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Fibrin-Stabilizing Factor o/the Human Aorta 
Summary. In studies comparing coagulation activity and histochemistry proof is presented 

that the human aorta contains a fibrin-stabilizing factor (FSF) in its intima, media, and ad- 
ventitia. This factor converts fibrin-s (acetic acid soluble) into an insoluble form (fibrin-i). 
It  is dependent on the presence of Ca ++ ions and may be inhibited by p-chlormercuric benzoate 
and the methyl ester of glycine. FSF from the wM1 of the aorta inhibits the fibrinolytic ac- 
tivity (plasminogen activator) of the aortic endothelium. As may be demonstrated with the 
method of the socalled fibrinolysis-autograph (TODD), after inhibition of the FSF of aortic 
tissue origin by p-ch]ormercuric benzoate, circumscribed regions of fibrinolysis appear above the 
aortic endothelial cells in the FSF-free, fibrin substrate films. These regions indicate the 
endothelial cells possess a slight fibrinolytic activity. In contrast, the methyl ester of 
glycine leads to an inhibition of this activity. Reference is made to the importance of 
FSF of aortic origin in the pathogenesis and histogenesis of arteriosclerosis. 

Zusammen/assung. In gerinnungsanalytischen und vergleichenden histochemischen Unter- 
suchungen wird der Beweis erbracht, dab die menschliche Aorta in Intima, Media und Adven- 
titia einen Fibrin stabilisierenden Faktor (FSF) enth~lt, der in der Lage ist, Din in Essigs~iure 
15sliehes Fibrin s in Dine nnl6sliche Form (Fibrin i) zu fiberffihren. Dieser FSF ist an die Ge- 
genwart yon Ca++-Ionen gebunden und l~fit sich durch p-Chlormercuribenzoat und Glycin- 
methylester hemmen. Der gewebseigene FSF der Aortenwand hemmt die fibrinolytische (Plas- 
minogen-Aktivator-)Aktivit~t der Aortenendothelien. ~ach Inhibition des gewebseigenen FSF 
durch p-Chlormercuribenzoat treten bet Verwendung der Methode der sog. Fibrinolyse-Auto- 
graphie nach TODD im FSF-freien Fibrin-Substratfilm auch fiber dem Aortenendothel um- 
schriebene Fibrinolyse-Areale als Ausdruck Diner diskreten fibrinolytischen Aktivit~t dieses 
Endothels auf. Glycinmethylester ffihrt dagegen zu Diner Hemmung dieser fibrinolytischen 
Aktivit~t. Auf die Bedeutung des gewebseigenen F ST der Aorta f fir die Pathogenese und Histo- 
genese der Arteriosklerose wird verwiesen. 

Ger innungsanalyt ische  Unte r suchungen  u n d  histochemische Befunde haben  
wahrscheinlieh gemacht,  da~ dort,  wo F ib r in  im Gewebe auftr i t t ,  auch fibrino- 
lytisches Potent ia l  zugegen ist, das un te r  dem EinfluB gewebseigener Akt iva toren  
seine fibrinolytische Aktiviti~t zu ent fa l ten  vermag. F6r  die These DvauiDs  
(1946, 1948), die Arteriosklerose der groBen K6rperschlagadern entstehe im 
wesentl ichen durch Inkorpora t ion  yon  auf dem Endothe l  niedergeschlagenen, dort- 
selbst aber n icht  lysierten Fibr inff lmen in  die GefgBintima, ergibt sieh dami t  die 
Frage, warum inkorporiertes F ib r in  un te r  dem akt iv ierenden EinfluB int imaler  
Cytokinasen nicht  alsbald f ibrinolytiseh verdau t  und  dami t  fiir Dine Beeintrgch- 
t igung der physiologisehen Gefgl~wandperfusion (DoEae et al., 1963a, b;  1964) 
i r relevant  werden. Lassen sich in der Wandung gro/3er KSrperschlagadern anti- 
/ibrinolytische oder Fibrin stabilisierende Falctoren nachweiaen ? 

Ein  im Blu tp lasma auftretendes,  F ib r in  stabilisierendes E n z y m  ist un te r  den 
Synonymen  Laki -Lorand-Faktor ,  Fak to r  X I I I ,  F ib r in  stabilisierender Fak to r  
(FSF) u n d  Fibr inase  seit langem bekannt .  Unli ingst  gelang T Y z ~  und  L a c k  
(1964, 1965) aueh der Nachweis t ines gewebseigenen Fibr in  stabil is ierenden Faktors  
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im i Jbers tand  von Gewebshomogenaten,  der in der Lage ist, ein in 2 % Essig- 
s/~ure, 1% Monoch]oressigs~ure, 5 M I ta rns tof f  oder s t reptokinaseakt ivier tem 
Plasmin  15sliehes F ib r in  (Fibrin s) in  eine unl6sliehe, plasminresis tentere (BIcK- 
FORD u n d  SOKOLOW, 1961) F ib r in format ion  (Fibrin i) zu tiberffihren. Durch Ak- 
t iv i t / t t suntersuehungen in  Verdfinnungsreihen ]ieB sich zeigen, dab der gewebs- 
eigene F S F  rdcht durch K o n t a m i n a t i o n  des Gewebes mi t  dem F S F  des Blu tp lasma 
entsteht .  Der gewebseigene F S F  besitzt  vielmehr eine ungleich hShere Akt iv i t~ t  
als der F S F  des Blutes. Beide Enzyme  benStigen die Gegenwart  yon Ca++-Ionen 
und  sind dureh Silberionen u n d  Substanzen,  welehe SH-Gruppen  blockieren, 
hemmbar .  

Fiir die eigenen Untersuehungen war damit die Frage aufgeworfen, ob in der 
Wandung menschlicher Aorten ein nicht mit dem FSF der Vasa vasorum identi- 
seher Faktor naehweisbar sei, der in der Lage w/~re, inkorporiertes Fibrin dem fi- 
brinolyt ischen Zugriff des an F ib r in  gekoppelten Plasmin  zu entziehen. Wir  sind 
dieser Frage in  ger innungsanaly t i schen  u n d  vergleichenden histoehemischen Un-  
te rsuchungen naehgegangen.  Als Kontrol le  diente die an  gewebseigenem F S F  
reiehe Leber. 

Material und Methode 

~ ) Gerinnungsanalytische Untersuchungen 
Um einen Vergleich der gerinnungsanalytischen Befunde zu ermSglichen, wurden den 

eigenen Untersuchungen die Analyseansi~tze yon TYL:ER und LACK (1964) zugrundegelegt. 
Gewebsproben yon der mittleren Brustaort~ und yon der Leber his zu 12 Std n~ch dem Tode 
Obduzierter beiderlei Gesch]echts und verschiedener Altersstufen wurden unmittelbar nach 
Entnahme bei 4 o C ausgiebig im Kochsalzbad gewaschen. Nach Abpr~paration der aortalen 
Adventitia unter der Stereolupe wurden die Proben im Verh~ltnis 1 : 10 (Gew./Vol.) in sterili- 
sierter 0,9% NaC1 homogenisiert. Nach Zentrifugierung des Homogenates (3000U/rain, 
30 min) wurde der ~berstand in Visking-Di~lysierschl~uchen (Wandst~rke 0,02 ram) gegen 
0,9 % NuC1 dialysiert (4 o C, 12 Std~ stiindlicher Wechsel des Dialyse-Bades). 

Menschliches Fibrinogen (Fraktion 1 naeh Com~-Methode 6, Reinigung nach lY[O~ISON 
et al., 1948) und Rinderfibrinogen (99 % gerinnbar, SE~vA Heidelberg) wurden in getrennten 
Ans~tzen mit p-Chlormercuribenzoat (Natriumsalz, 1 • 10 -4 M) bei pH 7,4 (Natriumtetra- 
borat-Bors~ure-Puffer nach HOLMES) in sterilisierter 0,9 % ~aC1 gelSst. Zur Reinigung yon 
fiberschfissigem p-Chlormercuribenzoat und aus der Fraktionierung des Fibrinogen nach MoR- 
RISO~ anfallenden Citrationen effolgte erschSpfende Dialyse gegen 0,9 % NaC1 bei 40 C. Als 
Thrombinpr~parat diente Thrombinum purum (Behringwerke). 

Die gerinnungsunulytischen Ansi~tze sind in der T~belle 1 wiedergegeben. 

Tabelle 1 

Ansatz  I II III I V  V 

Holmes-Puffer pH 7,4 0,25 ml + -- -~ -- -~- 
Fibrinogen -~- p-Chlormercuribenzoat 0,1 ml -~- -- -~- -- Jr 
Gewebsextrakt 0,2 ml -- -- ~- ~- 
CaCI.~ 0,1 M 0,05 ml -- + -- ~- ~- 
Thrombinum purum 2 NIH + -~ -[- ~- ~- 
p-Chlormercuribenzoat 0,1 ml . . . .  -t- 

Jeder gerinnungs~nalytische Ansatz wurde mit im Verh~ltnis 1 : i0 gepufferter sterilisierter 
0,9 % NaC1 auf 1 ml komplettiert. Unmittelbar nach Zugabe von Thrombin wurden die 
gerinnungsanalytischen Ansiitze fiir 15 rain zur Gerinnung in ein Wasserbad bei 370 C einge- 
stellt und anschliel~end mit 1 ml 2 % Essigsi~ure fiberschichtet. Mit einem feinen Glash~ikchen 
wurde das Gerinnsel vom Reagenzglasboden gel6st und der arteficiellen Lyse ausgesetzt. 
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fl) Histochemische Untersuchungen 
Die histochemischen Untersuchungen wurden an Kryostatschnitten (Schnittdicke i0[x) 

menschlicher Aorten mit einer Modifikation (BLEYL, 1966; BLEYL, GROZINGER, NAGEL und 
WA~K~, 1966) der Methode der Fibrinolyse-Autographie nach ToDI) (1959, 1964) durchgeffihrt. 
Als Substratfilm der Fibrinolyse diente in Anlehnung an die Untersuehungen yon SAYERS, 
TYL~tr und LAe~: (1965) Plasminogen-haltiges, durch p-Chlormercuribenzoat (1 • 10 r M) und 
nachfolgende erschSpfende Dialyse (s. o.) vorbehandeltes und damit FSF-inhibiertes Fibri- 
nogen. Durch Verdfinnung mit sterilisierter 0,9 % NaC1 wurde die Fibrinogen-Konzentration 
so eingestellt, dal3 1 ml FSF-inhibierte, in NaC1 gelSste StammlSsung l0 mg gerinnb~res Pro- 
tein enthielt. Bezfiglich der methodischen Einzelheiten der Durchfiihrung der Fibrinolyse- 
Autographie an Kryostatschnitten kann auf frfibere Mitteilungen (BL~YL,1966; BLEYL et al., 
1967) verwiesen werden. 

Zur Entfernung aller den Objekttr~igern anhaftenden Calciumspuren wurden die Objekt- 
triiger vor der Uberschichtung mit Thrombinum purum fiir 24 Std in Aethylendiamin-tetra- 
essigsi/ure (EDTA 1 • 10 -4 M) eingelegt und naeh anschliegender sorgfifltiger Waschung in 
Aqua dest. mit Alkohol entfettet. Zur Hemmung des gewebseigenen FSF verwendeter Glycin- 
methy]ester (Glycinmethylester-HCL - -  EGA-Chemie, Steinheim) wurde mit verdfinnter 
!kTa0H neutralisiert und mit  NaC1 auf eine 0,12 M Stamml5sung in 0,9 % NaC1 eingestellt. Zur 
Ausschaltung der gewebseigenen Plasminogen-Aktivatoren wurde Epsilon-Aminocapronsgure 
(EACA, 0,3 M StammlSsung, gelSst in 0,9 % NaC1, im Verh~ltnis 1 : 10 gelouffert) in den Sub- 
stratfilm eingefiihrt. 

Die definitive Zusammensetzung der Substratfilme der histochemischen Versuchsansgtze 
ist aus Tabelle 2 zu entnehmen. S~mtliche Substratfilms~tze wurden mit 0,9 % NaC1 auf 
ein Gesamtvolumen yon 6 ml zur Einhaltung einer Fibrinogen-Endkonzentration yon 5 mg/ml 
aufgeffillt. 

Tabelle 2 

Ansatz I II Ill IV V 

Fibrinogen + p-Chlormereuribenzoat 3 ml + + + + + 
Holmes-Puffer pH 7,4 0,5 ml + + + + + 
CaC12 (0,1 M) 0,5 ml -- + + + + 

Epsilon-Aminocapronsgure (0,3 M)[ 0,5 ml -- + -- -- 
Glyeinmethylester (0,12 M) 0,5 ml -- -- --  --  
p-Chlormereuribenzoat (6 • l0 -4 M) 0,5 ml -- -- -~ 

Naeh Ausbreitung der Substratfilme fiber den Kryostatsehnitten und nachfolgender Fi- 
bringelbildung unter dem Einflul3 des auf den Objekttriigern ausgestrichenen Thrombins 
wurden die Schnitte in der feuchten Kammer bei 37 o C ffir 30--60 min bebrfitet. Ein Teil der 
Schnitte wurde nach Abbruch der Incubation in 5 % neutralem Formalin fixiert, ein anderer 
vor der Fixierung zur Differenzierung zwischen Fibrin s und Fibrin i in 2 % Essigs~ure der 
artifiziellen Lyse ausgesetzt. Nach Fixierung und W~isserung wurden die Schnitte mit H~ma- 
toxylin-Eosin gefiirbt und nach Dehydrierung in der aufsteigenden Alkoholreihe in DePeX 
(GURt~, London) eingedeckt. 

Zur gerinnungsanalytischen Kontrolle der histoehemischen Versuche wurde jeweils 1 ml 
der Substratfilm-Ansgtze ohne Zugabe yon Gewebsextrakten im Reagenzglas mit 2 N I H  
Thrombin zur Gerinnung gebracht und der ansehliel~enden Lyse mit 1 ml 2 % Essigs~ure aus- 
gesetzt. Damit  konnte ffir jeden Versuchsansatz die totale Hemmung des im Fibinogen auf- 
tretenden FSF  des Blutplasma belegt werden. 

Ergebnisse 
~) Gerinnungsanalytische Untersuchungen 

Die  zu r  K o n t r o l l e  de r  g e r i n n u n g s a n a l y t i s c h e n  U n t e r s u c h u n g e n  s te t s  mi tge -  
f t ih r t en  Versuehsans&tze  I u n d  I I  (Tabel]e  l )  we i sen  aus,  d a b  der  in  den  F ib r ino -  

g e n - F r a k t i o n e n  a u f t r e t e n d e  u n d  n i c h t  a b t r e n n b a r e  F S F  des B l u t p l a s m a  d u r c h  
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Zugabe yon p-Chlormereuribenzoat ~ls SH-Gruppen-blockierendem Agens total  ge- 
hemmt  werden kann und somit den Naehweis Fibrin stabilisierender Aktivit/s 
in Gewebsextrakten naeh erseh6pfender Dialyse nieht mehr beeintr~ehtigt. Die 
Versuehsans/~tze I und I I  zeigten stets eine vollst~ndige Aufl6sung der Fibrin- 
gerinnsel innerhalb yon 10 min naeh der l~bersehiehtung dureh 2 % Essigs/iure. 

Naeh Zugabe yon Leber-Extrakt zum Ineubationsansatz land sieh eine totale 
AuflSsung des Fibrines innerhalb yon l0 min aueh in den Versnehsgruppen I I I  
und V. ])as unter dem Einflug von Thrombin in Gegenwart yon Leberextrakten 
entstehende Fibrin war also einerseits bei Fehlen yon Calcium-Ionen im geak-  
tionsgemisch wieder vollstgndig 16sbar, andererseits t r a t  anch dann eine 15sliche 
Fibringelbildung auf, wenn den Versuehsansgtzen fiberseh/issiges, damit  zugleieh 
aber den gewebseigenen FSF hemmendes p-Chlormereuribenzoat angeboten 
wurde. UnlSsliehes Fibrin (Fibrin i) t r a t  nur in Versuehsansatz IV auf, d.h. in  Ge- 
genwart von Ca++-Ionen und bei Feh]en yon fibersehfissigem, fermentbloekieren: 
dem p-Chlormerenribenzoat. Unsere KontrollversuChe mit  Leber-Extrakt  zeig- 
ten damit  in Ubereinstimmung mit  den Ergebnissen yon TYLE~ und LACK (1964), 
dal~ im Uberstand yon homogenisiertem mensehliehem Lebergewebe ein. dureh 
SH-Gruppen-bloekierende Reagentien hemmbarer,  an die Gegenwart von Ca++- 
Ionen gebundener Faktor  n~ehweisbar ist, der eine 16sliehe Fibrinform~tion in 
ein unlSsliehes Fibringel iiberfiihrt. 

Versuehe mit  adventitiafreien Aortenwandextrakten ffihrten zun/~ehst zu ab- 
weiehenden Ergebnissen. In  allen Aorten-Extrakt enthaltenden Versuehsansgtzen 
(Ansatz I I I ,  IV) t ra t  Fibrin i anf, wenn nieht p-Chlormerenribenzoat dem geak ,  
tionsgemiseh im Ubersehug angeboten wurde (Ansatz V). Extreme Extraktverd/in- 
nnngen (32faeh) ffihrten zwar in Ansatz l I I  zu 16sliehen Fibrinformationen, gleieh- 
zeitig abet  t ra t  aneh eine totale Fibrinaufl6sung in Ansatz IV auf. 

Die M6gliehkeit, eine Ausbildung yon Fibrin i dutch p-Chlomereuribenzoat zu 
unterdr/ieken, bewies zun/iehst, dab die Aortenwand einen Fibrin stabilisierenden 
Faktor  besitzt, der dureh SH-Gruppen-Bloekade vollst/~ndig hemmbar  ist. (An- 
satz V). Andererseits zeigte Versuehsans~tz I I I  in Aortenwandextrakten die Exi- 
stenz eines weiteren Faktors auf, der in Lebergewebe nieht - -  oder nur in Spu- 
ren - -  vorhanden ist, die Ausbildung yon Fibrin i dutch Aortenwandextrakte 
aber maBgeblieh beeinflugt. 

Dutch 2r Dialyse wurde das I~eaktionsergebnis in Ansatz I I I  nieht 
ver/~ndert. Allerdings lieg s ieh bei gemeinsamer Dialyse von Aortenwand- und 
Leberextrakten im selben Dialysebad zeigen, dab der in Ansatz I I I  der Aortenserie 
wirksam werdende Faktor  partiell dialysierbar ist, denn unter diesen Voraus- 
setzungen t ra ten aueh in Ansatz I I I  der Leberextrakt-Versuehe unl6sliehe Fi- 
brinpr/ieipitate auf. 

In  der Annahme, dag ftir die Fibrin i-Bildung in Ansatz I I I  der hohe Ca++-Ge- 
halt  mensehlicher Aorten verantwortlieh sei, wurde EDTA in 1 • 10-4N Konzen- 
tration als Chelatbildner und Calciumfs in das Dialysebad (0,9 % NaC1, pI-I- 
Stabilisierung) des Gewebshomogenates eingef/ihrt. Erst  naeh Dialyse gegen 
EDTA zeigte aueh Ansatz I I I  in 4 Versuehen die Ausbildung in 10 rain 15sli- 
eher Fibringerinnsel. Bei 3 dieser 4 Versuehe s tammte  das homogenisierte Aor- 
tenmaterial  yon Obduktionen Jugendlieher. 
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Unsere gerinnungsanalytischen Befunde beweisen die Existenz eines Fibrin 
stabilisierenden Faktors in der mensehliehen Aortenwand. Dieser FSF ist dureh 
SII-Gruppen-Bloekade vollst/~ndig hemmbar,  /iberffihrt aber in Gegenwart yon 
Ca+4-Ionen 16sliehes Fibrin in ein unl6sliehes Gel. Die Reaktion wird dureh den 
mit  zunehmendem Alter ansteigenden Calciumgehalt der menschliehen Aorta we- 
sentlieh beeinflul3t. 

fi) Histochemische Untersu&ungen 

Das histotopoehemisehe Verteilungsmuster der eharakteristisehen, einiger- 
maBen scharf umschriebenen Lyseareale fiber den Vasa vasorum der Adventitia 

Abb. 1. Aorta, Kryostatsehnitt. Scharf yon dem iiber dem umgebenden Gewebe liegenden 
Substratfilm abgesetzte Fibrinolyse in der Umgebung der Vasa vasorum der Media, Foeu- 
sierung auf das unter dem Substratfilm liegende Gewebe. Fibrinolyse-Autographie mit 
p-Chlormercuribenzoat zur Aussehaltung des plasmatisehen FSF (Versuehsansatz I). I-IE. 

Mikrophotogramm 1:120 

und Media menschlieher Aorten unterseheidet sieh bei Hemmung des plasmati- 
sehen FSF der Fibrinogen-Fraktionen dutch p-Chlormereuribenzoat nicht yon 
frfiher (BLEYL, 1966) erhobenen Befunden mit  FSF-halt igem Substratfilm. Die 
mensehliehe In t ima und insbesondere das Aortenendothel lassen aueh bei lang- 
fristiger Bebr/itung der Kryostatsehni t te  in der feuehten Kammer  weder im FSF- 
haltigen noeh im FSF-freien Fibrinfilm (Ansatz I und I I )  eine lytisehe Aktivi tat  
erkennen (Abb. 1). In  Gegenwart von Epsilon-Aminoeaprons~ure als kompeti-  
t ivem Inhibitor des Plasminogen-Aktivators wh-d andererseits die Substratfilm- 
aufl6sung sowohl im FSF-haltigen, als aueh im FSF-freien Fibrinfilm unterdriiekt, 
fiber Adventitia und Media der mensehliehen Aorten werden keine Lyseareale 
mehr siehtbar (Ansatz I I I ) .  
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I m  Gegensatz dazu stehen die histochemischen Befunde an menschlichen Aor- 
ten mit  Substratfilmen, deren p]asmatischer FSF durch p-Chlormercuribenzoat 
zun/tchst vollst/~ndig gehemmt worden war, bevor nach erschSpfender Dialyse er- 
neut p-Chlomercuribenzoat oder Glycinmethylester in den Versuehsansatz einge- 
braeht wurden. In  diesen Versuehsans~tzen (Ansatz IV und V) lagen w/~h- 
rend der Incubat ion in der feuchten Kammer  st/~ndig Inhibitoren des plasmati- 
schen FSF (TYLER und LACK, 1964; LORAND, KONISItI und JACOBSEn, 1962) und 

Abb. 2. Aorta, Kryostatsehnitt. Beginnende Fibrinolyse mit zarten, kreisf6rmigen Lyse- 
arealen in der Umgebung der Aortenendothelien bei homogenem Fibrinfilm fiber der Intima. 
Fibrinolyse-Autographie mit p-Chlormereuribenzoat zur Aussehaltung des plasmatischen und 

des gewebseigenen FSF (Versuchsansatz V). HE. Mikrophotogramm 1:120 

des gewebseigenen FSF (SAYv, RS, TYL]~R und LACK, 1956) vor. In  beiden Ver- 
suchsansgtzen war der Durehmesser der Lyseareale im Substratfilm fiber den 
Vasa vasorum der Adventit ia und Media deutlieh grSBer als die entsprechenden 
Durehmesser der SubstratfilmauflSsung yon Parallelschnitten der Versuehsan- 
s~tze I und I I .  In  Gegenwart yon p-Chlomereuribenzoat und Glyeinmethylester 
waren die Lysebezirke fiber den Vasa vasorum der Adventit ia und Media vielfaeh 
breitflgchig konfluiert, so dab eine breite Fibrin-freie Zone fiber Adventitia und 
Media sichtbar wurde. 

Darfiber hinaus abet  zeigten in den Versuehsans~tzen der Gruppe V aueh die 
Aortenendothelien eine, wenn aueh geringe, fibrinolytisehe Aktivi t~t  (Abb. 2). 
Die einzelnen Endothelzellen waren yon halbkreisfSrmigen, scharf umschriebe- 
nen, wie ausgestanzt erseheinenden Lysearealen umgeben, die bei lgngerer Bebrii- 
tungsdauer zunehmend konfluierten und schlieBlich ein sehmales, lytisch abge- 
dautes Band fiber dem Aortenendothel bildeten. In  Gegenwart yon Glycinmethyl- 
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ester  als F S F - I n h i t o r  wurden  solehe Lysearea le  t iber den Endo the l i en  der  Aor t a  
dagegen n ieh t  beobaeh te t .  

Wie  ein Nega t ivb i ld  zu diesen Befunden  a m  Subs t r a t f i lm  in Gegenwar t  ver-  
sehiedener  P l a sminogen-Akt iva to r -  und  F S F - I n h i b i t o r e n  erseheinen die Ergeb-  

Abb. 3. Aorta, Kryostatschnitt. Histochemiseher Nuehweis des gewebseigenen FSF fiber 
Media und Adventitia bei Ausschultung der Plasminogen-Aktivatoren der Vas~ vasorum 
durch Epsilon-Aminocaprons~ure (Versuchsgruppe III). Zarter, durch Essigs~iure nicht ge- 
15ster Fibrin-i-Film fiber Media und Intima mit scharfer Begrenzung gegenfiber sehnittfreien, 
vor Essigsiiure-Behandlung yon Fibrin s bedeckten Objekttr~gerbezirken, HE. Mikrophoto- 

gramm 1 : 120 (--> Fibrin-i-Begrenzung) 

lxisse unserer  Un te r suchungen  nach  arte/icieller Lyse des Fibrin/ilmes durch  2 % 
Essigs/~ure. Diese Unte r suchungsre ihen  sol l ten klaren,  fiber welchen Sehni t t a re -  
alen un te r  dem EinfluB eines gewebseigenen F S F  F i b r i n  i gebi lde t  wird.  Sehon 
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kurz nach dem Einbringen der Sehnitte in Essigss wird sichtbar, da$ fiber allen 
nieht von Schnitten bedeckten Objekttr~gerbezirken der Versuchsans/~tze I-V der 
Fibrinfilm vollst~ndig gelSst wird. ~lber sehnittfreien Bezirken wird ein Fibrin s 
ausgebildet. Das entsprieht der totalen Lyse der im Reagenzlgas zur Kontrolle 
histochemischen Versuche durchgeffihrten Essigs/~ure-Behandlung gewebefreier 
Versuehsans~ttze. Eine vollst~ndige Substratfilmauf15sung fiber schnittfreien Be- 
zirken und fiber den Kryostatsehnit ten mensehlieher Aorten land sieh auch in 
den Versuchsans/~tzen der Gruppen IV und V, d.h. naeh Hemmung des gewebs- 
eigenen FSF. Dagegen zeigten sich in Gegenwart yon Epsilon-Aminoeaprons/~ure 
als Inhibitor des Plasminogen-Aktivators in scharfer Begrenzung gegenfiber 
schnittfreien Objekttr/~gerbezirken fiber allen Aortenwandschichten in Essigss 
nicht mehr 15sliche Fibrin-i-Formationen (Abb. 3). Diese zarten Fibrin-i-Filme 
sehlossen sich fiber der Intima unmittelbar an das Aortenendothel an und reichten 
bis zum periadventitiellen Fettgewebe. Uber den einzelnen Wandschichten der 
Aorta liei3en sich keine Konzentrationsunterschiede in den Fibrinfilmen erkennen~ 
andererseits waren durch die Hemmung des Plasminogen-Aktivators fiber den 
Vasa vasorum aueh keine Lyseareale in den Fibrinfilmen nachweisbar. 

Eine gleiehzeitige Erfassung des Plasminogen-Aktivators und des gewebs- 
eigenen FSF gestatteten die Versuehsans~tze I und II. Hier traten fiber Adven- 
titia und Media erneut scharf ausgestanzte Lyseareale in tier Umgebung tier Vasa 
vasorum auf~ w/~hrend unlSsliche Fibrin-i-Filme nur fiber gef~$freien Adventitia- 
und Mediabezirken sowie fiber der gesamten Intima siehtbar wurden. 

Zwisehen den Versuchsans~tzen I u n d  I I  konnten weder naeh Essigs/~ure-Be- 
handlung noch bei sofort an die Inkubation der Schnitte angeschlossener Formalin- 
Fixierung Differenzen in der Ausbildung yon Fibrin-i-Formationen beobaehtet 
werden. Damit best~tigt sieh die bereits im l~ahmen der gerinnungsanalytisehen 
Untersuehungen gemachte Erfahrung, dab der hohe Ca++-Gehalt mensehlieher 
Aorten ffir die Entfaltung der Aktivit~t des gewebseigenen FSF vollst~ndig 
ansreieht. 

Diskussion 
Histochemische Untersuchungen der menschlichen Aorta auf ihren Gehalt 

an Plasminogenaktivatoren und -Proaktivatoren mit der Methode der sog. Fibri- 
nolyse-Autographie haben zu widersprfichliehen Ergebnissen geffihrt. ToDD (1959) 
hatte darauf aufmerksam gemacht, daf~ sich im Aortenendothel keine Plasmi- 
nogen-Aktivatoren, wohl abet Proaktivatoren nachweisen lassen. Unter Verwen- 
dung auf Objekttr/~gern aufgefrorener H~tutchenpr~parate des Aortenendothels 
hatte andererseits WAm~EN (1964) auch fiber Aortenendothelien eine, wenngleich 
diskrete, Substratfilm-AuflSsung beobaehten kSnnen. WAI~i~E~ hatte angesichts 
dieses Widerspruehes die Frage aufgeworfen, ob nicht ein im Gewebe auftre- 
tender Inhibitor der Plasminogen-Aktivator-Aktivit/~t ffir den negativen Ausfall 
tier Fibrinolyse fiber Aortenendothelien an Gefriersehnitten verantwortlieh zu 
machen sei. 

Die vorliegenden gerinnungsanalytischen und histochemisehen Befunde be- 
weisen die Existenz eines Fibrin stabilisierenden Faktors in der Wandung menseh- 
licher Aorten. Dieser Fibrin stabilisierende Faktor der Aortenwand ist in der Lage, 
ein in 2 % Essigs/~ure, 1% Monoehloressigs/s oder 5 M Harnstoff 15sliches Fi- 
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brins in ein unl6sliches, damit  zugleich aber Plasmin-resistenteres (BIcKFOt~D und 
SOKOLOW, 1961) Fibrin i zu iiberffihren. Der gewebseigene FSF der mensehlichen 
Aorta l~t~t sieh dureh p-Chlormereuribenzoat oder Glyeinmethylester hemmen 
und ben6tigt zur EntfMtung seiner Fibrin stabilisierenden Aktivit&t die Gegen- 
wart yon Calciumionen. Die in Anlehnung an das methodische Vorgehen yon 
SAu TYL]~R und LAc~ (1965) durehgeffihrten histochemisehen Untersuehun- 
gen lassen keine Aktivit&tsuntersehiede des gewebseigenen FSF in Int ima,  Media 
und Adventitia erkennen. 

Einer Interpretat ion bedfirfen die histoehemischen Befunde mit  der Fibrino- 
]yse-Autographie naeh Hemmung dieses gewebsMgenen Fibrin stabilisierenden 
Faktors. Glycinmethylester, ein auSerordentlieh starker Inhibitor des plasmati- 
schen (Lo~A~D, Ko~ISHI und JACOBSEn. 1962) und des gewebseigenen (SAYERS, 
TYLE~ und LACK, 1965) Fibrin stabilisierenden Faktors,  ffihrte bei naehfolgender 
artefizieller Lyse des Substratfilmes in Essigs&ure wie p-Chlormereuribenzoat zu 
vollst&ndiger Aufl6sung des Fibrinfilmes fiber allen Aortensehichten; beide In- 
hibitoren hatten durch Blockade des gewebseigenen FSF die Ausbildung von Fi- 
brin induziert. Bei der Kontrolle dieses Befundes durch die Fibrinolyse-Auto- 
graphie ohne anschlie6ende Fibrinolyse in Essigs/~ure waren bei beiden Inhibitoren 
fiber den Vasa vasorum der Adventitia und Media der Aorta aueh vergr6Berte 
Lyseareale im Substratfilm aufgetreten. In  Gegenwart yon Glyeinmethylester 
waren - -  in ParMlete zu den Befunden yon TODD (1959--1964) an der mensehli- 
chert und tierisehen Aorta mit  FSF-halt igem Substratfilm - -  fiber dem Aorten- 
endothel keine Plasminogen-Aktivator-Aktivit~ten sichtbar geworden. 

I m  Gegensatz zu diesen Be~unden mit  Glycinmethylester als dem Inhibitor 
des gewebseigenen FSF stehen abet unsere Befunde mit dem yon SAYEI~S eta] .  
nicht als I-Iemmer des gewebseigenen FSF verwendeten p-Chlormereuribenzoat. 
In  Gegenwart yon p-Chlormereuribenzoat t ra t  im Fibrin-Substratfilm aueh iiber 
den AortenendotheIien eine Plasminogen-Aktivator~Alctivitiit und damit  eine zwar 
diskrete, abet  doeh deutlieh siehtbar werdende Fibrinolyse auf. 

Diese differierenden Versuehsergebnisse mit  p-Chlormereuribenzoat und Glycin- 
methylester als Inhibitoren des gewebseigenen Fibrin stabilisierenden Faktors 
lassen sieh dutch bisher unver6ffentliehte Befunde von TYLE~ erkl&ren. In  bio- 
chemisehen Versuehen mit  Casein Ms Substrat  der Plasmin-Proteolyse konnte 
TYLX~ naehweisen, dal3 Glycinmethy]ester neben seiner Inhibitoraktivit~t  gegen- 
fiber dem Fibrin stabilisierenden Faktor  des Blutplasmas und des Gewebes aueh 
eine Hemmwirkung gegen~ber der Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin dureh 
gewebseigene Plasminogen-Aktiwtoren entfMtet. Dieser Inhibitoreffekt gegen- 
fiber den Plasminogen-Aktivatoren t r i t t  bei der Plasmin-Caseinolyse ober- 
hMb 0,01 molarer Konzentrat ion auf. Bei den eigenen Versuehsans&tzen wie bei 
den Untersuchungen von SAYEXS, T Y L ~  und LACK wurde der Glycinme~hyester 
in 0,02 molarer Konzentrat ion Ms FSF-Inhibi tor  verwendet, konnte also bis zu 
einem gewissen Grade auch zu einer Hemmung der Plasminogen-Aktivitor-Akti- 
vit&t fiber den Endothelien der Aorta ffihren, ohne daS die wesentlieh intensivere 
Aktivator-Aktivit~t  fiber dem Endothel der Vasa vasorum bereits beeintr~chtigt 
wurde. 
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Der Nachweis fibrinolytischer Aktivitiiten fiber dem Endothel mensch- 
licher Aorten bei Hemmung des gewebseigenen FSF der Aortenwand durch p- 
Chlormercuribenzoat best~tigt somit die These WARg]~Ns, der negative Ausfall der 
Fibrinolyse-Reaktion im FSF-hMtigen Fibrin-Substratfi]m sei m6glicherweise 
Ausdruck einer in den Wandschichten der Aorta wirksam werdenden antifibrino- 
]ytisehen Inhibitoraktivit~t. Die vorliegenden Befunde schlagen damit die Brficke 
zwischen den Befunden WA~l~]~Ns an accessoriafreien H~utchenpr~iparaten des 
Aortenendothels und den Versuehsergebnissen yon TODD (1959--1964) an Gefrier- 
schni~ten mensch]icher Aorten, d.h. in Gegenwart des gewebseigenen Fibrin sta- 
bilisierenden Faktors yon Intima, Media und Adventitia. Aus dem in den vor]ie- 
genden Versuchsergebnissen m6glichen Vergleich zwischen der fibrinolytischen 
Aktivit~t fiber dem Aortenendothel einerseits und fiber dem Endothel der Vasa 
vasorum der Media und Adventitia andererseits liigt sich allerdings schlieBen, dab 
die fibrinolytische Aktivitiit des Aortenendothels wesentlich geringer ist als die der 
Endothelien der Vasa vasorum. Zu gleicher Aussage berechtigt ein Vergleich zwi- 
schen der I-Iemmbarkeit der fibrinolytisehen Aktivit~t des Aortenendothels und 
der Unbeeinflugbarkeit der fibrinolytisehen Aktivit/~t fiber den Vasa vasorum yon 
Media und Adventitia durch Glyeinmethylester als FSF-Inbibitor. 

TrLEI~ und LACK (1965) haben ffir den pla~matischen FSF eine Inhibitor-Akti- 
vitgt gegenfiber der Aktivierbarkeit des Plasminogen zu Plasmin festgestellt. Die 
vorliegenden Befunde weisen dem gewebseigenen FSF einen gleichen Angriffs- 
lounkt zu. Auf die Bedeutung eines Fibrin stabilisierenden Faktors in der mensch- 
lichen Aorta ffir die Pathogenese und Histogenese der Arteriosklerose, fiir die 
Abheilung gereinigter arteriosklerotiseher Exulcerationen dureh Fibrinabdeekung 
und fortsehreitende tIyalinisierung des Fibrins, aber aueh f/Jr die Inkorpora- 
tion parietaler Fibrinthromben im Sinne DuGuII)s, kann im i%ahmen der vorHegen- 
den Untersuehungen nur verwiesen werden. 

Literatur 

BIcK~o~D, A.F., and SOKOLOW, M.: Fibrinolysis as related to the urea solubility of fibrin. 
Thrombos. Diathes. haemorrh. (Stuttg.) 5, 480--488 (1961). 

BL•u U. : Fibrinolyse-Autographie und Proteolyse-Autographie. Tagg. d. Nord- und West- 
deutschen Pathologen, 4.--6.11. 1966, Giegen (ira Druck). 

--, GR6ZI~G~R, K.-H., W. NAGEL u. M. W)-~KE: Histochemische I)arstellung der proteoly- 
tischen Ak~ivit~it bei der akuten experimentellen Pankreatitis. Klin. Wschr. 44, 282--283 
(1966). 

Histotopochemie aktiver proteolytischer Enzyme bei der experimentellen auto- 
digestiven Pankreatitis. Virchows Arch. path. Anat. 342, 26--37 (1967). 

DO]~R~, W. : Perfusionstheorie der Arteriosklerose. Zwangl. Abhandl. aus dem Gebiet der nor- 
malen und patholog. Anatomie, Heft 13. Stuttgart: Georg Thieme 1963. 

--Ar~eriosklerose als somatisches Fatum. Ver6ffentl. der Schlesw.-Holst. Universitiits-Ge- 
sellschaft --Neue Folge. Kieh Ferdinand Hir~ 1963. 

- -  Gangarten der ArteriosMerose. Berlin-G6ttingen-Heidelberg: Springer 1964. 
Du(~vID, J.B.: Thrombosis as a factor in the pathogenesis of coronary atherosclerosis. J. 

Path. Bact. 58, 207--212 (1946). 
- -  Thrombosis as a factor in the pathogenesis of aortic atherosc]erosis. J. Path. Bact. 60, 

57--61 (1948). 



Fibrin stabilisierender Faktor in der menschlichen Aorta 209 

LORAND, L., K. KONISHI, and A. JACOBSES!: Transpeptidation mechanism in blood clotting. 
Nature (Lend.) 194, I148--I149 (1962). 

SAYERS, D. C. J., TYL]~R, H.M. and C.H. LACK: The histological demonstration of cytokinase 
and tissue fibrin-stabilising factor. J. Path. Bact. 90, 551--556 (1965). 

TODD, A. S. : The histological localization of fibrinolysin activator. J. Path. Bact. 78, 281--283 
(1959). 

-- The tissue activator of plasminogen and thrombosis. In: W. WALKEa (ed.), Thrombosis 
and anticoagulant therapy, p. 25. London: Livingstone Co., 1960. 

- -  Localization of fibrinolytic activity in tissue. Brit. med. Bull. 20, 210--212 (1964). 
TYLER, H.M., and C.H. LACK: A tissue fibrin-stabilizing factor and fibrinolytic inhibition. 

Nature (Lend.) 202, lll4--II15 (1964). 
WA~]~, B.A. : Fibrinolytic activity of vascular endothelium. Brit. reed. Bull. 20, 213--216 

(1964). 

Dr. U. ButYL 
Institut fiir Allgemeine Pathologie und 
pathologische Anatomic der Universit~t 
69 Heidelberg, Berliner StraSe 5 


