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Im  Mittelpunkt der formalen Pathogenese der ,,autodigestiv-tryptischen" 
Pankreatitis steht das hohe enzymatische Potential der Bauehspeicheldriise. 
Neben der lipolytisehen Aktivitgt des Bauchspeichels sind es vor allem proteo- 
lytische Enzyme, die den Ablauf des Krankheitsprozesses riehtunggebend beein- 
flussen. NAr und WILLIG (1964) konnten nachweisen, dab die experimentelle 
Pankreatitis mit einer signifikanten Vermehrung proteolytiseher Enzyme einher- 
geht, die nieht mit Trypsin oder Chymotrypsin identiseh sin d. Eine spezifizierende 
Analyse dieser ,,proteolytisehen Restaktivits (NAG~L und WILLIe) steht bis- 
lang aus. 

Die vorliegenden Untersuehungen hatten das Ziel, die bei der ,,autodigestiv- 
tryptisehen" Pankreatitis auftretenden proteolytisehen Enzymaktivits histo- 
chemisch zu erfassen. Wit wollten prfifen, ob den ,,quasispezifisehen tryptisehen 
Parenehymnekrosen" ( D o ~  et al., 1965; BEc~:E~, 1964) bei der experimentellen 
Pankreatitis eine histoehemiseh naehweisbare proteolytisehe Enzymaktivit/~t 
topoehemiseh zuzuordnen ist. 

Material 
Bei zehn Hunden beiderlei Geschlechts, verschiedener l%assen nnd verscbiedenen Alters 

wurde in Evipannarkose nach Vorbereitung mit 0,2 g Luminal und 24stfindiger absoluter 
Nahrungskarenz eine Pankreatitis nach ELLIOTT, WILLIAMS und ZOLLI~C]~ (1957) dutch 
intracanalicul~re Applikation yon 6 ml 0liven01 DAB 6 erzeugt. Das Pankreas wurde 2 bis 
5 Std nach der Applikation yon 0livenS1 unmittelbar vor T6tung der Tiere entnommen und 
der histologische bzw. histochemischen Bearbeitung lebensfrisch zugefiihrt. Die feingeweb- 
liche Untersuchung erfolgte an formMinfixiertem, in Paraffin eingebettetem Gewebe. Kon- 
trolluntersuchungen wurden an nicht pankreatischen Hunden durchgeffihrt. 

Die der OlivenSl-Instfllation folgende autodigestive Parenchymdestruktion ist streng 
substratgebunden. Entspreehend der Viscositgt des Infundates sind die Speiehelg/inge er- 
weitert. Perieanalieulgr breiten sich autodigestive Nekrosen im exkretorischen Parenchym 
aus. Nur die Randacini zeigen in der Regel noch keine Parenchymsch~den. Die Grenze 
zwischen autodigestiver Parenchymdestruktion und integeren Parenchymarealen ist durch 
eine schma]e Zone ,,eosinophil entarteter", ihrer Zymogengranula beraubter Acinusepithelien 
gekennzeichnet (WA~K]~ et al., 1966). lm Interstitium finder sich ein eiweiBreiches, f~diges, 
yon m~Big vielen Leukoeyten durehsetztes 0dem. 

Das Ausmag autodigestiver Parenchymzerst6rung war entsprechend der unterschied- 
lichen Versuchsdauer weehselhaft. Die ,,tryptischen" Nekrosen waren jedoch in allen Pankrea- 
ten aufzufinden. Damit waren die morphologischen Voraussetzungen ftir die histotopochemi- 
schen Untersuchungen gegeben. 
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Untersuchungstechnik 
Die histochemisehen Untersuchungen wurden an Kryostatschnitten (Schnittdicke 10 t~) 

mir einer Modifikation der Fibrin-Substratfilm-Methode nach TODD (1959) und WARR~ 
(1964) durchgefiihrt. Fettfreie Objekttr~ger wurden mit einem zarten Ausstrichfilm yon in 
0,9% NaC1 gel6stem Thrombin (20NItt-Einheiten/ml; ,,Thrombinum purum", Behring- 
werke) fiberzogen und bei 37 ~ C im Brutschrank bis zu vollst~ndiger Eintrocknung verwahrt 
Die Kryostatschnitte wurden auf derart prgparierte Objekttr~ger aufgezogen. W~hrend der 
Schnittstreckung diffundiert das durch die Feuchtigkeit des Schnittes wieder gel6ste Throm- 
bin in den Kryostatschnitt. Nach erneutem kurzfristigem Ant.rocknen bei Zimmertemperatur 
wurden die Objekttr~ger mit einem Fibrinogenfilm iiberzogen, in eine feuchte Kammer ein- 
gebraeht und his zur Fibrinbildung (5--10 rain) beobachtet. 

Die Fibrinogen-Filme wurden aus l~inderfibrinogen (,,Fibrinogen yore Rind", Behring- 
werke, 90% gerinnbar, 60 rag, gel5st in 10 ml 0,9% NaCI) bei 37~ hergestellt und bei Zim- 
mertemperatur aufbewahrt. Um die Fibrinogen-Filme mSglichst dfinn fiber den Objekt- 
trggern auszubreiten, wurden 2--3 Tropfen der Fibrinogen-LSsung an einer Querkante des 
Objekttr~gers aufgetragen und mit Hilfe eines zweiten Objekt~r~gers durch capillare Attrak- 
tion fiber die Kryostatsclmitte verteilt. 

Naeh Gelbildung des Substratfilms wurden die Kryostatschnitte in der feuchten Kammer 
ffir 10--60 rain bei 370 C bebr/itet, unmittelbar damach in 5 % Formalin fixiert, mit Hgmatoxy- 
lin-Eosin gef~rbt und nach ausgiebiger Entw~sserung des Fibrinfilms durch die a.ufsteigende 
Alkoholreihe in DePeX (GvR~, London) eingedeckt. 

In einer zweiten Versuehsserie haben wir der Fibrinogen-L6sung vor der Auftragung auf 
die Objekttrager Calciumionen zugegeben. Die Fibrin-Gelbildung trit t  unter Einwirkung yon 
Ca ++ (CaC12, 0,05 m) rascher ein. Nach LAKI und LOnA~D (1948) enthalten die handelsfibliehen 
Fibrinogen-Pr~parate zudem aber einen Fibrin-stabilisierenden Faktor (FSF, Laki-Lorand- 
Faktor, Fibrinase), der in Gegenwart von Calciumionen die Iibrinolytische Angreifbarkeit des 
Fibrin durch Plasmin herabsetzt. Eigene Untersuchungen haben die Existenz dieses FSF in 
den von uns verwendeten Fibrinogen-Pr~paraten best~tigt (BLEYL, 1966). Durch Ca ++ wird 
damit nicht nnr die Gerinnung des Fibrinfilms beschleunigt, sondern das Substrat zugleich 
gegen das im Substrat gebundene fibrino]ytisch wirksame Plasmin stabilisiert.. 

Ergebnisse 

I.  Substrat/ilm-Bebriitung der Kontroll-Pankreaten 

1. Ohne Ca ++. Naeh  einhMb- bis e ins t i indiger  I nkub~ t ion  der  Kont ro l l -  
schni t te  yon H u n d e n  ohne Pankrea t i t i s  l inden  sich in den Subs t ra t f i lmen  breite,  
kre is runde  oder  ovale F ibr inolyseh5fe  in der  U m g e b u n g  in t r apankrea t i s che r  Ge- 
f/iBe. Die f ibr inolyt ische  A k t i v i t ~ t  is t  fiber Venen und  Venolen deut l ich  st / i rker  
als fiber Ar te r i en  und  Arter iolen.  Ausgedehnte  Lysehbfe  l inden  sich in der  Regel  
lgppehenper ipher ,  im bre i ten  in ter lob~ren  und  in t ra lob~ren  Bindegewebe.  Kurz-  
fristige Sehn i t t i nkuba t i on  (bis zu 15 rain) e r l~ubt  eine e indeut ige  Zuordnung  der  
initialen Lyseareale zu den Gef~13endothelien, deren Zellen zu diesem Z e i t p u n k t  
yon  e inem sel ten l0  ~z f iberschrei tenden ha lbmondf6 rmigen  Aufhel inngsbezi rk  im 
F ib r in f i lm umgeben  sind, w~hrend fiber den eigent l ichen Accessoria noeh keine 
F ib r ino lysezonen  s ich tbar  werden.  U b e r  dem Acinusepi the l  und  den Ausfi ihrungs-  
g~ng'en des exkre tor i schen  P a r e n c h y m s  fehl t  die F ibr inolyse ,  das  exkre tor ische  
P a r e n e h y m  der  Kontro l l schIf i t te  is t  s te ts  yon einem gleichmgBig dichten,  homo- 
genen, eosinophilen Subs t r a t f i lm  bedeekt .  

2. Nach Ca++-Zusatz. Bei kurzf r i s t iger  I n k u b a t i o n  der  Kon t ro l l sehn i t t e  werden 
im Ca++..haltigen Subs t ra t f f lm keine F ib r ino lysezonen  s iehtbar ,  aueh fiber den 
inter lob/ i ren Ar te r i en  und  Venen b le ib t  der  F ib r in f i lm homogen eosinophil .  E r s t  
naeh mehr  als e inhalbs t f indiger  Bebr / i tung  t r e t en  per ivasa l  kleine kre is runde  
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Aufhellungsbezirke im Fibrinfilm auf, jedoch bleiben diese Lyseh6fe w/ihrend der 
maximal 60 min dauernden Inkubation naeh Ca++-Zusatz zum Substratfilm stets 
klein. Uber dem exkretorisehen Parenchym fehlt erneut jede fibrinolytisehe 
Aktivit~t. 

II .  Substrat]ilm.Bebri~tung bei der experimentellen Pankreatiti8 
1. Ohne Ca++-Zusatz. Im Ca++-freien Fibrinfilm l~i~t sich bereits 10 rain nach 

Inkubationsbeginn neben den fiber den ganzen Sehnitt verteilten perivasalen, 
vorwiegend inter- und intralobi~ren LysehSfen eine diskrete Substratfflm-Aufhel- 
lung fiber dem autodigestiv-pankreatischen exkretoI~schen Parenehym erkennen, 
die keine topische Beziehung zu Gefi~Ben aufzeigt. Die Substratfilm-Andauung 
ist zun~chst unvollst~ndig, die ffir perivasale Aufhellungsbezirke charakteristische 
scharfe Konturierung fehlt fiber dem exkretorischen Parenehym. ~oeh ehe die 
ganze Schiehtdieke des Substratfilms angedaut ist, kon~luieren die Lysezonen 
fiber dem pankreatitisehen Parenchym zu gr61]eren Arealen. 

Die initiale Substrat/ilm-Andauung liegt regelmi~l~ig fiber Aeinusepithelien, die 
feingeweblieh die Symptome der autodigestiven Parenehymdestruktion erkennen 
lassen, ws die nicht pankreatitisehen Ls yon einem gleieh- 
ms eosinophilen Substratfilm fiberzogen bleiben. Uber vollsts nekrotisehen 
Parenchyinarealen andererseits fehlt ]egliche Lyse des Fibrinfilms. Bei l~ngerer 
Inkubationszeit (mehr Ms 30 rain) ist der Substratfflm fiber pankreatitisehem 
Parenchym regelms vollst/indig abgedaut, periaein/ire, perilobuli~re und peri- 
vasale Lyseh6fe konfluieren zu grSi~eren Bezirken, eine Zuordnung der Lyse- 
areale zu bestimmten Lgppehenterritorien wird znnehmend sehwieriger. 

In Parallele zur Proteolyse des Fibrin/limes fiber pankreatisehen Gewebe- 
bezirken zeigen bei lgngerer Schnittinkubation die Kryostatschnitte selbst eine 
rasch fortsehreitende Proteolyse des pankreatisehen Gewebes. Acini und Lobuli, 
die bei histologiseher Kontrolle im Paraffinsehnitt nur die Zeichen einer begin- 
nenden pankreatitischen Autodigestion erkennen lassen, werden bei li~ngerer Be- 
brfitung unscharf konturiert, die Zellen verklumpen, ihr Cytoplasma sintert zu- 
sammen, die Kernanf/irbbarkeit geht ver]oren. Diese in vitro-Proteolyse im Gewebe 
~ r d  besonders deutlich an wechselnd lange bebrfiteten Parallelschnitten. I~ach 
60 rain zeigt das dureh die Pankreatitis in rive nut wenig altei4erte Parenchym 
h/~ufig eine ausgepr~gtere proteolytische Desintegration als bereits in rive voll- 
st/~ndig nekrotisiertes exkretorisches Parenchym. Dementsprechend sind im 
Langzeitversuch gerade die am sti~rksten desintegrierten Parenchymbezirke yon 
Lyseh6fen im Substratfilm fiberzogen. Die andererseits bereits in vivo der sub- 
totalen Nekrose anheimgefallenen, enzymatisch ,,ausgebrannten" Ls 
territorien unterliegen in vitro nicht mehr der sekunds Proteolyse. Sie bleiben 
vergleichsweise gut erhalten und werden nicht yon Lysearealen im Substratfilm 
umgeben. 

Die in vitro-Proteolyse des Parenchyms greift w~hrend der Bebrfitung auch 
auf Parenchymbezirke in der unmittelbaren Umgebung autodigestiv-pankreatiti- 
seher Herde fiber und erfaBt hier sowohl autodigestiv desintegriertes Ms auoh 
primgr nieht-pankreatitiseh alteriertes Gewebe. Letzteres zeigt nieht selten unter 
dem aufgehellten Substratfilm als auffglligstes Indiz der proteolytisehen in vitro- 
Dekomposition einen Kernschwund der Acinusepithelien. Die Anfgrbbarkeit der 
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Kerne ist aufgehoben, die Stelle der KernlokMisation erscheint wie ausgestanzt. 
Das feingewebliche Bild der Parenchymzellen in der unmittelbaren Umgebung 
autodigestiver Desintegration entspricht dem nach Proteinase,Einwirkung auf- 
tretenden sog. Kernschwund (GROLL, 1949). 

Eine Differenzierung zwischen der peripankreatitischen Substratfilm-Andau- 
ung und der perivasMen Fibrinolyse ist w/s der gesamten Bebrfitungsdauer 
der Kryostatsehnitte mfglich. Eine perivasale in vitro-Proteolyse des Parenchyms 
mit proteolytischer Kernausstanzung haben wit w~hrend einstfindiger Inkubation 
hie beobachtet. Die perivasale Andauung bleibt stets auf den Substratfilm be- 
sehrs 

2. Nach Ca++~Zusatz. Im Ca++-haltigen Substratfilm spielt die durch gewebs- 
eigene Plasminogen-Aktivatoren hervorgerufene perivasMe Fibrinolyse eine unter- 
geordnete Rolle. Im Vordergrund steht die Substratfilm-Andauung und -Ver- 
dauung fiber dem autodigestiv-pankreatitisehen exkretorischen Parenchym in 
Abhgngigkeit yon der Inkubationsdauer. Bereits 5--10 min naeh Inkubations- 
beginn linden sieh fiber frisehen autodigestiven Parenehymnekrobiosen raseh 
grfBer werdende Digestionsherde im Substratfilm. Die Fibrinolyse fiber den 
Gef~Ben fehlt dagegen noeh vollst~ndig (Abb. 1). 

Das initiale Stadium dieser Andauung des Substratfilmes ist nicht gleich- 
*5rmig. Bei Tieren, die 2 Std nach OlivenSl-Instillation getStet wurden, sind die 
Autodigestionsherde in der unmittelbaren Umgebung der Ausffihrungsggnge auf 
nur wenige Aeini besehrgnkt. Die Substratfilm-Andauung (naeh kurzfristiger 
Inkubation) und -Verdauung (naeh Langzeit-Inkubation) ist dementspreehend 
streng auf yon der Autodigestion befallene Aeini lokalisiert, die Lyseareale liegen 
welt auseinander, aber nahezu sgmtliche Autodigestionsherde sind yon Lyse- 
zonen im Substratfilm umgeben. ,,Ausgebrannte" Aeini und Lobuli fehlen fast 
vollstgndig. Nach fiinfstfindiger ~berlebenszeit sind Autodigestionsherde und 
zugehSrige Lyseareale in der Rege] ausgedehnter. Andauungs- und Verdauungs- 
hffe weehseln einander im Fibrinfilm stgndig ab. Neben ausgestanzten LysehSfen 
linden sich fiber breiten Nekrobiosefeldern nur Aufhellungen des Substratfilms 
als Ausdruck der bereits nahezu erloschenen enzymatischen Aktivitgt des zu- 
grunde gehenden Parenehyms. Bei lgngeren Inkubationszeiten treten neben den 
Lysearealen fiber dem pankreatitisehen exkretorisehen Parenehym aueh peri- 
vasale ]~ibrino]ysezonen im Substratfilm auf. Ihre Ausdehnung bleibt aber wgh- 
rend der gesamten Versuohsdauer hinter der entspreehend lokalisierter GefgBe 
bei Bebriitung im Ca++-freien Substratfilm zuriiek. 

Bei histotopoehemiseher Analyse der Beziehungen zwischen den Prgdilektions- 
orten geweblieher Autodigestion im Kryostatschnitt und der Verteilung der Lyse- 
zonen im Substratfilm linden sich die gleiehen Verhgltnisse wie im Ca~+-freien 
Film. Nicht-pankreatitische Parenehymbezirke sowie vollstgndig autodigestiv 
desintegrierte periduetul~re Nekrosefelder lassen keine Substratfilmandauung er- 
kennen. Uber frischeren autodigestiven Nekrobiosefeldern dagegen ist die Fibrin- 
auflfsung regelmgBig eine totMe, die Proteolyse greift - -  wie schon ffir den Ca++- 
freien Substratfilm beschrieben - -  aueh auf primgr nieht pankreatitiseh vergnder- 
tea Gewebe in unmittelbarer Umgebung der Autodigestionsfelder fiber und ffihrt 
hier nicht selten zu proteolytisehem Kernsehwund. Mitunter sind die Lysezonen 
im Randbereieh zwisehen autodigestiver Parenchymdestruktion und integeren, 



30 U. B~:c~, K.-H. G~6z~a~, W. N~o~ und M. W~KE: 

Abb. 1. I:lunct. Experimentelle Panl~e~titis nach Instillation yon 6 ml Oli'r in dea I)uctus panereaticus. 
~berlebenszeit 2 Std. Der yon einem homogenen eosinophilen (ira Sehw~rz--WeiB-Bild gr~uen) Fibrinfflm fiber- 
zogene Kryostatschnit~ zeigt ~ber nekrobiotischem exkretorischem Parenchym eine umschriebene Substr~tfllm- 
~ufhellung dutch Proteolyse des Fibrins. ]~ine perivas~le Fibrinolyse fehlt (oben im Bild). Keine Proteolyse mit 

Substratfilma~hellung fiber nieht p~nkre~titisch alteriertem Pareneh~m. Fibrln-Substratlilm rail Ca ++, 
~ebr~itungsdauer 20 rain. 1-I]~. ~r 1:120 

nicht-p~nkre~titisehen Parenehymbezh~ken ~usgedehnter ~ls im Zentrum der 
lobul~ren Autodigestion. 

Diskussion 
D~s ~us dem Arbeitskreis um J. B. DVGWID yon TODD in die histochemische 

Technik eingefiihrte Substr~tfilm-Verf~hren der ,fibrinolysis ~utogr~phs" ge- 
stutter eine fiber die MSgliehkeiten des Astrupschen Fibrinpl~tenverfahrens 
(AsT~T:~,, 1959) hinausgehende histotopochemische Analyse der T~tigkeit sog. 
gewebseigener Pl~sminogen-Ak~iv~toren (Tol)]), 1959). 



Histotopoehemie aktiver proteolytiseher Enzyme bei der Pankreatitis 31 

Derartige Plasminogen-Aktivatoren sind cytoplasmatisch gebunden, liegen im Endothel 
yon Arterien und Venen (TODD, 1964; WA~RE~, 1964) und leiten dureh eine Aktivierung des 
im Fibrin gebundenen Plasminogen zu Plasmin die AuflSsung etwaiger auf dem Endothel der 
Blutgefiige niedergesehlagener Fibrinfilme ein. In Arterien und Arteriolen sind nach ToDD und 
W~R]~N vornehmlieh Proaktivatoren des Plasminogen naehweisbar, die erst durch Strepto- 
kinase oder Cytokinase in ihre aktive Form fibergeftihrt, dann jedoeh gleichermaBen fibrino- 
lytiseh wirksam werden. 

TODD hat diesen im Rahmen der ,,latenten Gerinnung" (LAsc~, 1959) physiologiseh 
wirksamen :Fibrinolyse-Proze~ der Endothelzellen zu einer histoehemisehen Naehweismethode 
genutzt, bei der Nativsehnitte - -  z.T. naeh vorheriger Kontamination mig Streptokinase - -  
mit einem Substratfilm aus Fibrin /iberzogen werden. Unter dem EinfluB der geweblich 
gebundenen, in vitro aus den Schnitten in den Substratfilm diffundierenden Plasminogen- 
Aktivatoren erfolgt im Substratfilm die Umwandlung des in pysikaliseher Korrelation zu den 
Fibrinomnomeren stehenden Plasminogen zu Plasmin. Plasmin verdaut, in Bindung an die 
Fibrimnonomeren, am Orbe seiner Aktivierung den weitgehend homogenen Substratfilm. Die 
Fibrinolyse lgl3t sich naeh Anf~irbung des Substratfilms topoehemiseh in Form einigermagen 
sehai~ abgegrenzter Fibrinolysezonen erfassen. TODD (1959----1964) und WAR~X (1964) haben 
mit dieser Methode den Plasminogen-Aktivator- und -Proaktivator-Gehalt yon Herzmuskel, 
Aorta, Vena eava, Leber, Milz, Niere, Sehilddriise, 0vat,  Uterus, Prostata, Nebennieren, 
Lunge, Muskulatur und Mundspeieheldriisen untersueht und eine geihe yon Gesetzm~ftig- 
keiten in der Lokalisation yon Plasminogen-Aktivatoren erarbeitet. Tdber den Einflug gewebs- 
eigener Proteasen auf den Verlauf der Substratfilm-Verdauung beriehten TODD und W a ~  
nieht, das Panlcreas wurde in die Untersuehungen beider Autoren nicht einbezogen. 

KwAA~ (1964) hat mit der Methode der ,,fibrinolysis autographs r Mastzellsuspensionen 
auf ihre fibrinolytisehen und proteolytisehen Aktivit/~ten untersueht und nach Gabe yon 
Compound 48/80 in vitro eine geringe proteolytisehe Aktivit/~t der Mastzellgranula bei fehlen- 
der fibrinolytiseher Aktivitiit beobaehtet. Als Substratfilm diente Fibrin naeh Hitzeinakti- 
vierung yon Plasminogen. Naeh den Untersuehungen yon B~DITT und A~ASE (1959), 
LAGtr~OFF und B~DITT (1963) sowie GLEX~ES et al. (1960, 1962) enthalten Mastzellen neben 
ttistamin, Heparin und Serotonin ehymotrypsin- und trypsinartige Proteasen, Amidasen und 
Esterasen. 

Bei den vorliegenden Untersuchungen sind wit vonder ~berlegung ausgegangen, 
dal~ gewebseigene Proteasen,  sobald  sie in akti~rer F o r m  und ausre iehender  Quanti-  
t /~  ffir eine h is toehemisehe Erfassung vorliegen, zu einer p ro teo ly t i sehen  AuflSsung 
des F ibr in f i lms  ft ihren kSnnen.  A m  Pankreas  muBten  nach Ol ivenSl- Ins t i l la t ion  
in den Due tus  panerea t ieus  neben  der  /ibrinolytischen Substrat/ilm-Au/hellung 
aueh , ,unspezifische" proteolytische Vergnderungen  a m  Subs t ra t f i lm  s iehtbar  wer- 
den, wenn es bei der  exper imente l len  Pankrea t i t i s  zu einer p ro teo ly t i schen  Auto-  
d iges t ion  des exkre tor i sehen  P a r e n e h y m s  k o m m t .  

Theoretisch waren ffir die lgeMisierung der  p ro teo ly t i schen  A n d a u u n g  des Sub- 
s t ra t I i lms  als Ausdruck  der  p ro teo ly t i schen  Autod iges t ion  zwei MSglieh]ceiten 
gegeben : 

1. Gewebseigene Pro te inasen  kSnn ten  - -  in N a e h a h m u n g  des physiologischen 
Prozesses der  P ]asminogen-Akt iv ie rung  - -  zu einer f iberstf i rzten und  welt  fiber 
das  physiologisehe Mag h inausgehenden  P la sminb i ldung  Ifihren. Un te r suchungen  
yon J A c o ~ s o ~  (1950), L~w~s und  F ~ J m u s o ~  (1952), AsT]~uP und SW~5~DO]~FF 
(1952) sowie KOC~OLA~ et al. (1952) haben  gezeigt,  dab  Pro te inasen  zu einer 
enzymat i sehen  U m w a n d l u n g  yon P lasminogen  in P lasmin  befghigt  sin& Die dureh  
gewebseigene,  in den Subs t ra t f i lm  di f fundierende Pro te inasen  her~rorgernfene 
P l a sminogen-Ak t iv i e rung  und  P lasmin-Anf ]u tung  a m  F ib r in  kSnnte,  wenn hin- 
re iehend pro teo ly t i sehe  E n z y m e  in ak t ive r  F o r m  vorl iegen,  zu einer augerorden t -  
]ieh s ta rken  F ib r ino lyse  ffihren. 
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2. Die gewebseigenen Proteasen kSnnten aber auch ohne Vermittlung des 
Plasminogens naeh Diffusion in den Substratfilm zu einer unspezifisehen Proteo- 
lyse desselben fiihren. Das Prinzip einer derartigen ,,Fibrinolyse", besser Fibrin- 
verdauung, entsprieht dem Naehweis proteolytiseher Aktivit~ten dutch das 
Gelatine-Sflberkorn-Verfahren yon ADAMS und TtrQA~ (1961). Mit einer ModL 
fikation der Gelatine-Silberkorn-Methode haben I~OMI'EL und SCOMAZZOSI (1963) 
am normalen Pankreas keine aktiven proteolytisehen Enzyme im exokrinen 
Pankreasparenehym naehweisen k6nnen. Erst naeh Enterokinase-Aktivierung der 
Pankreasenzyme in Gegenwart yon Caleiumionen traten im Gelatinefilm eharakte- 
ristisehe, wenngleieh unseharf markierte Proteolysezonen auf. 

Ffir u n s e r e  Fragestellung muBte das originMe Toddsehe Verfahren der ,,fibrino- 
lysis autographs" modifiziert werden. Die Verwendung gewShnlicher Gefrier- 
schnitte verbot sieh, weft die proteolytisehen Enzyme im Gegensatz zu den gewebs- 
gebundenen Plasminogen-Aktivatoren sofort in das Auffangwasser der Gefrier- 
sehnitte diffundieren und ausgewasehen werden. Zur Umgebung dieser Aus- 
wasehung haben wir Kryostatsehnitte verwendet, bei denen nur das kurziristige 
Sehnittauftauen zu einer begrenzten Enzymdislokation ffihren konnte. Um eine 
einwandfreie Streekung der Sehnitte zu erzielen, wurde der Fibrinfilm erst nach 
Antrocknung der Kryostatschnit te fiber die Obiekttr/~ger gezogen. 

In einer zweiten Versuehsreihe wurden darfiber hinaus Ca ++ in den Substrat- 
fflm eingefiihrt. Naeh den Untersuchungen yon LAKI und LOI~AND (1948), F ~ A ~ -  
LIlY et al. (1953--1964), ]~ICKFOI~D und SOKOLOW (1961), GO~TLI]~B et.al.  (1961), 
KoJ~r~  (1963), LACK (1964) sowie TYLE~ und LACK (1964) hemmen Calcium- 
ionen in Gegenwart eines in Gewebshomogen~ten und ira Blur vorhandenen 
Fibrin-stabilisierenden Faktors die physiologisehe, plasminbedingte Fibrinolyse. 
Naeh LACK sowie TYLEt~ und LACK ist dieser Fibrin-stabflisierende Faktor (FSF) 
in allen handelsiibliehen Fibrinogen-Pr/~paraten als Verunreinigung enthalten, 
was f/it das Fibrinogen der eigenen Untersuehungen bestatigt werden konnte. Da 
alle synthetisehen Plasmin-Inhibitoren zugleieh Proteinase-Inhibitoren sind, war 
nut  dureh Caleiumionen die M6gliehkeit gegeben, die Plasmin-bedingte Fibrino- 
lyse zugunsten einer unspezifisehen Proteolyse des Substratfilms zumindest 
partiell auszusehalten. 

Die Anwesenheit yon Ca ++ bei der experimentellen Pankreatitis ffihrt zu einer vergleiohs- 
weise komplexen Reaktionsbeeinflussung. In Gegenwart yon Ca++ werden unter physiologi- 
schen Bedingungen Trypsinogen und Chymotrypsinogen dutch Enterokinase aktiviert (HAver- 
SACK et al., 1960). Ca ++ f6rdert daneben auch die autokatMytisehe Aktivierung yon Trypsino- 
gen zu Trypsin (DEsstrELL~ et M., 1961). Trypsin und Chymotrypsin werden dureh Ca++- 
Ionen stabilisiert. FO~ELL und DOBOWemK (1964) beobachteten sehlieNieh eine experimen- 
telle Beeinflugbarkeit des pankreaseigenen Trypsinhemmk6rpers dureh Ca++-Ionen. 

Ffir die vorliegenden Untersuehungen waren somit ausgedehnte Kontrollver- 
suehe an Pankreaten gesunder Hnnde erforderlieh. Sic mugten einerseits Mgren, 
ob der ealeiumhaltige Substratfilm zur Aktivierung proteolytiseher Proenzyme 
fiihrt und damit primer night aktivierte proteolytisehe Kapazits zu enzymati- 
seher Entfaltung kommen. Zum anderen mugte in Vorversuehen das histotopo- 
ehemisehe Muster der Proaktivatoren und Aktivatoren des Plasminogen im 
Pankreas bestimmg werden, um eine Differenzierung zwisehen spezifiseher Fibrino- 
lyse und ,,unspezifiseher" Proteolyse am Sehnitt wie im Substratfilm dutch- 
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ffihren zu k6nnen. Die physiologischen Grundlagen unseres methodisehen Vor- 
gehens sind in Abb. 2 aufgezeigt. 

Bei Anwendung der Toddsehen Substratfilm-Methode am Kontroll-Pankreas 
land sieh eine den Befunden yon ToD~) (1959--1964) und WA~EN (1964) ent- 
sioreehende starke fibrinolytisehe Aktivit/tt im Endothel inter- und intralob/~rer 
Venen und Nenolen. Die fibrinolytisehe Aktivit/~t im Endothel der Arterien war 
deutlieh geringer und land sieh zumeist erst naeh mehr als einhalbstiindiger 
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Preferment 
Abb. 2. Sohcmatisehe Wiedergabc der zwischcn Xryostatschnitt  und Substratfilm ablaufendcn l~eaktionen: 
obcn die durch Ca ++ verz6gerte Fibrinolyse untcr dcm :Einflnl3 gewcbscigener Aktivatorcn und Yroaktivatoren, 

unten die ,,nnspezifische" Yrotcolyse unter dcm Einfla/3 in den Substratfilm diffundierendcr Proteinascn 

Sehnittinkubation. Uber dem exkretorisehen Parenehym fehlte am Kontroll- 
pankreas jegliehe fibrinolytisehe und proteolytisehe Aktivit/tt. Nach Ca++-Zusatz 
zum Substratfilm trat  die perivasale fibrinolytische Aktivit/~t auch fiber den 
Venen und Venolen des exkretorischen Parenehyms erst naeh langfristiger Sehnitt- 
inkubation auf, bei knrzfristiger Bebrfitnng blieb der Fibrinfilm fiber Parenehym 
wie Interstit ium homogen eosinophil. Damit war im Hinblick auf die Frageste]- 
lung unserer histoehemisehen Untersuchungen erwiesen, dab Ca ++ nieht zu einer 
sekundiiren, erst bei Inkubationsbeginn einsetzenden Enzymaktiviernng im 
Aeinusepi~hel ftihrt, ~ndererseits aber die fibrinolytisehe Andanung des Substmt- 
films dureh Plasmin verz6gert. 

Bei den Versuchstier-Panlcreaten ze~gte sieh dagegen bereits naeh kurzfristiger 
Sehnittinkubation neben der perivasalen Fibrinolyse eine zuns seharf auf 
nekrobiotisehe, abet noeh nieht enzymatiseh ,,ausgebrannte" Aeini besehrs 
Proteolyse im Ca++-freien Substraffilm. Bei langfristiger Sehnittinkubation waren 

3 u Arch. path. Anat., Bd. 342 
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die lobuluszentrslen Proteolysezonen im Substrstfflm vielfach mit inter- und 
intralob/~ren Fibrinolysesreslen fiber den Venen und einzelnen Arterien konflu- 
iert, zudem zeigten nun such primgr nicht der pgnkrestitischen Autodigestion 
snheimgefsllene Psrenchymbezirke in der Umgebung initialer Proteolyseherde 
eine rsseh um sich greifende sekund~re proteolytische Andauung mit dem eharak- 
teristischen Kernschwund der Acini. Ira Cs§ Substrutfilm sehlie•lich 
tr~ten die Proteolysezonen fiber dem exkretorischen Psrenchym in unver~nderter 
Ausdehnung suf, dsgegen wsren die Fibrinolysezonen, bei kurzfl'istiger Inkubs- 
tion nicht nschweisbsr, bei lgngerer Bebrfitung deutlich kleiner sls im Cs++-freien 
Substratfilm. 

Die vorliegenden Untersuehungen zeigen dsmit den EinflnB der ProteoIyse 
suf den Ablsuf der experimentellen autodigestiven Psnkre~titis. Die w~hrend der 
cellul~ren Schs freiwerdenden aktivierten proteolytischen Enzyme ver- 
dsuen bei der yon uns gews Versuchssnordnung in vitro nieht nur das be- 
nschbsrte, primi~r nicht geschs Psrenchym, sondern such den fiber ihnen 
liegenden SubstrstfJlm. Die Enzym~ktivierung und -freisetzung ist bei der ex- 
perimentellen ,,Oliven61-Psnkrestitis" regelm~Big nut disseminiert im exokrinen 
Psrenchym nschweisb~r. Nicht pankreatitische und nekrotisehe Parenchymareale 
sind proteolytisch stumm, dss enzymstische Potential ist entweder noch nicht 
aktiviert oder ersch6pft. 

Unsere Befunde geben sllerdings keine gesicherte Auskunft fiber die Frsge, ob 
die Substrstfilm-Aufi6sung fiber dem exkretorischen Psrenchym Folge einer fiber- 
schieBenden Plssminsnfiutung im Substrstfilm nseh Froteinsse-bedingter Plss- 
minogen-Aktivierung ist, oder ob die aktivierten und sus dem Schnitt freiwerden- 
den Proteinasen ,,unspezifisch" zu einer Fibrinsufl6sung ffihren. Plasmin besitzt 
neben seiner spezifiseh gegen Fibrin gerichteten nnd zu charakteristischen Peptid- 
formstionen ffihrenden ,,fibrinolytischen" Aktivit~t eine ,,unspezifische" proteo- 
lytische Aktivits Kssein und Gelatine, sber such synthetische Ester werden yon 
Plssmin ,,unspezifisch" aufgespslten (R~M~I]~I~T und Cornel% 1949; Cttl~IST~s~, 
1945), wenngleich die Affinits nnd fibrinolytisehe Kspszitat des Plasmin gegen- 
fiber Fibrin und Fibrinogen wesentlich gr6Ber ist sis die proteolytisehe Kapazitat 
gegenfiber Kssein und Gelatine (MACKAY, 1964). Die Aktivierung yon Plssminogen 
zu Plssmin durch Proteasen soil nach SH]~I~I~Y und ALI~ZA~I~SlO (1957) sufier- 
ordentlieh langssm (2--4 Std) ablsufen. Bei den eigenen Versuehen fanden sieh 
dsgegen bereits nach l0 min fiber dem exkretorisehen Parenehym im Ca ++- 
hsltigen wie Cs++-freien Substratfilm die chsrskteristisehen Proteolysesresle. Die 
rssche Substrstfilm-Andsuung lal3t damit vermuten, dab der Substrstfilm ,,un- 
speziliseh" proteolytisch, d.h. ohne Zwisehenschsltung einer Plasminogen-Akti- 
vierung abl~uft. 

Unsere Befunde erlauben derzeit noeh keine Aussage fiber die Nstur der fiber 
eben ,,gezfindeten" psnkrestitischen Sehnittbezirken freiwerdenden und zur An- 
dsuung des Substrstfilms fiihrenden Protessen. Der biochemische Nachweis nieht 
mit Trypsin oder Chymotrypsin identischer ,,proteolytischer Restaktivitgten" (NAG]~I~ 
und WILLIr 1964) macht abet sehr wahrseheinlieh, daft die unter diesem Terminus 
subsummierten Enzyme eine entscheidende Bedeutung ]iir die Substrat/ilm-Andauung 
besitzen. 
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Zusammenfassung 
Mit einer Modifikation der Substratfilm-Methode der ,,fibrinolysis autographs" 

zum histoehemisehen Nachweis gewebseigener Plasminogen-Aktivatoren und -Pro- 
aktivatoren 1/iSt sich an Kryostat-Schnit ten die bei der akuten autodigestiven 
Pankreatitis auftretende proteolytische Enzymaktivit~t histoehemiseh demon- 
strieren. Fibrinfilme als Substrate der bei der Pankreatitis freiwerdenden Pro- 
teasen zeigen bei der experimentellen ,,OlivenS1-Pankreatitis" des tIundcs tiber 
frisch der Nekrobiose unterworfenen Acini und Lobuli schar{ umschriebene, aus- 
gestanzte Lyseareale. Dagegen fehlt fiber integeren und vollstgndig nekrotischen, 
,,ansgebrannten" Parenchymbezirken die proteolytisehe Substratfilm-Aufhe]lung. 

Die ini~iale proteoly~isehe Substratfi]m-Andauung lg8t sich yon der peri- 
vasalen, d.h. an die Nachbarschaft yon Endothelzellen gebundenen Fibrinolyse 
naeh Aktivierung yon t)lasminogen zu Plasmin dureh die gewebseigenen Aktiva- 
torch aufgrnnd ihrcr topochemisehen Beziehung zu ,,quasispezifisehen tryptisehen 
Parenehjonnekrosen" abgrenzen. Bei l~ngerer Sehnitt-Inkubation dagegen kon- 
fluieren Proteolyse- und Fibrinolyse-Bezirke. Naeh Ca++-Zusatz tr i t t  die Plasmino- 
gen-bedingte Fibrinolyse infolge Fibrin-Vernetzung verz6gert auf, die unspezifi- 
sehe Proteolyse fiber frisehen autodigestiven Parenehymnekrobiosen wird nicht 
verz6gert. Die Befunde beweisen die Bedeutung der im Gewebe freiwerdenden 
Proteasen for die Pathogenese der autodigestiven Pankreatitis. 

Itistoehemical Proteolytie Enzymes in Experimental Autodigestive Panereatitis 
Summary 

Proteoly~ic enzyme activities in acute autodigestive pancreatitis were demon- 
strated histoehemically by  a modified "fibrinolysis autograph" technique, a sub- 
strate-film method used to localize plasminogen activators and proaetivators in 
cryostat sections. In the "olive-oil pancreatitis" of the dog proteolytic enzymes 
released from acini and lobuli by neerobiosis diffused into the substrate films 
during incubation and produced sharply defined, punched out areas of lysis in the 
overlying films by liquefying the bovine fibrin. The proteolytie digestion of the 
substrate differed from perivascular (near endothelial cells) p]asmin-induced 
fibrinolysis by  its relationship to areas of "quasi-specific, tryptic necrosis" of the 
parenchyma. The proteolytic substrate-fi/m digestion was absent over integer 
and completely necrotic, "exhausted" areas of the exocrine pancreas. The longer 
cryostat sections were incubated the more regions of proteolysis and fibrinolysis 
fused. After Ca ++ was added the plasminogen activated fibrinolysis occurred more 
slowly because of the fibrin network formed. In contrast, non-specific proteolysis 
was not delayed over fresh regions of autodigestive parenchymal necrosis. The 
results :indicate how important proteases released from tissues are in the patho- 
genesis of autodigestive pancreatitis. 
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