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(Bingegangen am 21. Juli 1964)

Im lockeren Bindegewebe der Nager, insbesondere bei Ratte und Maus,
finden sich in unterschiedlicher Zahl Zellen mit deutlich eosinophil granuliertem
Cytoplasma und ringférmigem Kern, die als Gewebeleukocyien bzw. Gewebs-
eosinophile bezeichnet werden. Diese Zellen sind ein regelmaBiger Bestandteil
des normalen, nicht entziindeten Bindegewebes der Subcutis (Maximow, Bex-
NINGHOTFF; V. MOLLENDORF; STOCKINGER; RYTOMAA), wo sie bei der Maus ver-
einzelt etwa 3 Wochen, bei der Ratte 3 Monate nach der Geburt auftreten, um
dann spéter an Zahl zuzunehmen.

Eosinophile Gewebeleukocyten werden auch in einer Reihe anderer Organe und Gewebe
der Ratte und Maus beobachtet (RyT6maa). So treten sie z.B. im Uterus dieser Tiere in
bestimmten Cyclusphasen (offenbar unter dem Einflull der Oestrogenproduktion) in grofer
Zahl auf (Homma; GANSLER; BIErsiNG und Borerin). Diese Zellen sind jedoch nicht mit
den von HampPERL im menschlichen Endometrium beschriebenen ,,endometrialen Kérnchen-
zellen‘* identisch.

Die Ansichten iiber die kausale und formale Genese der Gewebseosinophilen
gehen weit auseinander, ohne daf bisher in dieser Frage eine endgiltige Kldrung
herbeigefithrtt werden konnte. Die Vielfalt der Meinungen 1iBt sich in zwei
Haupthypothesen zusammenfassen, zwischen denen es flieBende Uberginge gibt
(Lit. bei DoNTENWILL u. R1x; Gross u. GED1gK; RyTomaa): Auf der einen
Seite wurde in Ubereinstimmung mit der Cohnheimschen Entziindungslehre
besonders von Maximow das Auftreten von eosinophilen Granulocyten im sub-
cutanen Bindegewebe auf eine Emigration der entsprechenden Blutzellen zuriick-
gefithrt. Demgegeniiber vertraten vor allem v. MOLLENDORFF sowie in neuerer
Zeit eine Reihe weiterer Autoren (CHU; GUSEK; JAFFE u. DoMINGUEZ; PaPra-
cHARALAMPOUS) die Ansicht, daf die Gewebeleukocyten aus ortsstindigen Binde-
gewebszellen, und zwar in erster Linie aus Fibroblasten entstehen.

Die bisherigen Untersuchungen wurden vorwiegend mit den iiblichen histo-
logischen Firbeverfahren durchgefithrt, deren Ergebnisse — wie die lebhafte
Diskussion auch in der neueren Literatur zeigt — sehr unterschiedlich inter-
pretiert werden. Eine weitere Klirung in der Frage nach der Genese und Zu-
gehorigkeit der Gewebseosinophilen war von der Anwendung enzymbhisto-
chemischer Methoden zu erwarten.

Wir sind daher der Frage nachgegangen, ob das histochemisch erfaBbare Enzym-
muster der Gewebeleukocyten dem der Blutleukocyten einerseits oder dem der
ortsstéindigen Bindegewebszellen andererseits entspricht. Die vorliegenden Unter-

* Herrn Prof. Dr. H. HAMPERL zum 65. Geburtstag gewidmet.
** Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.
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suchungen wurden an Hautchenpriparaten aus normalem, nichtentziindetem
subcutanem Bindegewebe von Maus und Ratte sowie an Blut- und Knochen-
markausstrichen durchgefithrt.

Material und Methodik

Als Versuchstiere dienten je 20 erwachsene Wistar-Ratten (Gewicht: 200—300 g) und
N.M.R.L.-Mause (Gewicht: 30—40g) beiderlei Geschlechts. Die Tétung erfolgte durch
Dekapitation.

1. Herstellung der Hiutchenpriparate. Die Riickenhaut wurde mit der Schere in der
Léngsrichtung tiber der Wirbelsdule gespalten und zur Seite geschlagen. Das in groBer Aus-
dehnung freigelegte lockere subcutane Bindegewebe wurde anschlieBend mit feiner Schere
und Pinzette in Form ca. 1—2 cm? grofler Héutchen abpréipariert und in noch feuchtem
Zustand mit Prapariernadeln auf entfettete Objektiriger aufgezogen, wobei ein stiirkeres
Ziehen oder Zupfen vermieden wurde. Die luftgetrockneten Héutchenpraparate wurden vor
den einzelnen Enzymnachweisen fixiert (s. unten).

2. Blut- und Knochenmarkausstriche. Blutausstriche wurden von Schwanzvenenblut oder
dem bei der Dekapitation der Tiere anfallenden arteriellen Blut hergestellt. Knochenmark
wurde mit der Préipariernadel aus dem Femur entnommen und in diinner Schicht auf ent-
fettete Objekttriger ausgebreitet. Die Ausstrichpriparate wurden nach Lufttrocknung in
gleicher Weise wie die Hautchenpriparate fixiert und weiterbehandelt.

3. Fixierung. Die luftgetrockneten H&utchen- und Ausstrichpriparate wurden 10 min
in neutralem Formalin-CaCl, (BARER) oder 30 sec in Methanol-Formol (9:1) bei 4° C fixiert,
anschlieBend 10 min unter flieBendem Leitungswasser gespiilt und erneut luftgetrocknet.
Fur den Nachweis der Cytochromoxydase bzw. Peroxydase wurden in der Regel unfixierte
Praparate verwendet.

4. Enzymhistochemische Nachweisreaktionen. «) Alkalische Phosphatase. (Azofarbstoff-
methode nach Karrow). Inkubationszeit: 30 min.

b) Saure Phosphatase. (Azofarbstoffmethode nach BArRKA u. ANDERSON) Inkubations-
zeit: 21/, Std.

¢) a-Naphthylacetat-Esterase. (Davis u. OrRNSTEIN) Inkubationszeit: 15 min.

d) Naphthol AS-Acetat-Fsterase. o) Modifizierte Azofarbstoffmethode: 5 mg Naphthol AS-
Acetat in 0,5 ml Aceton losen; Zugabe von 15ml 0,1 M Michaelis-Veronalnatriumpuffer-
losung und 1,4 ml hexazotiertem Pararosanilin (Barxka); Aqua dest. ad 50 ml; auf pH 6,8
einstellen. — Inkubationszeit: 70 min.

f) Azofarbstoffmethode nach LOFrLER. Inkubationszeit: 70 min.

e) Naphthol ASD-Chloroacetat-Esterase. (MoLONEY u. Mitarb.) Inkubationszeit: 30—60
min.

f) Cytochromoxydase/ Peroxydase (BursToNE). Inkubationszeit: 1 Std.

Dem Reaktionsgemisch (15 mg p-Aminodiphenylamin +15 mg 8-Amino-1, 2, 3, 4-tetra-
hydrochinolin) wurde in parallel durchgefithrten Versuchen auf 50 ml entweder 5 mg Katalase
(Boehringer KAT-I1 15674) oder 50 mg Meerrettich-Peroxydase (Boehringer POD-I 15301)
zugefiigt, gegebenenfalls zusitzlich 20 mg Cytochrom ¢ (Boehringer CYT-C 15143) (s.
Tabelle 2).

Die Spezifitit der einzelnen Enzymnachweise wurde durch entsprechende Kontrollreak-
tionen (Weglassen des Substrates, Hitzeinaktivierung, Zusatz von spezifischen Inhibitoren
usw.) geprift.

5. Histologisehe und himatologische Firbungen. a) Masizellenfirbung (nach LENNERT u.
SCHUBERT).

b) Eosinophilenfirbung (GorpsteIiN). In Abinderung der Originalmethode wurde nach
der Fiarbung mit Orcein kurz in 70%igem Isopropanol differenziert.

In besonderen Versuchen wurden die Farbprodukte bestimmter Fermentreaktionen (alka-
lische Phosphatase, Myelopercxydase, Napthol ASD-Chloroacetat-Esterase) in der auf- und
absteigenden Alkoholreihe ausgewaschen und am gleichen Priparat die eosinophilen Granula
mit Orcein spezifisch dargestellt. Die Ergebnisse wurden jeweils photographiert und die
dabei gewonnenen Bilder verglichen.
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Ergebnisse
1. Untersuchungen an Hiutchen- und Ausstrichpriiparaten der Maus. Bei der
Maus besitzen die Gewebeleukocyten der Subcutis einen recht chromatindichten
ringférmigen Kern mit relativ kleiner zentraler Aussparung. Wihrend die duflere
Begrenzung des Ringkernes glatt erscheint, zeigt der innere Rand besonders bei

Abb. 1a u. b. Nachweis der alkalischen Phosphatase an Hiutchenpraparaten aus subcutanem Binde-

gewebe. a Maus: Die Gewebeleukocyten zeigen keine Enzymaktivitat. Deutliche Reaktion der Blut-

capillaren. b Ratte: Die iiberwiegende Zahl der Gewebseosinophilen besitzt eine starke Aktivitit

der alkalischen Phosphatase. Fibroblasten und Histiocyten bleiben ungeféirbt; positiver Reaktions-
ausfall in den Endothelschlduchen der Blutcapillaren

stirkerer VergroBerung eine feine Zahnelung. Die bei der Orceinfirbung deutlich
darstellbaren Granula umgeben h#ufig mantelartig den ringformigen Kern.

In den Hautchenpréparaten der Subcutis dlterer Versuchstiere mit struppigem Fell und
durch Bibwunden hervorgerufenen entziindlichen Hautreaktionen fielen neben den beschrie-
benen Gewebseosinophilen auch ringkernige Zellen ohne eosinophile Granulation auf. Die
Kerne dieser Zellen waren hiufig stirker segmentiert und entsprachen morphologisch eher
den neutrophilen Granulocyten des Blutes. Auch hinsichtlich ihres Enzymmusters unter-
schieden sie sich von den typischen Gewebseosinophilen der Subeutis (s. unten).
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a) Alkalische Phosphatase (Abb. la). Die eosinophilen Leukocyten zeigten
— ebenso wie die Zellen der neutrophilen Entwicklungsreihe — sowohl in den
Héutchen- als auch in den Ausstrichpriparaten keine cytochemisch erfaBbare
Aktivitdt der alkalischen Phosphatase. Histiocyten und Fibroblasten im sub-
cutanen Bindegewebe blieben ebenfalls ungefirbt, im Gegensatz zur deutlichen
Enzymaktivitat der Blutcapillaren.
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Abb. 2a—d. Histochemische Darstellung verschiedencr hydrolytischer Enzyme an Hiutchenprapa-
raten aus subcutanem Bindegewebe der Maus. a Saure Phosphatase: Unterschiedlicher Reaktions-
ausfall in den ortsstdndigen Bindegewebszellen; fehlende Aktivitat in den ringkernigen Zecllen.
b «-Naphthylacetat-Esterase: Xraftige Aktivitat in den haufig sternformig verzweigten Fibroblasten
schwache Reaktion in den Histiocyten. Die Gewelseosinophilen bleiben ungefarbt. ¢ Naphthol AS-
Acetat-Esterase: Deutliche Reaktion der histiocytaren Zellformen; Fibroblasten hochstens schwach
positiv. Geringe Enzymaktivitit in den ringkernigen Zellen. d Naphthol ASD-Chloracetat-Esterase:
Gewebseoginophile, Fibroblasten und Histiocyten ohne Fermentaktivitdt. Starker Reaktionsausfall
in den Mastzellen
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b) Saure Phosphatase (Abb.2a). Weder die Gewebeleukocyten noch die
eosinophilen und neutrophilen Granulocyten des Blutes und deren Vorstufen
im Knochenmark wiesen eine cytochemisch erfalbare Aktivitdt dieses Enzyms
auf. Fibroblasten und histiocytire Zellen des subcutanen Bindegewebes zeigten
einen unterschiedlichen Reaktionsausfall. Wéihrend sich ein Teil der Binde-
gewebszellen negativ verhielt oder nur schwach angefdrbt war, besaBen andere
(aktivierte ?) Zellen eine stérkere Aktivitit der sauren Phosphatase.

¢) a-Naphthylacetat-Esterase (Abb. 2b). Ebenso wie die eosinophilen und
neutrophilen Blutzellen liefen die Gewebeleukocyten in der Subcutis keine
Aktivitdt der «-Naphthylacetat-Esterase erkennen. Im Gegensatz dazu traten
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die hiufig sternformig verzweigten Fibroblasten durch eine kréiftige Enzym-
aktivitdt hervor. Die histiocytdren Zellformen reagierten negativ bis schwach
positiv.

d) Naphthol AS-Acetat-Esterase (Abb. 2¢). Die Gewebeleukocyten besafen
eine schwache Aktivitit der Naphthol AS-Acetat-Esterase. Dem entsprach auch
der Reaktionsausfall in den eosinophilen und neutrophilen Blut- und Knochen-
markzellen. Die haufig in Grappen zusammenliegenden histiocytéren Zellen des
subcutanen Bindegewebes zeigten eine mé&Big deutliche bis kriftige Naphthol-
AS-Acetat-Esteraseaktivitdt, wéhrend die Fibroblasten nur schwach angefarbt
waren.

e) Naphthol A SD-Chloroacetat-Esterase (Abb. 2d). Dieses Enzym war weder
in den eosinophilen Zellen des Gewebes und Blutes bzw. Knochenmarks noch in
den Histiocyten und Fibroblasten nachweisbar. Einen starken Reaktionsausfall
zeigten dagegen die Mastzellen des subcutanen Bindegewebes.

Bei den oben erwihnten dlteren Versuchstieren mit entziindlichen Hautreaktionen fanden
sich in den Hautchenpriparaten auch positiv reagierende ringkernige Zellen. Dabei war das
Reaktionsprodukt zumeist im Innern des Ringkernes lokalisiert. Durch eine der Enzym-
reaktion angeschlossene Eosinophilenfirbung an ein und demselben Priparat (s. S. 131) lie
sich feststellen, daB die ASD-Chloroacetat-Esterase-positiven ringkernigen Zellen nickht eosino-
phil granuliert waren. Im Gegensatz dazu zeigten die enzymnegativen Gewebeleukocyten
in den umgefirbten Préparaten eine deutliche eosinophile Granulation des Cytoplasmas.

f) Cytochromoxydase/ M yeloperoxydase. Bei Verwendung der von BURSTONE
angegebenen Reagentien zeigten die Gewebeleukocyten eine kriftige, granulir
verteilte Aktivitdt, wihrend die tbrigen Zellelemente des subcutanen Binde-
gewebes nur sebr schwach reagierten (Abb. 3a). Nach vorausgehender Spiilung
der Héautchenpriaparate in physiologischer Kochsalzlosung oder Fizierung in
Formalin-CaCl, wurde die schwache Fermentaktivitdt in den Histiocyten und
Fibroblasten vollig unterdriickt, wihrend der deutlich positive Reaktionsausfall
in den Gewebeleukocyten unbeeinfluBlt blieb. Andererseits fiel der Enzym-
nachweis in den ringkernigen Zellen bei Zusatz von Katalase bzw. Meerrettich-
Perozydase zum Inkubationsmedium negativ aus, wihrend die Bindegewebs-
zellen ihre schwache Fermentaktivitdt behielten (Abb.3b). Die Zugabe von
Cytochrom ¢ fithrte zu einer deutlichen Verstirkung des Reaktionsausfalls in den
Histiocyten und Fibroblasten bei gleichbleibend starker Enzymaktivitdt in den
Gewebseosinophilen (Abb. 3¢). Wurde dem Reaktionsansatz Katalase bzw.
Meerrettich-Peroxydase zusammen mit Cyfockrom ¢ zugesetzt, so fand sich in
den Histiocyten und Fibroblasten die durch Cytochrom ¢ bedingte, bereits er-
wahnte Aktivitdtszunahme, wihrend in den ringkernigen Zellen eine deutliche
Abschwichung der Enzymaktivitdt nachweisbar war (Abb. 3d). Der Reaktions-
ausfall in den eosinophilen Zellen des Blutes und Knochenmarks wies ein analoges
Verhalten auf.

2, Untersuchungen an Hiutchen- und Ausstrichpriparaten der Ratte. Die im
lockeren subcutanen Bindegewebe der Ratte anzutreffenden Gewebeleukocyten
besitzen einen chromatindichten, ringférmigen Kern, dessen Offnung etwa ein
Drittel des Kerndurchmessers ausmacht. Die Kernringe erscheinen nicht selten
entrundet oder zu einer Achterform verschlungen. Scheinbare Aufbriiche,
Segmentierungen oder Stabformen des Zellkerns, wie sie in Schnittpraparaten
durch die Subcutis nachweisbar sind, konnten in den vorliegenden Hautchen-
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praparaten nicht oder hochstens andeutungsweise festgestellt werden. Das
Cytoplasma dieser Zellen ist von dicht liegenden eosinophilen Granula ein-
genommen, die gelegentlich nur einen kleinen rundlichen Cytoplasmabezirk im
Zentrum der Ringkerne aussparen. Alle im normalen, nichtentziindeten sub-
cutanen Bindegewebe der Ratte nachweisbaren ringkernigen Zellen waren eosino-
phil granuliert.

‘.’1 -
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Abb. 3a—d. Differenzicrte Darstellung von Myeloperoxydase und Cytochromoxydase an Hiutchen-
praparaten aus subcutanem Bindegewebe der Maus (Erlauterung s. Text). a Inkubation (nach BUR-
STONE) ohne Zusatz: Starke Aktivitét der ringkernigen Zellen. Schwache Reaktion der tibrigen Zellen.
b Zugabe von Katalase zum Reaktionsgemisch: Fehlende Reaktion in den Gewebseosinophilen (—)
(Kernfarbung mit Hémalaun!). Die schwache Aktivitit in den Histiocyten und Fibroblasten bleibt
erhalten. ¢ Zusatz von Cytochrom c: Deutliche Verstarkung des Reaktionsausfalls in den Histiocyten
und Fibroblasten bei gleichbleibend starker Enzymaktivitit in den ringkernigen Zellen. d Zugabe
von Katalase + Cytochrom ¢: Gewebseosinophile (—) nur schwach positiv, im Gegensatz zur starken
Aktivitat der iibrigen Zellen des subcutanen Bindegewebes

@) Alkalische Phosphatase (Abb. 1b). Die ringkernigen Leukocyten des sub-
cutanen Bindegewebes zeichneten sich — im deutlichen Gegensatz zur Maus —
zum groBen Teil durch eine zumeist kraftige Reaktion der alkalischen Phos-
phatase aus; nur etwa ein Drittel der Gewebeleukocyten blieb ungefirbt.
AuBer den Gewebseosinophilen kamen beim Nachweis der alkalischen Phos-
phatase lediglich noch die Endothelschlsuche der Bluteapillaren zur Darstellung,
wihrend sich die ortsstdndigen Bindegewebszellen (Fibroblasten, Histiocyten,
Mastzellen) enzymnegativ verhielten.

In Ausstrichpriparaten besalen die eosinophilen und neutrophilen Granulo-
cyten im Blut und deren Vorstufen im Knochenmark zum uberwiegenden Teil
ebenfalls eine starke Aktivitit der alkalischen Phosphatase.

DaB dieser Reaktionsausfall tatsichlich auch den eosinophilen Blutzellen und nicht
nur — wie bereits bekannt — den neutrophilen Granulocyten und deren Vorstufen zuzuordnen
ist, konnte durch eine der alkalischen Phosphatasereaktion angeschlossene Eosinophilen-
farbung an ein und demselben Ausstrichpraparat mit jeweiliger photographischer Wiedergabe
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identischer Stellen des Priparates (s. S. 131) bestétigt werden. Im Knochenmark der Ratte
wiesen die verschiedenen neutrophilen und eosinophilen Entwicklungsstufen bereits vom
aberwiegenden Teil der Myelocyten an eine deutliche alkalische Phosphataseaktivitit auf.
Im peripheren Blutausstrich waren nahezu alle myeloischen Zellen phosphatasepositiv (mit
unterschiedlicher Reaktionsstérke). Eine statistisch signifikante Auszahlung der alkalischen
Phosphataseaktivitdt in den reifen Bluteosinophilen allein war wegen ihrer geringen Zahl
im peripheren Blutausstrich (<<5%) nicht moglich.

b) Saure Phosphatase. Bei Einstellung des Inkubationsmediums auf pH 5,0
zeigten weder die Gewebeleukocyten noch die eosinophilen und neutrophilen
Granulocyten des Blutes und deren Vorstufen im Knochenmark eine Aktivitat
der sauren Phosphatase. Bei pH 6,0—7,0 trat jedoch ein zunehmender Reaktions-
ausfall in den meisten ringkernigen Zellen sowohl in den Hautchen- als auch in
den Ausstrichpriparaten vom peripheren Blut und vom Knochenmark auf. Das
Verteilungsmuster entsprach weitgehend dem der alkalischen Phosphatase bei
pH 9,0.

¢) a-Naphthylacetat-Esterase. Die Gewebseosinophilen und die entsprechenden
Blut- und Knochenmarkszellen zeigten im allgemeinen nur eine schwache
Aktivitdt der «-Naphthyl-Esterase. Histiocytdre Zellen und Fibroblasten des
subcutanen Bindegewebes wiesen eine geringe Anférbung ihres Cytoplasmas auf.
Nur vereinzelte, am ehesten aktivierten Fibroblasten entsprechende Zellformen
lieBen eine starkere Reaktion dieses Enzyms erkennen.

d) Naphthol AS-Acetat-Esterase. Die ringkernigen Zellen des subcutanen
Bindegewebes zeigten - ebenso wie die Bluteosinophilen — eine leichte An-
farbung ihres Cytoplasmas. Einen stirkeren Reaktionsausfall wiesen die Mast-
zellen auf, wihrend Histiocyten und Fibroblasten zumeist nur schwach positiv
reagierten.

e) Naphthol A SD-Chloroacetat-Esterase. Weder im Gewebe noch im Blut bzw.
Knochenmark wiesen die eosinophilen Leukocyten eine cytochemisch erfafibare
Aktivitdt dieses Enzyms auf. Ungefarbt blieben auch die histiocytéren Zellen
und Fibroblasten. Lediglich in Mastzellen war eine deutliche Enzymaktivitat
nachweisbar.

f) Cytochromoxydase| M yeloperoxydase. Die Ergebnisse dieser Enzymreaktion
entsprechen auch unter den verschiedenen modifizierten Versuchsbedingungen
vollig den Befunden bei der Maus (s. S. 134).

Diskussion

Uberblickt man die hier mitgeteilten Ergebnisse vergleichender enzymbhisto-
chemischer Untersuchungen (s. Tabelle 1), so 1aBt sich feststellen, dal das
Enzymmuster in den Gewebeleukocyten bei der Maus und Ratte véllig mit der
Fermentausstattung in den morphologisch gleichartigen Blut- und Knochen-
markszellen tbereinstimmt. Im Gegensatz dazu bestanden im enzymbhisto-
chemischen Verhalten dieser Zellen z.T. deutliche Unterschiede gegeniiber den
Fibroblasten und Histiocyten des subcutanen Bindegewebes.

Rine Ubereinstimmung in der Knzymausstattung der Gewebe- und Blut-
leukocyten tritt besonders deutlich beim Nachweis der alkalischen Phosphatase
hervor. Dabei finden sich auch die speciesbedingten Unterschiede in der Enzym-
ausstattung der Bluteosinophilen bei den jeweiligen Gewebseosinophilen gleicher
Tierart wieder: Bei der Ratie zeichnen sich die meisten neutrophilen und eosino-
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Tabelle 1. Die Enzymakiivitit der Gewebseosinophilen im Vergleich zu Blut- und Bindegewebs-
zellen bei Maus und Ratte

conmophile|cosinophilenettrophile| biasten | Bistiooyten | A8
Mous

Myeloperoxydase . . . . +++ +++ ++ 0 0 0
Cytochromoxydase . . . (+) (+) (+) b s =
Alkalische Phosphatase . 0 0 0 0 0 0
Saure Phosphatase . . . 0 0 0 0—+ (+)—++ (+)
a-Naphthylacetat-Esterase 0 0 0 o (+) 0
Naphthol AS-Acetat-

Esterase . . . . . . . 0—+ 00—+ 00—+ (-+) 4+t +—a
Naphthol ASD-Chloro-

acetat-Esterase . . . . 0t 0 0—+ 0 0 + 4+

Raite

Myeloperoxydase . . . . 4+ + ++ 0 0 0
Cytochromoxydase . . . (+) (+) (+) b | A — +
Alkalische Phosphatase . [0—+++2{0—+++30—+++2 0 0 0
Saure Phosphatase . . . 0 0 0 0—+ + +
o-Naphthylacetat-Esterase (+) (+) (+) 0—++ 0—+ 0
Naphthol AS-Acetat-

Esterase . . . . . . . + + + (+) + ++
Naphthol ASD-Chloro-

acetat-Esterase . . . . 0 0 =+ 0 0 +++

! Nichteosinophile ringkernige Zellen: +.

2 Die iiberwiegende Zahl der Gewebe- und Blutleukocyten: stark positiv.

Enzymaktivitdt: 0=negativ, (+)=schwach positiv, += positiv, ++ = deutlich positiv,
+++ == stark positiv.

philen Blutgranulocyten durch eine starke Aktivitit dieses Enzyms aus (Moro-
~NEY; LorBacHER u. Mitarb.). Die gleiche Enzymreaktion zeigt an Héutchen-
praparaten des subcutanen Bindegewebes, dal die iiberwiegende Zahl der Gewebe-
leukocyten ebenfalls mit einer starken Aktivitdt der alkalischen Phosphatase
ausgestattet ist (Abb. 1b). Im Cegensatz dazu blieben die ortsstindigen Fibro-
blasten und Histiocyten ungefirbt. Im untersuchten normalen, nicht entziindlich
verdnderten subcutanen Bindegewebe fehlten auch enzympositive nickiringkernige
Zellelemente, die als sog. Ubergangsformen zwischen den Fibroblasten bzw.
Histiocyten und den Gewebeleukooyten angesehen werden kénnten. Solche
Zwischenstufen wiren schon deshalb zu erwarten, weil im Knochenmark der
Ratte — im Gegensatz zum Menschen — bereits in vielen Myelocyten ohne
Lochkern eine deutliche alkalische Phosphataseaktivitit nachweisbar ist.

Bei der Maus zeigen die myeloischen Zellen des Blutes und Knochenmarks
im Gegensatz zur Ratte keine cytochemisch nachweisbare alkalische Phosphatase-
aktivitit (GEorGIT u. GOLDENBRUNNER; METCALF u. Mitarb.). Véllig gleichartig
verhalten sich nun auch die Gewebeleukocyten im subcutanen Bindegewebe.
Auch hier bleiben diese Zellen voéllig ungefarbt — im Gegensatz zur deutlichen
Enzymaktivitdt der Blutcapillaren (Abb. 1a).

Eine weitere Analyse der Enzymaktivitit in den Gewebeleukocyten war bei
Verwendung der in neuerer Zeit von BURSTONE angegebenen Reagentien zum
Nachweis der Cytochromoxydase zu erzielen. Durch die beschriebenen Modifika-
tionen des Reaktionsansatzes (s. Tabelle 2) lie sich ndmlich zeigen, daB es sich
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Tabelle 2. Differenzierte Darstellung der M yeloperoxydase und Cytochromoxydase in Blut- und

Bindegewebszellen
Inkubationsmedium: p-Aminodiphenylamin + 8-Amino-1,2,3,4-tetra-
hydrochinolin (pH 7,4) (BURSTONE)
Cytochrom ¢
+ Meer- B + Cyto- +
Z?g;%z + Katalase| rettich- ;}-u%ﬁo . chrom ¢ I’;%ec‘;f_'
peroxydase + Katalase peroxydase
Gewebseosinophile +++ 0 0 +++ {+) (+)
Bluteosinophile . . +++ 0 0 + -+ (+) (+)
Blutneutrophile . . ++ 0 0 ++ (-+) (+)
Fibroblasten . . . (+) (+) (+) +/++ +/++ +/++
Histiocyten . . . + + + ++/+++ | A+ | A+

Enzymaktivitit: 0=negativ, (+)=schwach positiv, -+=positiv, +-+=deutlich posi-
tiv, +++4 =stark positiv.

bei dem starken Reaktionsausfall in den Gewebeleukocyten in erster Linie um
die Aktivitdt 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 langerem bekannt (v. MOLLENDORFF). Allerdings wurde die Spezifitét
dieses Enzymnachweises fur myeloische Blutzellen mehrfach — in jingster Zeit
unter anderem von FRITSCH sowie Fassk® — angezweifelt. So soll die Per-
oxydasereaktion (in der Modifikation von ScHUMMELFEDER) nicht nur in den
ringkernigen Zellen des Méausemesenteriums (,,Cricokaryocyten, FAsskE) son-
dern in nahezu allen Zellen der Taches laiteuses positiv ausfallen (Frrrscm).
Dieser Befund ist nicht verwunderlich, da mit der von SCHOUMMELFEDER an-
gegebenen Modifikation der G-Nadi-Reaktion auBer der Myeloperoxydase die
in allen tierischen Zellen vorkommende Cytochromoxydase erfaft wird. Auch
bei den vorliegenden Untersuchungen war zwar nach Zugabe von Cytochrom c
zum Reaktionsgemisch eine deutliche Enzymaktivitit in sémtlichen Zellen des
subcutanen Bindegewebes feststellbar (Abb.3¢). Hiervon unterscheidet sich
jedoch die nur in den ringkernigen Gewebeleukocyten kriftige Reaktion ohne
Cytochrom c-Zusatz, die durch Meerrettichperoxydase bzw. Katalase gehemmt
wird. Dieses Enzym lieB sich hierdurch eindeutig von der in allen Zellen — in
geringer Aktivitit auch in den Gewebseosinophilen — vorkommenden Cyto-
chromoxydase abgrenzen. Der Reaktionsausfall in den Gewebeleukocyten ent-
spricht vielmehr véllig dem Nachweis einer M yeloperoxydase, also eines Fer-
mentes, das nicht nur mit dem ursprimglich von WiINKLER und GRAEFF an-
gegebenen M-Nadigemisch histochemisch nachweisbar ist sondern auch bei bio-
chemischen Untersuchungen (AGNER; TARKIRAWA u.a.; SCHULTZ u. KAMINKER;
ArcuEr) neben der Cytochromoxydase in den myeloischen Zellen gefunden
wurde.

In nichtringkernigen Zellen, die als Ubergangsformen von den Fibroblasten
zu den Gewebeleukocyten angesehen werden konnten, war eine derart definierte
Myeloperoxydase nie nachweisbar. Zwischenstufen wurden ja besonders von
v. MOLLENDORFF als wesentliche Stiitze fiir eine Entstehung der Gewebeleuko-
cyten aus den ortsstindigen Bindegewebezellen herangezogen. Als weitere
Ubergangsformen gelten auch ringkernige Zellen, denen eine eosinophile Granu-
lation fehlt und die eine schwichere Oxydasereaktion aufweisen. Auch bei den
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vorliegenden Untersuchungen fanden sich in H&utchenpriparaten aus sub-
cutanem Bindegewebe der Maus, besonders bei Versuchstieren mit struppigem
Fell und durch Bilwunden hervorgerufenen entziindlichen Hautreaktionen,
Gewebeleukocyten ohne eosinophile Granulation. In diesen Zellformen lieB sich
jedoch im Gegensatz zu den eosinophil granulierten Zellen Naphthol ASD-
Chloroacetat-Esterase nachweisen. Sie entsprechen daher aufgrund ihrer Enzym-
ausstattung neutrophilen Granuwlocyten (MoroNEY u. Mitarb.). Hiermit in Ein-
klang steht auch die von mehreren Autoren festgestellte schwéchere Peroxydase-
aktivitit dieser Zellen, ein Befund, der bereits von HampERL zur Differenzierung
von neutrophilen und eosinophilen Granulocyten in der menschlichen Magen-
schleimhaut benutzt wurde.

Neben den bereits erwihnten Fermenten (alkalische Phosphatase, Myeloper-
oxydase) weichen die Gewebeleukocyten gegeniiber den ortsstdndigen Binde-
gewebszellen auch in ihrem sonstigen Enzymgehalt z.T. deutlich ab (s. Tabelle 1).
So zeigen die ringkernigen Zellen des subcutanen Bindegewebes eine negative
bzw. nur schwach positive Esteraseaktivitdt, im Gegensatz zum deutlichen
Reaktionsausfallin den Fibroblasten («-Naphthylacetat-Esterase) und Histiocyten
(Naphthol AS-Acetat-Esterase). Sie stimmen andererseits auch hier mit den
entsprechenden Blut- und Knochenmarkszellen iiberein.

Die vorliegenden Untersuchungen am normalen, nicht entziindlich ver-
anderten subcutanen Bindegewebe von Ratte und Maus sollten in erster Linie
einen Beitrag zur besseren Charakterisierung der dort auftretenden Gewebe-
leukocyten liefern. Diese Experimente stellen gewissermaflen eine ,,Bestand-
aufnahme‘ fiir weitere Untersuchungen dar. Die festgestellte vollige Uberein-
stimmung im Enzymmuster der Gewebeleukocyten mit den entsprechenden
Blut- und Knochenmarkszellen erfihrt zwar durch neuere bausteinhistochemische
Untersuchungen von GUTHERT und KOHLER an den Gewebeleukocyten des
Kaninchens eine weitere Bestédtigung und Erginzung. Zur Frage nach der Her-
kunft der Gewebeleukocyten konnen diese Ergebnisse jedoch noch keine end-
giiltige Kldrung herbeifiihren. Hierzu sind weitere histochemische Untersuchungen
erforderlich, die vor allem die systematische Beobachtung der Vorgdnge am
entziindeten Bindegewebe einschlieBen miissen.

Zusammenfassung

Vergleichende enzymhistochemische Untersuchungen an Hautchenpriparaten
aus normalem, nicht entziindlich verdndertem Bindegewebe sowie an Blut- und
Knochenmarksausstrichen von Maus und Ratte haben gezeigt, daf das Enzym-
muster der Gewebseosinophilen mit der Fermentausstattung der entsprechenden
Blut- und Knochenmarkszellen vollig dbereinstimmt. Dabei lieen sich auch,
vor allem beim Nachweis der alkalischen Phosphatase, die speciesbedingten
Unterschiede der Enzymaktivitdt der Bluteosinophilen in den Gewebeeosino-
philen gleicher Tierart wiederfinden.

Im CGegensatz dazu wichen die Fibroblasten und Histiocyten des subcutanen
Bindegewebes in ihrem Fnzymgehalt von den Gewebseosinophilen deutlich ab.

Die Gewebeleukocyten besaBen ebenso wie die neutrophilen und eosinophilen
Blut- und Knochenmarkszellen eine starke Aktivitdt der Myeloperoxydase, die sich
von der in allen Zellen vorkommenden Cytochromoxydase eindeutig abgrenzen lief3.

Virchows Arch. path, Anat., Bd. 338 10



140 H. E. ScaAEFER und R. FiscHER:

A comparative enzyme-histochemical study of the tissue lenkocytes, blood cells
and conneetive tissue cells of the mouse and rat

Summary

The enzyme-histochemical studies performed in cells of non inflamed connec-
tive tissue, blood and bone marrow showed, that the enzyme pattern of the
tissue eosinophiles is identical to that present in the blood eosinophiles. Further-
more, the enzyme species borne differences of the mouse and rat blood eosino-
philes, could be found as well in the tissue eosinophiles, especially in regard to
the alkaline phosphatase.

In contrast, a clear difference was found between the enzyme content of the
fibroblasts and histiocytes and that of the tissue eosinophiles.

The tissue leukocytes as well as the neutrophiles and the eosinophiles in
blood and bone marrow showed a strong myeloperoxidase activity. Such reaction
could be sharply outlined from the cytochrome oxidase reaction present in all
cells.
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