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A. Einleitung.

Das Interesse an histochemischen Enzymnachweisen hat in den
letzten Jahren in erheblichem MafBle zugenommen, da sich mit ihrer
Hilfe neue Erkenntnisse iiber gewebliche und cellulire Stoffwechsel-
vorgénge unter normalen und krankhaften Verhiltnissen gewinnen
lassen. Besonders die Zuordnung spezifischer Enzymwirkungen zu be-
stimmten Zell- und Gewebsstrukturen gibt sowohl der Morphologie als
auch der Biochemie mit anderen Methoden nicht zu gewinnende Befunde,
die zu einem tieferen Verstéindnis fir die Beziehungen zwischen Gestalt
und Funktion beitragen kénnen.

Wenn auch bereits zahlreiche wichtige Ergebnisse auf diesem Gebiet
vorliegen, so wire eine breitere Anwendung dieser Methoden auch im
Rahmen der allgemein-pathologischen Forschung dringend erwiinscht.
Dies setzt aber sichere methodische Grundlagen voraus, wovon leider
noch nicht die Rede sein kann. Dafiir sprechen die Vielzahl der beschrie-
benen Modifikationen und die dadurch bedingten unterschiedlichen Er-
gebnisse verschiedener Untersucher.

Die methodischen Schwierigkeiten liegen vor allem in der Erhaltung
der Enzymaktivitit und in der exakten Enzymlokalisation. Die Aktivi-
tit wird vor allem durch die Fixierung und die nachfolgenden zur Her-
stellung der Gewebsschnitte notwendigen MafBnahmen beeintrichtigt.
Auf die Lokalisation ist ebenfalls die Fixierung, vor allem aber auch die
Nachweismethode als solche von EinfluB.

Bei der Untersuchung menschlichen, vor allem autoptisch gewon-
nenen Materials kommen noch die Einwirkungen durch die postmortalen
bzw. autolytischen Vorginge hinzu.

Da es gerade in der pathologischen Histologie haufig notwendig
wird, auch das autoptische Material einer histochemischen Analyse zu
unterziehen, wird einer experimentellen Untersuchung tiber den Einflufl
der autolytischen Verdnderungen bei einer bestimmten histochemischen
Reaktion eine grundlegende Bedeutung zukommen.

Die folgenden Versuche sollen zur Analyse dieser verschiedenen Fak-
toren unter besonderer Beriicksichtigung der Autolyse beitragen; sie
beschrinken sich auf den Nachweis der Phosphatasen und Esterasen.
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B. Methodik.
1. Fizierung.

Bei allen histochemischen Enzymnachweisen ist die Art des Fixie-
rungsmittels von entscheidender Bedeutung. Es soll nicht nur die
Aktivitdt weitgehend erhalten, sondern auch das Enzym ,in situ
fixieren’* und ein vom histologischen Standpunkt moglichst gutes Struk-
turbild ergeben.

Bekanntlich ist die Fixierung und Entwésserung in kaltem Aceton mit nach-
folgender Paraffineinbettung die bisher am meisten zur Anwendung gekommene
Methode. Die Acetonfixierung beeintrachtigt die Aktivitat nicht sehr stark, aber
die Paraffineinbettung fithrt zu einem erheblichen Aktivitdtsverlust. Das Struktur-
bild ist infolge starker Schrumpfung nicht besonders befriedigend.

Die Gefriertrocknung wird von verschiedenen Untersuchern als die Methode
der Wahl bezeichnet. Ihre Vorteile liegen in einem Minimum an Aktivitdtsverlust
unnd optimaler Strukturerhaltung. Die danach notwendige Einbettung mit der
Einwirkung hoherer Temperaturen wirkt sich natiirlich wieder ungiinstig auf- die
Erhaltung der Aktivitit aus. Zudem ist infolge der Kostspieligkeit der Appara-
tur und der methodischen Schw1er1gke1ten eine Anwendung auf breiter Basis
noch nicht moglich.

Die Hers‘cellung nativer Gefrierschnitte diirfte in dieser Hinsicht am schonend-
sten sein. Dabei besteht allerdings die Gefahr, daf am unfixierten Gewebe wihrend
der Inkubation das Enzymeiweill herausgelost bzw. verlagert wird.

Neuerdings wurde festgestellt (Serioman, CHAUNCEY und NAcHLAS, PEARSE),
dall eine verhéltnismafig kurze Fixierung in kaltem Formalin die Aktivitit ver-
schiedener Enzyme nur wenig beeintriichtigt. Von derart fixiertem Material lassen
sich leicht Gefrierschnitte herstellen, so daB die schidigende Paraffineinbettung
umgangen werden kann. AuBlerdem erhdlt man ein gutes Strukturbild.

Die folgende, auf Grund der Angaben verschiedener Untersucher
[SEpicMaN, CHAUNCEY und NaAcHLAS, PEARSE] zusammengestellte
Tabelle 1 zeigt zum Vergleich die Wirkung der Formalin-Gefrier- und
der Aceton-Paraffinmethode auf die Aktivitdt von Phosphatasen und
Esterasen. Die Zahlen geben den prozentualen Anteil der erhaltenen
Aktivitit an. Daraus ergibt sich die Uberlegenheit der Formalin-
fixierung besonders deutlich bei der sauren Phosphatase. Von uns

durchgefiihrte Vergleichsuntersuchungen konnten diese Befunde be-
stitigen.

Tabelle 1, Restakiiviidit mch Formalin-Gefrier- und Aceton- Paraffinvorbehandlung.

Formalin 1:10 | Formalin1:10 | Aceton
Ferment 10C, 2 Std. i 4°C, 24 Std. 490, 24 Std.
Gefnerschmtt ‘ Gefmerbchmtt Paraffinschnitt
] %
Alkalische Phosphatase . . ‘ 73 / 26 20—30
Saure Phosphatase . . . . ‘ 79 55 5— 6
Ysterase . . . . . . .. ; 82 35 10—40

2. Enzymnachwets.

Die von GoMorl ausgearbeiteten Methoden zum Nachweis der al-
kalischen und sauren Phosphatase beruhen auf der histochemischen
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Darstellung von Calciumphosphat, das an der Stelle der Enzymaktivitit
bei Inkubation der Gewebsschnitte mit einem organischen Phosphatester
bei Gegenwart von Calciumionen niedergeschlagen wird. An ihrer Spezi-
fitdt ist wohl nicht zu zweifeln, allerdings ist die Diskussion tiber die
Exaktheit der Lokalisation, besonders im Hinblick auf das Auftreten
von Diffusions- und Adsorptionsartefakten noch nicht abgeschlossen.
Solche Artefakte konnen natiirlich sowohl durch. Verlagerung des Enzyms
selbst als auch durch die Adsorption von Zwischenprodukten, die im
Laufe der Nachweisreaktion entstehen, hervorgerufen werden. Der Ver-
gleich mit einem auf anderem Prinzip beruhenden Enzymnachweis wiirde
daher in dieser Hinsicht eine wertvolle Kontrolle darstellen.

In den letzten Jahren wurde zuerst von MENTEN, JUNGE und GREEN
spiter vor allem von SELioMAN, NACHTAS, MANHEIMER, FRIEDMAN und
WorLr eine neue Methode zum Nachweis der Phosphatasen entwickelt,
die den gewiinschten Vergleich ermdglicht. Dabei wird der enzymatisch
abgespaltene alkoholische Anteil eines organischen Phosphorsiureesters
und nicht wie bei der Gomori-Methode die Phosphorsidure nachgewiesen.
Als Substrat wird an Stelle des sonst {iblichen Glycerophosphates ein
Naphthylphosphat verwendet. Das durch das Enzym freigesetzte Naph-
thol wird dann sofort mit einer Diazoniumverbindung gekuppelt, wobei
ein unloslicher Azofarbstoff entsteht. Die zunichst in ihrer technischen
Durchfiihrung schwierige Methode konnte durch die Anwendung stabiler
Diazonjumsalze vereinfacht werden.

Nach demselben Prinzip lassen sich histochemisch auch die Hsterasen
nachweisen.

AuBler SpriemaN und seinen Mitarbeitern haben sich vor allem
DavierLi, GoMorI und PEARSE mit diesen Azofarbstoffmethoden befafit.

Wir haben in der letzten Zeit diese Methoden nachgepriift und auch.
bei den Autolyseversuchen angewendet, wobei sie sich durchaus bewihrt
haben. Es ist dabei von grollem Vorteil, daB der Verlauf der Reaktion
direkt unter dem Mikroskop beobachtet werden kann und die Inkuba-
tionszeiten verhdltnism#Big kurz sind.

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

Die dabei auftretenden Schwierigkeiten liegen vor allem in der Wahl eines
geeigneten Diazoniumsalzes, das bei dem pg-Optimum des betreffenden Enzyms
moglichst schnell mit dem freiwerdenden Naphthol zu einem unloslichen, kraftig
gefarbten Farbstoff kuppeln soll. Geht der Kupplungsvorgang zu langsam vor
sich, so kann das Naphthol noch vor der Pricipitation in die Umgebung diffun-
dieren, wodurch die Lokalisationsstreue der Reaktion beeintréchtigt wird.

Leider sind die stabilen Diazoniumsalze in Losung ziemlich unbestéindig und
es entstehen braune Zersetzungsprodukte, die zu einer storenden Diffustarbung
der Schnitte fiithren.

Die Kupplungsfiahigkeit und die Zersetzung sind vom pg abhingig. Dabei ist
von gewissem Nachteil, daB beide Prozesse im alkalischen Milieu begiinstigt werden.



Untersuchungen iiber das Verhalten der Phosphatasen. 307

Die folgende Tabelle 2 zeigt die Resultate nach Kupplung fiinf verschiedener
Diazoniumsalze mit «-Naphthol und sog. Naphtoel AS bei verschiedenem pg,
und zwar sind jeweils Farbe und Niederschlagsform des entstehenden Reaktions-
produktes sowie der Grad der Zersetzung angegeben. Die besonders geeigneten
Kombinationen sind hervorgehoben.

Tabelle 2. Higenschaften der Azofarbstoffe nach Kupplung mit verschiedenen Basen
an enzymatisch abgespoltene Naphthole.

) \ 4B Jami | .
‘ anilin [
‘ [

o-Naphthol : j

pa 5.0 | i }
Farbe . . .| (gelb) || rotbraun ‘(schwarzbraun) (gelb) braun
Niederschlag. diffus ;] feinkornig diffus d1ffus | grobkdrnig
Zersetzung .| gering gering gering gering ' keine

Pr 74 ' | i
Farbe . . orange || schwarz schwarz [ braunrot || braunrot
Nlederschlag feinkornig || feinkornig feinkornig grobkormg grobkornig
Zersetzung .| gering gering gering gering i keine

e 9.2 |
Farbe. . . .| braunrot |schwarzbraun | schwarz braunrot braunrot
Niederschlag. | feinkérnig | feinkérnig feinkornig feinkérnig || feinkornig
Zersetzung . stark stark gering ‘\ gering keine
Naphtol AS | ‘ ‘

pg 6.9 i
Farbe. . . . keine violett glaffl . | ! braunrot | Z“i!)gl‘:,l,mt,
Niederschlag. — grobkérnig | [ 8 kérnig | | feinkornig | grok cornig
Zersetzung .| stark stark gering l gering eine

Diese Versuche wurden an in der Kilte formalinfixierten Gefrierschnitten von
Niere, Leber und Milz der Maus durchgefiihrt.

Bei py 5.0, also dem Optimum fiir die saure Phosphatase, erfolgt nur mit dem
o-Dianisidin eine ausreichende Kupplung. Das 5-Chlor-o-toluidin zeichnet sich
durch eine unter den gepriiften Bedingungen fast vollig fehlende Zersetzung aus.

Die néichste Tabelle 3 gibt eine Zusammenstellung der schlieBlich beim Nack-
weis der Phosphatasen und Esterasen angewandten Versuchsbedingungen.

Tabelle 8. Versuchsbedingungen fir Azofarbstoffmethoden bei dem wunfersuchten

Enzymen.
‘ : ‘Tempe- Zeit
Ferment Substrat Puifer D1 ; Aktivator | ratur el
i \ o min
}
Alkalische a-Naphthyl- 0.1 M Borat 9.2 MgCl2 | 20 |5—30
Phosphatase phosphat
Saure o-Naphthyl- |- 0.1 M Acetat 5.0 20 60
Phosphatase phosphat
Esterase o-Naphthyl- | 0.1 M Phosphat | 7.4 20 |5—15
acetat
AS-Esterase ! Naphtol AS- | 0.1 M Phosphat! 6.9 20 30
| acetat | i

Virchows Arch. Bd. 327. 21
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3. Befunde an normalen Mduseorganen.

Wir haben nun zunéchst die Verteilung der alkalischen und sauren
Phosphatase mit der Gomori- und Azo-Methode unter normalen Bedin-
gungen vergleichend an Niere, Leber, Milz und Lunge der Maus unter-
sucht.

Die wesentlichen Befunde sind in der folgenden Tabelle 4 zusammen-
gestellt. '

Tabelle 4. Verteslung der Phosphatasen in verschiedenen Organen: Vergleich zwischen
Gomori- und Azofarbstoff-Methoden.

1 Alkalische Alkalische } Saure Saure
Organ Phosphatase Phosphatage | Phosphatase Phosphatase
GOMORI Arzo-Methode i GOMORY Azo-Methode
Niere | Tubuli cont. Rinde 4+ +4
Cytoplasma  + + Mark ++ +
Kerne + — Cytoplasma + +
Bowmansche Kerne + —
Kapsel -+ + Glomeruli  ++4 +++
GefaBBwinde  + + 1
Mark — — ‘
Leber | Leberepithel | Leberepithel
Cytoplasma + -+ - Cytoplasma -+ +
Kerne -+ — Kerne -+ —
Endothel- Capillarwinde + -+
zellen + | + Sternzellen | +
Gallen-
. capillaren + ‘ +
Lappchenperipherie > -zentrum Lappchenperipherie < -zentrum
Milz | GefaBwande -+ -+ +++ Cytoplasma |- +
Follikelrand- Kerne -+ (+)
. zone +4- ++ (Pulpazellen,
Follikel- Endothel,
zentrum + + ! Lymphocyten)
Follikel > Pulpa Follikel <¢ Pulpa
Lunge | Basalmembran Bronchialwand - - R
(Bronchien) 4 +4- ++ Alveolardeck-
Alveolardeck- zellen + -
zellen -+ -
GefiBwinde - 44

Es ergibt sich eine weitgehende Ubereinstimmung des Reaktionsaus-
falles bei beiden Methoden. Lediglich die Kerne zeigen bei den Azofarb-
stoffmethoden im Gegensatz zu den Gomori-Methoden im allgemeinen
keine Aktivitdt. Die Bedeutung dieser Diskrepanz und vor allem ihre
Ursache sind noch nicht geklidrt. Von verschiedenen Seiten wird die
positive Kernreaktion bei der Gomori-Methode als Artefakt angesehen
(s. Literatur bei PEARSE).

Die nichste Tabelle 5 gibt schlieBlich die normale Verteilung der
unspezifischen Esterase und der sog. AS-Esterase in Niere, Leber, Milz
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Tabelle 5. Normale Verteilung der Esterasen itn verschiedenen Organen.

Organ Esterase Azo-Methode ‘AS-Es’cerase Azo-Methode ’

Niere Cytoplasma der Tubuli in der Rinde +++
Kerne \ —
Mark i
Leber | Cytoplasma der Leberepithelien ++
Kerne —
Gleichmifige Verteilung im Lappchen
Milz Rote Pulpa 4+
‘ Randzone der Follikel ++
Follikelzentrum -+
Lunge | Bronchialepithel -
Alveolardeckzellen 44

und Lunge der Maus wieder. Die beiden Substrate ergeben ein itberein-
stimmendes Resultat. '

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

C. Histoenzymatische Befunde bei der Autolyse.

Zum Studium der Autolyse wurden zuniichst steril entnommene
Nieren von dekapitierten und 12 Std ohne Nahrung gehaltenen Mausen
in toto bis 50 Std bei 37° C in einer feuchten Kammer gehalten und in
verschiedenen Zeitabstdnden untersucht. Die Fixierung erfolgte 12 Std
in kaltem Formalin bzw. Aceton. Die Enzymnachweise wurden an allen
Nieren an Gefrier- und Paraffinschnitten in voéllig identischer Form
durchgefiihrt.

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 Interstitiums und der Glomeruli nach 36 Std fast voéllig, nach
50 Std vollstindig geschwunden.

Samtliche untersuchten Enzyme zeigen bis 8 Std eine etwa gleich-
bleibende Aktivitdt, nur die der alkalischen Phosphatase nimmt am
Anfang etwas zu. Die Ursache dieser anfiinglich auftretenden voriiber-
gehenden Aktivitdtssteigerung ist vorerst nicht eindeutig zu erkléren.
Méoglicherweise handelt es sich dabei um das Wirksamwerden normaler-
weise inaktiven Enzyms, entweder durch Aktivierung oder durch Weg-
fall von Hemmungsfaktoren, denn eine Enzymsynthese erscheint unter
diesen Bedingungen unwahrscheinlich. Nach 12 Std beginnt die Reak-
tion schwicher zu werden und gleichzeitig eine zunehmend diffuse Ver-
teilung aufzutreten.

21%*
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Die Aktivitét der alkalischen Phosphatase bleibt im Schnitt etwas
linger erhalten als die der iibrigen Enzyme. Die Azofarbstoffmethoden
zeigen gegentber den Gomori-Methoden ein etwas frither einsetzendes
Schwicherwerden der Reaktion. Auffallend ist, daB die saure Phos-
phatase der Glomeruli bei beiden Methoden bis zu 50 Std eine unver-
anderte Reaktion gibt, so dal} dieselben schlieBilich elektiv dargestellt
sind. Die saure Phosphatase schwindet aus dem Cytoplasma der Tubuli
schon nach 4 Std. Dies ist bei der Gomori-Methode sehr deutlich, bei
der Azofarbstoffmethode weniger gut zu erkennen. Die Ergebnisse sind
in folgender Tabelle 6 iibersichtlich zusammengestellt.

Tabelle 6. Autolyseversuch bei 37% C an der Niere.

Zeit in Stunden

e | 4 | 8 | 1z | 20 | 30 | 50
1 - -
Kerne ! J ‘
a) Epithel . . . ’ + + + + _ - ( —
b) Interstitium . + -+ + + - — —
Karyorrhexis . . . —_— . + ++ | +++ — — —
Karyolyse . . . .| — — — — + + 4+ 44+
Alkalische Phos- : 1
" phatase Gomori = < < =D =D >D- ’ >DD
Alkalische Phospha.- \
tase Azomethode = < = =D >D >D —DD
Saure Phosphatase
Gomori . . . . = = = >* > >* >D*
Saure Phosphatase
Azomethode . . = | = = >D* >D* >D* >D*
EsteraseAzomethode| = = = >D >D >D >D
AS-Esterase
Azomethode . . = = = >D >D =D —DD
= unverdndert; < Zunahme; > Abnahme; — negativ; D Diffusfarbung;

DD Diffusfsrbung iber den ganzen Schnitt; ** Tubuluscytoplasma negativ;
* Glomeruli noch positiv.

Diese Versuche zeigen also, dafl die Phosphatasen und Esterasen der
Méiuseniere bei der Autolyse deutlich faBbare histochemische Verénde-
rungen erst ab 12 Std erkennen lassen. Diese bestehen in Diffusions-
erscheinungen sowie fortschreitender Abnahme der histochemisch nach-
weisbaren Aktivitat. Sie fallen zeitlich mit dem Auftreten der morpho-
logischen  Verdnderungen (Hohepunkt der Karyorrhexis, beginnende
Karyolyse) zusammen. Zu diesem Zeitpunkt hat der autolytische Abbaun
zur weitgehenden Zerstorung der Zellstrukturen gefiihrt, wodurch es
wahrscheinlich zum Freiwerden der vorher strukturgebundenen Enzyme
kommt. Diese diffundieren dann in die Umgebung und gehen teilweise
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auch wihrend der Inkubation in Losung, wodurch das Schwicherwerden
der Reaktion zu erkldren ist.

Mit Hilfe der Azofarbstoifmethoden 188t sich dieser Vorgang sogar
bei mikroskopischer Betrachtung der Schnitte wihrend der Inkubation
direkt beobachten, indem sich von den Schnitten deutlich Farbwolken
ablosen.

Zur Kontrolle wurde jeweils die andere Niere einer Maus bei 4° C
im Eisschrank aufbewahrt und in gleichen Intervallen untersucht. Unter
diesen Bedingungen blieb die Aktivitit sdémtlicher Enzyme wéhrend der
Versuchsdauer weitgehend unveréindert. Bei der alkalischen Phospha-
tase war die Reaktion nach 50 Std etwas verwaschen, bei der sauren
Phosphatase und den HEsterasen waren keine groberen Verdnderungen
beziiglich der Lokalisation festzustellen.

Eine andere Gruppe von Versuchen wurde zur Priifung des Enzym-
verhaltens bei postmortalen Verinderungen im Gesamtorganismus vor-
genommen. Dazu wurden die Kadaver durch Genickschlag getéteter,
ebenfalls vorher 12 Std ohne Nahrung gehaltener MAuse unter kon-
stanten Bedingungen bei einer gleichbleibenden Temperatur von 150 C
aufbewahrt. Nach verschiedenen Zeitabstinden wurden die Tiere ob-
duziert, Niere, Leber, Milz und Lunge entnommen, in kaltem Formalin
12 Std fixiert und schlieBlich Gefrierschnitte hergestellt. Die Versuche
erstreckten sich bis zu 72 Std.

Dabei blieb die Aktivitdt der untersuchten Enzyme in allen Organen
bis zu 72 Std im wesentlichen unverdndert. Die alkalische Phosphatase
lieB in den ersten Stunden wieder eine angedeutete Aktivitdtssteigerung
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 schwicher. Die Lokalisation der Esterasen
blieb in simtlichen vier Organen biz 60 Std unverdndert, danach wurde
sie unscharf. Bei der alkalischen Phosphatase trat in der Niere bereits
nach 24 Std, in den tbrigen Organen nach etwa 48 Std eine Diffusion
und dadurch verwaschene Reaktion auf. Die Lokalisation der sauren
Phosphatase blieb linger, ndmlich bis zu etwa 60 Std. unverdndert.

Unter diesen Versuchsbedingungen zeigen also die Phosphatase und
Esterase in bezug auf ihre histochemische Darstellung verhdltnisméBig
geringe Verdnderungen. Eine auffallende Beeintridchtigung der Inten-
sitét der Reaktion kann nicht beobachtet werden und Diffusionsvorginge
setzen frihestens nach 24 Std, meist aber erst spiter ein.

D. Diskussion.
Es war von vornherein zu erwarten, dafl im Gegensatz zu vielen
anderen den Histochemiker interessierenden, héufig dulerst labilen Sub-
stanzen, die nach dem Tod durch die autolytischen Vorgénge in kurzer
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Zeit verdndert bzw. zerstort werden, die Enzyme, die doch selbst die
Autolyse bewirken, zunidchst erhalten und damit eventuell auch histo-
chemisch nachweisbar bleiben.

Als wesentlicher Befund der geschilderten experimentellen Unter-
suchungen hat sich nun gezeigt, daB} postmortale und autolytische Ver-
anderungen innerhalb der ersten 12 Std nach dem Tod bzw. Bebriitung
des isolierten Organes zu keiner wesentlichen, mit histochemischen Me-
thoden fallbaren Beeinflussung der Aktivitdt und Lokalisation be-
stimmter hydrolytischer Enzyme (Phosphatasen, Esterasen) fiihren. Von
diesem Zeitpunkt an kommt es je nach Versuchsbedingungen bei den
einzelnen Enzymen zu unterschiedlich starker Verminderung des Reak-
tionsausfalles und unscharfer Lokalisation infolge Diffusionserschei-
nungen. Diese Vorgéinge entwickeln sich in Parallele zu den bekannten
histologischen Strukturveréinderungen, so daB es naheliegt, sie mit diesen
in Zusammenhang zu bringen. Offenbar kommt es infolge der vor allem
durch proteolytische Enzyme bedingten autolytischen Strukturzersto-
rung zu einer Abldsung der untersuchten Hydrolasen von ihren Triger-
strukturen, so dal} sie leicht in Losung gehen kénnen und sich dem
histochemischen Nachweis entziehen.

Die durch die Autolyse bedingten wohlbekannten morphologischen
Verdnderungen werden somit zugleich zum Indikator fiir die zu erwar-
tende Zuverldssigkeit etwa beabsichtigter histochemischer Enzymnach-
weise, denn nach ithrem Kinsetzen ist auf keinen Fall mehr mit verwert-
baren Ergebnissen zu rechnen. Bis zu diesem Zeitpunkt allerdings stehen
ihrer Anwendung keine prinzipiellen Bedenken gegeniiber, was immerhin
dazu ermutigt, solche Untersuchungen auch auf autoptisch gewonnene
menschliche Organe auszudehnen, soweit die genannten Voraussetzungen
erfiillt sind, wenn auch dabei die Verhéltnisse noch wesentlich kompli-
zierter als im Experiment liegen werden.

Die vorliegenden Untersuchungen lassen natiirlich noch viele grund-
sitzliche Fragen des im ganzen dullerst komplexen Autolyseproblemes
offen. Sie behandeln nur das Schicksal einzelner, zur Zeit mit histo-
chemischen Methoden nachweisbarer Enzyme, deren Bedeutung fiir den
eigentlichen Autolysevorgang vorerst noch unbekannt ist.

E. Zusammenfassung.

Nach einleitender kurzer Besprechung einiger Methoden zum histo-
chemischen Nachweis hydrolytischer Enzyme (Phosphatasen und Ester-
asen) unter besonderer Beriicksichtigung der Azofarbstoffmethoden wird
itber die Befunde bei Anwendung derselben zum experimentellen Studium
postmortaler und autolytischer Einflisse auf das Enzymverhalten im
Gewebe berichtet.
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Bis zu 12 Std nach Versuchsbeginn zeigen in den Organschnitten
diese Enzyme keine wesentlichen Verdnderungen im Hinblick auf Akti-
vitdt und Lokalisation. Danach kommt es gleichlaufend mit der histo-
logisch nachweisbaren Strukturzerstérung zu einer zunehmenden Ab-
schwichung der Reaktion und zu Diffusionserscheinungen.
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