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A. Einleitung. 
Das Interesse an histochemischen Enzymnachweisen hat in den 

letzten Jahren in erheblichem Mal3e zugenommen, da sich mit ihrer 
Hilfe neue Erkenntnisse fiber gewebliche und cellul~re Stoffweehsel- 
vorg~nge unter normalen und krankhaften Verh~ltnissen gewinnen 
]assen. Besonders die Zuordnung spezifischer Enzymwirkungen zu be- 
stimmten Zell- und Gewebsstrukturen gibt sowohl der Morphologie als 
aueh der Bioehemie mit anderen Methoden nieht zu gewinnende Befunde, 
die zu einem tieferen Verst~ndnis ffir die Beziehungen zwischen Gestalt 
und Funktion beitragen kSnnen. 

Wenn auch bereits zahlreiehe wiehtige Ergebnisse auf diesem Gebiet 
vorliegen, so w~re eine breitere Anwendung dieser Methoden aueh im 
Rahmen der allgemein-pathologischen Forschung dringend erwfinseht. 
Dies setzt aber sichere methodisehe Grundlagen voraus, woven leider 
noch nieht die Redo sein kalm. Daffir sprechen die Vielzahl der beschrie- 
benen Modifikationen und die dadurch bedingten untersehiedlichen Er- 
gebnisse verschiedener Untersueher. 

Die methodisehen Schwierigkeiten liegen vor allem in der Erha]tung 
der Enzymaktivit~t  und in der exakten Enzymlokalisation. Die Aktivi- 
tgt wird vor allem durch die Fixierung und die nachfolgenden zur tter- 
stellung der Gewebssehnitte notwendigen Ma~nahmen beeintr~ehtigt. 
Auf die Lokalisation ist ebenfa]ls die Fixierung, vet  allem aber aueh die 
Naehweismethode als solche yon EinfluS. 

Bei der Untersuehung menschlichen, vor Mlem autoptisch gewon- 
nenen Materials kommen noch die Einwirkungen durch die postmortalen 
bzw. autolytischen Vorg~nge hinzu. 

Da es gerade in der patho]ogischen Histologie hi~ufig notwendig 
wird, aueh das autoptische Material einer histoehemischen Analyse zu 
unterziehen, wird einer experimentellen Untersuehung fiber den EinfluB 
der autolytisehen Ver~Lnderungen bei einer bestimmten histochemischen 
Reaktion eine grundlegende Bedeutung zukommen. 

Die folgenden Versuche sollen zur Analyse dieser verschiedenen Fak- 
toren unter besonderer Berficksichtigung der Autolyse beitragen; sie 
beschr~nken sieh auf den Naehweis der Phosphatasen und Esterasen. 
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B. Methodik. 
1. Fixierung. 

Bei allen h is tochemischen  Enzymnachwe i sen  is t  die A r t  des F ix ie -  
rungsmi t te ]s  vor~ en t sche idender  Bedeu tung .  Es  sell  n i ch t  nur  die  
A k t i v i t ~ t  wei tgehend  erhal ten,  sondern  auch das  E n z y m  ,,in s i tu  
f ix ie ren"  und  ein ve to  his tologischen S t a n d p u n k t  mSglichst  gules  S t ruk-  
t u r b i l d  ergeben.  

Bekanntlich ist die Fixierung und Entw~sserung in kaltem Aeeton mit nach- 
folgender ParaffineinbeLtung die bisher am moisten zur Anwendung gekommene 
Methode. Die Aeetonfixierung beeintriiehtigt die Aktivit~t nicht sehr stark, aber 
die Paraffineinbettung fiihrt zu einem erhebliehen Aktivit~tsverlust. Das S~rukLur- 
bild ist infolge starker Sehrumpfung nieht besonders beffiedigend. 

Die Gefriertrocknung wird yon versehiedenen Untersnehern als die FIethode 
der Wahl bezeiehnet. Ihre Vorteile liegen in einem Minimum an Aktivit~tsverlust 
und optimaler Strukturerhaltung. Die danaeh notwendige Einbettung rail der 
Einwirkung hSherer Temperaturen wirkt sich natiirlich wieder ungtinstig auf  die 
Erh~ltung der Aktiviti~t aus. Zudem ist infolge der Kostspieligkeit der Appara- 
tur und der methodisehen Schwierigkeiten eine Anwendung .auf breiter Basis 
noeh nicht mSglieh. 

Die Herstellung nativer Gefriersehnitte diirfte in dieser Hinsieht am schonend- 
sten sein. Dabei besteht allerdings die Gefahr, dal~ am unfixierten Gewebe w~hrend 
der Inkubation das Enzymeiweil3 herausgelSst bzw. verlagert wird. 

Neuerdings wurde festgestellt (SELIG~AN, C~VNOEr und NAcrm~s, PEARSE), 
dab eine verh~ltnism~{~ig kurze Fixierung in kaltem Formalin die Aktivit~t ver- 
sehiedener Enzyme nut wenig beeintr~chtigt. Von derart fixiertem Material lassen 
sieh leieht Gefrierschnitte herstellen, so dab die schi~digende Paraffineinbettung 
umgangen werden kann. AuBerdem erh~lt man ein gules Strukturbild. 

Die  folgende,  auf G r u n d  der  Angaben  verschiedener  Unte r sucher  
[SELIGMAN, CHAU~OEY und  N A C H L A S ,  PEARSE] zus~mmenges te l l t e  
Tabel le  1 zeigt  zum Vergleioh die  W i r k u n g  der  Formal in -Gef f i e r -  und  
der  Ace ton -Pa ra f f i nme thode  auf d ie  A k t i v i t ~ t  yon  Phosph~ tasen  und  
Es te rasen .  Die  Zah]en geben den  p rozen tua len  Antc i l  der  e rha l t enen  
Ak t iv i t i i t  an. D a r i u s  e rg ib t  sich die  13berlegenheit  der  Fo rma l in -  
~ixierung besonders  deut l ich  b c i d e r  sauren  Phospha tase .  Von uns 
durchgefi ihr~e Verg le ichsuntersuchungen  konn ten  diese Befunde  be- 
s t~t igen.  

Tabelle 1. Restalctivitiit nach .Formalin-Go]tier- und Aeeton-Para//invorbehandlung. 
F o r m a l i n  l : 1 0  F o r m a l i n  1 :10  

F e r m e n t  

Alkalische Phosphatase . . 
Saure Phosphatase . . . .  
Esterase . . . . . . . .  

4 o C, 2 Std. 
Gefrierschnitt 

% 

4 ,  C, 24 S td .  
Gef r i e r sohn i t t  

% 

73 
79 
82 

2. Enzymnachweis. 

26 
55 
35 

Aceton 
4 o C, 24 Std. 

Paralfinschnitt 
% 

20--30 
5 - - 6  

10--40 

Die  yon GoMo~i ausgearbe i t e ten  Methoden  zum Nachweis  der  al-  
kal ischen und  sauren  Phosphg tase  be ruhen  au~ der  h is tochemischen  



306 WOLFSA~a GSss~R: 

Darstellung yon Calciumphosphat, das an der Stelle der Enzymaktiviti~t 
bei Inkubat ion der Gewebsschnitte mit  einem organischen Phosphatester 
bei Gegenwart von Calciumionen niedergeschlagen wird. An ihrer Spezi- 
fit~t ist wohl nicht zu zweifeln, allerdings ist die Diskussion fiber die 
Exakthei t  der Lokalisation, besonders im Hinblick auf das Auftreten 
yon Diffusions- und Adsorptionsartefakten noch nicht abgeschlossen. 
Solche Artefakte kSnnen natfirlich sowohl durch Verlagerung des Enzyms 
selbst als auch durch die Adsorption yon Zwischenprodukten, die im 
Laufe der Nachweisreaktion entstehen, hervorgerufen werden. Der Ver- 
gleich mit  einem auf anderem Prinzip beruhenden Enzymnachweis wfirde 
daher in dieser t t insicht eine wertvol]e Kontrolle darstellen. 

In  den letzten Jahren  wurde zuerst yon ME'TEN, JUDGE und GREEN 
spi~ter ve t  allem y o n  SELIGMA~ , ~NTACHLAS, ~/[AINVI-IEYMER, :FRIEDMAN und 
WOLF eine neue Methode zum Nachweis der Phosphatasen entwicke]t, 
die den gewiinschten Verg]eich ermSglicht. Dabei wird der enzymatisch 
abgespaltene alkoholische Anteil eines organischen Ph0sphorsi~ureesters 
und nicht wie bei der Gomori-Methode die Phosphorsi~ure nachgewiesen. 
Als Substrat  wird an Stelle des sonst fib]ichen Glycerophosphates ein 
Naphthylphosphat  verwendet.  Das dutch das Enzym freigesetzte Naph- 
thol wird dann sofort mit  einer Diazoniumverbindung gekuppelt, wobei 
ein unlSslicher Azofarbstoff entsteht. Die zun~chst in ihrer teehnischen 
Durchffihrung schwierige Methode konnte dureli die Anwendung stabiler 
Diazoniumsalze vereinf~cht werden. 

Nach demselben Prinzip lassen sich histochemiseh auch die Esterasen 
nachweisen. 

AuBer SELIGMAN und seinen Mitarbeitern haben sich vor allem 
DANIELLI, GO~O~I und P~A~SE mit  diesen Azofarbstoffmethoden befal~t. 

Wir haben in der ]etzten Zeit diese Methoden nachgeprfift und auch 
bei den Auto]yseversuchen angewendet, wobei sie sich durchaus bew~ihrt 
haben. Es ist dabei yon grol~em Vorteil, dal~ der Verlauf der Reaktion 
direkt unter dem Mikroskop beobachtet  werden kann und die Inkuba-  
tionszeiten verhi~ltnismi~Sig kurz sind. 

Zu diesen Azofarbstoffmethoden seien noch einige technische Be- 
merkungen vorausgeschickt. 

Die dabei auftretenden Schwierigkeiten liegen vor ahem in der Wahl eines 
geeigneten Diazoniumsalzes, das bei dem pH-Optimum des betreffenden Enzyms 
mSglichst schnell mit dem freiwerdenden ~aphthol zu einem unlSslichen, kr~ftig 
gefarbten Farbstoff kuppeln sell. Geht der Kupplungsvorgang zu langsam vet 
sich, so kann das Naphthol noch vor der Pri~cipitation in die Umgebung diffun- 
dieren, wodurch die Lokalisationsstreue der l~eaktion beeintrgchtigt wird. 

Leider sind die stabilen Diazoniumsalze in LSsung ziemlich unbestgndig und 
es entstehen braune Zersetzungsprodukte, die zu einer stSrenden Diffusfgrbung 
der Schnitte ffihren. 

Die Kupplungsfi~higkeit und die Zersetzung sind vom p~ abhgnglg. Dabei ist 
yon gewissem Naohteil, dal~ beide Prozesse im alkalischen Milieu begfinstigt werden. 
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Die folgende Tabelle 2 zeigt die Resultate nach Kupplung f/inI verschiedener 
Diazoniumsalze mit  u-Naphthol und sog. Naphtoel AS bei verschiedenem PH, 
und zwar sind jewei]s Farbe und Niederschlagsform des entstehenden Reaktions- 
produktes sowie der Grad der Zersetzung angegeben. Die besonders geeigneten 
](ombinationen sind hervorgehoben. 

Tabelle 2. Eigenscha/ten der Azo]arbsto//e nach Kupplung mit verschiedenen Basen 
an enzymatisch abgespaitene Naphthole. 

4-Benzoylamino- l 5-Nitro- o-Dianisidin 2.5-dimefhoxy- [ 4-Chlor-o- 5-Chlor-o- 
anisidin auilin [ anisidin toluidin 

! 
a-Naphthol 

PH 5.0 ! 
Farbe . . . (gelb) rotbrann (schwarzbraun) (gelb) braun 
Niederschlag. diffus feinkSrnig diffus diffus grobkSrnig 
Zersetzung gering gering gering gering keine 

Prt 7.4 
Farbe . . . orange sehwarz schwarz braunrot braunrot 
Niederschlag. feinkSrnig feinkSrnig feink6rnig grobkSrnig grobkSrnig 
Zersetzung gering gering gering gering keine 

Pn 9.2 
Farbe . . . .  braunrot schwarzbraun [ schwarz [ braunrot braurrrot I 
Niederschlag. feinkSrnig feinkSrnig ! [ fe inkSrnig feinkSrnig feinkSrnig 
Zersetzung stark stark I gering gering keine [ 

Naphtol A S  

Farbe . . . .  keine violett blau braunro t  grobkSrnig] 
Niederschlag. - -  grobkSrnig grobkSrnig feinkSrnig keine [ 
Zersetzung stark st~rk gering gering 

Diese Versuehe wurden ~n in der K/~lte formalinfixierten Gefrierschnitten yon 
Niere, Leber und Milz der Maus durehgeffihrt. 

Bei PH 5.0, also dem Optimum ffir die saure Phosphatase, erfolgt nur  mit dem 
o-Dianisidin eine ausreiehende Kupplung. Das 5-Chlor-o-toluidin zeichnet sich 
dureh eine unter den geprfiften Bedingungen fast vSllig fehlende Zersetzung aus. 

Die naehste Tabelle 3 gibt eine Zusammenstellung der schlieBlieh beim Naeh- 
weis der Phosphatasen und Esterasen angewandten Versuchsbedingungen. 

Tabelle 3. Versuchsbedingungen /i~r Azo/arbsto//methoden bei den untersuchten 
Enzymen. 

Tempe- I 
Ferment Substrat Puffer p ~ Aktivator ratur I Zeit 

C ! rain 

Alkalisehe 
Phosphatase 

Saure 
Phosphatase 

Esterase 

AS-Esterase 

~-Naphthyl- 
phosphat  

a-Naphthyl- 
phosphat 

~-Naphthyl- 
acetat 

Naphtol AS- 
acetat 

u Arch. Bd. 327. 

0.1 1Y[ Borat 

0.1 M Acetat 

0.1 M Fhosphat 

0.1 M Fhosphat 

9.2 

5.0 

7.4 

6.9 

MgC12 20 5--30 

20 60 

20 5--15 

20 30 

21 
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3. Be/unde an normalen Miiuseorganen. 

Wit haben nun zunitchst die Verteilung der alkMischen und sauren 
Phosphatase mit der Gomori- und Azo-Methode unter normalen Bedin- 
gungen vergleichend an Niere, Leber, Milz und Lunge der Maus unter- 
s u c h t .  

Die wesentlichen Befunde sind in der fo]genden Tabelle 4 zusammen- 
geste]]t. 

Tabelle 4. Verteilung der Phosphatasen in verschiedenen Organen : Vergleich zwischen 
Gomori- und Azo/arbsto]/-Methoden. 

Alkalische Saure Saute 
Organ Phosphatase Phosphatase Phosphatase 

Azo -Methode GOMORI AZO -Siethode 

Niere 

Leber 

Milz 

Lunge 

Alkalische 
Phosphatase 

GOI~ORI 

Tubuli cont. 
Cytoplasma + + 

Kerne @ -- 
]3OWMANsehe 
Kapsel + -~- 

Gefi~gwi~nde + + 
Mark -- -- 

Leberepithel 
Cytoplasma + + 
Kerne @ -- 
Endothel- 
zellen + + 

Gallen- 
capillaren + -~ 
Li~ppchenperipherie > -zentrum 

Gef&gw&nde + + + + + + 
Follikelrand- 
zone + + + + 

Follikel- 
zentrum + + 

Follikel > Pulpa 

Basalmembran 
(Bronchien) + + + + 

Alveolurdeck- 
zellen + + 

GefgBwgnde + + + + 

i~inde .~ + 
Mark + + 
Cytoplasma + 
Kerne + 
Glomeruli + + + 

Leberepithel 
Cytoplasma + 
Kerne + 
Capillarwi~nde + 
Sternzellen + 

+ +  
+ 
+ 

+ + +  

+ 

+ 
+ 

Lappchenperipherie < -zentrum 

Cytoplasma + + 
Kerne + (+) 

(Pulpazellen, 
Endothel, 
Lymphoeyten) 

Follikel < Pulpa 

Bronehialw~nd@ + + + 
Alveolardeck- 
zellen + + 

Es ergibt sieh eine weitgehende Ubereinstimmung des geaktionsaus- 
falles bei beiden Methoden. Lediglieh die Kerne zeigen bei den Azofarb- 
stoffmethoden im Gegensatz zu den Gomori-Methoden im Mlgemeinen 
keine Aktiviti~t. Die Be~leutung dieser Diskrepanz und vor aUem ihre 
Ursaehe sind noeh nieht gekl~rt. Von versehiedenen Seiten wird die 
positive Kernreaktion bei der Gomori-~ethode als Artefakt angesehen 
(s. Literatur bei PEAXSE). 

Die n~chste Tabelle 5 gibt sehlieglieh die normale Verteilung der 
unspezifisehen Esterase and der sog. AS-Esterase in Niere, Leber, Milz 
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Tabelle 5. Normale Verteilung der Esterasen in versehiedenen Organen. 

Organ Estera,se Azo-Methode I AS-Esterase Azo-lKethode 

Niere 

Leber 

Milz 

Lunge 

Cytoplasm~ der Tubuli in der Rinde 
Kerne 
Mark 

Cytoplasma der Leberepithelien 
Kerne 

Gleichmg~ige Verteilung im Li~ppchen 

Eote Pulpa 
Randzone der Follikel 

Follikelzentrum 
Bronchialepithel 

Alveolardeckzellen 

+ + +  

+ + +  

+ +  
+ 

+ + + +  
+ +  

und Lunge der 5~aus wieder. Die beiden Substrate ergeben ein iiberein- 
stimmendes Resultat.  

Zum Studium des histochemischen Verhaltens der Phosphatasen und 
Esterasen bei der Autolyse isolierter und im KSrper belassener 0rgane 
kamen die eben beschriebenen Methoden zur Anwendung. 

C. Itistoenzymatische Befunde bei der Autolyse. 

Zum Studium der Autolyse wurden zun~chst steril entnommene 
Nieren yon dekapitierten und 12 Std ohne Nahrung gehaltenen M~usen 
in toto big 50 Std bei 370 C in einer feuchSen Kammer  gehalten und in 
versehiedenen Zeitabst~nden untersucht. Die Fixierung erfolgte 12 Std 
in kal tem Formalin bzw. Aceton. Die Enzymnachweise wurden an allen 
Nieren an Gefrier- und Paraffinschnitten in vSllig identiseher Form 
durchgeffihrt. 

Die histologische Untersuchung zeigt nach 4 Std beginnende Karyor-  
rhexis der Tubuluskerne, die nach 12 Std ihr Maximum erreicht, darauf 
folgt die Karyolyse. Die Kerne der Epithelien sind nach 24 Std, die 
des Interst i t iums und der Glomeruli nach 36 Std fast vUllig, nach 
50 Std vollstgndig geschwunden. 

Sgmtliche untersuchten Enzyme zeigen bis 8 Std eine etwa gMeh- 
bleibende Aktivitgt,  nur die der alkalischen Phosphatase nimmt am 
AnYang etwas zu. Die Ursache dieser anfgnglich auftretenden vorfiber- 
gehenden Aktivitgtssteigerung ist vorerst nicht eindeutig zu erklgren. 
MSglicherweise handelt es sich dabei um das Wirksamwerden normMer- 
weise inaktiven Enzyms, entweder durch Aktivierung oder durch Weg- 
fall yon I-Iemmungsfaktoren, denn eine Enzymsynthese erscheint unter 
diesen Bedingungen unwahrscheinlich. Nach 12 Std beginnt die l~eak- 
tion schw~cher zu werden und gleichzeitig eine zunehmend diffuse Ver- 
teilung aufzutreten. 

21" 
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Die Aktivit i~t  der  a lkal ischen Phospha ta se  b le ib t  im Schni t t  e twas 
l~nger e rha l t en  als die  der  i ibr igen Enzyme .  Die Azofa rbs to i fme thoden  
zeigen gegeniiber  den  Gomor i -Methoden  ein e twas  frfiher e insetzendes 
Schw~cherwerden der  Reak t ion .  Auffal]end ist ,  dal~ die  saure  Phos- 
pha tase  der  Glomerul i  bei  be iden  Methoden  bis zu 50 S td  eine unver-  
i~nderte R e a k t i o n  gibt ,  so dal~ dieselben schliei~lich e lekt iv  darges te l i t  
sind.  Die  saure  Phospha t a se  schwindet  aug dem Cy top la sma  der  Tubnl i  
schon nach  4 Std.  Dies is t  bei  der  Gomor i -Methode  sehr deut]ich,  bei  
der  Azofa rbs to f fme thode  weniger  gut  zu erkennen.  Die Ergebnisse  sind 
in folgender  Tabel le  6 i ibersicht] ieh zusammenges te l l t .  

Tabelle 6. Autolyseversuch bei 370 C an der Niare. 

Kerne  

a) Epithel . . . 
b) Interstitium . 

Karyorrhexis . . . 

Kary01yse . . . .  

Alkalische Phos- 
phatase Gomori 

Alkalische Phospha- 
tase Azomethode 

Saure Phosphatase 
Gomori . . . .  

Saure Ptiosphatase 
Azomethode . . 

EsteraseAzomethod~ 

AS-Esterase 
Azomethode . . 

Zeit in Stunden 

+ 
§ 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

+ +  

12 24 

+ 
+ + 

+ +  - -  

- -  + 

= D  

~ D  

~ D *  

> D  

~ D  

~ D  

~ D  

~D* 

> D  

> D  

§  

> D  

> D  

> D *  

> D  

> D  

30 50 

+ + +  

>DD 

- -DD 

>D* 

>D* 

> D  

- -DD 

unver~ndert; ~ Zunahme; ~ Abnahme; - -  negativ; D Diffusf~rbung; 
DD Diffusfarbung fiber den ganzen Schnitt; ** Tubuluscytoplasma negativ; 
* Glomeruli noch positiv. 

Diese Versuche zeigen also, dab  die  Phospha t a sen  und  Es te rasen  der  
MEuseniere bei  der  Auto lyse  deut] ich faBbare his tochemische Veriinde- 
rungen  ers t  ab 12 S td  e rkennen  lassen. Diese bes tehen in Diffusions- 
erscheinungen sowie for t schre i tender  A b n a h m e  der  h is tochemiseh naeh-  
weisbaren  Akt iv i t~ t .  Sie fal len zei t l ich mi t  dem Auff re ten  der  morpho-  
]ogischen Ver~nderungen  (H6hepunk t  der  Karyor rhex i s ,  beginnende 
Karyo lyse )  zusammen.  Zu diesem Z e i t p u n k t  ha t  der  au to ly t i sche  A b b a u  
zur  wei tgehenden  Zers t6rung der  Ze l l s t ruk turen  gefiihrt ,  wodurch  es 
wahrscheinl ieh  zum Fre iwerden  der  vorher  s t r uk tu rgebundenen  E n z y m e  
kommt .  Diese d]ffundieren dann  in die Umgebung  und  gehen tei lweise 
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aueh w~hrend der Inkubat ion in LSsung, wodurch das Schwacherwerden 
der Reaktion zu erkl~ren ist. 

Mit Hilfe der Azofarbstoffmethoden lal~t sich dieser Vorgang sogar 
bei mikroskopischer Betrachtung der Schnitte w~hrend der Inkubat ion 
direkt beobachten, indem sich yon den Schnitten deutlich Farbwolken 
ablSsen. 

Znr Kontrolle wurde jeweils die andere :Niere einer Maus bei 4 ~ C 
im Eisschrank aufbewahrt und in gleichen Interval]en untersucht. Unter  
diesen Bedingungen b]ieb die Aktivit~t s~tmtlicher Enzyme w~hrend der 
Versuchsdauer weitgehend unver~ndert.  Bei der alkalischen Phospha- 
tase war die Reaktion nach 50 Std etwas verwaschen, bei der sauren 
Phosphatase nnd den Esterasen waren keine grSberen Vergnderungen 
beziiglich der Lokalisation festzustellen. 

Eine andere Gruppe von Versuchen wurde zur Priifung des Enzym- 
verha]tens bei postmortalen Veranderungen im Gesamtorganismus vor- 
genommen. Dazu wurden die Kadaver  dutch Genickschlag getSteter, 
ebenfalls vorher 12 Std ohne Nahrung gehaltener M~use under kon- 
stanten Bedingungen bei einer gleichb]eibenden Temperatur  yon 15 o C 
aufbewahrt. Nach verschiedenen Zeitabst~nden wurden die Tiere ob- 
duziert, Niere, Leber, Mflz und Lunge entnommen, in kaltem Formalin 
12 Std fixiert und schliel3lich Gefrierschnitte hergestellt. Die Versuehe 
erstreckten sich bis zu 72 Std. 

Dabei blieb die Aktivit~t der untersuehten Enzyme in allen Organen 
bis zu 72 Std im wesentlichen unvers Die a]kalische Phoslohatase 
lie6 in den ersten Stunden wieder eine angedeutete Aktivit~tssteigerung 
erkennen. Nur die AS-Esterase der Milz nahm nach 36 Std ab und war 
nach 72 Std praktisch nicht mehr nachzuweisen; die Esterasereaktion 
wurde nach 60 Std etwas schw~cher. Die Loka]isation der Esterasen 
blieb in s~mtlichen vier Organen bis 60 Std nnver~ndert, danaeh wnrde 
sie unscharf. Bei der alkalischen Phosphatase t ra t  in der iYiere bereits 
naeh 24 Std, in den fibrigen Organen naeh etwa 48 Std eine Diffusion 
und dadurch verwaschene lZeaktion auf. Die Lokalisation der sauren 
Phosl0hatase blieb l~tnger, ngm]ich bis zu etwa 60 Std. unver~ndert. 

Unter  diesen Versuchsbedingtmgen zeigen also die Phosphatase und 
Esterase in bezug auf ihre histochemische Darstellung verh~]tnism~LSig 
geringe Ver~Lnderungen. Eine auffallende Beeintr~chtigung der Inten- 
sit~t der Reaktion kann nicht beobachtet  werden und Diffusionsvorgs 
setzen friihestens naeh 24 Std, meist ~ber erst spgter ein. 

D. Diskussion. 
Es war yon vornherein zu erwarten, dab im Gegensatz zu vielen 

anderen den Histochemiker interessierenden, hiiufig/~uBerst labilen Sub- 
stanzen, die naeh dem Ted dureh die autolytisehen Vorg~nge in kurzer 
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Zeit ver~ndert bzw. zerstSrt werden, die Enzyme, die doch selbst die 
Auto]yse bewirken, zun~Lchst erhalten und damit eventuell auch histo- 
cheinisch nachweisbar bleiben. 

Als wesentlicher Befund der gesehilderten experiinentellen Unter- 
suchungen hat sich nun gezeigt, dal~ postm0rtale und autolytische Ver- 
~nderungen innerhalb der ersten ]2 Std nach dein Tod bzw. Bebriitung 
des isolierten Organes zu keiner wesentlichen, mit histocheinischen Me- 
thoden fal3baren Beeinflussung der Aktiviti~t und Lokalisation be- 
stiinmter hydrolytischer Enzyme (Phosphutasen, Esterasen) ffihren. Von 
diesein Zeitpunkt an koinmt es je nach Versuchsbedingungen bei den 
einzelnen Enzyinen zu unterschiedlich starker Verininderung des ~eak- 
tionsausf~lles und unscharfer Lokalisation infolge Diffusionserschei- 
nungen. Diese Vorg~Lnge entwicke]n sich in P~ralle]e zu den bekannten 
histologischen Strukturver~nderungen, so daI~ es naheliegt, sie Init diesen 
in Zusainmenh~ng zu bringen. Offenbar koinmt es info]ge der vor a]lein 
durch proteolytische Enzyme bedingten autolytischen StrukturzerstS- 
rung zu einer AblSsung der untersuchten t tydrolasen yon ihren Tr~tger- 
strukturen, so d~l~ sie ]eicht in L6sung gehen kSnnen und sich dein 
histochemischen Nachweis entziehen. 

Die durch die Autolyse bedingten wohlbekannten Inorphologischen 
Ver~nderungen werden soinit zugleich zum Indikator ffir die zu erwar- 
tende Zuverli~ssigkeit etwa beubs~ehtigter histocheinischer Enzymnach- 
weise, denn nach ihrein Einsetzen ist auf keinen Fall Inehr mit verwert: 
baren Ergebnissen zu rechnen. Bis zu diesem Zeitpunkt allerdings stehen 
ihrer Anwendung keine prinzipiellen Bedenken gegenfiber, was iininerhin 
dazu erinutigt, solche Untersuchungen auch ~uf autoptisch gewonnene 
mensch]iche Organe auszudehnen, soweit die genannten Voraussetzungen 
erffi]lt sind, wenn auch dabei die Verhi~ltnisse noch wesentlich kompli- 
zierter als ira Experiinent liegen werden. 

Die vor]iegenden Untersuchungen ]assen natfirlich noch viele grund- 
s~tzliche Fragen des im g~nzen ~Lul]erst komplexen Autolyseproblemes 
often. Sie behandeln nur das Schieksal einze]ner, zur Zeit Init histo- 
chemischen Methoden nachweisbarer Enzyine, deren Bedeutung fiir den 
eigentlichen Autolysevorgang vorerst noch unbekannt ist. 

E. Zusammenfassung. 
Nach einleitender kurzer Besprechung einiger Methoden zuin histo- 

cheinischen Nachweis hydrolytischer Enzyme (Phosphatasen und Ester- 
asen) nnter besonderer Berficksichtigung der Azofarbstoffinethoden wird 
fiber die Befunde bei Anwendung derselben zum experiinentellen Studium 
postmortaler und autolytischer Einflfisse auf das Enzyinverh~lten ~in 
Gewebe berichtet. 
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Bis zu 12 Std nach Versuehsbeginn zeigen in den Organschni t ten  
diese E n z y m e  keine wesentl ichen Ver~nderungen im Hinbl iek  auf Akti-  
vit~it u n d  Lokalisation.  Danaeh  k o m m t  es gleichlaufend mi t  der histo- 
logisch naehweisbaren St rukturzers tSrung zu einer zunehmenden  Ab- 
schwgehung der R e a k t i o n - u n d  zu Diffusionserseheinungen.  
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