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Die epitheliMen Schleimstoffe im Bereiche des Verdauungskanals  lassen sich 
unter  orthologischen Bedingungen auf Grund ihrer chemischen und  ihrer histo- 
chemischen EigenschMten in mehreren Gruppe einteilen, die bes t immten organi- 
schen Funkt ionseinhei ten zugeordnet  werden kSnnen. Histochemisch sind hier 
in erster Linie neutrMe und  saure Mucopolysaccharide zu unterscheiden, wobei 
letztere mittels verschiedener Methoden in suifat- und carboxylgruppenhMtige 
Schleimstoffe zu differenzieren sind. 

Obwohl die Sehleimbildung in Carcinomen des Magens so stark ausgeprggt  
sein kann,  dab groBe Teile der Geschwulst  yon  gMlertigen, bzw. gelatin6sen Massen 
durchsetzt  werden, liegen bisher genauere Kenntnisse fiber die histotopochemi- 
schen Eigenschaften dieser Mucostoffe nicht  vor. Die Frage  nach der Charak- 
teristik der unter  den Bedingungen des au tonomen Wachs tums  gebildeten Mucine 
in Relat ion zum Ausgangsgewebe ist im Hinblick auf den s ta t tgefundenen Formen-  
und Funkt ionswandel  yon  besonderem Interesse.  

LAVR]~N erwghnt ein untersehiedliches VerhMten der dor~ gebildeten Mucostoffe bei 
Amvendung der Alci~nblauf~irbung. Im Rahmen einer Diskussion fiber die Frfihdiagnose 
des lVIagenc~rcinoms wurde die Bildung alci~nophiler lVlucopolysaccharide in einem Teil der 
lVIagenc~reinome erwghnt (Sc~A1)E, FASSF:E). System~tische histochemische Untersuchungen 
wurden bisher nicht durchgeffihrt. 

Eigenes Untersuehungsgut und Aufarbeitung. Zur Untersuehung gelangten zehn sog. 
Gallertcarcinome des Magens. Das Material wurde grSgtentei]s in neutralem Formalin (4%ig), 
in einigen F~llen auBerdem in Carnoyscher Flfissigkeit oder in Formol-Alkohol nach Sc~arFEa 
fixiert. Aufarbeitung in fiblieher Weise. 

Mikroskopiseh-anatomisch handelt es sich bei dem vorliegenden MateriM zum Teil um 
drfisig-wachsende, zy]inderzellige Krebse mit erheb]icher cystischer Erweiterung der Driisen 
und ~bsehnittsweiser Ausbi]dung gallertiger Strukturen (3 F~ille) oder mit teilweise in Strgngen 
w~chsenden unregelmgBigen Drfisen (1 :Fall). Demgegenfiber stehen die Carcinome, die fiber- 
wiegend aus Siegelringze]len bestehen und teilweise eine disseminierte Ausbreitung erkennen 
la.ssen (2 Fg]]e) oder in alveolar versch]eimten Nestern einzelne Zellen oder Ze]lgruppen auf- 
weisen. Letztere bilden in den Randgebieten h~iufig solide Nester. Die Zellen zeigen hier 
unterschiedlich groBe Vaeuolen (4 Fglle). 

Histoehemisehe ~Iethodik. Zur Differenzierung der Schleimmassen wurden die verschie- 
denen im Text erwghnten his~ochemischen Reaktionen und Fgrbungen herangezogen. 

Ergebnisse 
PAS-Reak t ion  und ItE-F~trbung verhal ten sich wie Posi t iv und  Negat iv  zu- 

einander. Die hochgradig eystisch-erweiterten Krebsdriisen und  die Sehleim- 
alveolen sind mit  kr/tftig rot  bis dunkelviolet t  gefgrbtem Material angefiillt, das 
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tells homogen, tells fgdig dargestellt ist (Abb. 1, 2 und 3). In den Tumorzellen 
erkennt man sgmtliche Ubergangsstufen zwischen einer blM~roten bis zu einer 
dunkelvioletten Fi~rbung. Die Polysaccharide treten als Granula, TrSpfehen oder 
Vaeuolen hervor, wobei letztere am kriiftigsten reagieren, wi~hrend die Granula 

Abb.  1. a Teilweise drtisig wachsendes  Gal ler tcarcinom. Y~r~ftig PAS-posi t ive  extracellul~re Schleim- 
massen  sowie polare Anordnung  der Polysacchar ide  in den Krebszellen.  Ausbi ldung becherzell~hn- 
l icher S t rukturen .  PAS-Reak t ion  nach  Speicheleinwirkung. Vergr.  e twa  400fach. b PAS-Dositives 
Materi~l in F o r m  yon  Granul~ un4  TrSpfchen oberh~lb tier Zellkelme; das Krebsdr i i senlumen be- 
schlieBt ein kr~ft ig  gef~rbter  S~um. PAS-Reak t ion  n~ch Speicheleinwirkuag.  Vergr.  e twa  1500fuch 

meist nur schwach gefgrbt sind. Andere Zellen verf/igen wiederum nur fiber 
eine diffuse, schwache bis mittelkri~ftige l~otfarbung und enthalten aul~erdem oft 
eine oder mehrere kri~ftig positive Vaeuolen. In den drfisigen Anteilen erscheint 
das Material in einem Teil der TumorzeUen polar ungeordnet, indem oberhalb des 
Zellkernes, in l~ichtung auf das Drfisenlumen, das positiv reagierende Material 
dargestellt wird. Andere Zellen offenbaren becherzellghnliche Strukturen mit 
grol~en kri~ftig positiven Vacuolen (Abb. 1). Die Mehrzahl der Zellen zeigt jedoch 
keine polare Anordnung der Substanzen, insbesondere im Bereiche der Epithel- 
und Adventivknospen. In  den in 2qestern wachsenden Krebsen finder man das 
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Abb .  2. R ~ n d a b s c h n i t t  e ines t ibe rwiegend  in  sol iden N e s t e r n  w a c h s e n d e n  Ga l le r t ea rc inoms .  Regellose 
A n o r d n u n g  des P A S - p o s i t i v e n  Mater ia l s  in  den  Krebsze l len  als  G r a n u l a  (G), T r 6 p f c h e n  (T) ode r  
Vacuo len  (V) sowie tei lweise mi t t e lk r~ f t ige  diffuse R e a k t i o n  i m  C y t o p l a s m a  e inzelner  ZeHen. E ex t r a -  

ceHul~re Sehle immassen ,  P A S - R e a k t i o n  n a c h  Spe iche le inwi rkung ,  Vergr .  e t w a  400fach  

Abb .  3. l~berwiegend  dLefus waehsendes  Ga l l e r t ea re inom m i t  zah l re iehen  k r~f t ig  PAS~pos i t iven  Siegel- 
r ingzeUen (V) u n d  Zellen m i t  s c h w a c h  bis  m i t t e l k r ~ f t i g  gef~trbten G r a n u l a  (G) u n d  T r6p fchen  (T).  
I n  der  r e c h t e n  Bildh~lf te  z u n e h m e n d e  Ve r sch l e imung  (E);  P A S - R e a k t i o n  n a c h  Spe iehe le inwi rkung ,  

Vergr .  e t w a  200fach  

Material in iihnlicher Form, aber v611ig regellos angeordnet (Abb. 2). Die Siegel- 
ringzellen ffihren fiberwiegend tier dunkelviolett gef~rbte Vacuolen und zeigen 
einen schmalen halbmondf6rmigen ungef~rbten Cytoplasmasaum (Abb. 3). Zwi- 
schen PAS- und Speichel-YAS-Reaktion bestehen keine Unterschiede; lediglich 
in einem Fall kann man in den soliden Nestern zarte Glykogengranula feststellen. 

33*  
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Die zur Kontrolle der PAS-Reaktion ausgeffihrte reversible Acetylierungs- 
re~ktion naeh McMA~us und CASO~ ffihrt in der ersten Stufe in s~mtlichen Sehnit- 
ten zu einer vollst~ndigen Blockierung der PAS-l%eaktion, wogegen nach Ent-  
acetylierung wieder eine kri~ftige Rotf~rbung eintritt. Die Darstellung der 
Schleimsubstanzen war nach letzterer Reaktionsstufe nicht so deutlich wie ur- 
sprfinglich und aul~erdem war abschnittsweise eine Abschw~chung der F~rbung 
zu verzeichnen. 

Abb .  4. Ha le - l~eak t ion  (Modi f ika t ion  y o n  G. MULLEIn), g le icher  T u m o r  wie  in  Abb .  2. Die e x t r a -  
eelhll~Lren Sch le i lnmassen  (E) r e a g i e r e n  sehr  kri~ftig. I n  den  ZellelI e r k e n n t  m a n  Granu l~  (G), 

T r 6 p f c h e n  (T) u n d  Vaeuo len  (V). Vergr .  e tw~ 200fach  

Die BTS-Realction wurde in der Modifikation nach G~AC~A~ durehgeffihrt, 
da diese am deutlichsten die Untersehiede zur PAS-Reaktion offenbart. I m  
Prinzip hat  sieh an der Verteilung der positiv-reagierenden Substanzen nichts 
ge~ndert. Die Substanzen sind extracellul~r kr~ftiger dargestellt, indem der weit- 
aus grSl~ere Teil eine dunkelviolette F~rbung aufweist. Das gleiehe trifft  auch 
ffir die intraee]luls liegenden Mucostoffe zu; insbesondere die grS[~eren Vacuolen 
verffigen fiber sehr kr~ftig positive Substanzen. Die Speicheleinwirkung bringt 
keine Untersehiede zur PAS-Reaktion,  so daI3 bis auf einen Fall in den Gallert- 
careinomen kein Glykogen histotopochemisch nachweisbar war. 

Die ursprfinglieh zum Glykogennachweis yon BAVE~ eingeffihrte Chromsi~ure. 
oxydationstechnilc erzeugt in den Schleimalveolen eine ms bis raittelkrs 
Rotfgrbung. In  den Zellen reagieren in sehr geringem Mal~e TrSpfchen und 
Vaeuolen in schwi~cherer Intensits Glykogen kommt  mit  dieser Methode in 
den vorliegenden Carcinomen nicht zur Darstellung. 

Die kolloidale Eisenbindungsreaktion nach HALE in der Modifikation yon 
G. MffLL]~ eignet sich sehr gut zur Darstellung saurer Gewebskomponenten. 
Mit dieser Modifikation finder man sowohl in den Tumorzellen als aueh in den 
Schleimalveolen ein kri~ftig dunkelblau gefgrbtes Material. In  den alveol~ren 
Abschnitten liegen die Substanzen entweder diffus oder in f~diger Form vor. 
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In den Zellen erkennt man Granula, TrSpfchen und Vacuolen (Abb. 4). Es lassen 
sich Ubergangsstufen zwischen blaf~blau reagierenden Substanzen bis zu einer 
tier dunkelblauen l~eaktion verfolgen. In den Zellen der dr~isig wachsenden 
Anteile trifft man teilweise eine polare Anordnung der positiv reagierenden Sub- 
stanzen an, indem auch hier oberhalb des Zellkernes schwach bis mittelkr/~ftig 
gef/~rbte Granula zu sehen sind, die sich zu TrSpfchen und Vacuolen vergrSBern. 
Dabei nimmt die Intensit~t tier Reaktion erheblich zu. Andere Zellen ffihren 

Abb. 5. Hale-1%eaktion (l~Iodifikation yon G. ~-tCll.)LLER); diffus wachsendes  Gal ler teare inom.  Die 
Krebszel len en tha l t en  das posi t ive Mater ia l  in F o r m  yon Granu la  (G) und  Tr5pfehen  (T).  I n  den 
kr/~ftig posi t iven extracellul/~ren Scbleimm~ssen f inder  m a n  sehr kr/~ftig reagierende Zellkomplexe (ZK).  

Fixa t ion :  Carnoysehe Flfissigkeit, Vergr.  e twa  200faeh 

nur dunkelblau gefgrb~e Vacuolen, die oberhalb der Zellkerne liegen. AuBerdem 
findet man Zellen mit einer diffusen mittelkr~ftigen Blauf~rbung oder regellos 
angeordneten Granula und Vacuolen. 

Die Vacuolen der Siegelringzellen sind vorwiegend dunkelblau dargestellt. 
In den Randabschnitten erkennt man auch in diesen F/~llen Zellen mit mittel- 
kr~ftig blau gef~rbten Granula, die sich teilweise gcgen einen blaBblau get6nten 
Untergrund abheben. Das Cytoplasma der Tumorzellen reagiert in der Regel 
blab blaugrfin. Die Zellkerne treten ebenfalls schwach gef/~rbt hervor. 

Ffihrt man entsprechend der Modifikation yon GnAu~A~c~-CLAvSS eine Hydro- 
lyse mit n-HC1 zur Ex~raktion der RNS dutch und verwendet die etwas starker 
anges~uerte Reagensl6sung, so erzielt man eine distinkte Darstellung der positiv 
reagierenden Substanzen. Entsprechend der Hale-Reaktion trifft man in den 
Schleimalveolen und in den Tumorzellen auf kr/~ftig blau gefgrbte Substanzen. 
An der Reaktion der extracellul/~ren SchleJmstoffe ist kekne ~nderung einge~reten, 
w/thrend in den Carcinomzellen eine brillante, kontrastreiche Verteilung des 
Materials in Form yon Granula, TrSpfchen und Vacuolen, die sich gegen das 
ungef/~rbte Cytoplasma deutlich abheben, angetroffen wird. Wendet man in einer 
weiteren Versuchsserie RNase zur Einengung der Hale-Reak.tion an, so ~ndert 
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sich das VerhMten der extraeellular liegenden Substanzen nieht. Dagegen sind 
im Vergleieh zur Graumann-Claus-Modifikation intracellular Unterschiede zu ver- 
zeiehnen. Obwohl die Reaktion im Cytoplasma der Careinomzellen weitgehend 
eingeengt wird, ist die Darstellung der Substanzen nicht so distinkt. Man finder 
zwar das Material in gleicher Verteilung, jedoch sieht man in der Umgebung der 
Granul~ und Tr5pfehen eine schwaehe diffuse oder feingranulare Reaktion. Da- 
dureh kommen flieBende ~bergange zustande, so dal] man oft die oben beschrie- 
benen Granula und Tr6pfehen in einem diffus blau gefarbten Zellabsehnitt erkennt. 
Offenbar werden durch die SMzsaureeinwirkung neben RNS weniger polymeri- 
sierte Mucopolysaeeharide hydrolysiert. Einen allm~hliehen ~bergang zwisehen 
neutrMen und sauren Mucostoffen findet man auch mit der kombinierten Hale- 
PAS-Reaktion. Diese Kombination beider Reaktionen liefert zwar farbkraftige 
Schnitte, ist aber naturgem/~$ mit den gleiehen Nachteilen der I-]ale-Methode 
behaftet. Man kann saute Gewebsorte und neutrale Mueopolysaecharide neben- 
einander in einem Gewebssehnitt siehtbar machen. ~Jbergangsstufen zwischen 
einer kraftigen Blauf~rbung stark sauer reagierenden Strukturen und rotgef/~rb- 
ten neutralen Mueopolysacehariden sind in vielfgltigen Nuancen zwischen blau- 
violett und rot-violett vorhanden. Entspreehend den Ergebnissen der PAS- und 
Hale-l~eaktion findet sich eine fiberwiegend violette Reaktion. Die Tumorzellen 
enthalten h/~ufig kr/~ftig blau-violette TrSpfchen und Vacuolen und werden yon 
einem rStlieh-violetten Material umgeben. Die kleinen Granula sind nicht so 
krs und eher in r6tlichen FarbtSnen dargestellt. Die Zellen tier Drfisenearci- 
home lassen, soweit eine polare Anordnung des MateriMs vorliegt, meist eine 
weitere Untergliederung erkennen, indem oberhMb der Zellkerne vorwiegend 
rotes, teilweise leicht violett getSntes Material in diffuser oder feingranul/~rer 
Form zu beobaehten ist, alas in Richtung auf alas Drtisenlumen in eine blauviolette 
F~trbung iibergeht. Mitunter erkennt man hier in der N/~he der Zellkerne in dem 
rot bis rotviolett reagierenden Material tells granul/~re, tails f/~dige, kr~ftig blau 
gef~rbte Strukturen, die lagem/~l~ig einem Golgi-Apparat entsprechen kSnnten. 
Daneben trifft man hier auch auf Zellen, die nut  violette Vacuolen aufweisen. 
Unter  den Siegelringzellen tier disseminiert waehsenden Krebse findet man ver- 
sehiedene Zellpopulationen. Die Mehrzahl der Vaeuolen reagiert tier violett. Vor- 
wiegend in den Randgebieten trifft man Zellen mit groSen Vacuolen an, die 
diffus rot reagieren und btau bis violett dargestellte Granula enthalten, neben 
Zellen mit kr~ftig violetten TrSpfehen, die yon rStlich violetten Substanzen um- 
geben sind. In  anderen Zellen ist die Abgrenzung gegen das umgebende Cyto- 
plasma weniger deutlieh. Auf diese Weise kann man s/~mtliche Uberg/~nge zwi- 
sehen zarten Ablagerungen bis zur Ausbildung kr/~ftig positiver Siegelringzellen 
verfolgen. Die Tumorzellkomplexe in den alveol~ren Sehleimmassen selbst zeigen 
h~ufig auf einem violett gef/~rbten Untergrund tiefblau fs Massen. Aui~erdem 
gibt es Zellen, die lediglich fiber schwach bis kr/~ftig rot reagierende Mueopoly- 
saeeharide verfiigen. 

Mit tier Alcianblaufiirbung nach Mow~Y erreicht man /~hnliche Ergebnisse, 
wenn aueh in den Tumorzellen die F/~rbung mitunter  schw/~eher ist. Die extra- 
eellul/~ren Schleimmassen sind kr/~ftig blau dargestellt, meist f/~dig-schlierig. In 
den Tumorzellen erseheint alas Material sowohl in granul/trer Ms auch in vaeuolarer 
Form, wobei in letzteren Strukturen meist eine kraftige Fi~rbung zu sehen ist. 



Histoehemische Eigensohaften der Mucostoffe in Gallertearcinomen 489 

Die Verteilung entsprieht in den einzelnen Careinomen den bereits besproehenen 
Mustern. Die Vacuolen der Siegelringzellen enthalten meist Granula, fgdige 
Massen oder werden yon krgftig blaugefgrbten Mueopolysaeehariden vSllig ange- 
ffillt (Abb. 6). Im allgemeinen werden im Vergleieh zur Hale-Reaktion trotz der 
dort vorgenommenen Einengungsreaktionen hier in den Zellen weniger Substanzen 
erfagt. 

Eine sehr gute Darstellung liefert die kombinierte Anwendung von Alcianblau- 
/iirbung und PAS-Reaktion. Die extraeellulgren Mucopolysaeeharide sind sehr 
krgftig violett gefgrbt; der weitaus grSl~te Tell zeigt eine homogene tZeaktion, 

Abb. 6. Alcianblaufgrbullg;  diffus wachsendes Gallertcarcinom mi t  kr~Lftig gef~trbten Siegelringzellen 
un4  mittelkr~ft ig gef~rbten, teilweise fgdige*l extracellulgren Schleimmassen (rechte Bildh~lfte). 

Fixiernng:  Formol-Alkohol. IKerne mi t  1Kernechtrot gegeltgef~rbt. Verge. e twa  200factl 

abschnittsweise kommen fgdige blaue Massen hinzu. In einem Teil der Zdlen 
finden sich vornehmlich in den grSBeren TrSpfchen und in den Vacuolen violette 
bis blau-violette Farbt6ne, wghrend gering r6tlich-violett nuancierte Granula in 
anderen Zellen vorherrschen. Dureh die Kombination kommen noeh an Stellen, 
an denen mit der Aleianblaufgrbung allein kein Erfolg erzielt werden konnfe - -  
offenbar well die Reaktion infolge der geringen Mengen zu sohwaeh ausfgllt - -  
Granula und TrSpfchen zur Darstellung, die sehr geringe Farbabstufungen yon 
rot nach blau erkennen lassen. Dariiber hinaus existieren Zellen mit nur PAS- 
posifivem Material. Die Anordnung ist bei den Driisenearcinomen wiederum 
teilweise polar. Naeh dem Lumen hin verschieb~ sieh die Fgrbung zu violetten 
T6nen. In den anderen Carcinomen ist die Verteilung regellos. Die Siegelring- 
zellen besitzen in der Mehrzahl violette Vaeuolen. t t ier  sieht man aueh in rot 
reagierenden Vacuolen aleianophile Granula und Tr6pfehen. Einzelne Siegel- 
ringzellen verffigen nur fiber rot reagierende neutrale Mueopolysaeeharide. Die 
metachromatische Reaktion mit einer 0,5%igen wgBrigen Toluidinblaul6sung be- 
dart im Grunde genommen keiner weiferen Er6rterungen, da sieh die Ergebnisse 
in die bisherigen Befunde ohne Schwierigkeiten einordnen lassen. Sowohl die 
Mueine in den Careinomzellen als auch in den gallertigen Strukturen zeigen eine 
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kr~ftige rote Metachromasie. Intraeelluli~r kommen die kleineren Tr6pfehen und 
Granula kaum zur Darstellung. Unterzieht man die Schnitte einer Behandlung 
mit Aldehyd]uchsin, so treten herdf6rmig sowohl intra- als auch extraeellul~r 
Mucostoffe mittelkrs bis krs gef~rbt hervor, w~hrend abschnittsweise 
wiederum nur eine schwaehe F~rbung oder ein negatives Verhalten zu verzeiehnen 
ist (Abb. 7). Liegt in den Tumorzellen eine polare Anordnung der Substanzen vor, 
so erkennt man hiiufig nur einen sehmalen, dem Drfisenlumen zugekehrten rot- 
violett gef~rbten Saum. Andere Zellen verffigen fiber kri~ftig rotviolette Vacuolen. 
Die Siegelringzellen ffihren ebenfalls kr~ftig gef~rbte Sehleimstoffe. Besonders 

Abb. 7. Aldehydfuchs in~rbung  (GOMORI) ohne Voroxydat ion;  kr~ft ig  positive Sehleim~lveolen eines 
Gallertcarcinoms. Zellen ebenfMls kr~ftig angefgrb t ;  Zellkerne ungefi~rbt (Z). FormMinfixierung. 

Vergr. e twa 400faeh 

stark gefgrbt heben sich die Zellnester in den alveol~ren Schleimmassen ab. Im 
grol~en und ganzen sind die Vacuolen in den Tumorzellen gering kri~ftiger dar- 
gestellt als die extracellul~ren Schleimmassen. Kombiniert man Aldehydfuehsin- 
und Alcianblauf~rbung, so erkennt man rotviolette Abschnitte und blauviolette 
Anteile. Letztere kommen offenbar durch die Uberlagerung beider Fi~rbungen 
zustande. Andere Teile, die sich bei der Aldehydfuchsinf~rbung negativ verhMten 
haben, sind kr~ftig blau gefgrbt. Die rot- und blauvioletten Anteile t reten bril- 
l~nt hervor. In zahlreichen Tumorzellen finder man kri~ftig blau-violette Va- 
cuolen. Daneben sieht man aber auch Tnmorzellen mit nur alcianophilen Muco- 
polysacchariden. Insgesamt sind bei Kombination beider F~rbungen gr6Bere 
Abschnitte der Carcinome gef~rbt Ms bei Anwendung der Aldehydfuehsinfgrbung 
allein. Vergleicht man diese F~rbung mit dem Sulfons~ureverfahren nach GEY]~, 
so ist festzustellen, da~ sich die rotviolett  dargestellten Anteile weitgehend mit 
den dort reagierenden Abschnitten fiberschneiden. Zuvor sind aber kurz die 
Ergebnisse tier umgekehrten Fiirbungskombination (Aleianblau-Aldehydfuchsin) 
darzulegen. In  dieser Doppelf~rbung sind grol~e Abschnitte krgftig blau gef~rbt 
und die Aldehydfuchsinfi~rbung ist distinkt auf umscbxiebene Abschnitte be- 
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schrgnkt .  Es handel t  sieh bei le tz teren u m  die Anteile,  die bei alleiniger Anwen-  

dung  des Aldehydfuehsins kr/tftig rotviole t t  hervor t re ten.  E ine  Uberlagerung,  

wie sie mi t  der vorhergehenden K o m b i n a t i o n  zu sehen war, ist  n ich t  so ausgepragt.  
An der Vertei lung des Materials ist keine )~nderung eingetreten.  

Abb. 8a u. b. Sulfons~iureveriahren nach GEYER. ~ Abschnittsweise mittelkr~ftige Reaktion der 
Schleimalveolen. In den Zellen kr/iftig reagierende Granula. Velgr. etwa 200fach. b Kr~iftig positiv 
reagierender Abschnitt eines Gallertcarcinoms. In den ZeHen erkennt man Granula (G); einzelne 
Zellkomplexe (ZK) verhalten sich negativ. Fixierung: Cai'noysche Flfissigkeit; Vergr. etw~ 400fach 

Das Sul[onsiiurever[ahren von G]~YER, das auf der Bi ldung yon  Tet razonium-  
sulfonaten aus einem te t razot ie r ten  aromat ischen Amin  (Echtblausalz B) u n d  
deren U m w a n d l u n g  in  einen Azofarbstofr beruht ,  soll spezifisch ffir den Nachweis 
nat i i r l ich vorkommender  oder dureh Oxydat ion  erzeugter Sulfons/s seiu. Bis 
auf e inen Fal l  zeigten die Carciuome eine positive Reakt ion.  Die extracellul~ren 
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Schleimmassen treten herdf6rmig teilweise kr/~ftig gef/~rbt hervor (Abb. 8). 
Andere Abschnitte verffigen nur fiber eine angedeutete blal~violette TSnung oder 
verhalten sich negativ. In den Zellen finde~ man blab bis kr/~ftig rotviolette 
Granula und Vacuolen. Die Verteilung entsprieht dem bisher Gesagten, jedoch 
kommen insgesamt welt weniger Substanzen zur Darstellung als mit den bisher 
angewandten Methoden. Die prinzipielle ~bereinstimmung mit der Aldehyd- 
fuehsinf/~rbung wurde bereits erw/~hnt. Allerdings werden mit der Aldehyd- 
fuchsinfarbung grSftere Anteile der Carcinome sehwach gefgrbt. 

Zur Unterstfitzung der histoehemischen Reaktionen wurde die Basophilie als 
relatives Mal~ des S/s der Schleimsubstanzen herangezogen. Unter 
einem pH 4 werden neben Nueleins/~uren saure Mucopolysaecharide gef/s Eine 
13berlagerung beider Gewebskomponenten liel~ sich in dem vorliegenden Material 
morphologisch leicht ausschlie~en. Bis zu einem pH 3,0 liel3 sich eine deutliche 
Farbstoffbindung verfolgen, die topographisch auf die Absehnitte besehr~nkt 
war, die dureh Aldehydfuchsinfi~rbung und Sulfons/~ureverfahren gekennzeichnet 
waren. Unter einem pH von 2,6 trat  regelm/~l~ig eine Ausl6schung ein. 

In dem vorliegenden Material waren nach Methylierung der Schnitte mit 
einem Methanol-Salzs/~uregemiseh (99:1, 1 Std bei 60 o C) Hale-Reaktion, Aleian- 
blau- und Aldehydfuchsinfi~rbung sowie Sulfons/~ureverfahren vollst/~ndig blok- 
kiert. Weiterhin lief~ die PAS-Reaktion eine deutliche Abschw/~chung erkennen. 
Nach Entmethylierung (1% KOH in 80 % igem Xthanol) war in s/~mtlichen Carci- 
nomen das Geyersche Sulfons/~ureverfahren negativ. Mi~ Aldehydfuchsin war 
lediglich in zwei Carcinomen eine/~uBerst schwache F/~rbugg angedeutet, wogegen 
aleinophiles Material wieder in ausreiehendem Maf~e naeh~%isbar war, wenn aueh 
die St/~rke der F/~rbung das ursprfingliche Ausmaft nich~ ~deder vollst~ndig er- 
reichte. :~: ~ :i i~!, 

Besprechung der E'rgebnisse �9 
Aus den vorliegenden Befunden wird ersichtlic~/da~ in Gallertcarcinomen 

des Magens sowohl neutrale als auch sau~'~htez,~r ~ gebildet werden, die neben 
per~odsiiure- und bleitetraacetatrealctiven Komponenten ~ber Carboxyl- und Sul]at- 
gruppen ver/i~gen. 

Glykogen konnte lediglich in einem Gallertcarcinom naehgewiesen werden, 
wogegen in anderen histologischen Formen des Magencarcinoms unterschiediiche 
Mengen naehweisbar sind. Die Unterschiede der PAS- zur BTS-Reaktion sind 
vorerst nicht n~her definierbar. Es konnte gezeigt werden, dal~ an verschiedenen 
Gewebsorten, die fiber saure Mucopolysaccharide verffigen, Komponenten vor- 
handen sind, die nicht oder nur schwach mit Perjodsaure, dagegen aber mit Blei- 
tetraacetat kriiftig reagieren, ohne dab zur Zeit zu entscheiden ist, ob dieser 
Reaktion sterische Faktoren (trans-Gruppen) oder die Spaltung yon ~-Hydroxy- 
carboxylgruppen zugrunde liegen (STILLnR). Vorerst kann nur der Unterschied 
zwischen beiden Reaktionen festgesteilt werden, der sich in dem vorliegenden 
Material in einer kr~ftigeren Fi~rbung der gr51~eren Vacuolen und extracellul~ren 
Schleimmassen ~ul3ert. Bei Anwendung der Chromsi~ure als Oxydationsmittel 
werden o~fenbar die ffir Perjods~ure zugs Gruppen ebenfa]ls oxydiert 
(LILLIE). Allerdings ist fiber den Ablauf dieser Reaktion nur sehr wenig bekannt. 
Sowohl Magencareinome als auch das Oberflachenepithel der normalen Magen- 
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schleimhaut zeigen eine positive Bauer-l%eaktion, die nicht auf Glykogen zurfiek- 
zuffihren ist. 

Bedeutungsvoll hn Rahmen der vorliegenden Untersuehungen sind die Ein- 
engungsreaktionen der Hale-Methode, da in Careinomzellen RNS in erh6htem 
Mal~e gefunden wird (CAsr]~soN). Sowohl die Graumann-Clauss-Modifikation 
als aueh die Anwendung yon l%Nase ffihren zu einem Verlust der diffusen Blau- 
f~rbung des Cytoplasma. Unterschiede treten in den Zellabschnitten zu Tage, 
in denen saure Mucopolysaecharide nachweisbar sind. W/~hrend mittels der 
Graumann-Clauss-Methode die F/~rbung distinkt auf umschriebene Zellabsehnitte 
besehr/~nkt ist, werden nach l%Nase-Extraktion in der Umgebung der kr/~ftig 
positive~ Granula und Vaeuolen sehwaeh bis m~l~ig positive Granula oder eine 
diffuse schwach positive Reaktion angetroffen. Sehr wahrseheinlich kommt es 
durch die Salzs/~ureeinwirkung zu einer geringgradigen, aber doeh naehweisbaren 
Hydrolyse und Extraktion gewisser (weniger polymerisiel%er) Vorstufen der 
sauren Mueopolysaccharide, die an Epithelzellen unter orthologisehen Bedingun- 
gen offenbar nieht ins Auge f~llt. Vergleieht man beide Einengungsreaktionen 
der Hale-Methode mit der Aleianblauf/irbung, so ist festzustellen, dab sich die 
extraeellul~ren Sehleimmassen sowie die gr66eren intracellul~ren Vacuolen kaum 
unterseheiden, wogegen kleinere Hale-positive Granula mit Alcianblau nicht zu 
erfassen sind. In der Kombination der PAS-Reaktion mit der Alcianblauf/~rbung 
sind diese Gewebsorte kr/~ftig rot gef&rbt, verffigen aber fiber eine leiehte violette 
Nuancierung im Vergleich zur einfachen PAS-Reaktion, so dab man annehmen 
muB, da6 die Aleianblauf&rbung allein nicht ffir die Darstellung dieser Strukturen 
ausreieht. Man finder aul~er den f&rberisch unterschiedlich ausgepr~gten gemein- 
sam vorkommenden PAS-positiven und alcianophflen Mucostoffen in s~mtliehen 
Carcinomen noeh Zellen, die lediglich fiber PAS-positives Material und damit 
fiber neutrale Mucopolysaccharide verffigen. Diese kSnnen in Form yon Granula, 
Tr5pfchen und Vacuolen vorliegen. Die entsprechende Kombination t{ale-PAS- 
l%eaktion, die naturgem/~B die gleichen M~ngel wie die ttale-Methode aufweist, 
zeigte ebenfalls Carcinomzellen mit kr'~ftig rot gef~trbten Polysacchariden. 

Eine weitere Aufgliederung der earboxy]gruppenhaltigen Komponenten koimte vow uns 
leider nicht durchgeffihrt werden, da uns das Ferment Sialidase zur enzymatischen Extraktion 
yon Sialins~ure nicht zur Verfiigung stand. 

Die Abgrenzung der Carboxylgruppen gegen sulfatierte Mueopolysaceharide 
konnte mittels der uns zur Verffigung stehenden histoehemisehen Methodik dureh- 
geffihrt werden. Hier ist vor allen Dingen das 1962 yon GnYnl~ entwickelte Sulfon- 
s/~ureverfahren zu nennen. Eine positive Reaktion erstreckt sich nur auf um- 
grenzte Gesehwulstabsehnitte. In diesen trifft man positiv reagierende Sub- 
stanzen sowohl in den Tumorzellen in Form yon Granula, Tr6pfchen und Vacuolen 
als auch auf~erhalb der Zellen als homogene, tells f/~dige Massen an. In vSlliger 
Ubereinstimmung mit den bisher mitgeteilten histochemisehen Eigenschaften 
sulfatierter Schleime steht aueh hier das negative Verhalten der Mueine bei 
Anwendung des Sulfons~ureverfahrens in Verbindung mit der Methylierungs- 
und Demethylierungsreaktion. 

Aldehydfuchsin f/s auch sulfatierte Mueopolysaecharide und andere sulfa- 
tierte Substanzen (durch Oxydation erzeugte Schwefels/s sowie Alde- 
hyde. Behandelt man Schnitte, die nicht voroxydiert  wurden, mit Aldehyd- 



494 D. STmLER und I. ST~L~E~: 

fuchsin, so ist vorwiegend mit einer F~rbung sulfatierter Mucopolysaecharide zu 
rechnen (HALXlI und DAVI~S). Allerdings wenden Ko~E6~Y und PLICZKA ein, 
dal~ neben Sulfatgruppen auch Carboxylgruppen reagieren kSnnten. Jedoch be- 
stehen zwischen Aleianblau- und Aldehydfuehsinfi~rbung so betr~chtliehe Unter- 
sehiede, dab diese yon SrlCER und MEY~I~ zur Abgrenzung stark saurer sulfatierter 
Mueostoffe yon earboxylgruppenhaltigen (oder schwaeh sauren sulfatierten) 
Sehleimsubstanzen durch Kombination beider F/~rbungen ausgenutzt wurden. 
In dem vorliegenden Untersuchungsmaterial decken sieh Snlfonsi~ureverfahren 
und Aldehydfnehsinfi~rbung weitgehend, wobei mit letzterer Methode die positiv 
reagierenden Antefle nieht so herdfSrmig begrenzt sind. Die iibrigen Absehnitte 
der Gallertearcinome weisen eine sehr sehwaehe rotviolette F~rbung auf. Mit 
der kombinierten Aleianblau-Aldehydfuehsinfi~rbung tritt der herdfSrmige Cha- 
rakter deutlicher zu Tage. Wendet man die Kombination im umgekehrten Sinne 
an, so werden diese Absehnitte farblich noch klarer getrennt. Auch bei diesen 
F~rbungen weist die Anwendung der Methylierungs-Entmethylierungsteehnik auf 
die Anf~rbung yon sulfatgruppenreiehen Sehleimstoffen him. Dal~ durch Aleianblau 
im geringen Mal3e histochemiseh sulfierte Polysaccharide darstellbar werden, 
wird ans dem Verhalten zahlreieher polysaeeharidhaltiger Gewebskomponenten 
naeh Sulfierung ersiehtlich (SPIoE~), ohne dal~ aber die Stitrke der F~trbung 
erreieht wird, wie sie an anderen Struktnren gefunden wird. 

Die Ergebnisse der Toluidinblaumetaehromasie und der Basophiliebestimmung 
mittels gestuft gepnfferter Methylenblaul5sungen stellen eine weitere Sieherung 
der Ergebnisse dar. 

Das Verteilungsmuster der sulfatierten Mucine variiert ira Magen-Darm-Kanah 
Im Magenschleim waren einige sulfatierte Mueopolysaecharide in geringer Menge 
nachzuweisen. Neben Heparin fanden sieh zwei weitere Gruppen, die offenbar 
zu den Chondroitinsulfaten gehSren (SMITI~, GALLOP, HAm~ITI~-SMITI~ und STAX- 
LEY, S~IITH und GALLO~'). Inwieweit sieh die Existenz der Mueoitinschwefelsgure 
(Polysaecharidketten aus Glucuronsgnre nnd N-Acetylglucosamin; M~yEI~, S~YTH 
und PALMER, WoI, Sl~O~I und RICE, WExx~)  aufrecht erhalten ]gl~t, bedarf wei- 
terer Untersuchungen. SMITI~ u. Mitarb. isolierten jedoch nur tteparin und Chon- 
droitinschwefelsgure und bezweifeln das Vorkommen einer Substanz im Sinne 
der Mucoitinsehwefelsiture als selbstgndige chemische Verbindung. 

Das Mageneareinom nimmt seinen Ausgang yon den Zellen der Indifferenz- 
zone (B~CHNER; K~AVS~ und Gus~x). 8etzt man diese Angaben mit den hier 
erzielten Ergebnissen in Beziehung, so zeigt sieh, dag in einer Gruppe vonMagen- 
eareinomen Mueostoffe gebi]det werden, die qualitativ ihre histochemisehe Ent- 
sprechung in den ffir die Regeneration der Magenschleimhaut wichtigen Zonen 
hat. Die in den Gallertcareinomen naehweisbaren Sch]eimqualit~ten sind dem- 
zufolge nieht Ansdruck des autonomen Wachstums, sondern es handelt sieh nur 
um eine quantitative StSrung, der o[/enbar eine intracelluliire Fermententgleisung 
zugrunde liegt. Bioehemische Untersuehungen haben wiederholt gezeigt, dag sieh 
Tumorzellen weder in ihrer stoffliehen noch enzymatisehen Ansstattung prinzi- 
piell yon ihrem Ausgangsgewebe unterscheiden (GI~EENSTEIN, BUTENANDT und 
D A ~ S ~ C ) .  
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Zusammenfassm~g 
I n  Gal ler tcarcinomen des Magens sind neutra le  und  stark saure Mucopoly- 

saccharide nachweisbar.  Diese finder m a n  in  den Tumorzel len in  Fo rm yon  
Granula,  Tr5pfchen u n d  Vacuolen sowie in den gelat in5sen Schleimmassen. Mit 
der angewand ten  histochemischen Methodik konn te  nachgewiesen werden, da~ 
die saurcn Mucopolysaecharide sowohl carboxylgruppenhal t ige  als auch sulfa- 
t ierte Schleimstoffe umfassen.  Die prinzipiel len his tochemischen u n d  biochemi- 
schen Korre la t ionen  zwischen Carcinom u n d  Indifferenzzone des Ausgangsgewcbes 
werden er6rtert .  

Regarding the Histochemical Properties of Mueins of Mucinons Carcinomas 
of the Stomach 

Summary 
Neutra l  and  acid mucopolysaccharides are demonst rable  in  mucinous  car- 

cinomas of the stomach, appearing in  the tumor  cells as granules, droplets or 
vacuoles, and  in the lumina l  secretions. Wi th  the histochemieal  technics used 
i t  could be shown tha t  the acid mucopolysaccharides include mucins  with carb- 
oxyl groups as well as sulfated mucins.  The principal  histochemical and  bio- 
chemical relat ionships between carcinomas and  the mucous neck cells of the 
s tomach are discussed. 
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