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Die Feststellung von Balé und Banga [3], wonach die elastischen Fasern
der Gefdsswand durch Elastase spezifisch geldst werden, ist neuerdings auch
von Hall, Reed und Tunbridge [7] sowie Lansing, Rosenthal, Alex und Dempsey
[9] bestdtigt worden. Hall und Mitarbeiter, die neben den elastischen Fasern
der Gefédsswand auch die Elastolyse des Lig. nuchae untersuchten, sind zu der
Feststellung gelangt, dass der Wirkungsmechanismus der Elastase in beiden
Féallen derselbe und auch das nach der Auflésung gewonnene histologische Bild
das gleiche sei. Nach ihrer Ansicht bestehe nur insofern ein Unterschied, als
das Lig. nuchae des Rindes die elastischen Fasern nur in ihrer fibrillaren Form
enthélt, in der Gefdsswand dagegen neben den Fibrillen auch ein lamelldser
Aufbau angetroffen werden kann. Im Laufe der zu besprechenden Untersuchun-
gen beschdaftigten wir uns mit dem zeitlichen Ablauf der Elastolyse sowohl
beim Lig. nuchae wie bei der Gefdsswand in histologischen Schnitten und gelang-
ten zu der Feststellung, dass die histologischen Bilder bei dem aus zwei ver-
schiedenen Quellen stammendem Material nicht identisch seien, woraus zu
folgern ist, dass sich die elastischen Fasern des Lig. nuchae und der Gefdsswand
in ihrem Aufbau voneinander unterscheiden.

Ferner wiinschten wir bei unseren Untersuchungen die Beobachtung
von Bjorling [6], Aschoff [L] und Solowjew [12a, b, c¢) eingehend zu unter-
suchen, wonach sich bei Arteriosklerose in der Gefasswand Mukoide vermehren.
Nach Schultz [11] befinden sich in der Gefdsswand auch unter normalen Ver-
héltnissen Mukoide, die sich unter pathologischen Bedingungen (bei Arterio-
sklerose) anhédufen. Baldé [2] vermochte im Gefdsssystem von mit Ammonium-
hydroxyd behandelten Kaninchen ebenfalls eine Zunahme der Mukoide nachzu-
weisen, die sich mit dem von Merkel empfohlenen Kresylviolett metachromatisch
farbten. In unseren Versuchen untersuchten wir daher auch die Métachromasie
des Losungsproduktes der durch Elastolyse geldsten Fasern und die McManus-
sche Reaktion [10]. Nachdem Banga [4]in vitro nachgewiesen hatte, dass Ela-
stin nach Vorbehandlung in Anwesenheit reduzierender Substanzen auch durch
Papain geldst werden kann, erstreckten wir unsere Versuche auch aufdie Unter-
suchung der Papain-Lésung.

1 Acta Morphologica 1V/2
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Methoden

W ir untersuchten die Elastolyse an Gefrierschnitten von 10—20 Mikron Dicke, welche
aus der Carotis communis des Menschen und dem Lig. nuchae des Rindes hergestellt wurden.
In einigen Fallen untersuchten wir jedoch den Lésungsmechanismus auch an sklerotischen
Geféssen. Das Lig. nuchae entnahmen wir jungen, ca. 1— 2jahrigen Rindern. 4— 10 Schnitte
inkubierten wir verschiedene Zeit lang (1/2—24 Stunden) in 5 m| Elastase-Lésung (2 mg/m| NT
0,3—0,4) [5], wobei wir als Kontrolle die entsprechende, Elastase nicht enthaltende Ldsung
benutzten. Hiernach farbten wir die Schnitte mit Resorcinfuchsin, Van Gieson und Kresyl-
violett.

Bekanntlich geben die Perjodsdure-Sch ff-Reaktion (McManus) von den Bindegewebs-
fasern allein die retikuldren Fasern, wdahrend sich die Elastin- und Kollagenfasern auch nach
perjodsaurer Vorbehandlung mit dem Schiff-Reagens nicht rot farben. Wenn wir anstelle von
Perjodsdure als Oxydationsmittel Phosphorwolframsdure benutzten, ergaben auch die elasti-
schen Fasern mit dem Schiff-Reagens eine positive Reaktion. Mit Kresylviolett farben sich
die elastischen Fasern blau, das eine rotliche Schattierung erhdalt, wenn die Schnitte fir kurze
Zeit mit einer 1:200 verdinnten Phosphorwolframsédure-Losung vorbehandelt werden. Die im
Handel befindlichen Phosphorwolframsdauren sind ihrem chem sehen Aufbau nach Phosphor-
24-Wolframséuren. Von stdrkerer Oxydationswirkung als diese ist die nach Kamenosuke Shino-
hara [8] hergestellte Phosphor - 18 - Wolframsaure, bei deren Anwehdung in einer 1:1000—
1:2000 verdinnten Losung innerhalb 1 Minute die Umwandlung eintritt, durch welche die Fasern
metachromatisch farbbar werden. Dieser Reaktion wurde im Rahmen der hier behandelten
Experimente besondere Aufmerksamkeit gewidmet.

Bei den Losungsversuchen mit Papain bereiteten wir eine Papain-Ldsung von 4 mg/ml
m it einem Na2C03—HCI (N/10)-Puffer von pH 10, der sodann je ml Papain-L&sung 0,2 ml einer
10 mg/ml KCN-L6sung zugegeben wurde. In die auf diese Weise bereitete Papain-Ldsung wurden
die auf oben beschriebene Art hergestellten Schnitte bei 37° fur verschiedene Zeitdauer gelegt.
Vorhergehend hatten wir die Versuche auch mit Schnitten ausgefihrt, die in einem Azeton-
Chloroformgemisch gekocht worden waren. Die Vermehrung der Bakterien schalteten wir mit
Merthiolat und Toluolschichtung aus.

Versuchsergebnisse

Elastolyse : Die Versuche waren zuerst darauf gerichtet, die Zeit festzu-
stellen, in der unter obigen Bedingungen eine befriedigende Lésung mit Elastase
— Elastolyse — erzielt werden kann. W &hrend in der ersten Viertelstunde an
den Fasern nur eine sehr geringe Verdnderung eintritt, konnten wir feststellen,
dass in der zweiten halben Stunde die Aufldsung in der Gefédsswand rasch vor
sich geht. Zur Elastolyse ist jedoch in den verschiedenen Geféssen jeweils eine
andere Zeitspanne ndétig. In den Schnitten des Lig. nuchae vermochten wir
den Beginn der Auflésung erst nach einigen Stunden nachzuweisen, doch geht
die Elastolyse hiernach ziemlich rasch vor sich. Unter vdlliger Auflésung ver-
stehen wir den Zustand, in dem keine einzige unversehrte elastische Faser mehr
nachzuweisen ist ; dies tritt in der Gefasswand innerhalb von 24 Stunden ein,
im Lig. nuchae dagegen erst nach 36—48 Stunden. Die infolge der Auflésung
zustande kommenden Verdnderungen in den elastischen Fasern sind in der
Gefédsswand und im Lig. nuchae verschieden. Die elastischen Fasern der Geféss-
wand sind dunn, verlaufen wellig und parallel und férben sich mit Resorcin-
fuchsin blaulich-schwarz (Abb. la). Wie aus den Untersuchungen von Balo
bekannt, schwellen die Fasern wéhrend der Auflésung an, es entstehen darin
Vakuolen, ihr Verlauf wird unregelmdssig, und mit Resorcinfuchsin férben
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Abb. la. Dinne, wellig verlaufende elastische Fasern in der Geféasswand.
Abb. 1b. Elastische Fasern der Geidsswand nach Elastase-Behandlung. Die Fasern sind auf-
geblaht, blass und enthalten Vakuolen
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sie sich nur schwach (Abb. Ib). Nach der vdlligen L&ésung sind die Fasern (im
Mikroskop) nicht mehr sichtbar, mit Resorcinfuchsin lassen sie sich nicht f&r-
ben, d. h. sie sind in Lésung Ubergegangen.

Im Lig. nuchae weist die Elastolyse ein ganz anderes Bild auf. Vor der
Aufldsung befinden sich im Lig. nuchae dicke, hie und da abzweigende, gerade
verlaufende parallele elastische Fasern, die sich mit Resorcinfuchsin schwécher
farben als die Fasern der Gefédsswand (Abb. 2a). Die elastischen Fasern sind
von Kollagenfaserstrdngen begleitet. Bei Beginn der Elastolyse werden diese
Fasern kompakter, farben sich mit Resorcinfuchsin dunkler, d. h. &hnlich
den elastischen Fasern der Gefésswand, und zerfallen quer in gleiche Sticke
(Abb. 2b). Beikraftigerer Auflésung erfolgt diese Zerstickelung in hdherem Masse,
bei volliger Aufldsung verschwinden die Faserstickchen sogar vollstdndig und
gehen in Ldsung uber (Abb. 2c). Die Kollagenfasern, welche die elastischen
Fasern begleiten, zerstiickeln sich nicht und lassen sich mit Van Gieson zwischen
den zerbrockelten gelben elastischen Fasern als rote Fibern gut nachweisen.
Vakuolen haben wir bei der Elastolyse des Lig. nuchae niemals festgestellt,
dagegen konnte an der Gefdsswand die beim Lig. nuchae zu beobachtende,
regelrecht querverlaufende Zerstickelung nicht nachgewiesen werden.

Wie aus unseren mit Kresylviolett gefdrbten Schnitten — in Lberein-
stimmung mit den Literaturangaben — hervorgeht, befindet sich auch in der
normalen, von jungen Menschen stammenden Gefdsswand stets eine M éta-
chromasie ergebende Substanz, die sich zwischen den elastischen Fasern, fast
l&ngs derselben, lagert. Beim Lig. nuchae ist dies weniger ausgepragt. Im Laufe
der Elastolyse vermehrt sich die Substanz, welche die Métachromasie ergibt,
was sich jedoch nur dann nachweisen lasst, wenn wir die Elastolyse auf dem
auf den Objekttrdger gelegten Schnitt selbst mit der sog. Tropfenmethode
ausfuhren (wobei die Elastase auf den Schnitt getrépfelt wird) und diesen nach
der Inkubation mit Phosphor-18-Wolframsdure behandeln. Wéahrend der Elasto-
lyse 16st sich nd&mlich auch die metachromatische Substanz, die jedoch durch
Séurebehandlung im Schnitt prazipitiert wird. In diesen Fé&llen erscheint sie
naturgemadss nicht an der Stelle der geldsten Fasern, was darauf zurickzufiithren
ist, dass das geldste Elastin nicht an der Ldsungsstelle bleibt, sondern sich in
der umgebenden Flissigkeit gleichmdssig verteilt. Darum lassen sich die auf
diese Weise behandelten Schnitte histologisch nicht auswerten.

Bei der McManus-Reaktion muss eine Perjodsdure-Behandlung durch-
gefiihrt werden, damit die Fasern Schiff-positiv werden. Perjodsdure macht
entweder einige Bindungen frei oder oxydiert gewisse Bindungen, wodurch
diese mit dem Schiff-Reagens eine positive Reaktion ergeben. Die elastischen
Fasern reagieren bei dieser Behandlung auf die Schiff-Reaktion nicht positiv.
Wenn wir indessen anstelle von Perjodsdure ein kréftigeres Agens, die Phosphor-
wolframsdure anwenden, so ergeben auch die unbehandelten Fasern eine positive
Schiff-Reaktion, wé&hrend sich auf die elastolysierten Fasern die amorph prazipi-
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Abb. 2a. Die stdimmigen, parallel verlaufenden elastischen Fasern des L g. nuchae.
Abb. 2b. Die Zerstiickelung der Fasern im Lig. nuchae nach Elasta e-Behandlung.
Abb. 2c. Zerfallene Fasern, deren Teilchen sich unregelmadssig lagern



146 J. BALO, I. BANGA, D. SCHULEK

tierende intensive Schiff-positive Substanz auflagert. Die Schiff-positive Substanz
l4sst sich ausserhalb der Fasern auch in der die geldsten Fasern enthaltenden
Flussigkeit nachweisen.

Papainwirkung : Mit Papain konnte weder in der Gefdsswand noch im
Lig. nuchae Ldsung nachgewiesen werden.Wenn wir das Papain jedoch in Anwe-
senheit von KCN als Reduktionsmittel in einen n/10 Na2C03—Hcl-Puffer von
pH 10 brachten, so ging — wenn auch weit langsamer (nach 48 Stunden) —
die Auflésung der elastischen Fasern in den Schnitten vor sich. Auf entfetteten
(in einer aa-Mischung von Chloroform und Ather gekochten) Schnitten liess
sich eine Aufldsung bereits nach 24 Stunden nachweisen. Die Aufldsung ging
in ganz &hnlicher Weise vor sich wie mit Elastase. Der Unterschied im Aufbau
der Gefdsswand und des Lig. nuchae war auch wé&hrend der Papainlésung zu
beobachten. An der Gefdsswand entstanden gebldhte Vakuolen, und zwar in
den geschwollenen elastischen Fasern, wé&hrend beim Lig. nuchae senkrecht
zur Lé&ngsrichtung der Faser quer zerstickelte, beinahe ziegelférmige Teilchen
erschienen. Nach Behandlung mit Kresylviolett und Phosphorwolframsdure
waren die Ergebnisse der Schiff-Reaktion die gleichen, die wir bei der Elasto-
lyse beobachtet hatten.

Besprechung

Unsere Versuchsergebnisse zeigen, dass sich der Aufbau der elastischen
Fasern in der Gefdsswand von dem der elastischen Fasern im Lig. nuchae unter-
scheidet. Diese Differenz im Aufbau bezieht sich auf das im Lichtmikroskop
sichtbare histologische Bild, und wenn es auch als wahrscheinlich anzunehmen
ist, ergibt der Unterschied doch keinen Beweis dafir, dass das Elastin selbst,
aus dem sich die Fasern aufbauen, notwendigerweise verschieden sei. Die histo-
logischen Bilder zeigen, dass sowohl in der Gefédsswand als auch im Lig. nuchae
ein Fasernnetz vorhanden ist, das aus Kollagén besteht und die elastischen
Fasern begleitet. Weil dieses Fasernnetz und die elastischen Fasern selbst in der
Gefédsswand ein anderes Bild ergeben als im Lig. nuchae, entsteht auch
nach der Elastolyse ein verschiedenartiges Bild. Die Fasern des Lig. nuchae
sind stérker und breiter, so dass sich bei diesen die wé&hrend der Elastolyse vor
sich gehende Zerstliickelung besser beobachten Ildsst als in der Gefdsswand,
in der die elastischen Fasern dinner und feiner sind. Die Elastolyse selbst besteht
aus zwei Prozessen : zuerst schwellen die Fasern an, was eine gewisse Inkuba-
tionszeit beansprucht ; hiernach setzt die Auflésung ein, die verh&ltnismassig
rasch vor sich geht. Bei der Elastolyse kann Proteolyse oder die Vermehrung
der Amino- oder Carboxylgruppen in dquimolarer Menge nicht nachgewiesen
werden. Trotzdem ist anzunehmen, dass die Amidgruppe der im Elastinmolekil
in ganz minimaler Menge (0,4—0,6%) anwesenden Dicarboxylsdure der Aspara-
ginsdure gespalten wird und die auf diese Weise freiwerdende Carboxylgruppe
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die Abspaltung der in ihrer N&he befindlichen Alfa-Aminogruppen férdert
bzw. aktiviert. Dies wirde mit der von uns sowie von Lansing und Mitarbeitern
[3] gemachten Beobachtung sehr gut Ubereinstimmen, dass die voéllige Auf-
I6sung der Fasern nach der verhdltnismdssig langen anfdnglichen Inkubation
mit Elastase als ein autokatalysierter Prozess rasch vor sich geht. Dies war
auch die Ursache, dass es uns nicht gelang, eine sog. Matrix, in der die Fasern
eingebettet sind, nachzuweisen.

Fiur den Wirkungsmechanismus der Elastase ist kennzeichnend, dass er
mit dem Freiwerden einer grossen Zahl von reduzierenden Gruppen einhergeht.
Von den reduzierenden Stoffen besteht nur ein kleiner Teil aus reduzierendem
Kohlenhydrat — der grossere Teil ldsst sich auf die in den Seitenketten der
das Elastin aufbauenden Aminosduren vorkommenden Hydroxylgruppen sowie
auf den Pyrrolring zuriuckfihren. Diese reduzierenden Molekilgruppen werden
von der Phosphorwolframsdure oxydiert und ergeben dann mit dem Schiff-
Reagens eine positive Reaktion. Dass die Perjodsdure diese Oxydation nicht
auszufihren vermag, sondern nur die Phosphorwolframséure, ldsst sich mit
der im Oxydo-Reduktionspotential der beiden Stoffe bestehenden Differenz
erklaren.

Es ist wichtig zu betonen, dass die Mukoid genannte und Métachromasie
ergebende Substanz, die wdahrend der Elastolyse in grosser Menge erscheint,
einen stdndigen Bestandteil und Baustein der normalen, gesunden Gefésswand
darstellt. Dies beweist, dass in der Gefasswand zwischen den elastischen Fasern
und dieser Substanz — die man auch als Pseudomukoid oder nach Hall als
Proelastin bezeichnen kénnte — ein Gleichgewicht besteht und dass sich die
elastischen Fasern aus dieser aufbauen und zu dieser Substanz abgebaut werden.
Die Stérung dieses Gleichgewichtes vermag einerseits zur Zerstdrung der elas-
tischen Fasern, andererseits zu ihrer Hypertrophie zu fihren.

Hinsichtlich der Ldsung mit Papain sei bemerkt, dass in diesem Fall
der Losungsmechanismus der Elastolyse d&hnelt. Wé&hrend jedoch das Elastin
allein, ohne Hinzufugung anderer Reduktionsstoffe, imstande ist, die ela-
stischen Fasern aufzultdsen, ist Papain hierzu nur dann f&hig, wenn wir der
Losung mit alkalischem pH noch einen Reduktionsstoff hinzufligen. Auch unter
diesen Umstdnden erfolgt die Auflésung mit Papain ca. zehnfach langsamer
als die Elastolyse. Das Auflésen mit Papain l&sst sich dadurch beschleunigen,
dass man die Schnitte mit einem Azeton-Chloroform-Geinisch kocht, wodurch
die Lipoide ausgelést werden. Dies stimmt mit der Beobachtung von Banga
Uberein, wonach sich auch die Elastine mit Papain besser aufldsen lassen, wenn
sie von den Lipoiden befreit werden.

Zusammenfassung

1. Die elastischen Fasern des Ligamentum nuchae und der Gefdssw and besitzen vonein-
ander abweichende morphologische Eigenschaften. Dies wird durch die wahrend der Elastolyse
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gewonnenen verschiedenen histologischen Bilder bestédtigt. In den elastischen Membranen der
Gefdsswand entstehen wéhrend der Elastolyse Vakuolen, wahrend sich die elastischen Fasern
des Lig. nuchae in der Langsrichtung der Faser senkrecht zerstickeln.

2. Das Losungsprodukt — Elastolysat — der elastischen Fasern ist eine Substanz, die
nach Behandlung mit Phosphorwolframséaure eine positive Schiff-Reaktion ergibt. Diese Substanz
bildet den stdandigen Begleiter der elastischen Fasern auch in der normalen und gesunden Geféass-
wand. Diese Substanz liegt der von Bjorling, Aschoff und anderen bei Arteriosklerose in den
Arterien beobachteten Métachromasie zugrunde.
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CPABHUTE/IbBHOE WCC/NEQOBAHUE 3/IACTOJIN3A COCYAMNCTOW CTEHKU
N BbIMHOW CBA3KW B TUCTOJIOTMYECKUX CPE3AX

M. Bano, W. Baxra u [. Llynep

Pesome
1. Mbl nccnefoBann B FUCTOMIOMMYECKMX Cpe3ax, — pPacTBOpPsisi BOSIOKHA C MOMOLLBHO
anactasbl — CTPOEHME 3M1aCTUYECKMX BOSIOKOH COCYAUCTOM CTEHKU W BbIAHON CBA3KW. Mbl

YCTaHOBUAN, YTO YNOMSIHYTbIE B BMAA 3/1aCTUYECKUX BOJIOKOH pasfiMuHbl. Bo Bpemsi anacto-
NN3a B 3/1aCTUYECKMX BOJSIOKHAX COCYAMCTOM CTEHKU BO3HMKAIOT BaKyosbl, a 3nacTUYecKue
BO/IOKHA BbIfHOM CBA3KM pacnajaloT B MOMepeyHOM HamnpaBfieHWW Ha OTAe/bHble KYCKW.

2. MpojyKT 3nacTonm3a Kak BbliiHOW CBSI3KWU, TaK U COCYAUCTOW CTEHKU : T. H. 3/1acTo-
NN3aT C XMMUYECKOW TOUKM 3peHUs1 SIBASIeTCA TOXAECTBEHHbIM. XapaKTepHOW Ana 3nacTonu-
3aTa peaKkuuen SABAsSeTCA TO, YTO nocsie 06paboTKM Mep-MoaoBO KWCNOTOW 3/1acToNmM3at He
[laeT NOMOXUTENbHOW peakumn ¢ peakTnBom LLnda, a B Toxke BpemMs nocne 06paboTkm 2%-
HbIM pacTBOPOM (ocopHOBObGPaAMOBOI KMCIOTbI peakuus LUndda nonoxutensHa. Mono-
XuTenbHasa peakuusi Ludipa He ocHOBaHa WCK/IKUMTENILHO Ha peakuMW Haxofsllerocs B
MyKoOMonncaxapuae caxapHoro angeruja, a 6onee BCero Ha MPUCYTCTBUM COCTaBHbIX 4acTeld
3M1acTVHA ; aMMHOBBLIX KWUC/OT, COAep XKallMX B UX COCTaBe FMAPOKCU/IbHYK Tpynmny WU nMppo-
N0BOE  KO/IbLLO.

MyKonpoTeiis, AallWmnii NoNoXUTENbHYIO peakumio Lludda, NOCTOAHHO COMPOBOX-
[aeT 3nacTUYecKne BOMIOKHA M B HOPMaslbHbIX YC0BUSIX.

AnacTuyeckue BOMIOKHA BbINHOM CBS3KM U COCYAUCTON CTEHKM PacTBOPSIHOTCA He TOSIbKO
noj AeicTBMEM 3nacTasbl HO M Noj AeiiCTBMEM NanaiviHa. PacTBOpeHWe NananHoOM B MexaHu3me
CBOEro [eliCTBUSI pa3inMyaeTcs OT MexaHuM3Ma pacTBOPEHWsi 3MacTas3oil, MOCKOMbKO pacTBo-
peHue nanaiHOM MPOUCXOAWUT TONIbKO B MPUCYTCTBUAM PefyLUpPYOLLUX BELLECTB.
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