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Enzymhistoehemisehe Untersuchungen an den Gewebeleukocyten im 
gergleich zu Blur- End Bindegewebszellen bei Mane End Ratte* * *  

Von 
H. E. SCHAEFER End R. FISCHER 

Mit 3 Textabbildungen 

(Eingegangen am 21. Juli 1964) 

Im lockeren Bindegewebe der Nager, insbesondere bei Ratte End Maus, 
finden sich in unterschiedlicher Zahl Zellen mit deutlieh eosinophil granuliertem 
Cytoplasma End ringfSrmigem Kern, die ale Gewebeleukoeyten bzw. Gewebs- 
eosinophile bezeichnet werden. Diese Zellen sind ein regelm/il~iger Bestandteil 
des normalen, nieht entziindeten Bhldegewebes der Subcutis (MAxIMOW, t~EN- 
:NINGHOFF; V. MOLLENDORF; STOCKINGEIr RYTOMAA), WO sie bei der Maus ver- 
einzelt etwa 3 Woehen, bei der Ratte 3 Monate Each der Geburt auftreten, um 
dann sp/~ter an Zahl zuzunehmen. 

Eosinophile Gewebeleukocyten werden auch in einer Reihe anderer Organe End Gewebe 
der Ratte End iViaus beobachtet (I~YT61gAA). So treten sie z.B. im Uterus dieser Tiere in 
bestimmten Cyclusphasen (offenbar Enter dem Einflul~ der Oestrogenproduktion) in gro•er 
Zahl anf (Ho~A; GA~sv,~; BIE~SlZ~G End Bo~GLI~). Diese Zellen sind jedoch nicht mit 
den yon HA~t']~aL im menschlichen Endometrium beschriebenen ,,endometrialen KSrnehen- 
zellen" identisch. 

Die Ansichten fiber die kausale End formale Genese der Gewebseosinophilen 
gehen welt auseinander, ohne dad bisher in dieser Frage eine endgfiltige Kls 
herbeigeffihrt werden konnte. Die Vielfalt der Meinungen 1/~l~t sich in zwei 
Haupthyloothesen zusammenfassen, zwischen denen es fliei~ende Uberg/~nge gibt 
(Lit. bei DONTENWILL U. I~IX; GIr U. GEDIGK; I%YTOMAA): Auf der einen 
Seite wurde in ~bereinstimmung mit der Cohnheimschen Entzfindungslehre 
besonders von MAXlMOW das Auftreten yon eosinophilen Granulocyten im sub- 
cutanen Bindegewebe auf eine Emigration der entsprechenden Blutzellen zurfick- 
gefiihrt. Demgegenfiber vertraten vor ahem v. M6LLE~DO~F]r sowie in neuerer 
Zeit eine Reihe weiterer Autoren (CHu; G(TSEK; JAFF]~ u. DOZ~IZ~GITEZ; PAPA- 
CHA~ALAMPOVS) die Ansicht, dal~ die Gewebeleukocyten aus ortssti~ndigen Binde- 
gewebszellen, nEd zwar in erster Linie aus Fibrob]asten entstehen. 

Die bisherigen Untersuchungen warden vorwiegend mit den fiblichen histo- 
logischen F~irbeverfahren durchgefiihrt, deren Ergebnisse - -  wie die lebhafte 
Diskussion auch in der neueren Literatur zeigt - -  sehr unterschiedlich inter- 
pretiert werden. Eine weitere Kl~trung in der Frage Each der Genese ned Zu- 
gehSrigkeit der Gewebseosinophilen war yon der Anwendung enzymhisto- 
chemischer Methoden zu erwarten. 

Wit sind daher der Frage nachgegangen, ob das histochemisch erfaBbare Enzym- 
muster der Gewebeleukoeyten dem der Blutleukocyten einerseits oder dem der 
ortsst/~ndigen Bindegewebszellen ~ndererseits entspricht. Die vorliegenden Unter- 

* Herrn Prof. Dr. H. tIAMPERn zum 65. Geburtstag gewidmet. 
** Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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suchungen wurden an  H~utchenprKpara~en aus normMem, n ich ten tzf inde tem 

subcu tanem Bindegewebe yon Maus u n d  Ra t te  sowie an Blur- und  Knochen-  
markauss t r ichen  durchgeftihrt .  

Material und  ~e thod ik  

Als Versuchstiere dienten je 20 erwachsene Wis~ar-Ratten (Gewicht: 200--300 g) und 
N.M.l~.I.-M~use (Gewicht: 30--40g) beiderlei Gesehlechts. Die T5tung erfolgte durch 
I)ekapitation. 

1. IIerstellung der It~utchenpr~iparate. Die Rfickenhaut wurde mit der Schere in der 
L~ngsrichtung fiber der Wirbels~ule gespalten und zur Seite geschlagen. Das in grol3er Aus- 
dehnung freige]egte lockere subeutane Bindegewebe wurde ansch]iel]end mit feiner Schere 
und Pinzette in Form ca. 1--2 cm 2 gro~er H~utchen abpr~pariert und in noch feuchtem 
Zustand mit Pr~pariernadeln auf entfettete Objekttr~ger aufgezogen, wobei ein st~rkeres 
Ziehen oder Zupfen vermieden wurde. Die luftgetrockneten H~utchenpr~parate wurden vor 
den einzelnen Enzymnachweisen fixier~ (s. unten). 

2. BIut- und Knoehenmarkausstriche. Blutausstriehe wurden yon Schwanzvenenblut oder 
dem bei der Dekapitation der Tiere anfMlenden arteriellen Blu~ hergestellt. Knochenmark 
wurde mit der Pr~pariernade] aus dem Femur entnommen und in dfinner Schicht auf ent- 
fettete 0bjekttr~ger ausgebreitet. Die Ausstrichpr~parate wurden nach Lufttrocknung in 
gleicher Weise wie die tt~utchenpr~parate fixiert und weiterbehandelt. 

3. Fixierung. Die hftge~rockneten /~I~utchen- und Ausstriehpr~parate wurden 10 min 
in neutralem Formalin-CaC12 (BAKE~) oder 30 see in lY[ethanol-Formol (9:1) bei 40 C fixiert, 
ansch]iel]end 10 rain unter fliel~endem Leitungswasser gespfilt und erneut luftgetrocknet. 
Fiir dan Naehweis der Cytochromoxydase bzw. Peroxydase wurden in der Regel unfixierte 
Pr~iparate verwendet. 

4. Enzymhistochemisehe Nachweisreaktionen. a) Alkalische Phosphatase. (Azofurbstoff- 
methode nach KAeLow). Inkubationszeit: 30 min. 

b) Saute Phosphatase. (Azofarbstoffmethode nach BA~KA U. A~DE~SO~) Inkubations- 
zeit: 2V2 Std. 

c) zt-/Vaphthylacetat-Esterase. (DAvis u. O~STEI~) Inkubationszeit: 15 min. 
d) Naphthol A S-Acetat-Esterase. c~) Modifizierte Azofarbstoffmethode: 5 mg Naphthol AS- 

Ace~at in 0,5ml Aceton 15sen; Zugabe yon 15 ml 0,1 M Michaelis-VeronMnatriumpuHer- 
15sung und 1,4 ml hexazotiertem Pararosanilin (BAR~:A); Aqua dest. ad 50 ml; auf pH 6,8 
einstellen. - -  Inkubationszeit: 70 rain. 

fi) Azofarbstoffmethode naeh LS~L]~. Inkubationszeit: 70 rain. 
e) Naphthol ASD-Chloroacetat.Esterase. (MoLoNEY U. )~itarb.) Inkubationszeit: 30--60 

min. 
/) Cytoch~vmoxydase/Peroxydase (BUlCSTONE}. Inkubationszeit: 1 Std. 
Dem Reaktionsgemisch (15 mg p-Aminodiphenylamin + 15 mg 8-Amino-i, 2, 3, 4-tetra- 

hydrochinolin) wurde in parMlel durchgeifihrten Versuchen auf 50 ml entweder 5 mg Ka~alase 
(Boehringer KAT-I 15674) oder 50 mg Meerrettich-Peroxydase (Boehringer POD-I 15301) 
zugeffigt, gegebenenfMls zusgtzlich 20rag Cytochrom e (BoehringerCYT-C 15143) (s. 
Tabelle 2). 

Die Spezifit~t der einzelnen Enzymnachweise wurde durch entsprechende Kontrollreak- 
tionen (Weglassen des Substrates, Hi~zeinaktivierung, Zusatz yon spezifischen Inhibitoren 
usw.) geprfif~. 

~. tIistologische und h~imatologische F~irbnngen. a) MastzelIen/Srbung (naeh LE~ERT U. 
S c ~ w s ~ ) .  

b) Eosinophilen/drbung (GOLDST]~I~). In Ab~nderung der Originalmethode wurde nach 
der FKrbung mit Orcein kurz in 70 %igem Isopropanol differenziert. 

In besonderen Versuchen wurden die Farbprodukte bestimmter Fermentreaktionen (alka- 
lisehe Phosphatase, Myeloperoxydase, Naptbol ASD-Chloroacetat-Esterase) in der auf- und 
absteigenden Alkoholreihe ausgewaschen und am gleichen Pri~parat die eosinophilen Granula 
mit Oreein spezgisch dargestellt. Die Ergebnisse wurden jeweils photographiert und die 
dabei gewonnenen Bilder verglichen. 
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Ergebnisse 
1. Untersuchungen an H~iutchen- und Ausstrichpr~iparaten der Maus. Bei der 

Maus besitzen die Gewebeleukocyten der Subeutis einen recht chromatindichten 
ringfSrmigen Kern mit relativ kleiner zentraler Aussparung. Wi~hrend die i~ul~ere 
Begrenzung des l%ingkernes glatt erscheint, zeigt der innere l~and besonders bei 

Abb. I a u. b. Nachweis der alkalischen Phosphatase an H~utchenpr~tparaten aus subcutanem Binde- 
gewebe, a Maus: Die Gewebeleukoeyten zeigen keine Enzsrmaktivit~it. Deutliche Reaktion der Blut- 
eapillaren, b R a t t e :  Die i iberwiegende Zahl  der  Gewebseosinophi len bes i tz t  eine s ta rke  Akt iv i t~ t  
der  alkal isehen Phospha tase .  F ibroblas ten  und  His t iocy ten  ble iben 1]ngeffirbt; oos i t iver  Re~ktions- 

aus~all in den  Endothelsehl~uchen 4er  Bluteapi l laren 

st~rkerer VergrSi~erung eine feine Zghnelung. Die bei der Orceinfgrbung dentlich 
darstellbaren Gr~nnla umgeben h~iufig mantelartig den ringf6rmigen Kern. 

In den H~utchenpr~paraten der Subcutis ~lterer Versuchstiere mit struppigem Fell und 
durch Bi•wunden hervorgerufenen entzfindlichen tIautreaktionen fielen neben den beschrie- 
benen Gewebseosinophilen auch ringkernige Zellen ohne eosinophile Granulation auf. Die 
Kerne dieser Zellen waren h~ufig stgrker segmentiert und entsprachen morphologisch eher 
den neutrophilen Granulocyten des Blutes. Auch hinsichtlich ihres Enzymmusters unter- 
schieden sie sich yon den typischen Gewebseosinophilen der Subcutis (s. unten). 
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a) Alkalische Phosphatase (Abb. l a). Die eosinophflen Leukocyten zeigten 
- -  ebenso wie die Zellen der neutrophilen Entwicklungsreihe - -  sowohl in den 
H~utchen- als auch in den Ausstrichpr~paraten keine cytochemisch erfagbare 
AktivitiR der alkalischen Phosphatase. Histiocyten und Fibroblasten im sub- 
cutanen Bindegewebe blieben ebenfalls ungef~rbt, im Gegensatz zur deutlichen 
Enzymaktivit~t der Blutcapillaren. 

_&bb. 2a--d. IIistochemische Darstellung vcrschiedener hydrolytischer Enzyme an I:ifiutchenprfipa- 
raten aus subcutanem Bindegewebe der 5Iaus. a Saute Phosphatase: Untersehiedlicl]er Reaktions- 
ausfall in den ortsst~ndigen Bindegewebszellcn; fehlende Aktivit~it in den ringkernigen Zellen. 
b ~-Naphthylacetat-Esterase : :Krfiftige Aktivit~it in den h~ufig sternfbrrnig verzweigten Fibrob]asten ; 
schwache Reaktion in den Histioeyten. Die Gewebseosinophilen bleiben ungeffixbt, e Naphthol AS- 
_%eetat-Esterase: Deutliehe P~eaktion der  histioeytfircn Ze]lformen; Fibroblasten hbehstens sehwach 
positiv. Geringe Enzymaktivit~t in den ringkernigen Zellem d Naphthol ASD-Chlorseetat-Esterase: 
Gewebseosinophile, Fibroblasten und Histioeyten ohne Fermentaktivit~it. Starker ]~eaktionsausfall 

in den :[~iastzellen 

b) Saure Phosphatase (Abb. 2a). Weder die Gewebeleukocyten noch die 
eosinophilen und neutrophilen Granulocyten des Blut, es und deren Vorstufen 
im Knochenmark wiesen eine cytochemisch erfaBbare Aktivit~tt dieses Enzyms 
~uf. Fibroblasten und histiocyt/~re Zellen des subcutanen Bindegewebes zeigten 
einen unterschiedlichen Reaktionsausfall. W/~hrend sich ein Teil der Binde- 
gewebszellen negativ verhielt oder nur schwach angef~rbt war, besaBen andere 
(a.ktivierte ?) Zellen eine sts Aktivit/it tier sauren Phosphatase. 

c) ~-Naphthylacetat-Esterase (Abb. 2b). Ebenso wie die eosinophilen und 
neutrophilen Blutzellen liel~en die Gewebeleukocyten in der Subcutis keine 
Aktivit/~t der ~-N~phthylacetat-Esterase erkennen. Im Gegensatz dazu tr~ten 
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die h~ufig sternfSrmig verzweigten Fibroblasten durch eine kr~ftige Enzym- 
aktiviti~t hervor. Die histiocyt/~ren Zellformen reagierten negativ bis schwach 
positiv. 

d) Naphthol AS-Acetat-Esterase (Abb. 2 c). Die Gewebeleukoeyten besal3en 
eine schwaehe Aktivit~t der Naphtho] AS-Acetat-Esterase. Dem entsprach auch 
der Reaktionsausfall in den eosinophflen und neutrophilen Blut- und Knoehen- 
markzellen. Die h~ufig in Gruppen zusammenliegenden histiocyti~ren Zellen des 
subcutanen Bindegewebes zeigten eine mi~13ig deutliche bis kri~ftige Naphthol- 
AS-Acetat-Esteraseaktivitiit, w~hrend die Fibroblasten nur schwaeh angefi~rbt 
w a r e n .  

e) Naphthol ASD-Chloroacetat-Esterase (Abb. 2d). Dieses Enzym war weder 
in den eosinophilen Zellen des Gewebes und B]utes bzw. Knochenmarks noeh in 
den tt ist iocyten und Fibroblasten nachweisbar. Einen starken Reaktionsausfall 
zeigten dagegen die Mastzellen des subeutanen Bindegewebes. 

Bei den oben erw~hnten ~lteren Versuchstieren mit entz~indlichen I-Lutre~ktionen fanden 
sich in den H~utchenpr~paraten auch positiv reagierende ringkernige Zellen. Dabei war das 
Reaktionsprodukt zumeist im Innern des Ringkernes lokalisiert. Durch eine der Enzym- 
reaktion angeschlossene Eosinophilenfitrbung an ein und demselben Pr~parat (s. S. 131) lie~ 
sich feststellen, dab die ASD-Chloroacetat-Esterase-positiven ringkernigen Zellen nicht eosino- 
phil granuliert waren. Im Gegensatz dazu zeigten die enzymnegativen Gewebeleukocyten 
in den umgef~rbten Pr~paraten eine deutliche eosinophile Granulation des Cytoplasmas. 

]) Cytochromoxydase/Myeloperoxydase. Bei Verwendung der yon B u ~ s T o ~  
angegebenen Reagentien zeigten die Gewebeleukocyten eine kr~ftige, granular 
verteilte Aktivits w~hrend die iibrigen Zellelemente des subcutanen Binde- 
gewebes nur sehr sehwaeh reagierten (Abb. 3a). Nach vorausgehender Spi~lung 
der tti~utchenpri~parate in physiologischer Kochsalzl6sung oder Fixierung in 
Formalin-CaC12 wurde die schwache Fermentaktivits  in den I-Iistioeyten und 
Fibroblasten vSllig unterdriiekt, w~hrend der deutlich positive Reaktionsausfall 
in den Gewebeleukocyten unbeeinflul~t blieb. Andererseits f i e l d e r  Enzym- 
nachweis in den ringkernigen Zellen bei Zusatz yon Katalase bzw. Meerrettich- 
Peroxydase zum Inkubationsmedium negativ aus, wi~hrend die Bindegewebs- 
zellen ihre schwaehe Fermentaktiviti~t behielten (Abb. 3b). Die Zugabe yon 
Cytochrom c fiihrte zu einer deutliehen Verst~rkung des l%eaktionsausfalls in den 
nis t iocyten und Fibroblasten bei gleichbleibend starker Enzymaktivits  in den 
Gewebseosinophilen (Abb. 3c). Wurde dem Reaktionsansatz Katalase bzw. 
Meerrettieh-Peroxydase zusammen mit Cytochrom c zugesetzt, so land sich in 
den tt ist ioeyten und Fibroblasten die dureh Cytochrom e bedingte, bereits er- 
w~hnte Aktivit~tszunahme, wi~hrend in den ringkernigen Zellen eine deutliehe 
Abschw~ehung der Enzymaktivitii t  nachweisbar war (Abb. 3 d). Der Reaktions- 
ausfall in den eosinophilen Zellen des Blutes und Knoehenmarks wies ein ana|oges 
Verhalten auf. 

2. Untersuehungen an H~iutchen- und Ausstrichpr~iparaten der Ratte. Die im 
lockeren subcutanen Bindegewebe der Ratte anzutreffenden Gewebeleukocyten 
besitzen einen ehromatindiehten, ringfSrmigen Kern, dessen 0ffnung etwa ein 
Drittel des Kerndurehmessers ausmaeht. Die Kernringe erseheinen nieht selten 
entrundet oder zu einer Aehterform versehlungen. Seheinbare Aufbr/iehe, 
Segmentierungen oder Stabformen des Zellkerns, wie sie in Schnittpritparaten 
durch die Subcutis nachweisbar shld, konnten in den vorliegenden H~utehen- 
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pr/iparaten nicht oder h6chstens andeutungsweise festgestellt werden. Das 
Cytoplasma dieser Zellen ist yon dicht liegenden eosinophilen Granula ein- 
genommen, die gelegentlich nur einen kleinen rundlichen Cytoplasmabezirk im 
Zentrum der Ringkerne aussparen. Alle im normalen, nichten~ziindeten sub- 
cutanen Bindegewebe der Rat te  nachweisbaren ringkernigen Zellen waren eosino- 
phil granuliert. 

Abb. 3~ d. Di~ferenzierte D~rstel lung yon  ~][yeloperoxydase und  Cytochromoxydase  an  I~Ifiutchen- 
prg~paruten aus subcut~nem Bindegewebe der !Yfaus (Erl~uterung s. Text). u Inkubution (nuch BUR- 
STONE) ohne Zusatz  : S tarke  A k t i v i t g t  der  r ingkern igen  Zellen. Schw~che Iqeuktion der  f ibrigen Zelle~. 
b Zugabe  yon  l~2utaluse z u m  Reakt ionsgemiseh :  Fehlende  I~euktion in den Gewebseosinophilen (~-*) 
(E:ernfhrbuna" m i t  t t / imalaun! ) .  Die schwache Aktivit/~t in den His t ioey ten  und  Fibroblas ten bleibt  
erhulten,  c Zusatz  yon  Cytoehrom c : Deut l iehe  Vers t~ rkung  des Reuktionsuusfal ls  in den His t ioeyten  
und  F ibrob las ten  bei gleichbleibend s t a rke r  E n z y m a k t i v i t ~ t  in  den  r ingkern igen  Zenen. 4 Zugabe  
yon ]~utalase + Cy toehrom c: Gewebseosinophile (-+) n u t  sehwueh posi t iv,  i m  Gegensatz  zur  s tu rken  

Ak t iv i t~ t  der  i ibrigen Zellen des subeu t anen  Bindegewebes 

a) Al/calische Phosphatase (Abb. l b). Die ringkernigen Leukocyten des sub- 
cutanen Bindegewebes zeichneten sich - -  im deutlichen Gegensatz zur Maus - -  
zum grol]en Tell dutch eine zumeist kraftige 1%eaktion der alkalischen Phos- 
phatase aus; nur etwa ein Drittel der Gewebeleukocyten blieb ungef~rbt. 
Auger den Gewebseosinophflen kamen beim Nachweis der alkalischen Phos- 
phatase lediglich noch die Endothelschl~uche der Blutcapillaren zur Darstellung, 
w~ihrend sich die ortsst/~ndigen Bindegewebszellen (Fibrobl~sten, Histiocyten, 
Mastzellen) enzymnegativ verhiel~en. 

In Ausstrichpr/~paraten bes~Ben die eosinophilen und neu~rophilen Granulo- 
cyten im Blur und deren Vorstufen ira Knochenm~rk zum fiberwiegenden Teil 
ebenfslls eine starke Aktiviti~t der alk~lischen Phosph~t~se. 

DaB d i e s e r  R e ~ k t i o n s a u s f a H  t ~ t s ~ c h l i c h  a u c h  d e n  e o s i n o p h i l e n  B l u t z e ] l e n  u n d  n i c h t  

n u r  - -  wie  b e r e i t s  b e k u n n t  - -  d e n  n e u t r o p h i l e n  G r u n u ] o c y t e n  u n d  d e r e n  V o r s t u f e n  z u z u o r d n e n  

ist, konnte dutch eine der u]kslischen Phosphutusere~kfion ungeschlossene Eosinophilen- 
fi~rbung ~n ein und demse]ben Ausstrichpr~purgt mit jeweiliger photogr~phischer Wiedergube 
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identischer Stellen des Prgparates (s. S. 131) best~tigt werden. Im Knochenmurk der Ratte 
wiesen die verschiedenen neutrophilen und eosinophi]en Entwicklungsstufen bereits vom 
iiberwiegenden Tell der Myelocyten an eine deutliche alkalische Phosphataseaktivit~t auf. 
Im peripheren Blutuusstrich waren nahezu alle myeloischen Zellen phosphatasepositiv (mit 
unterschiedlicher Reaktionsst~rke). Eine statistisch signifikante Ausz~hlung der alkalischen 
Phosphat~seaktivit~t in den reiien Bluteosinophilen allein war wegen ihrer geringen Zahl 
im peripheren B]utausstrich (< 5 % ) nicht mSglich. 

b) Saute Phosphatase. Bei Einstellung des Inkubationsmediums auf pH 5,0 
zeigten weder die Gewebe]eukocyten noch die eosinophilen und neutrophilen 
Granulocyten des Blutes und deren Vorstufen im Knochenmark eine Aktivit/s 
der sauren Phosph~tase. Bei pH 6,0--7,0 t ra t  ]edoch ein zunehmender Reaktions- 
ausfall in den meisten ringkernigen Zellen sowohl in den H/s als auch in 
den Ausstrichpr&paraten vom peripheren Blur und vom Knochenmark auf. Das 
Verteilungsmuster entsprach weitgehend dem der alkalischen Phosphatase bei 
pH 9,0. 

c) ~-Naphthylacetat.Esterase. Die Gewebseosinophilen und die entsprechenden 
Blut~ und Knochenmarksze]len zeigten im allgemeinen nur eine schwache 
Aktivit/~t der ~-Naphthyl-Ester~se. Histiocyts Zellen und Fibrobl~sten des 
subcutanen Bindegewebes wiesen eine geringe Anf/~rbung ihres Cytoplasmas ~uf. 
Nur vereinzelte, am ehesten aktivierten Fibroblasten entsprechende Zellformen 
liel~en eine st/s Reaktion dieses Enzyms erkennen. 

d) Naphthol AS-Acetat-Esterase. Die ringkernigen Zellen des subcutanen 
Bindegewebes zeigten - -  ebenso wie die Bluteosinophilen - -  eine leichte An- 
f/~rbung ihres Cytoplasmas. Einen st/~rkeren Reaktions~usf~ll wiesen die Mast- 
zellen auf, w&hrend Histiocyten und Fibroblasten zumeist nur schwach positiv 
reagierten. 

e) Naphthol ASD-Chloroacetat-Esterase. Weder im Gewebe noch im Blur bzw. 
Knochenmark wiesen die eosinophilen Leukocy~en eine cytochemisch erfal~b~re 
Aktivit/~t dieses Enzyms auf. Ungef&rbt blieben auch die histiocyt/~ren Zellen 
und Fibroblasten. Lediglich in Mastzellen war eine deutliche Enzymaktivit~t 
nachweisbar. 

]) Cytochromoxydase/Myeloperoxydase. Die Ergebnisse dieser Enzymreaktion 
entsprechen auch unter den verschiedenen modifizierten Versuchsbedingungen 
vS]lig den Befunden bei der Maus (s. S. 134). 

Diskussion 
l~berblickt man die hier mitgeteflten Ergebnisse vergleichender enzymhisto- 

chemischer Untersuchungen (s. T~belle 1), so l/~l~t sich feststellen, daf3 d~s 
Enzymmuster  in den Gewebeleukocyten bei der Maus und Ratte  vSllig mit der 
Fermentausstattung in den morphologisch gleichartigen Blut- und Knochen- 
markszellen fibereinstimmt. Im Gegensatz dazu bestanden im enzymhisto- 
chemischen Verhalten dieser Zellen z.T. deutliche Unterschiede gegenfiber den 
Fibroblasten und Histiocyten des subcutanen Bindegewebes. 

Eine Ubereinstimmung in der Enzymausstat tung der Gewebe- und Blut- 
leukocyten tr i t t  besonders deutlich beim Nachweis der alkalischen Phosphataze 
hervor. Dabei finden sich auch die speciesbedingten Unterschiede in der Enzym- 
ausst~ttung der Bluteosinophilen bei den jeweiligen Gewebseosinophilen gleicher 
Tierart wieder: Bei der Ratte zeichnen sich die meisten neutrophilen und eosino- 
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Tabelle 1 .  Die Enzymaktivitgt der Gewebseosinophilen im Vergleich zu Blut. und Bindegewebs- 
zellen bei Mau8 und Ratte 

Gewebs- Blur- Blut- Fibro- I Mast- 
blasten ] zellen eosinophile eosi~ophile neutrophile I-Iistioeyten 

Myeloperoxydase . . . .  

Cytoehromoxydase . . . 

Alkalische Phosphatase 
Saure Phosphatase . . . 

~-Naphthylaeetat-Esterase 
Naphthol A S - A e e t a t -  

E s t e r a s e  . . . . . . .  

Naphthol A S D - C h l o r o -  

a e e t a t - E s t e r a s e  . . . .  

+ + +  

(+) 
o 
0 
0 

0--+  

01 

Myeloperoxydase . . . .  

Cytochromoxydase . . . 

?dkalische Phosphatase 
Saure Phosphatase . . . 

c~-Naphthylacetat -Esterase 
Naphthol A S - A e e t a t -  

E s t e r a s e  . . . . . . .  

N a p h t h o l  A S D - C h l o r o -  

a c e t a t - E s t e r a s e  . . . .  

+ 

0 - - + + +  
0 

(+) 

+ 

o 

~ f  a %8 

+++ 

(o) 
o o 

0 - - +  

0 

Ratte 

0 - - + + +  ~ (o) 
§ 

o 

++ 

(+o) 
0 
0 

0 - - +  

0--+ 

+ +  

(+) 
0 - - + ~ +  2 

0 
( + )  

+ 

0 

0 - - +  

4 - - - + + +  

(+) 

o 

0 

§  + T  

o : :  + 

(+) 

0 

0 
+ + - - § 2 4 7  

0 
(+ ) - -++  

(+) 

+ - - + +  

0 
§ 2 4 7 2 4 7 2 4 7  

o 
@ 

0 - - +  

Niehteosinophile ringkernige Zellen: . .  

2 Die iiberwiegende Zahl der Gewebe- und Blutleukocyten: stark loositiv. 
Enzymaktivitgt: 0 = negativ, 

+ + + - - -  stark loositiv. 

0 

0 
(+) 
o 

T - - § 2 4 7  

+ §  

o 
+ 

0 
+ 

o 

+ +  

+ + +  

( + )  = schwach positiv, + = positiv, + + ~ deutlich positiv, 

philen Blutgranuloeyten dutch eine starke Aktivitgt dieses Enzyms aus (MoLo- 
~Eu Lo~mtC~Z~R u. Mitarb.). Die gleiehe Enzymreaktion zeigt an I-Igutehen- 
prgparaten des subeutanen Bindegewebes, dab die/iberwiegende Zahl der Gewebe- 
leukoeyten ebenfalls mit einer starken Aktivitgt der alkalisehen Phoslohatase 
ausgestattet ist (Abb. 1 b). Im Gegensatz dazu blieben die ortsstgndigen Fibro- 
blasten und Itistioeyten ungefgrbt. Im untersuchten normalen, nieht entzfindlieh 
vergnderten subeutanen Bindegewebe lehlten aueh enzymposit ive nichtringkernige 
Zellelemente, die als sog. CTbergangsformen zwisehen den Fibroblasten bzw. 
Itistioeyten und den Gewebeleukoeyten angesehen werden k6nnten. Solehe 
Zwisehenstufen wgren sehon deshalb zu erwarten, weil im Knoehenmark der 
l~a~te - -  im Gegensatz zum Mensehen - -  bereits in vielen Myeloeyten ohne 
Loehkern eine deutliehe alkMisehe Phosphataseaktivitgt  naehweisbar ist. 

Bei der Maus zeigen die myeloisehen Zellen des Blutes und Knoehenmarks 
im Gegensatz zur Ratte keine eytoehemiseh naehweisbare Mkalisehe Phosphatase- 
aktivit~t (GEoRGII U. GOLD]~SrB~tr~CEa; M]~TeAL~ U. Mitarb.). V611ig gleiehartig 
verhalten sieh nun aueh die Gewebeleukoey~en im subeutanen Bindegewebe. 
Aueh hier bleiben diese Zellen v611ig ungefgrbt - -  im Gegensatz zur deutliehen 
Enzymaktiv i tgt  der Bluteapillaren (Abb. 1 a). 

Eine weitere Analyse der Enzymaktiv i tgt  in den Gewebeleukoeyten war bei 
Verwendung der in neuerer Zeit yon 13URSTO~E angegebenen Reagentien zum 
Naehweis der Cytoehromoxydase zu erzielen. Dureh die besehriebenen Modifika- 
tionen des Reaktionsansatzes (s. Tabelle 2) lieB sieh ngmlieh zeigen, daft es sieh 
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Tabelle 2. Di[[erenzierte DarsteUung der Myeloperoxydase und Cytochromoxydase in Blur- und 
Bindegewebszellen 

Inkubationsmedium: p-Aminodiphenylamin + 8-Amino-l,2,3,4-tetra- 
hydrochinolin (pK 7,4) (BTYRSTONE) 

Gewebseosinophile 
Bluteosinophile . . 
Blutneutrophfle.. 
Fibroblasten . . . 
Histiocyten . . . 

ohne + Katalase 
Zusatz 

\ T  o 
( ?  

+ lV[eer- 
rettich- 

peroxydase 

o o 
o 

+ Cyto- 
chrolllc 

+ + §  
§ 2 4 7  
+ +  

+ / + +  
++/+++ 

+ Cyto- 
chromc 

+Katalase 

(+) 
(+) 
(+) 

+ / § 2 4 7  
+ § 2 4 7 2 4 7  

+ Cytochrom c 
+ ~s 
rettich- 

peroxydase 

(+) 
(+) 
(+) 

+ / §  
§  

Enzymaktivit~t 0 =negativ, (+) ~--schwach positiv, + ~positiv, + + :deutlich posi- 
tiv, + + +=stark  positiv. 

bei dem starken geaktionsausfall  in den Gewebeleukocyten in erster Linie um 
die Aktivit~t einer Peroxydase handelt, wie sie auch in den entsprechenden Blut- 
und Knochenmarkselementen nachweisbar ist (s. Tabelle 2). Der Befund einer 
solchen ,,Myeloperoxydase" (M-Nadireaktion) in den Gewebseosinophilen ist 
bereits seit li~ngerem bekannt  (v. M()LLENDOI~FF). Allerdings wurde die Spezifit~t 
dieses Enzymnachweises fiir myeloische Blutzellen mehrfach - -  in jfingster Zeit 
unter  anderem von F~ITSC~I sowie FASS~:E - -  angezweifelt. So soll die Per- 
oxydasereaktion (in der Modifikation yon SOHOMMEL~EDER) nicht nur in den 
ringkernigen Zellen des Mgusemesenteriums (,,Cricokaryocyten", FASSKE) son- 
dern in nahezu allen Zellen der Taches laiteuses positiv ausfallen (F~ITSCH). 
Dieser Befund ist nicht verwunderlich, da mit  der yon SCEOMMELFEDEP~ an- 
gegebenen Modifikation der G-Nadi-Reaktion auSer der Mye]operoxydase die 
in allen tierischen Zellen vorkommende Cytochromoxydase erfaSt wird. Auch 
bei den vorliegenden Untersuchungen war zwar nach Zugabe yon Cytochrom c 
zum Reaktionsgemisch eine deutliche Enzymaktiviti~t in s~mt]ichen Zellen des 
subcutanen Bindegewebes feststellbar (Abb. 3c). Hiervon unterscheidet sich 
jedoch die nur in den ringkernigen Gewebeleukocyten kr~ftige Reaktion ohne 
Cytochrom c-Zusatz, die durch Meerrettichperoxydase bzw. Katalase gehemmt 
wird. Dieses Enzym lie[~ sich hierdurch eindeutig yon der in allen Ze]len - -  in 
geringer Aktiviti~t auch in den Gewebseosinophilen - -  vorkommenden Cyto- 
chromoxydase abgrenzen. Der l~eaktionsausfall in den Gewebeleukocyten ent- 
spricht vielmehr vSllig dem Nachweis einer Myeloperoxydase, also eines Fer- 
mentes, das nicht nur mit  dem ursprfinglich yon WI~XLE~ und GaAEFF an- 
gegebenen M-Nadigemisch histochemisch nachweisbar ist sondern auch bei bio- 
chemischen Untersuchungen (AG~E~; TAKIKAWA U.a .  ; SCHULTZ U. KAMINKER ; 

AI~OREX) neben der Cytochromoxydase in den myeloischen Zellen gefunden 
wurde. 

In  nichtringkernigen Zellen, die als Ubergangsformen yon den Fibroblasten 
zu den Gewebeleukocyten angesehen werden kSnnten, war eine derart  definierte 
Myeloperoxydase nie nachweisbar. Zwischenstufen wurden ja besonders yon 
v. M6IJLENDOgFF als wesentliche Stfitze ffir eiue Entstehung der Gewebeleuko- 
cyten aus den ortssts Bindegewebezellen herangezogen. Als weitere 
l~bergangsformen gelten auch ringkernige Zellen, denen eine eosinophile Granu- 
lation fehlt und die eine schwi~chere Oxydasereaktion aufweisen. Auch bei den 
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vorliegenden Untersuehungen fanden sieh in Hgutchenpri~paraten aus sub- 
cutanem Bindegewebe der Maus, besonders bei Versuehstieren mit struppigem 
Fell und dureh Bigwunden hervorgernfenen entzfindliehen Hantreaktionen, 
Gewebeleukoeyten ohne eosinophile Granulation. In diesen Zellformen lie6 sieh 
jedoeh im Gegensatz zu den eosinophil granulierten Zellen Naphthol ASD- 
Chloroaeetat-Esterase nachweisen. Sie entspreehen daher aufgrnnd ihrer Enzym- 
ausstattung neutrophilen Granulocyten (MoLo~Eu u. Mi~arb.). tIiermit in Ein- 
klang steht aueh die yon mehreren Autoren festgestellte sehw/iehere Peroxydase- 
aktivitgt dieser Zellen, ein Befund, der bereits yon HAMFE~L zur Differenzierung 
yon neutrophilen und eosinophilen Granulocyten in der mensehliehen Magen- 
sehleimhaut benutzt wurde. 

Neben den bereits erw~hnten Fermenten (alkalische Phosphatase, Myeloper- 
oxydase) weiehen die Gewebeleukoeyten gegentiber den ortsst~ndigen Binde- 
gewebszellen aueh in ihrem sonstigen Enzymgehalt z.T. deutlieh ab (s. Tabelle 1). 
So zeigen die ringkernigen Zellen des subeutanen Bindegewebes eine negative 
bzw. nur sehwaeh positive Esteraseaktivit/~t, im Gegensatz zum deutlichen 
Igeak~ionsausfallin den Fibroblasten (e-Naphthylacetat-Esterase) und ttistiocyten 
(Naphthol AS-Acetat-Esterase). Sie stimmen andererseits auch hier mit den 
entsprechenden Blur- und Knochenmarkszellen fiberein. 

Die vorliegenden Untersuehungen am normalen, nicht entzfindlich ver- 
s subcutanen Bindegewebe yon Ratte und Maus sollten in erster Linie 
einen Beitrag zur besseren Charakterisierung der dort auftretenden Gewebe- 
leukocyten liefern. Diese Experimente stellen gewissermaBen eine ,,Bestand- 
aufnahme" ffir weitere Untersuchungen dar. Die festgestellte v611ige ])berein- 
stimmung im Enzymmuster der Gewebeleukocyten mit den entsprechenden 
Bint- und Knochenmarkszellen erf/~hrt zwar dutch neuere bausteinhistochemische 
Untersuchungen yon G/3TttEI~T und K6HLER an den Gewebeleukocyten des 
Kaninchens eine weitere Bestg~igung und Erg/~nzung. Zur Frage nach der I-Ier- 
kunft der Gewebeleukocyten kSnnen diese Ergebnisse jedoeh noch keine end- 
g/iltige Kl/~rung herbeiffihren. Itierzu sind weitere histochemische Untersuchungen 
erforderlich, die vor allem die systematische Beobachtung der Vorgs am 
entz/indeten Bindegewebe einschlieBen mfissen. 

Zusammenfassung 
Vergleichende enzymhistochemisehe Untersuchungen an H/~utchenprs 

aus normalem, nicht entzfindlich ver~ndertem Bindegewebe sowie an Blut- und 
Knochenmarksausstriehen yon Maus und Ratte haben gezeigt, dab das Enzym- 
muster der Gewebseosinophilen mit der Fermentausstattung der entsprechenden 
Blut- und Knochenmarkszellen vSllig fibereinstimm~. Dabei liel3en sich auch, 
vor allem beim Nachweis der alkalischen Phosphatase, die speciesbedingten 
Unterschiede der Enzymaktivit/~t der Bluteosinophilen in den Gewebeeosino- 
philen gleicher Tierart wiederfinden. 

Im Gegensatz dazn wichen die Fibroblasten und Histiocyten des subcutanen 
Bindegewebes in ihrem Enzymgehalt yon den Gewebseosinophilen deutlich ab. 

Die Gewebeleukocyten besaBen ebenso wie die neutrophilen und eosinophilen 
Blur- und Knochenmarkszellen eine starke Aktivit/it der Myeloperoxydase, die sich 
yon der in allen Zellen vorkommenden Cytochromoxydase eindeutig abgrenzen lieB. 

Virchows Arch. path.  Anat. ,  13d. 338 ] 0  
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A comparat ive  enzyme-his tochemica l  s tudy of the  tissue leukocytes,  blood cells 
and connective t issue cells of the mouse and rat 

Summary 
The enzyme-h is tochemica l  s tudies  pe r fo rmed  in cells of non inf lamed connec- 

t ive  t issue,  b lood  and  bone m a r r o w  showed, t h a t  the  enzyme p a t t e r n  of the  
t issue eosinophiles is ident ica l  to  t h a t  p resen t  in the  blood eosinophiles.  Fu r the r -  
more,  the  enzyme species borne  differences of the  mouse and  r a t  b lood eosino- 
philes,  could be found  as well in the  t issue eosinophiles,  especial ly  in regard  to  
the  a lkal ine  phoslohatase.  

I n  cont ras t ,  a clear difference was found  be tween  the  enzyme con ten t  of the  
f ibroblas ts  and  h is t iocytes  and  t h a t  of the  t issue eosinophi]es. 

The  t issue leukocytes  as well as the  neut rophi les  and  the  eosinophi les  in  
b lood and  bone mar row showed a s t rong mye ioperox idase  ac t iv i ty .  Such reac t ion  
could be sha rp ly  ou t l ined  f rom the  cy tochrome  oxidase reac t ion  presen t  in all 
cells. 
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