei der Nachweismethode fiir die saure Phospha-
tase — im wesentlichen auf drei Faktoren zuriickzufiihren sein:

1. Lianger als 18 Std dauernde Inkubationszeiten fiihren oft zu einem inten-
siven Reaktionsausfall in den Kernen.

2. Je stirker die Aciditét der Inkubationslosung ist, um so haufiger kommt es
zu einer Anfarbung der Kerne.

3. Es besteht eine deutliche Abhingigkeit zwischen Fixierungsbedingungen
und Kernreaktionen: Nach Fixierung in eiskaltem Aceton oder Alkohol bleibt
eine Anférbung der Kerne aus. Auch EBNER und STRECKER berichten, daf nach
dieser Art der Fixierung bei 12—15stiindiger Inkubationsdauer nur eine geringe
Kernreaktion nachweisbar ist. Unsere Krgebnisse stimmen mit diesen Beob-
achtungen tberein. Im Gegensatz dazu zeigen die Kerne nach Fixierung in eis-
kaltem Formalin eine Anfirbung, die um so stirker ausfillt, je linger fixiert
wurde. Die Fermentreaktion im Cytoplasma schwécht sich bei lingerer Fixier-
dauver im Formalin ab. Nach NEuMANN u. Mitarb. findet sich auch an gefrier-
getrocknetem Material eine Kernreaktion.

Systematische Untersuchungen iiber die histochemisch nachweisbare Phospho-
amidageaktivitdt in der Magenschleimhaut bei verschiedenen pathologischen
Zusténden sind bislang nicht durchgefithrt worden. Nach den vorliegenden
Befunden steht die Aktivitdt und Verteilung der Phosphoamidase in engem
Zusammenhang mit der Zellproliferation. Das geht auch daraus hervor, daf} in der
normalen Magenschleimhaut die stirkste Enzymaktivitit stets am Halsteil einer
Foveola anzutreffen ist. Gerade in diesem Bereich findet sich bekanntlich die
Proliferationszone der Magenschleimhaut. Auch eine Anaplasie der Zellen ist hier
am héaufigsten anzutreffen. Mit fortschreitender Proliferationstendenz und Ana-
plasie des Gewebes kommt es zu einer zunehmenden Aktivitditssteigerung der
Phosphoamidase (vgl. Tabelle). AuBerdem findet sich dann im ganzen Cyto-
plasma ein positiver Reaktionsausfall. Carcinomzellen weisen eine sehr starke
Phosphoamidaseaktivitit auf, die um so intensiver ausgepréigt ist, je entdifferen-
zierter das Krebsgewebe ist. Offenbar iiben die Carcinomzellen auch einen Einflul
auf die Enzymaktivitit in angrenzenden normalen Schleimhautepithelien aus,
in denen sich gegeniiber entsprechenden, weiter entfernt liegenden Zellen eine
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deutlich stiarkere Phosphoamidaseaktivitit nachweisen 1d8t. Ein dhnlicher Befund
wurde auch von MEYER und WEINMANN bei Carcinomen der Mundhghle mitgeteilt.

Es muf jedoch betont werden, dafi es sich beim Nachweis der starken Phos-
phoamidaseaktivitét in Krebszellen nicht um einen spezifischen histochemischen
,,Krebsnachweis* handelt. Entsprechende Versuche, insbesondere alle Bemiihun-
gen, die Phosphoamidasereaktion fiir die eytologische Krebsdiagnostik anzuwen-
den, sind bisher fehlgeschlagen (NEUMaNN u. Mitarb. 1954; Gross und Dax-
ZINGER 1957, SANDRITTER und ScHREIBER 1958). Offensichtlich spielt die Phos-
phoamidase bei Proliferationsvorgéngen und bei der Entdifferenzierung der Zelle
eine wichtige Rolle. Sie ist abersicher nicht auf das Tumorgewebe allein beschrankt.
Aus Untersuchungen iber die Fermentaktivitdt im Fremdkdrpergranulations-
gewebe geht weiterhin hervor, dall es allein durch die vermehrte funktionelle
Beanspruchung der mesenchymalen Zellelemente bei der Phagocytose unter
anderem auch zu einer Aktivitdtszunahme der Phosphoamidase kommt (GEDIGK
und BoNTkE 1957). Es ist weiterhin anzunehmen, dafl die Phosphoamidase in
Organen wie Gehirn (Gomor1 1948), Milz (Maxmne u. Mitarb. 1957), Sperma
(TaraHASHT 1955) noch andere, eventuell unterschiedliche Funktionen auszuiiben
hat. Auflerdem ist es denkbar, dafl unter dem Namen Phosphoamidase verschie-
dene Enzyme erfalit werden, die jeweils ein spezifisches Substrat zu spalten
vermogen. Auch tber die Spezifitdt der histochemischen Phosphoamidase-
reaktion konnte bislang noch keine Einigkeit erzielt werden. Sowohl Prarse
als auch Gross und Danzinger fanden keine grundsitzlichen Unterschiede in der
Lokalisation von Phosphoamidase und saurer Phosphatase. Bei den vorliegenden
Untersuchungen an der Magenschleimhaut 148t sich jedoch ein unterschiedliches
Verteilungsmuster feststellen, das unseres Erachtens nicht durch eine einfache
Verinderung des Substrates erklidrt werden kann.

In vergleichenden Untersuchungen konnte schliefilich gezeigt werden, daB
zwischen der Verteilung der Ribonucleinsaure einerseits und dem histochemischen
Verhalten der Phosphoamidase andererseits eine weitgehende Ubereinstimmung
besteht (vgl. Tabelle). Sowohl die Ribonucleinsdure als auch die Aktivitdt der
Phosphoamidase nehmen mit fortschreitender Proliferation und Anaplasie des
Gewebes zu und erfassen dabei das ganze Cytoplasma der Zellen. Auf Grund
unserer Untersuchungen mochten wir annehmen, daB der groBite Teil der Phospho-
amidase in den Mikrosomen lokalisiert ist.

Zusammenfassung

In der normalen Magenschleimhaut findet sich im wesentlichen nur im Bereich
der Becherteile der Foveola-Zellen und Oberflachenepithelien eine mafig starke
bzw. schwache Enzymaktivitit der Phosphoamidase, die mit fortschreitender
Proliferationstendenz und Anaplasie zunimmt. Carcinome des Magens zeichnen
sich durch eine sehr starke, das ganze Cytoplasma einnehmende Phosphoamidase-
aktivitit aus, die ebenfalls mit fortschreitender Entdifferenzierung zonimmt.
Infiltrierend wachsende Krebszellen itben einen Einflull auf die Enzymaktivitét
der angrenzenden normalen Schleimhautepithelien aus.

Der Reinheitsgrad des Substrates (p-Chloroanilidophosphorséure) ist fiir den
Ausfall der Phosphoamidasereaktion (nach GomoRrI) von ausschlaggebender
Bedeutung.
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Es wurden weiterhin das histochemische Verhalten der sauren Phosphatase
und die cytochemische Lokalisation der Ribonucleinsdure mit dem Verteilungs-
muster der Phosphoamidaseaktivitdt im Magen verglichen.

Summary

In the normal gastric mucosa, primarily in the region of the goblet part of
the foveolar cells and in the surface epithelium there is a moderately intense to
weak phospho-amidase activity. With epithelial proliferation and anaplasia the
activity increases. The cells of gastric carcinoma are characterized by a very
intense phospho-amidase activity which occurs throughout their cytoplasm.
The activity increases with progressive dedifferentiation. Infiltrating cancer
cells affect the enzyme activity of the normal epithelial cells of the adjacent
mucosa.

The degree of purity of the substrate (p-chloroanilido-phosphoric acid) is of
decided importance in the occurrence of the phospho-amidase reaction (GoMoRY’s
method).

The histochemical nature of acid phosphatase and the cytochemical localiza-
tion of RNA are compared with the pattern of distribution of the phospho-
amidase activity.
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