Virchows Arch. path. Anat. 337, 483—496 (1964)

Aus dem Pathologischen Institut der Friedrich-Schiller-Universitit Jena
(Direktor: Prof. Dr. med. F. BorLck)

Uber die histochemischen Eigenschaften der Mucostoffe
in Gallertcarcinomen des Magens

Von
D. Stierer und 1. STirer
Mit 8 Textabbildungen
( Eingegangen am 28. Oktober 1963)

Die epithelialen Schleimstoffe im Bereiche des Verdauungskanals lassen sich
unter orthologischen Bedingungen auf Grund ihrer chemischen und ihrer histo-
chemischen Eigenschaften in mehreren Gruppe einteilen, die bestimmten organi-
schen Funktionseinheiten zugeordnet werden kénnen. Histochemisch sind hier
in erster Linie neutrale und saure Mucopolysaccharide zu unterscheiden, wobei
letztere mittels verschiedener Methoden in sulfat- und carboxylgruppenhaltige
Schleimstoffe zu differenzieren sind.

Obwohl die Schleimbildung in Carcinomen des Magens so stark ausgeprigt
sein kann, dafl groBe Teile der Geschwulst von gallertigen, bzw. gelatinosen Massen
durchsetzt werden, liegen bisher genauere Kenntnisse iiber die histotopochemi-
schen Eigenschaften dieser Mucostoffe nicht vor. Die Frage nach der Charak-
teristik der unter den Bedingungen des autonomen Wachstums gebildeten Mucine
in Relation zum Ausgangsgewebe ist im Hinblick auf den stattgefundenen Formen-
und Funktionswandel von besonderem Interesse.

LAUREN erwilnt ein unterschiedliches Verbalten der dort gebildeten Mucostoffe bei
Anwendung der Alcianblaufirbung. Im Rahmen einer Diskussion tiber die Friithdiagnose
des Magencarcinoms wurde die Bildung alcianophiler Mucopolysaccharide in einem Teil der

Magencarcinome erwihnt (SonapE, Fasskg). Systematische histochemische Untersuchungen
wurden bisher nicht durchgefiihrt.

Eigenes Untersuchungsgut und Aufarbeitung. Zur Untersuchung gelangten zehn sog.
Gallertcarcinome des Magens. Das Material wurde groBtenteils in neutralem Formalin (4 %ig),
in einigen Fillen auBerdem in Carnoyscher Fliissigkeit oder in Formol-Alkohol nach ScHAFFER
fixjert. Aufarbeitung in iiblicher Weise.

Mikroskopisch-anatomisch handelt es sich bei dem vorliegenden Material zuns Teil um
driisig-wachsende, zylinderzellige Krebse mit erheblicher cystischer Erweiterung der Driisen
und abschnittsweiser Ausbildung gallertiger Strukturen (3 Félle) oder mit teilweise in Stringen
wachsenden unregelméiBigen Driisen (1 Fall). Demgegeniiber stehen die Carcinome, die iiber-
wiegend aus Siegelringzellen bestehen und teilweise eine disseminierte Ausbreitung erkennen
lassen (2 Fille) oder in alveoldr verschleimten Nestern einzelne Zellen oder Zellgruppen auf-
welisen. Letztere bilden in den Randgebieten hiufig solide Nester. Die Zellen zeigen hier
unterschiedlich groBe Vacuolen (4 Fille).

Histochemische Methodik, Zur Differenzierung der Schleimmassen wurden die verschie-
denen im Text erwahnten histochemischen Reaktionen und Farbungen herangezogen.

Ergebnisse
PAS-Reaktion und HE-Firbung verhalten sich wie Positiv und Negativ zu-
einander. Die hochgradig cystisch-erweiterten Krebsdriisen und die Schleim-
alveolen sind mit kriftig rot bis dunkelviolett gefdrbtem Material angefiillt, das
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teils homogen, teils fadig dargestellt ist (Abb. 1, 2 und 3). In den Tumorzellen
erkennt man simtliche Ubergangsstufen zwischen einer blafroten bis zu einer
dunkelvioletten Farbung. Die Polysaccharide treten als Granula, Tropfchen oder
Vacuolen hervor, wobei letztere am kraftigsten reagieren, wihrend die Granula
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Abb. 1. a Teilweise driisig wachsendes Gallertcarcinom. Kraftig PAS-positive extracelluléire Schleim-
massen sowie polare Anordnung der Polysaccharide in den Krebszellen. Ausbildung becherzelldhn-
licher Strukturen. PAS-Reaktion nach Speicheleinwirkung. Vergr. etwa 400fach. b PAS-positives
Material in Form von Granula und Trépfchen oberhalb der Zellkerne; das Krebsdrilsenlumen be-
schlieBt ein kraftig gefarbter Saum. PAS-Reaktion nach Speicheleinwirkung. Vergr. etwa 1500fach

meist nur schwach geférbt sind. Andere Zellen verfiigen wiederum nur iiber
eine diffuse, schwache bis mittelkriftige Rotfarbung und enthalten aullerdem oft
eine oder mehrere kriftig positive Vacuolen. In den driisigen Anteilen erscheint
das Material in einem Teil der Tumorzellen polar angeordnet, indem oberhalb des
Zellkernes, in Richtung auf das Drusenlumen, das positiv reagierende Material
dargestellt wird. Andere Zellen offenbaren becherzellahnliche Strukturen mit
groBen kriftig 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 Nestern wachsenden Krebsen findet man das
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Abb. 2. Randabschnitt eines iiberwiegend in soliden Nestern wachsenden Gallertcarcinoms. Regellose

Anordnung des PAS-positiven Materials in den Krebszellen als Granula (G), Trépichen (7') oder

Vacuolen (V) sowie teilweise mittelkréftige diffuse Reaktion im Cytoplasma einzelner Zellen. X extra-
cellulire Schleimmassen, PAS-Reaktion nach Speicheleinwirkung, Vergr. etwa 400fach

G T
Abb. 3. Uberwiegend diffus wachsendes Gallertcarcinom mit zahlreichen kriftig PAS-positiven Siegel-
ringzellen (V) und Zellen mit schwach bis mittelkriaftiz gefirbten Granula (&) und Troépfchen (7).
In der rechten Bildhilfte zunehmende Verschleimung (#); PAS-Reaktion nach Speicheleinwirkung,
Vergr. etwa 200fach

Material in ahnlicher Form, aber véllig regellos angeordnet (Abb. 2). Die Siegel-
ringzellen fithren iberwiegend tief dunkelviolett gefarbte Vacuolen und zeigen
einen schmalen halbmondférmigen ungefirbten Cytoplasmasaum (Abb. 3). Zwi-
schen PAS. und Speichel-PAS-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 ausgefiihrte reversible Acetylierungs-
reaktion nach McMaxus und Casox fithrt in der ersten Stufe in simtlichen Schnit-
ten zu einer vollstdndigen Blockierung der PAS-Reaktion, wogegen nach Ent-
acetylierung wieder eine kriftige Rotfirbung eintritt. Die Darstellung der
Schleimsubstanzen war nach letzterer Reaktionsstufe nicht so deutlich wie ur-
gpriinglich und auBerdem war abschnittsweise eine Abschwichung der Farbung
zu verzeichnen.

e

Abb. 4, Hale-Reaktion (Modifikation von G.MULLER), gleicher Tumor wie in Abb. 2. Die extra-

celluliren Schleimmassen (E) reagieren sehr kraftig. In den Zellen erkennt man Granula (&),
Trépfchen (7') und Vacuolen (V). Vergr. etwa 200fach

Die BT S-Reaktion wurde in der Modifikation nach GravMany durchgefiihrt,
da diese am deutlichsten die Unterschiede zur PAS-Reaktion offenbart. Im
Prinzip hat sich an der Verteilung der positiv-reagierenden Substanzen nichts
gedndert. Die Substanzen sind extracellulér kraftiger dargestellt, indem der weit-
aus grofere Teil eine dunkelviolette Farbung aufweist. Das gleiche trifft auch
fir die intracellulér liegenden Mucostoffe zu; insbesondere die gréBeren Vacuolen
verfiigen tber sehr kriftig positive Substanzen. Die Speicheleinwirkung bringt
keine Unterschiede zur PAS-Reaktion, so daf bis auf einen Fall in den Gallert-
carcinomen kein Glykogen histotopochemisch nachweisbar war.

Die urspriinglich zum Glykogennachweis von BAUER eingefiithrte Chromsdure-
oxydationstechnik erzeugt in den Schleimalveolen eine m#Big- bis mittelkriftige
Rotfirbung. In den Zellen reagieren in sehr geringem MaBle Tropfchen und
Vacuolen in schwécherer Intensitdt. Glykogen kommt mit dieser Methode in
den vorliegenden Carcinomen nicht zur Darstellung.

Die kolloidale Eisenbindungsreaktion nach Harr in der Modifikation von
G. MULLER eignet sich sehr gut zur Darstellung saurer Gewebskomponenten.
Mit dieser Modifikation findet man sowohl in den Tumorzellen als auch in den
Schleimalveolen ein kraftig dunkelblau gefirbtes Material. In den alveolidren
Abschnitten liegen die Substanzen entweder diffus oder in fadiger Form vor.
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In den Zellen erkennt man Granula, Tropfchen und Vacuolen (Abb. 4). Es lassen
sich Ubergangsstufen zwischen blaBblau reagierenden Substanzen bis zu einer
tief dunkelblauen Reaktion verfolgen. In den Zellen der driisig wachsenden
Anteile trifft man teilweise eine polare Anordnung der positiv reagierenden Sub-
stanzen an, indem auch hier oberhalb des Zellkernes schwach bis mittelkraftig
gefirbte Granula zu sehen sind, die sich zu Tropfchen und Vacuolen vergréfiern.
Dabei nimmt die Intensitit der Reaktion erheblich zu. Andere Zellen fiihren

ZK
Abb. 5. Hale-Reaktion (Modifikation von G.MULLER); diffus wachsendes Gallertcarcinom. Die
Krebszellen enthalten das positive Material in Form von Granula (&) und Tropfchen (7). In den
kraftig positiven extracelluliren Schleimmassen findet man sehr kriftig reagierende Zellkomplexe (ZK).
Fixation: Carnoysche Fliissigkeit, Vergr. etwa 200fach

nur dunkelblau gefdrbte Vacuolen, die oberhalb der Zellkerne liegen. AuBerdem
findet man Zellen mit einer diffusen mittelkriftigen Blaufdrbung oder regellos
angeordneten Granula und Vacuolen.

Die Vacuolen der Siegelringzellen sind vorwiegend dunkelblau dargestellt.
In den Randabschnitten erkennt man auch in diesen Féllen Zellen mit mittel-
kraftig blau gefiarbten Granula, die sich teilweise gegen einen blafiblau getonten
Untergrund abheben. Das Cytoplasma der Tumorzellen reagiert in der Regel
blaB blaugrin. Die Zellkerne treten ebenfalls schwach gefarbt hervor.

Fiihrt man entsprechend der Modifikation von GrRauManN-Crauss eine Hydro-
lyse mit n-HCI zur Extraktion der RNS durch und verwendet die etwas stérker
angesduerte Reagenslosung, so erzielt man eine distinkte Darstellung der positiv
reagierenden Substanzen. Entsprechend der Hale-Reaktion trifft man in den
Schleimalveolen und in den Tumorzellen auf kriftig blau gefarbte Substanzen.
An der Reaktion der extracelluliren Schleimstoffe ist keine Anderung eingetreten,
wihrend in den Carcinomzellen eine brillante, kontrastreiche Verteilung des
Materials in Form von Granula, Tropfchen und Vacuolen, die sich gegen das
ungefirbte Cytoplasma deutlich abheben, angetroffen wird. Wendet man in einer
weiteren Versuchsserie RNase zur Einengung der Hale-Reaktion an, so dndert
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sich das Verhalten der extracelluldr liegenden Substanzen nicht. Dagegen sind
im Vergleich zur Graumann-Claus-Modifikation intracellulir Unterschiede zu ver-
zeichnen. Obwobl die Reaktion im Cytoplasma der Carcinomzellen weitgehend
eingeengt wird, ist die Darstellung der Substanzen nicht so distinkt. Man findet
zwar das Material in gleicher Verteilung, jedoch sieht man in der Umgebung der
Granula und Tropfchen eine schwache diffuse oder feingranulire Reaktion. Da-
durch kommen flieBende Ubergiinge zustande, so daB man oft die oben beschrie-
benen Granula und Trépfchen in einem diffus blau gefarbten Zellabschnitt erkennt.
Offenbar werden durch die Salzsiureeinwirkung neben RNS weniger polymeri-
sierte Mucopolysaccharide hydrolysiert. Einen allmihlichen Ubergang zwischen
neutralen und sauren Mucostoffen findet man auch mit der kombinierten Hale-
PAS-Reaktion. Diese Kombination beider Reaktionen liefert zwar farbkraftige
Schunitte, ist aber naturgemal mit den gleichen Nachteilen der Hale-Methode
behaftet. Man kann saure Gewebsorte und neutrale Mucopolysaccharide neben-
einander in einem Gewebsschnitt sichtbar machen. Ubergangsstufen zwischen
einer kraftigen Blaufirbung stark sauer reagierenden Strukturen und rotgefirb-
ten neutralen Mucopolysacchariden sind. in vielfidltigen Nuancen zwischen blau-
violett und rot-violett vorhanden. Entsprechend den Ergebnissen der PAS- und
Hale-Reaktion findet sich eine iiberwiegend violette Reaktion. Die Tumorzellen
enthalten héufig kriftig blau-violette Trépfchen und Vacuolen und werden von
einem rotlich-violetten Material umgeben. Die kleinen Granula sind nicht so
kraftig und eher in rotlichen Farbtonen dargestellt. Die Zellen der Driisencarci-
nome lassen, soweit eine polare Anordnung des Materials vorliegt, meist eine
weitere Untergliederung erkennen, indem oberhalb der Zellkerne vorwiegend
rotes, teilweise leicht violett geténtes Material in diffuser oder feingranulérer
Form zu beobachten ist, das in Richtung auf das Driisenlumen in eine blauviolette
Farbung tbergeht. Mitunter erkennt man hier in der Nahe der Zellkerne in dem
rot bis rotviolett reagierenden Material teils granuldre, teils fadige, kraftig blau
gefarbte Strukturen, die lagemafiig einem Golgi-Apparat entsprechen kdénnten.
Daneben trifft man hier auch auf Zellen, die nur violette Vacuolen aufweisen.
Unter den Siegelringzellen der disseminiert wachsenden Krebse findet man ver-
schiedene Zellpopulationen. Die Mehrzahl der Vacuolen reagiert tief violett. Vor-
wiegend in den Randgebieten trifft man Zellen mit grofen Vacuolen an, die
diffus rot reagieren und blan bis violett dargestellte Granula enthalten, neben
Zellen mit kréftig violetten Tropfchen, die von rétlich violetten Substanzen um-
geben sind. In anderen Zellen ist die Abgrenzung gegen das umgebende Cyto-
plasma weniger deutlich. Auf diese Weise kann man simtliche Ubergéinge zwi-
schen zarten Ablagerungen bis zur Ausbildung kriftig positiver Siegelringzeilen
verfolgen. Die Tumorzellkomplexe in den alveoldren Schleimmassen selbst zeigen
hiufig auf einem violett gefarbten Untergrund tiefblau fadige Massen. AuBlerdem
gibt es Zellen, die lediglich iiber schwach bis kraftig rot reagierende Mucopoly-
saccharide verfiigen.

Mit der Alcianbloufirbung nach Mowry erreicht man dhnliche Ergebnisse,
wenn auch in den Tumorzellen die Farbung mitunter schwicher ist. Die extra-
celluldren Schleimmassen sind kriftig blau dargestellt, meist fadig-schlierig. In
den Tumorzellen erscheint das Material sowohl in granuldrer als auch in vacuoldrer
Form, wobei in letzteren Strukturen meist eine kriftige Farbung zu sehen ist.
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Die Verteilung entspricht in den einzelnen Carcinomen den bereits besprochenen
Mustern. Die Vacuolen der Siegeiringzellen enthalten meist Granula, fidige
Massen oder werden von kraftig blaugefarbten Mucopolysacchariden vollig ange-
tillt (Abb. 6). Im allgemeinen werden im Vergleich zur Hale-Reaktion trotz der
dort vorgenommenen Einengungsreaktionen hier in den Zellen weniger Substanzen
erfal3t.

Eine sehr gute Darstellung liefert die kombinierte Anwendung von Alcianblau-
farbung und PAS-Reaktion. Die extracelluliren Mucopolysaccharide sind sehr
kraftig violett gefirbt; der weitaus grofite Teil zeigt eine homogene Reaktion,

Abb. 6. Alclanblaufa,rbung, diffus Waohsendes Gallertcaromom mit kriftig gefirbten Siegelringzellen
und mittelkriftizc gefdrbten, teilweise fadigen extracelluldren Schleimmassen (rechte Bildhélfte).
Fixierung: Formol-Alkohol. Kerne mit Kernechtrot gegengefirbt. Vergr. etwa 200fach

abschnittsweise kommen fadige blaue Massen hinzu. In einem Teil der Zellen
finden sich vornehmlich in den groBeren Tropichen und in den Vacuolen violette
bis blau-violette Farbtone, wihrend gering rétlich-violett nuancierte Granula in
anderen Zellen vorherrschen. Durch die Kombination kommen noch an Stellen,
an denen mit der Alcianblaufirbung allein kein Erfolg erzielt werden konnte —
offenbar weil die Reaktion infolge der geringen Mengen zu schwach ausfallt —
Granula und Trépfchen zur Darstellung, die sehr geringe Farbabstufungen von
rot nach blau erkennen lassen. Dartiber hinaus existieren Zellen mit nur PAS-
positivem Material. Die Anordnung ist bei den Driisencarcinomen wiederum
teilweise polar. Nach dem Lumen hin verschiebt sich die Fiarbung zu violetten
Toénen. In den anderen Carcinomen ist die Verteilung regellos. Die Siegelring-
zellen besitzen in der Mehrzahl violette Vacuolen. Hier sieht man auch in rot
reagierenden Vacuolen alcianophile Granula und Tropfchen. Einzelne Sjegel-
ringzellen verfiigen nur iiber rot reagierende neutrale Mucopolysaccharide. Die
metachromatische Reaktion mit einer 0,5%igen wéBrigen Toluidinblaulésung be-
darf im Grunde genommen keiner weiteren Erorterungen, da sich die Ergebnisse
in die bisherigen Befunde ohne Schwierigkeiten einordnen lassen. Sowohl die
Mucine in den Carcinomzellen als auch in den gallertigen Strukturen zeigen eine
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kraftige rote Metachromasie. Intracellulir kommen die kleineren Trépfchen und
Granula kaum zur Darstellung. Unterzieht man die Schnitte einer Behandlung
mit Aldehydfuchsin, so treten herdférmig sowohl intra- als auch extracellulir
Mucostoffe mittelkraftig bis kréftig gefirbt hervor, wihrend abschnittsweise
wiederum nur eine schwache Farbung oder ein negatives Verhalten zu verzeichnen
ist (Abb. 7). Liegt in den Tumorzellen eine polare Anordnung der Substanzen vor,
so erkennt man hiufig nur einen schmalen, dem Driisenlumen zugekehrten rot-
violett gefirbten Saum. Andere Zellen verfiigen iiber kriftig rotviolette Vacuolen.
Die Siegelringzellen fithren ebenfalls kréftig gefarbte Schleimstoffe. Besonders

Abb. 7. Aldehydfuchsinfarbung (GoMORY) ohne Voroxydation; kraftig positive Schleimalveolen eines
Gallertcarcinoms, Zellen ebenfalls kriftig angefdrbt; Zellkerne ungefiarbt (Z). Formalinfixierung.
Vergr. etwa 400fach

stark geféirbt heben sich die Zellnester in den alveoldren Schleimmassen ab. Im
grofen und ganzen sind die Vacuolen in den Tumorzellen gering kriftiger dar-
gestellt als die extracelluldren Schleimmassen. Kombiniert man Aldehydfuchsin-
und Alcianblaufdrbung, so erkennt man rotviolette Abschnitte und blauviolette
Anteile. Letztere kommen offenbar durch die Uberlagerung beider Farbungen
zustande. Andere Teile, die sich bei der Aldehydfuchsinfiarbung negativ verbalten
haben, sind kriftig blau gefirbt. Die rot- und blauvioletten Anteile treten bril-
lant hervor. In zahlreichen Tumorzellen findet man kriftig blau-violette Va-
cuolen. Daneben sieht man aber auch Tumorzellen mit nur alcianophilen Muco-
polysacchariden. Insgesamt sind bei Kombination beider Farbungen groBere
Abschnitte der Carcinome gefirbt als bei Anwendung der Aldehydfuchsinfarbung
allein. Vergleicht man diese Farbung mit dem Sulfonséureverfahren nach GEYER,
so ist festzustellen, dafl sich die rotviolett dargestellten Anteile weitgehend mit
den dort reagierenden Abschnitten iiberschneiden. Zuvor sind aber kurz die
Ergebnisse der umgekehrten Farbungskombination (Alcianblau-Aldehydfuchsin)
darzulegen. In dieser Doppelfirbung sind grofie Abschnitte kréftig blau gefarbt
und die Aldehydfuchsinfirbung ist distinkt auf umschriebene Abschnitte be-
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schrinkt. Es handelt sich bei letzteren um die Anteile, die bei alleiniger Anwen-
dung des Aldehydfuchsins kriftig rotviolett hervortreten. Eine Uberlagerung,
wie sie mit der vorhergehenden Kombination zu sehen war, ist nicht so ausgeprigt.
An der Verteilung des Materials ist keine Anderung eingetreten.

Abb. 8a u. b. Sulfonsdureverfahren nach GEYER. a Abschnittsweise mittelkriftige Reaktion der
Schleimalveolen. In den Zellen kriftig reagierende Granula. Vergr. etwa 200fach. b Kriftig positiv
reagierender Abschnitt eines Gallertcarcinoms. In den Zellen erkennt man Granula (G); einzelne
Zellkomplexe (ZK) verhalten sich negativ. Fixierung: Carnoysche Flissigkeit; Vergr. etwa 400fach

Das Sulfonsiureverfahren von GEYER, das auf der Bildung von Tetrazonium-
sulfonaten aus einem tetragotierten aromatischen Amin (Echtblausalz B) und
deren Umwandlung in einen Azofarbstoff beruht, soll spezifisch fiir den Nachweis
natiirlich vorkommender oder durch Oxydation erzeugter Sulfonsduren sein. Bis
auf einen Fall zeigten die Carcinome eine positive Reaktion. Die extracelluliren
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Schleimmassen treten herdférmig teilweise kraftig gefarbt hervor (Abb. 8).
Andere Abschnitte verfiigen nur iiber eine angedeutete blaBviolette Ténung oder
verhalten sich negativ. In den Zellen findet man blaBl bis kriftig rotviolette
Granula und Vacuolen. Die Verteilung entspricht dem bisher Gesagten, jedoch
kommen insgesamt weit weniger Substanzen zur Darstellung als mit den bisher
angewandten Methoden. Die prinzipielle Ubereinstimmung mit der Aldehyd-
fuchsintarbung wurde bereits erwdhnt. Allerdings werden mit der Aldehyd-
fuchsinfirbung gréfiere Anteile der Carcinome schwach gefirbt.

Zur Unterstiitzung der histochemischen Reaktionen wurde die Basophilie als
relatives Mall des Shuregrades der Schleimsubstanzen herangezogen. Unter
einem pH 4 werden neben Nucleinsduren saure Mucopolysaccharide gefiarbt. Kine
Uberlagerung beider Gewebskomponenten lieB sich in dem vorliegenden Material
morphologisch leicht ausschlieBen. Bis zu einem pH 3,0 lief sich eine deutliche
Farbstoftbindung verfolgen, die topographisch auf die Abschnitte beschrankt
war, die durch Aldehydfuchsinfirbung und Sulfonsdureverfahren gekennzeichnet
waren. Unter einem pH von 2,6 trat regelméBig eine Ausloschung ein.

In dem vorliegenden Material waren nach Methylierung der Schnitte mit
einem Methanol-Salzsauregemisch (99:1, 1 Std bei 609 C) Hale-Reaktion, Alcian-
blau- und Aldehydfuchsinfirbung sowie Sulfonsidureverfahren vollstdndig blok-
kiert. Weiterhin liel die PAS-Reaktion eine deutliche Abschwichung erkennen.
Nach Entmethylierung (1% KOH in 80 %igem Athanol) war in sémtlichen Carci-
nomen das Geyersche Sulfonsdureverfahren negativ. Mit Aldehydfuchsin war
lediglich in zwei Carcinomen eine duBerst schwache Farbung angedeutet, wogegen
alcinophiles Material wieder in ausreichendem Mafe nach*&yelsbar war, wenn auch
die Starke der Farbung das urspriingliche Ausmaf3 nicht’ r vollsténdig er-
reichte. § i

Besprechung der Ergebmsse
Aus den vorliegenden Befunden W]rd ersmhthch daB in Galler’ocarcmomen
des Magens sowohl neutrale als auch sauiré S’(‘;ﬁl‘eﬁri@ gebildet werden, die neben
perjodsiure- und bleitetraacetatreaktiven Komponenten iiber Carboxyl- und Sulfat-
gruppen verfiigen.

Glykogen konnte lediglich in einem Gallertcarcinom nachgewiesen werden,
wogegen in anderen histologischen Formen des Magencarcinoms unterschiedliche
Mengen nachweisbar sind. Die Unterschiede der PAS- zur BTS-Reaktion sind
vorerst nicht niher definierbar. Es konnte gezeigt werden, daBl an verschiedenen
Gewebsorten, die tiber saure Mucopolysaccharide verfiigen, Komponenten vor-
handen sind, die nicht oder nur schwach mit Perjodsiure, dagegen aber mit Blei-
tetraacetat kriftig reagieren, ohne dafl zur Zeit zu entscheiden ist, ob dieser
Reaktion sterische Faktoren (trans-Gruppen) oder die Spaltung von «-Hydroxy-
carboxylgruppen zugrunde liegen (STILLER). Vorerst kann nur der Unterschied
zwischen beiden Reaktionen festgestellt werden, der sich in dem vorliegenden
Material in einer kréiftigeren Farbung der grofleren Vacuolen und extracelluliiren
Schleimmassen dufert. Bei Anwendung der Chromsiure als Oxydationsmittel
werden offenbar die fir Perjodséiure zuginglichen Gruppen ebenfalls oxydiert
(Lizir). Allerdings ist iber den Ablauf dieser Reaktion nur sehr wenig bekannt.
Sowohl Magencarcinome als auch das Oberflichenepithel der normalen Magen-
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schleimhaut zeigen eine positive Bauer-Reaktion, die nicht auf Glykogen zuriick-
zufithren ist.

Bedeutungsvoll im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen sind die Ein-
engungsreaktionen der Hale-Methode, da in Carcinomzellen RNS in erhshtem
MaBle gefunden wird (CaspErsoN). Sowohl die Graumann-Clauss-Modifikation
als auch die Anwendung von RNase fithren zu einem Verlust der diffusen Blau-
fairbung des Cytoplasma. Unterschiede treten in den Zellabschnitten zu Tage,
in denen saure Mucopolysaccharide nachweisbar sind. Wihrend mittels der
Graumann-Clauss-Methode die Farbung distinkt auf umschriebene Zellabschnitte
beschriankt ist, werden nach RNase-Extraktion in der Umgebung der kriftig
positiven Granula und Vacuolen schwach bis méfiig positive Granula oder eine
diffuse schwach positive Reaktion angetroffen. Sehr wahrscheinlich kommt es
durch die Salzsdureeinwirkung zu einer geringgradigen, aber doch nachweisbaren
Hydrolyse und Extraktion gewisser (weniger polymerisierter) Vorstufen der
sauren Mucopolysaccharide, die an Epithelzellen unter orthologischen Bedingun-
gen offenbar nicht ins Auge fillt. Vergleicht man beide Einengungsreaktionen
der Hale-Methode mit der Alcianblaufdrbung, so ist festzustellen, dafl sich die
extracelluldren Schleimmassen sowie die grofieren intracelluldren Vacuolen kaum
unterscheiden, wogegen kleinere Hale-positive Granula mit Alcianblau nicht zu
erfassen sind. In der Kombination der PAS-Reaktion mit der Alcianblaufirbung
sind diese Gewebsorte kraftig rot gefarbt, verfiigen aber iiber eine leichte violette
Nuancierung im Vergleich zur einfachen PAS-Reaktion, so dafl man annehmen
muB, daf} die Alcianblaufdrbung allein nicht fiir die Darstellung dieser Strukturen
ausreicht. Man findet auBer den fiarberisch unterschiedlich ausgeprigten gemein-
sam vorkommenden PAS-positiven und alcianophilen Mucostoffen in sdmtlichen
Carcinomen noch Zellen, die lediglich iiber PAS-positives Material und damit
iiber neutrale Mucopolysaccharide verfiigen. Diese kénnen in Form von Granula,
Tropichen und Vacuolen vorliegen. Die entsprechende Kombination Hale-PAS-
Reaktion, die naturgemiB die gleichen Méngel wie die Hale-Methode aufweist,
zeigte ebenfalls Carcinomzellen mit kréftig rot gefarbten Polysacchariden.

Eine weitere Aufgliederung der carboxylgruppenhaltigen Komponenten konnte von. uns
leider nicht durchgefiihrt werden, da uns das Ferment Sialidase zur enzymatischen Extraktion
von Sialinsdure nicht zur Verfiigung stand.

Die Abgrenzung der Carboxylgruppen gegen sulfatierte Mucopolysaccharide
konnte mittels der uns zur Verfiigung stehenden histochemischen Methodik durch-
gefiihrt werden. Hier ist vor allen Dingen das 1962 von GEYER entwickelte Sulfon-
sdureverfahren zu nennen. Eine positive Reaktion erstreckt sich nur auf um-
grenzte Geschwulstabschnitte. In diesen trifft man positiv reagierende Sub-
stanzen sowohl in den Tumorzellen in Form von Granula, Trépfchen und Vacuolen
als auch auflerhalb der Zellen als homogene, teils fidige Massen an. In vélliger
Ubereinstimmung mit den bisher mitgeteilten histochemischen Eigenschaften
sulfatierter Schleime steht auch hier das negative Verhalten der Mucine bei
Anwendung des Sulfonsiureverfahrens in Verbindung mit der Methylierungs-
und Demethylierungsreaktion.

Aldehydfuchsin firbt auch sulfatierte Mucopolysaccharide und andere sulfa-
tierte Substanzen (durch Oxydation erzeugte Schwefelsduregruppen) sowie Alde-
hyde. Behandelt man Schnitte, die nicht voroxydiert wurden, mit Aldehyd-
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fuchsin, so ist vorwiegend mit einer Farbung sulfatierter Mucopolysaccharide zu
rechnen (HArMI und Davims). Allerdings wenden KoNESNY und Priczra ein,
daBl neben Sulfatgruppen auch Carboxylgruppen reagieren kénnten. Jedoch be-
stehen zwischen Alcianblau- und Aldehydfuchsinfarbung so betrichtliche Unter-
schiede, daf} diese von Sp10ER und MEYER zur Abgrenzung stark saurer sulfatierter
Mucostoffe von carboxylgruppenhaltigen (oder schwach sauren sulfatierten)
Schleimsubstanzen durch Kombination beider Farbungen ausgenutzt wurden.
In dem vorliegenden Untersuchungsmaterial decken sich Sulfonsiureverfahren
und Aldehydfuchsinfarbung weitgehend, wobei mit letzterer Methode die positiv
reagierenden Anteile nicht so herdférmig begrenzt sind. Die ibrigen Abschnitte
der Gallertcarcinome weisen eine sehr schwache rotviolette Fiarbung auf. Mit
der kombinierten Alcianblau-Aldehydfuchsinfarbung tritt der herdférmige Cha-
rakter deutlicher zu Tage. Wendet man die Kombination im umgekehrten Sinne
an, so werden diese Abschnitte farblich noch klarer getrennt. Auch bei diesen
Farbungen weist die Anwendung der Methylierungs-Entmethylierungstechnik auf
die Anfirbung von sulfatgruppenreichen Schleimstoffen hin. Dafl durch Alcianblau
im geringen MaBe histochemisch sulfierte Polysaccharide darstellbar werden,
wird auns dem Verhalten zahlreicher polysaccharidhaltiger Gewebskomponenten
nach Sulfierung ersichtlich (SPicER), ohne dall aber die Stérke der Firbung
erreicht wird, wie sie an anderen Strukturen gefunden wird.

Die Ergebnisse der Toluidinblaumetachromasie und der Basophiliebestimmung
mittels gestuft gepufferter Methylenblauldsungen stellen eine weitere Sicherung
der Ergebnisse dar.

Das Verteilungsmuster der sulfatierten Mucine variiert im Magen-Darm-Kanal.
Im Magenschleim waren einige sulfatierte Mucopolysaccharide in geringer Menge
nachzuweisen. Neben Heparin fanden sich zwei weitere Gruppen, die offenbar
zu den Chondroitinsulfaten gehdren (SMmrThH, GALLOP, HARRITH-SMITH und STAN-
LEY, SMITH und Garror). Inwieweit sich die Existenz der Mucoitinschwefelsiure
(Polysaccharidketten aus Glucuronsdure und N-Acetylglucosamin; MEYER, SMYTH
und Parmer, WoLrroM und Rice, WERNER) aufrecht erhalten 1486, bedarf wei-
terer Untersuchungen. SmrrH u. Mitarb. isolierten jedoch nur Heparin und Chon-
droitinschwefelsdure und bezweifeln das Vorkommen einer Substanz im Sinne
der Mucoitinschwefelsdure als selbstéindige chemische Verbindung.

Das Magencarcinom nimmt seinen Ausgahg von den Zellen der Indifferenz-
zone (BUcHNER; KrAUSPE und GUsEK). Setzt man diese Angaben mit den hier
erzielten Ergebnissen in Beziehung, so zeigt sich, daB in einer Gruppe von Magen-
carcinomen Mucostoffe gebildet werden, die qualitativ ihre histochemische Ent-
sprechung in den fiir die Regeneration der Magenschleimhaut wichtigen Zonen
hat. Die in den Gallertcarcinomen nachweisbaren Schleimqualititen sind dem-
zufolge nicht Ausdruck des autonomen Wachstums, sondern es handelt sich nur
um eine quantitative Stdrung, der offenbar eine intracellulire Fermentenigleisung
zugrunde liegt. Biochemische Untersuchungen haben wiederholt gezeigt, daf sich
Tumorzellen weder in ihrer stofflichen noch enzymatischen Ausstattung prinzi-
piell von ihrem Ausgangsgewebe unterscheiden (GREENSTEIN, BUTENANDT und
DANNENBERG).
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Zusammenfassung

In Gallertcarcinomen des Magens sind neutrale und stark saure Mucopoly-
saccharide nachweisbar. Diese findet man in den Tumorzellen in Form von
Granula, Tropfchen und Vacuolen sowie in den gelatindsen Schleimmassen. Mit
der angewandten histochemischen Methodik konnte nachgewiesen werden, dal
die sauren Mucopolysaccharide sowohl carboxylgruppenhaltige als auch sulfa-
tierte Schleimstoffe umfassen. Die prinzipiellen histochemischen und biochemi-
schen Korrelationen zwischen Carcinom und Indifferenzzone des Ausgangsgewebes
werden erdrtert.

Regarding the Histochemical Properties of Mucins of Mucinous Carcinomas
of the Stomach

Summary

Neutral and acid mucopolysaccharides are demonstrable in mucinous car-
cinomas of the stomach, appearing in the tumor cells as granules, droplets or
vacuoles, and in the luminal secretions. With the histochemical technics used
it could be shown that the acid mucopolysaccharides include mucins with carb-
oxyl groups as well as sulfated mucins. The principal histochemical and bio-
chemical relationships between carcinomas and the mucous neck cells of the
stomach are discussed.
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