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Fibrin-Stabilizing Factor of 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 wall 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 (Topb), after inhibition of the FSF of aortic
tissue origin by p-chlormercuric 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.

Zusammenjassung. 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) enthilt, der in der Lage ist, ein in Essigsdure
Iésliches Fibrin s in eine unlésliche Form (Fibrin i) zu iiberfithren. Dieser FSF ist an die Ge-
genwart von Ca*t-Ionen gebunden und laBt sich durch p-Chlormercuribenzoat und Glycin-
methylester hemmen. Der gewebseigene FSF der Aortenwand hemmt die fibrinolytische (Plas-
minogen-Aktivator-) Aktivitit der Aortenendothelien. Nach Inhibition des gewebseigenen FSF
durch p-Chlormercuribenzoat treten bei Verwendung der Methode der sog. Fibrinolyse- Auto-
graphie nach Topp im FSF-freien Fibrin-Substratfilm auch {iber dem Aortenendothel um-
schriebene Fibrinolyse-Areale als Ausdruck einer diskreten fibrinolytischen Aktivitdt dieses
Endothels auf. Glycinmethylester filhrt dagegen zu einer Hemmung dieser fibrinolytischen
Aktivitit. Auf die Bedeutung des gewebseigenen FSF der Aorta fir die Pathogenese und Histo-
genese der Arteriosklerose wird verwiesen.

Gerinnungsanalytische Untersuchungen und histochemische Befunde haben
wahrscheinlich gemacht, daf dort, wo Fibrin im Gewebe auftritt, auch fibrino-
lytisches Potential zugegen ist, das unter dem Einflul gewebseigener Aktivatoren
seine fibrinolytische Aktivitit zu entfalten vermag. Fir die These Duauins
(1946, 1948), die Arteriosklerose der groBlen Korperschlagadern entstehe im
wesentlichen durch Inkorporation von auf dem Endothel niedergeschlagenen, dort-
selbst aber nicht lysierten Fibrinfilmen in die GefdBintima, ergibt sich damit die
Frage, warum inkorporiertes Fibrin unter dem aktivierenden Einfluf intimaler
Cytokinasen nicht alsbald fibrinolytisch verdaut und damit fiir eine Beeintrich-
tigung der physiologischen GefdBwandperfusion (Dorrr et al., 1963a, b; 1964)
irrelevant werden. Lassen sich in der Wandung grofler Korperschlagadern anti-
fibrinolytische oder Fibrin stabilisierende Faktoren nachweisen ?

Ein im Blutplasma auftretendes, Fibrin stabilisierendes Enzym ist unter den
Synonymen Laki-Lorand-Faktor, Faktor XITI, Fibrin stabilisierender Faktor
(FSF) und Fibrinase seit langem bekannt. Unlangst gelang TyrLer und Lack
(1964, 1965) auch der Nachweis eines gewebseigenen Fibrin stabilisierenden Faktors
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im Uberstand von Gewebshomogenaten, der in der Lage ist, ein in 2 % Essig-
sdure, 1% Monochloressigsdure, 5 M Harnstoff oder streptokinaseaktiviertem
Plasmin 16sliches Fibrin (Fibrin s) in eine unldsliche, plasminresistentere (Brok-
ForD und Sokorow, 1961) Fibrinformation (Fibrin i) zu tberfiihren. Durch Ak-
tivitdtsuntersuchungen in Verdiinnungsreihen liell sich zeigen, daf der gewebs-
eigene FSF nicht durch Kontamination des Gewebes mit dem FSF des Blutplasma
entsteht. Der gewebseigene FSF besitzt vielmehr eine ungleich héhere Aktivitét
als der FSF des Blutes. Beide Enzyme bendtigen die Gegenwart von Cat+-Tonen
und sind durch Silberionen und Substanzen, welche SH-Gruppen blockieren,
hemmbar.

Fiir die eigenen Untersuchungen war damit die Frage aufgeworfen, ob in der
Wandung menschlicher Aorten ein nicht mit dem FSF der Vasa vasorum identi-
scher Faktor nachweisbar sei, der in der Lage wire, inkorporiertes Fibrin dem fi-
brinolytischen Zugriff des an Fibrin gekoppelten Plasmin zu entziehen. Wir sind
dieser Frage in gerinnungsanalytischen und vergleichenden histochemischen Un-
tersuchungen nachgegangen. Als Kontrolle diente die an gewebseigenem FSF
reiche Leber.

Material und Methode
o) Gerinnungsanalytische Untersuchungen

Um einen Vergleich der gerinnungsanalytischen Befunde zu erméglichen, wurden den
eigenen Untersuchungen die Analyseansitze von TYLER und Lack (1964) zugrundegelegt.
Gewebsproben von der mittleren Brustaorta und von der Leber bis zu 12 Std nach dem Tode
Obduzierter beiderlei Geschlechts und verschiedener Altersstufen wurden unmittelbar nach
Entnahme bei 4° C ausgiebig im Kochsalzbad gewaschen. Nach Abpriaparation der aortalen
Adventitia unter der Stereolupe wurden die Proben im Verhaltnis 1:10 (Gew./Vol.) in sterili-
sierter 0,9 % NaCl homogenisiert. Nach Zentrifugierung des Homogenates (3000 U/min,
30 min) wurde der Uberstand in Visking-Dialysierschliuchen (Wandstirke 0,02 mm) gegen
0,9 % NaCl dialysiert (4° C, 12 Std, stiindlicher Wechsel des Dialyse-Bades).

Menschliches Fibrinogen (Fraktion 1 nach Corx-Methode 6, Reinigung nach MoRRISON
et al., 1948) und Rinderfibrinogen (99 % gerinnbar, SErva Heidelberg) wurden in getrennten
Ansiitzen mit p-Chlormercuribenzoat (Natriumsalz, 1x10—4M) bei pH 7,4 (Natriumtetra-
borat-Borsiure-Puffer nach HoLMES) in sterilisierter 0,9 % NaCl gelost. Zur Reinigung von
iiberschiissigem p-Chlormercuribenzoat und aus der Fraktionierung des Fibrinogen nach Mor-
RISON anfallenden Citrationen erfolgte erschopfende Dialyse gegen 0,9 % NaCl bei 49 C. Als
Thrombinpréparat diente Thrombinum purum (Behringwerke).

Die gerinnungsanalytischen Ansitze sind in der Tabelle 1 wiedergegeben.

Tabelle 1
Ansatz I T 111 v v
Holmes-Puffer pH 7.4 0,25 ml -+ -+ -+ + +
Fibrinogen + p-Chlormercuribenzoat 0,1 ml + + + + -+
Gewebsextrakt 0,2 ml — — + -+ +
CaCl, 0,1 M 0,05 ml — + — + +
Thrombinum purum 2 NIH -+ + + + +
p-Chlormercuribenzoat 0,1 ml — — — — +

Jeder gerinnungsanalytische Ansatz wurde mit im Verhéltnis 1: 10 gepufferter sterilisierter
0,9 % NaCl auf 1 ml komplettiert. Unmittelbar nach Zugabe von Thrombin wurden die
gerinnungsanalytischen Ansiitze fur 15 min zur Gerinnung in ein Wasserbad bei 37° C einge-
stellt und anschlieBend mit 1 ml 2 % Essigsdure tiberschichtet. Mit einem feinen Glashéikchen
wurde das Gerinnsel vom Reagenzglasboden geldst und der arteficiellen Lyse ausgesetzt.
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f) Histockemische Untersuchungen

Die histochemischen Untersuchungen wurden an Kryostatschnitten (Schnittdicke 10 w)
menschlicher Aorten mit einer Modifikation (BLEYIL, 1966; BLEYL, GROZINGER, NAGEL und
WANKE, 1966) der Methode der Fibrinolyse-Autographie nach Topp (1959, 1964) durchgefiihrt.
Als Substratiilm der Fibrinolyse diente in Anlehnung an die Untersuchungen von SAYERs,
Tyrer und LAack (1965) Plasminogen-haltiges, durch p-Chlormercuribenzoat (1 X 10~ M) und
nachfolgende erschépfende Dialyse (s. 0.) vorbehandeltes und damit FSF-inhibiertes Fibri-
nogen. Durch Verdiinnung mit sterilisierter 0,9 % NaCl wurde die Fibrinogen-Konzentration
so eingestellt, daff 1 ml FSF-inhibierte, in NaCl geloste Stammldsung 10 mg gerinnbares Pro-
tein enthielt. Beziiglich der methodischen Einzelheiten der Durchfithrung der Fibrinolyse-
Autographie an Kryostatschnitten kann auf frithere Mitteilungen (BLeyr,1966; BLEYL et al.,
1967) verwiesen werden.

Zur Entfernung aller den Objektirigern anhaftenden Calciumspuren wurden die Objekt-
triger vor der Uberschichtung mit Thrombinum purum fiir 24 Std in Aethylendiamin-tetra-
essigsdure (EDTA 1x 104 M) eingelegt und nach anschlieBender sorgfiltiger Waschung in
Aqua dest. mit Alkohol entfettet. Zur Hemmung des gewebseigenen FSF verwendeter Glycin-
methylester (Glycinmethylester-HCL — EGA-Chemie, Steinheim) wurde mit verdiinnter
NaOH neutralisiert und mit NaCl auf eine 0,12 M Stammldsung in 0,9 % NaCl eingestellt. Zur
Ausschaltung der gewebseigenen Plasminogen-Aktivatoren wurde Epsilon-Aminocapronsiure
(EACA, 0,3 M Stammlésung, geldst in 0,9 % NaCl, im Verhéltnis 1:10 gepuffert) in den Sub-
stratfilm eingefithrt.

Die definitive Zusammensetzung der Substratfilme der histochemischen Versuchsansitze
ist aus Tabelle 2 zu entnehmen. Samtliche Substratfilmsitze wurden mit 0,9 % NaCl auf
ein Gesamtvolumen von 6 ml zur Einhaltung einer Fibrinogen-Endkonzentration von 5mg/ml
aufgefillt.

Tabelle 2
Ansatz I I III v v
Fibrinogen 4 p-Chlormercuribenzoat 3ml - -+ + -+ +
Holmes-Puffer pH 7,4 0,5 ml -+ -+ -+ + —+
CaCl, (0,1 M) 0,56 ml — + + + +
Epsilon-Aminocapronsiure (0,3 M)t 0,5 ml — — + — —
Glycinmethylester (0,12 M) 0,5 ml — — — -+ —
p-Chlormercuribenzoat (6 X 10-* M) 0,5 ml — — — — +

Nach Ausbreitung der Substratfilme iber den Kryostatschnitten und nachfolgender Fi-
bringelbildung unter dem Einfluf des auf den Objekttrigern ausgestrichenen Thrombins
wurden die Schnitte in der feuchten Kammer bei 37° C fiir 30—60 min bebriitet. 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 Fibrini in 2 % Essigsiure der
artifiziellen Lyse ausgesetzt. Nach Fixierung und Wasserung wurden die Schnitte mit Hdma-
toxylin-Eosin gefirbt und nach Dehydrierung in der aufsteigenden Alkoholreihe in DePeX
(GURR, London) eingedeckt.

Zur gerimnungsanalytischen Kontrolle der histochemischen Versuche wurde jeweils 1 ml
der Substratfilm-Ansiitze ohne Zugabe von Gewebsextrakten im Reagenzglas mit 2 NIH
Thrombin zur Gerinnung gebracht und der anschlieBenden Lyse mit 1 ml 2 % Essigsdure aus-
gesetzt. Damit konnte fiir jeden Versuchsansatz die totale Hemmung des im Fibinogen auf-
tretenden FSF des Blutplasma belegt werden.

Ergebnisse
o) GQerinnungsanalytische Untersuchungen

Die zur Kontrolle der gerinnungsanalytischen Untersuchungen stets mitge-
fahrten Versuchsanséitze I und IT (Tabelle 1) weisen aus, daf} der in den Fibrino-
gen-Fraktionen auftretende und nicht abtrennbare FSF des Blutplasma durch
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Zugabe von p-Chlormercuribenzoat als SH-Gruppen-blockierendem Agens total ge-
hemmt werden kann und somit den Nachweis Fibrin stabilisierender Aktivitdten
in Gewebsextrakten nach erschopfender Dialyse nicht mehr beeintrachtigt. Die
Versuchsansédtze I und I zeigten stets eine vollsténdige Aufldsung der Fibrin-
gerinnsel innerhalb von 10 min nach der Uberschichtung durch 2 % Essigsiure.

Nach Zugabe von Leber-Extrakt zum Incubationsansatz fand sich eine totale
Auflosung des Fibrines innerhalb von 10 min auch in den Versuchsgruppen LIT
und V. Das unter dem Einflul von Thrombin in Gegenwart von Leberextrakten
entstehende Fibrin war also einerseits bei Fehlen von Calcium-Ionen im Reak-
tionsgemisch wieder vollstindig losbar, andererseits trat auch dann eine lsliche
Fibringelbildung auf, wenn den Versuchsansétzen tiberschiissiges, damit zugleich
aber den gewebseigenen FSF hemmendes p-Chlormercuribenzoat angeboten
wurde. Unlésliches Fibrin (Fibrin i) trat nur in Versuchsansatz 1V auf, d.h. in Ge-
genwart von Cat+lonen und bei Fehlen von iiberschiissigem, fermentblockieren-
dem p-Chlormercuribenzoat. Unsere Kontrollversuche mit Leber-Extrakt zeig-
ten damit in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von TyLER und Lack (1964),
daB im Uberstand von homogenisiertem menschlichem Lebergewebe ein.durch
SH-Gruppen-blockierende Reagentien hemmbarer, an die Gegenwart von Cat+-
Tonen gebundener Faktor nachweisbar ist, der eine losliche Fibrinformation in
ein unlosliches Fibringel tiberfithrt.

Versuche mit adventitiafreien Aortenwandextrakten fithrten zunachst zu ab-
weichenden Ergebnissen. In allen Aorten-Extrakt enthaltenden Versuchsansétzen
(Ansatz 111, IV) trat Fibrin i auf, wenn nicht p-Chlormercuribenzoat dem Reak-
tionsgemisch im Uberschufl angeboten wurde (Ansatz V). Extreme Extraktverdiin-
nungen (32fach) filhrten zwar in Ansatz I11 zu 16slichen Fibrinformationen, gleich-
zeitig aber trat auch eine totale Fibrinaufldsung in Ansatz IV auf.

Die Moglichkeit, eine Ausbildung von Fibrin i durch p-Chlomercuribenzoat zu
unterdriicken, bewies zunichst, da3 die Aortenwand einen Fibrin stabilisierenden
Faktor besitzt, der durch SH-Gruppen-Blockade vollstindig hemmbar ist. (An-
satz V). Andererseits zeigte Versuchsansatz 111 in Aortenwandextrakten die Exi-
stenz eines weiteren Faktors auf, der in Lebergewebe nicht — oder nur in Spu-
ren — vorhanden ist, die Ausbildung von Fibrini durch Aortenwandextrakte
aber maligeblich beeinflulit.

Durch 24stiindige Dialyse wurde das Reaktionsergebnis in Ansatz III nicht
verindert. Allerdings liefl sich bei gemeinsamer Dialyse von Aortenwand- und
Leberextrakten im selben Dialysebad zeigen, dall der in Ansatz II1 der Aortenserie
wirksam werdende Faktor partiell dialysierbar ist, denn unter diesen Voraus-
setzungen traten auch in Ansatz III der Leberextrakt-Versuche unloshche Fi-
brinpracipitate auf.

In der Annahme, daf fiir die Fibrin i-Bildung in Ansatz ITT der hohe Cat+ Ge-
halt menschlicher Aorten verantwortlich sei, wurde EDTA in 1 x 10—*M Konzen-
tration als Chelatbildner und Calciumfinger in das Dialysebad (0,9 % NaCl, pH-
Stabilisierung) des Gewebshomogenates eingefiilbrt. Erst nach Dialyse gegen
EDTA zeigte auch Ansatz IIT in 4 Versuchen die Ausbildung in 10 min 15sli-
cher Fibringerinnsel. Bei 3 dieser 4 Versuche stammte das homogenisierte Aor-
tenmaterial von Obduktionen Jugendlicher.



Fibrin stabilisierender Faktor in der menschlichen Aorta 203

Unsere gerinnungsanalytischen Befunde beweisen die Existenz eines Fibrin
stabilisierenden Faktors in der menschlichen Aortenwand. Dieser FSF ist durch
SH.-Gruppen-Blockade vollstindig hemmbar, iberfithrt aber in Gegenwart von
Cat+-Tonen losliches Fibrin in ein unlésliches Gel. Die Reaktion wird durch den
mit zunehmendem Alter ansteigenden Caleciumgehalt der menschlichen Aorta we-
sentlich beeinfluft.

B) Histochemische Untersuchungen

Das histotopochemische Verteilungsmuster der charakteristischen, einiger-
malen scharf umschriebenen Lyseareale iiber den Vasa vasorum der Adventitia

Abb. 1. Aorta, Kryostatschnitt. Scharf von dem dber dem umgebenden Gewebe liegenden

Substratfilm abgesetzte Fibrinolyse in der Umgebung der Vasa vasorum der Media, Focu-

sierung auf das unter dem Substratfilm liegende Gewebe. Fibrinolyse-Autographie mit

p-Chlormercuribenzoat zur Ausschaltung des plasmatischen FSF (Versuchsansatz I). HE.
Mikrophotogramm 1:120

und Media menschlicher Aorten unterscheidet sich bei Hemmung des plasmati-
schen FSF der Fibrinogen-Fraktionen durch p-Chlormercuribenzoat nicht von
frither (BLEYL, 1966) erhobenen Befunden mit FSF-haltigem Substratfilm. Die
menschliche Intima und insbesondere das Aortenendothel lassen auch bei lang-
fristiger Bebriitung der Kryostatschnitte in der feuchten Kammer weder im FSF-
haltigen noch im FSF-freien Fibrinfilm (Ansatz I und II) eine lytische Aktivitit
erkennen (Abb. 1). In Gegenwart von Epsilon-Aminocapronsiure als kompeti-
tivem Inhibitor des Plasminogen-Aktivators wird andererseits die Substratfilm-
aufldsung sowohl im FSF-haltigen, als auch im FSF-freien Fibrinfilm unterdriickt,
iiber Adventitia und Media der menschlichen Aorten werden keine Lyseareale
mehr sichtbar (Ansatz ITI). .
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Im Gegensatz dazu stehen die histochemischen Befunde an menschlichen Aor-
ten mit Substratfilmen, deren plasmatischer FSF durch p-Chlormercuribenzoat
zundchst vollstdndig gehemmt worden war, bevor nach erschopfender Dialyse er-
neut p-Chlomercuribenzoat oder Glycinmethylester in den Versuchsansatz einge-
bracht wurden. In diesen Versuchsansitzen (Ansatz IV und V) lagen wih-
rend der Incubation in der feuchten Kammer stindig Inhibitoren des plasmati-
schen FSF (TYLER und Lack, 1964; Loraxp, KonNtsat und JAcoBSEN, 1962) und

Abb. 2. Aorta, Kryostatschnitt. Beginnende Fibrinolyse mit zarten, kreisférmigen Lyse-

arealen in der Umgebung der Aortenendothelien bei homogenem Fibrinfilm tiber der Intima.

Fibrinolyse-Autographie mit p-Chlormercuribenzoat zur Ausschaltung des plasmatischen und
des gewebseigenen FSF (Versuchsansatz V). HE. Mikrophotogramm 1:120

des gewebseigenen FSF (SavEers, TyLER und Lack, 1956) vor. In beiden Ver-
suchsansitzen war der Durchmesser der Lyseareale im Substratfilm tiber den
Vasa vasorum der Adventitia und Media deutlich grofer als die entsprechenden
Durchmesser der Substratfilmauflosung von Parallelschnitten der Versuchsan-
sitze I und II. In Gegenwart von p-Chlomercuribenzoat und Glycinmethylester
waren die Lysebezirke iiber den Vasa vasorum der Adventitia und Media vielfach
breitflichig konfluiert, so dal eine breite Fibrin-freie Zone iiber Adventitia und
Media sichtbar wurde.

Dariiber hinaus aber zeigten in den Versuchsansitzen der Gruppe V auch die
Aortenendothelien eine, wenn auch geringe, fibrinolytische Aktivitdt (Abb. 2).
Die einzelnen Endothelzellen waren von halbkreisformigen, scharf umschriebe-
nen, wie ausgestanzt erscheinenden Lysearealen umgeben, die bei lingerer Bebrii-
tungsdauer zunehmend konfluierten und schlieflich ein schmales, lytisch abge-
dautes Band iiber dem Aortenendothel bildeten. In Gegenwart von Glycinmethyl-
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ester als FSF-Inhitor wurden solche Lyseareale iiber den Endothelien der Aorta
dagegen nicht beobachtet.

Wie ein Negativbild zu diesen Befunden am Substratfilm in Gegenwart ver-
schiedener Plasminogen-Aktivator- und FSF-Inhibitoren erscheinen die Ergeb-
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Abb. 3. Aorta, Kryostatschnitt. Histochemischer Nachweis des gewebseigenen FSF iiber

Media und Adventitia bei Ausschaltung der Plasminogen-Aktivatoren der Vasa vasorum

durch Epsilon-Aminocapronsidure (Versuchsgruppe 1II). Zarter, durch Essigsiure nicht ge-

16ster Fibrin-i-Film iiber Media und Intima mit scharfer Begrenzung gegeniiber schnittireien,

vor Essigsdure-Behandlung von Fibrin s bedeckten Objekttrigerbezirken, HE. Mikrophoto-
gramm 1:120 (- = Fibrin-i-Begrenzung)

nisse unserer Untersuchungen nach arteficieller Lyse des Fibrinfilmes durch 2%
Essigsdure. Diese Untersuchungsreiben sollten kldren, iiber welchen Schnittare-
alen unter dem EinfluB eines gewebseigenen FSF Fibrin i gebildet wird. Schon
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kurz nach dem Einbringen der Schnitte in Essigsédure wird sichtbar, daf iiberallen
nicht von Schnitten bedeckten Objekttrigerbezirken der Versuchsansitze I-V der
Fibrinfilm vollstandig gelést wird. Uber schnittfreien Bezirken wird ein Fibrin s
ausgebildet. Das entspricht der totalen Lyse der im Reagenzlgas zur Kontrolle
histochemischen Versuche durchgefithrten Essigsdure-Behandlung gewebefreier
Versuchsansitze. Eine vollsténdige Substratfilmauflésung tiber schnittfreien Be-
zirken und iber den Kryostatschnitten menschlicher Aorten fand sich auch in
den Versuchsansitzen der Gruppen IV und V, d.h. nach Hemmung des gewebs-
eigenen FSF. Dagegen zeigten sich in Gegenwart von Epsilon-Aminocapronsdure
als Inhibitor des Plasminogen-Aktivators in scharfer Begrenzung gegentiber
schnittfreien Objekttrigerbezirken iiber allen Aortenwandschichten in Essigsdure
nicht mehr lésliche Fibrin-i-Formationen (Abb. 3). Diese zarten Fibrin-i-Filme
schlossen sich iiber der Intima unmittelbar an das Aortenendothel an und reichten
bis zum periadventitiellen Fettgewebe. Uber den einzelnen Wandschichten der
Aorta lieBen sich keine Konzentrationsunterschiede in den Fibrinfilmen erkennen,
andererseits waren durch die Hemmung des Plasminogen-Aktivators tiber den
Vasa vasorum auch keine Lyseareale in den Fibrinfilmen nachweisbar.

Eine gleichzeitige Erfassung des Plasminogen-Aktivators und des gewebs-
eigenen FSF gestatteten die Versuchsansitze I und TI. Hier traten iiber Adven-
titia und Media erneut scharf ausgestanzte Lyseareale in der Umgebung der Vasa
vasorum auf, wihrend unlésliche Fibrin-i-Filme nur tiber gefaffreien Adventitia-
und Mediabezirken sowie iiber der gesamten Intima sichtbar wurden.

Zwischen den Versuchsansétzen I und II konnten weder nach Essigsdure-Be-
handlung noch bei sofort an die Inkubation der Schnitte angeschlossener Formalin-
Fixierung Differenzen in der Ausbildung von Fibrin-i-Formationen beobachtet
werden. Damit bestéitigt sich die bereits im Rahmen der gerinnungsanalytischen
Untersuchungen gemachte Erfahrung, dafl der hohe Catt-Gehalt menschlicher
Aorten fir die Entfaltung der Aktivitit des gewebseigenen FSF vollstandig
ausreicht.

Diskussion

Histochemische Untersuchungen der menschlichen Aorta auf ihven Gehalt
an Plasminogenaktivatoren und -Proaktivatoren mit der Methode der sog. Fibri-
nolyse-Autographie haben zu widerspriichlichen Ergebnissen gefiihrt. Topp (1959)
hatte darauf aufmerksam gemacht, dal sich im Aortenendothel keine Plasmi-
nogen-Aktivatoren, wohl aber Proaktivatoren nachweisen lassen. Unter Verwen-
dung auf Objekttrigern aufgefrorener Hautchenpriparate des Aortenendothels
hatte andererseits WARREN (1964) auch tber Aortenendothelien eine, wenngleich
diskrete, Substratfilm-Auflosung beobachten kénnen. WARREN hatte angesichts
dieses Widerspruches die Frage aufgeworfen, ob nicht ein im Gewebe auftre-
tender Inhibitor der Plasminogen-Aktivator-Aktivitdt fiir den negativen Ausfall
der Fibrinolyse iiber Aortenendothelien an Gefrierschnitten verantwortlich zu
machen sei.

Die vorliegenden gerinnungsanalytischen und histochemischen Befunde be-
weisen die Existenz eines Fibrin stabilisierenden Faktors in der Wandung mensch-
licher Aorten. Dieser Fibrin stabilisierende Faktor der Aortenwand ist in der Lage,
ein in 2 % Essigsdure, 1 % Monochloressigsiure oder 5 M Harnstoff l16sliches Fi-



Fibrin stabilisierender Faktor in der menschlichen Aorta 207

brins in ein unlésliches, damit zugleich aber Plasmin-resistenteres (Bickrorp und
Sororow, 1961) Fibrin i zu tiberfihren. Der gewebseigene FSF der menschlichen
Aorta 146t sich durch p-Chlormercuribenzoat oder Glycinmethylester hemmen
und benétigt zur Entfaltung seiner Fibrin stabilisierenden Aktivitat die Gegen-
wart von Calciumionen. Die in Anlehnung an das methodische Vorgehen von
Savers, TYLEr und Lack (1965) durchgefiithrten histochemischen Untersuchun-
gen lassen keine Aktivitdtsunterschiede des gewebseigenen FSF in Intima, Media
und Adventitia erkennen.

Einer Interpretation bediirfen die histochemischen Befunde mit der Fibrino-
lyse-Autographie nach Hemmung dieses gewebseigenen Fibrin stabilisierenden
Faktors. Glycinmethylester, ein aulerordentlich starker Inhibitor des plasmati-
schen (LoraxDp, Konisur und JacosseN, 1962) und des gewebseigenen (SAYERS,
Tyrer und Lack, 1965) Fibrin stabilisierenden Faktors, fithrte bei nachfolgender
artefizieller Liyse des Substratfilmes in Essigsdure wie p-Chlormercuribenzoat zu
vollstandiger Auflésung des Fibrinfilmes tiber allen Aortenschichten; 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 anschlieBende Fibrinolyse in Essigsdure waren bei beiden Inhibitoren
iber den Vasa vasorum der Adventitia und Media der Aorta auch vergroferte
Lyseareale im Substratfilm aufgetreten. In Gegenwart von Glycinmethylester
waren — in Parallele zu den Befunden von Topp (1959—1964) an der menschli-
chen und tierischen Aorta mit FSF-haltigem Substratfilm — iiber dem Aorten-
endothel keine Plasminogen-Aktivator-Aktivitdten sichtbar geworden.

Im Gegensatz zu diesen Befunden mit Glycinmethylester als dem Inhibitor
des gewebseigenen FSF stehen aber unsere Befunde mit dem von SAYERs et al.
nicht als Hemmer des gewebseigenen FSF verwendeten p-Chlormercuribenzoat.
In Gegenwart von p-Chlormercuribenzoat trat im Fibrin-Substratfilm auch ber
den Aortenendothelien eine Plasminogen- Aktivator-Aktivitdt und damit eine zwar
diskrete, aber doch deutlich sichtbar werdende Fibrinolyse auf.

Diese differierenden Versuchsergebnisse mit p-Chlormercuribenzoat und Glycin-
methylester als Inhibitoren des gewebseigenen Fibrin stabilisierenden Faktors
lagsen sich durch bisher unverdffentlichte Befunde von TyLER erklaren. In bio-
chemischen Versuchen mit Casein als Substrat der Plasmin-Proteolyse konnte
TyYLER nachweisen, dall Glycinmethylester neben seiner Inhibitoraktivitit gegen-
iiber dem Fibrin stabilisierenden Faktor des Blutplasmas und des Gewebes auch
eine Hemmuwirkung gegeniiber der Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin durch
gewebseigene Plasminogen-Aktivatoren entfaltet. Dieser Inhibitoreffekt gegen-
iber den Plasminogen-Aktivatoren tritt bei der Plasmin-Caseinolyse ober-
halb 0,01 molarer Konzentration auf. Bei den eigenen Versuchsansitzen wie bei
den Untersuchungen von Savers, TyrLer und Lack wurde der Glycinmethyester
in 0,02 molarer Konzentration als FSF-Inhibitor verwendet, konnte also bis zu
einem gewissen Girade auch zu einer Hemmung der Plasminogen-Aktivitor- Akti-
vitét iber den Endothelien der Aorta fithren, ohne daf die wesentlich intensivere
Aktivator-Aktivitit iiber dem Endothel der Vasa vasorum bereits beeintrichtigt
wurde.
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Der Nachweis fibrinolytischer Aktivitdten iiber dem Endothel mensch-
licher Aorten bei Hemmung des gewebseigenen FSF der Aortenwand durch p-
Chlormercuribenzoat bestéatigt somit die These WARRENSs, der negative Ausfall der
Fibrinolyse-Reaktion im FSF-haltigen Fibrin-Substratfilm sei moglicherweise
Ausdruck einer in den Wandschichten der Aorta wirksam werdenden antifibrino-
lytischen Inhibitoraktivitit. Die vorliegenden Befunde schlagen damit die Briicke
zwischen den Befunden WARRENs an accessoriafreien Hiutchenpréparaten des
Aortenendothels und den Versuchsergebnissen von Topp (1959—1964) an Gefrier-
schnitten menschlicher Aorten, d.h. in Gegenwart des gewebseigenen Fibrin sta-
bilisierenden Faktors von Intima, Media und Adventitia. Aus dem in den vorlie-
genden Versuchsergebnissen méglichen Vergleich zwischen der fibrinolytischen
Aktivitit Gber dem Aortenendothel einerseits und iiber dem Endothel der Vasa
vasorum der Media und Adventitia andererseits 1d8t sich allerdings schliefen, daf}
die fibrinolytische Aktivitit des Aortenendothels wesentlich geringer ist als die der
Endothelien der Vasa vasorum. Zu gleicher Aussage berechtigt ein Vergleich zwi-
schen der Hemmbarkeit der fibrinolytischen Aktivitdt des Aortenendothels und
der Unbeeinflufibarkeit der fibrinolytischen Aktivitit itber den Vasa vasorum von
Media und Adventitia durch Glycinmethylester als FSF-Inhibitor.

TyrLER und Lack (1965) haben fiir den plasmatischen FSF eine Inhibitor-Akti-
vitit gegeniiber der Aktivierbarkeit des Plasminogen zu Plasmin festgestellt. Die
vorliegenden Befunde weisen dem gewebseigenen FST einen gleichen Angriffs-
punkt zu. Auf die Bedeutung eines Fibrin stabilisierenden Faktors in der mensch-
lichen Aorta fir die Pathogenese und Histogenese der Arteriosklerose, fiir die
Abbheilung gereinigter arteriosklerotischer Exulcerationen durch Fibrinabdeckung
und fortschreitende Hyalinisierung des Fibrins, aber auch fiir die Inkorpora-
tion parietaler Fibrinthromben im Sinne Duauips, kann im Rahmen dervorliegen-
den Untersuchungen nur verwiesen werden.
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