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Nach wie vor ist die Zahl der Fille grof}, bei denen klinisch die Zeichen des
Herzinfarktes vorliegen, pathologisch-anatomisch aber die Infarktdiagnose wegen
der Kiirze der Uberlebensdauer nicht gestellt werden kann.

Die bisher entwickelten Verfahren zur Makrodiagnose eines Frithinfarktes (SAXDRITTER
und JESTADT 1957, JESTADT und SANDRITTER 1959 und Korix u. Mitarb. 1959) haben sich
wegen der Kompliziertheit in ihrer Anwendung nicht durchsetzen kénnen. Versuche, einen
Frithinfarkt klinisch wie auch postmortal durch Enzymverdnderungen im Blut zu sichern,
sind bisher unbefriedigend verlaufen, da die Spezifitit der entsprechenden Befunde nicht
ausreichend ist (Bing u. Mitarb. 1956, SiEcEL und Bive 1956, ScHLTEF und Kamwm 1958,
Dorzaver 1959, Cary und AssMany 1960, zusammenfassende Darstellung bei JENNINGS
und WARTMAN 1957).

Mit den iiblichen lichtmikroskopischen Methoden ist nach tbereinstimmenden Angaben
ein Herzinfarkt frithestens nach 5—6 Std sicher zu erkennen (CavrFrierp und KrioNsky
1959, SarmIr 1959). Lediglich Soacy (1941) gibt an, dafl bei hypoxédmischen Schidigungen
bereits nach 15 min greifbare Verdnderungen vorliegen.

Histochemisch und elektronenoptisch sind bereits kurz andauernde Durchblutungsstérungen
durch einen Glykogenverlust und Mitochondrienverinderungen zu erfassen. Untersuchungen
zur Ultrastruktur des Herzmuskels bei der Aerobiose unter verschiedenen Bedingungen liegen
von der Biichnerschen Schule vor (MOrL.BERT 1957, MOr.BERT und Itrmva 1958, 1959 ; BUCHNER,
MorBERT und TEALE 1959, BicaENER 1959). Das elektronenoptische Bild des experimentellen
Herzinfarktes ist von Tagaxr u. Mitarb. (1956) am Hundeherzen, von Bryaxt u. a. (1958)
am Rattenherzen und von CAULFIBLD und Kr1oNsky (1959) am Kaninchenherzen beschrieben
worden. Allerdings wird bei einer Anwendung in der Praxis die Aussagekraft dieser Methoden
schon allein durch den Einflul postmortaler Verinderungen abgeschwicht.

Da nur wenige und unzureichende Angaben tiber Sekunddrfluorescenzen am normalen
Herzmuskel vorliegen (SortMMELFEDER 1950, Krira 1953 sowie Hicks und Marrra®r 1955),
ist es nicht tiberraschend, dal Veroifentlichungen iber fluorescenzmikroskopische Unter-
suchungen beim Herzinfarkt bisher nicht bekannt sind. Lediglich KworLe und TrvMMEL
(1958) streifen das Problem, indem sie mit Hilfe der Benzypren-Coffein-Methode Herzmuskel-
verfettungen beim Herzinfarkt darstellen.

Auf Grund der angefiihrten Tatsachen haben wir die Frithverdnderungen beim
Herzinfarkt mit den Methoden der Histochemie, Fluorescenzmikroskopie und
Elektronenmikroskopie gleichzeitig untersucht. Das erste Auftreten histo-
chemischer Verdnderungen diente dabei als Gradmesser fiir die Leistungsfahig-
keit der Fluorescenzmikroskopie. Die elektronenoptischen Untersuchungen
sollten die Ergebnisse ergdnzen und vor allem die Verdnderungen in den ersten
beiden Stunden des Infarktgeschehens aufzeigen.

* Herrn Professor Dr. L. H. KerTLER zZum 50. Geburtstag gewidmet.
Virchows Arch. path. Anat., Bd. 334 19
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Methodik

Die meisten experimentellen Untersuchungen zum Infarktproblem wurden
bisher an Hunden vorgenommen (BLuMeART u. Mitarb. 1941, KENT und DISEKER
1955, Bing u. Mitarb. 1956, WarTMAN u. Mitarb. 1956, CAIN und Assmany 1958).
Da aber beim Hund das Versorgungsgebiet der Herzkranzarterien in Zusammen-
hang mit Anastomosenbildungen unterschiedlich sein kann und es daher schwierig
ist, stets Infarkte gleicher Ausdehnung und Lokalisation zu erhalten, wéahlten wir
die Ratte als Versuchstier. Als erster hat HEIMBURGER (1946) bei ihr die Ligatur
der linken Herzkranzarterie durchgefiilhrt. Wir stiitzten uns bei der Technik
auf die Angaben von Jomns und Onson (1954). Bei einiger Ubung 148t sich der
Eingriff in kombinierter Urethan-Ather-Narkose und O,-Beatmung in wenigen
Minuten ausfithren. Die Ausdehnung des Infarktes reicht von der Basis bis zur
Spitze der linken Herzvorderwand. Insgesamt kamen 56 Herzinfarkte von unter-
schiedlicher Dauer zur Beobachtung (s. Tabelle).

Tabelle
Anzahl der Ratten 4 1 1 8 5 7 2 8 6 6 2 6
Infarktdauer . . . | 10 bis | 30 1 2 3 4 5 6 8 10 | 15 | 20

20 min | min | Std | Std | Std | Std | Std | Std | Std | Std | Std | Std

Ein Teil des Herzens wurde jeweils sofort unfixiert nach der Messertiefkiihlmethode
geschnitten, der Rest in 4% Neutralformalin fixiert. Weiter wurden fiir die elektronen-
optischen Untersuchungen Teile aus der Herzmuskulatur im Gebiet des Infarktes 15 und
20 min sowie 2, 4 und 6 Std nach Anlage der Ligatur entnommen. Neben HE- und HS-
Farbungen wurden an den unfixierten Schnitten folgende histochemische Fermentnachweise
durchgefiihrt: Succinodehydrogenase (nach SErzeMAN und RUTENBERG), alkalische Phospha-
tase (nach Gomori) und Cytochromoxydase (Nadi-Reaktion). Fiir die fluorescenzmikro-
skopischen Untersuchungen wurden unfixierte und fixierte Schnitte mit Acridinorange
(Bayer), Coriphosphin 0 (Griibler) sowie zur Fettdarstellung mit Astraphosphin (Bayer)
gefarbt. Die ersten beiden Fluorochrome kamen, in Veronal-Acetat-Puffer nach MicHAELIS
geldst, in einer Konzentration von 1:10000 zur Anwendung. Bei der Farbung des unfixierten
Materials wurden die Farblosungen auf einen pg-Wert von 4,5 und 7,0 eingestellt. Die Far-
bung des fixierten Materials erfolgte mit Acridinorange (AO) bei einem pg-Wert von 5,0
und mit Coriphosphin (CO) bei einem pg-Wert von 4,0 und 6,0. Die Farbedauer betrug
10 min; anschlieBend wurden die Schnitte in farbstofffreien Pufferlésungen gespiilt und ein-
gedeckt. Es erwies sich als notwendig, die Farblosungen spétestens nach 8 Tagen neu anzu-
setzen. Astraphosphin verwendeten wir in waBriger Losung in einer Konzentration von
1:1000.

Als Lichtquelle diente uns ein HBO 200-Quecksilberhéchstdruckbrenner. Die Filter-
kombination setzte sich aus BG 12- und OG 1-Filtern zusammen.

Das fir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen entnommene Gewebe wurde
eine Stunde in gepufferter, isotonischer Os0,-Losung fixiert mit anschlieBender Entwésserung
in Aceton und Einbettung in Vestopal W nach RyTerR und KELLENBERGER (1958). Die
Ultradiinnschnitte wurden mit Ultramikrotomen nach N1kLowITz hergestellt. Die elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen erfolgten mit einem elektrostatischen Gerit Typ D, der Firma
VEB Carl Zeiss Jena. Die OriginalvergroBerungen betrugen 7200:1 und 12800:1, dazu
kamen lichtoptische NachvergréBerungen.

Ergebnisse
I. Lichtmikroskopische und histochemische Ergebnisse. Bis zu 5 Std nach der
Unterbindung ist in den mit Hamalaun-Eosin oder Hémalaun-Sudan gefiarbten
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Schnitten lediglich in einem begrenzten Bezirk der linken Vorderwand eine
deutliche Dissoziation der Muskelfasern zu erkennen. Sie findet sich erstmalig
2 Std nach der Unterbindung und diirfte auf die Ausbildung eines intercelluliren
Odems zuriickzufiihren sein. Wihrend nach 4 Std nur ganz vereinzelt eine be-
ginnende Verfettung der Muskelfasern zu erkennen ist, treten nach 5—6 Std
regelmifBlig verfettete Muskelfasern lings der Infarktrinder und vereinzelt auch
in der zum Infarktbereich
gehorenden  subendokar-
dialen Zone auf. Zu diesem
Zeitpunkt haben die Mus-
kelfasern in der #dufleren
Infarktzone meist ihre
Querstreifung verloren,
besonders in den Rand-
gebieten sind Kernver-
gnderungen im Sinne von
Karyolysis und Pyknosen
zu erkennen. Stellenweise
dringen von der Randzone
her Leukocyten in den
Infarkt ein.

Bei den histochemi-
schen Untersuchungen zeigt
die Succinodehydrogenase
3 Std nach der Unter-
bindung erstmalig eine
sicher erkennbare Aktivi-
tatsverminderung, durch
die sich die Infarkte in
ihrer ganzen Ausdehnung
abheben. Die Abnahme
wird mit der Zeit stérker,

jedoch 148t sich im Infarkt-
. . Abb., 1. Deutliche Verminderung der Succinodehydrogenasc-
bereich die SDH auch nach aktivitit nach 6stindiger Unterbindung. Vergr. 9fach

20 Std noch nachweisen.

Die alkalische Phosphatase verhélt sich &hnlich (Abb. 1 und 2), allerdings verliuft
die Aktivitatsminderung wesentlich schneller. Bereits nach 8—10 Std liegt ein
fast volliger Schwund des Enzyms vor und nach 20 Std ist im Infarktgebiet
unter den gegebenen Bedingungen keine alkalische Phosphatase mehr nach-
weisbar. Eigenartig ist das Verhalten der Cytochromoxydase, da hier eine Ver-
minderung der Aktivitdt erst nach 15—20stiindiger Unterbindung zu beobachten
isb. Zu friiheren Zeitpunkten liegt eine sichere Erhdhung der Aktivitit vor,
die nicht etwa durch sich mitanfirbende Fette vorgetduscht wird. Diese heben
sich vielmehr deutlich in der Randzone des Infarktes durch ihren blaulich-
violetten Farbton ab. Eine erhohte Enzymaktivitit findet sich auch bei der
SDH im Randgebiet, was besonders gut bei Tieren mit 5stiindiger Unter-
bindung zu erkennen ist. Auch die iibrige, nicht betroffene Muskulatur der

19%
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Infarktherzen zeigt eine zwar gering, aber doch eindeutig verstirkte SDH-
Reaktion.

Bei allen drei Reaktionen konnten auch nach 20 Std in der zum Infarkt
gehérenden subendokardialen Zone keine Verdnderungen festgestellt werden.

II. Fluorescenzmikroskopische Ergebnissel. 1. Unfizierte Schnitte. Da an
anderer Stelle das fluorescenzmikroskopische Bild des normalen Herzmuskels
ausfithrlich geschildert
wird (Kors u. HEcHT),
mochten wir uns sofort
den pathologischen Ver-
#inderungen beim Herz-
infarkt zuwenden, zum
besseren  Verstédndnis
jedoch jeweils einen
kurzen Hinweis auf
die normalen Befunde
geben.

Eine Stunde mnach
Unterbindung der lin-
ken Herzkranzarterie
sind in einem begrenz.-
ten Teil des Herzmus-
kels bei CO pm 4,5
einzelne Muskelfasern
zu  erkennen, deren
Struktur zum  Teil
verwischt, zum Teil
durch vergréberte Myo-
fibrillen gekennzeichnet
ist. Diese Fasern leuch-
ten etwas intensiver
griin bis oliv-grin als
normal. Bei AO pg 7,0
ist die Fluorescenz ge-
ringgradig nach gelb-
griin verschoben, im (egensatz zu der normalerweise gelb-grilnen bis schwach
orangefarben nachzuweisenden Mischfluorescenz (Abb. 3).

Nach zwei Stunden hebt sich der Infarkt bei Farbung mit' Astraphosphin in
seiner ganzen Ausdehnung durch eine hellere, mehr griine Fluorescenz von dem
schwach brdunlichen Farbton der nicht verdnderten Umgebung ab. Dies gilt
besonders fiir die Randzone; im Inneren des Infarktes sind die Verdnderungen
mehr fleckférmig ausgebildet. Im Infarkizentrum zeigen einzelne Muskelfasern
bei AO und CO pm 4,5 eine deutliche Quersireifung, die sonst fluoreszenzmikro-
skopisch nicht zu erkennen ist,

Abb. 2. Erheblicher Schwund. der alkalischen Phosphatase bei einem
6stiindigen Infarkt. Vergr. 9fach

1 In gekiirster Form auf der Tagung der Nord- und Westdeutschen Pathologen in Kiel
vom 30. 9.—2. 10. 1960 vorgetragen.
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Nach drei Stunden hat die Intensitit der Fluorescenz des Infarktes bei Astra-
phosphinfarbung weiter zugenommen. An den Infarktrindern treten erstmalig
feinste Fetttropfchen lings der Myofibrillen auf. Bei AO, in geringerem Male

Abb. 3. Umschriebene Muskelfaserverdnderung mit Auflockerung des Gewebes nach einstiindiger
Unterbindung. AO 1:10000, px 7,0, Vergr. 500fach

Abb. 4. Infarktgrenze it Farbumschlag nach Grin und Darstellung der Granula nach 8stiindiger
Unterbindung. CO 1:10000, pwx 7,0, Vergr. 312fach

auch bei CO py 7,0, zeigen die Infarkte eine Verschiebung der Fluorescenzfarbe
nach oliv-grin. (Die Muskelfasern stellen sich im normalen Herzmuskel bei CO pg
7,0 gelb-braunlich dar und sind gleichméfBig von gelborange leuchtenden Granula
durchsetzt.) Bei AO und CO py 4,5 heben sich die geschidigten Muskelpartien
von der mattgriin bzw. intensiv grin bis oliv-griin leuchtenden Umgebung
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durch eine hellere und mehr hellgriine Fluorescenz ab. Entlang den Infarkt-
grenzen haben zahlreiche Muskelfasern ihre Fibrillenstruktur verloren, ihr Cyto-
plasma erscheint schollig umgewandelt. Andere Muskelfasern dieser Region
besitzen plumpe und in ihrem Verlauf unterbrochene Myofibrillen. Im Infarkt-
zentrum ist jetzt hiufig eine deutliche Querstreifung zu erkennen.

Nach wvier Stunden ist bei CO py 7,0 im Infarkt eine geringe Verminderung
der Granula zu bemerken. Dies gilt nicht fir die subendokardialen Muskelfaser-
schichten. Die Farbunterschiede zwischen Infarkt und nicht betroffenen Herz-
muskelabschnitten sind deutlicher geworden.

Nach fiinf Stunden liegt bereits eine erhebliche Verfettung an den Grenz-
zohen Vor.

Nach sechs Stunden heben sich die Infarkte bei AO und CO pg 7,0 scharf
begrenzt durch eine kriftige Griinfluorescenz ab. Die Granula haben im Infarkt
weiter abgenommen. Subendokardial und an den Infarktgrenzen stellen sie sich
dagegen besonders deutlich dar. Im Infarktzentrum weisen die Kerne eine wesent-
lich intensivere und gelbe Fluorescenz bei AO und CO pg 4,5 auf. In der Rand-
zone des Infarktes sind die Kerne oft nur noch als Schatten zu erkennen. In der
unmittelbar an das Lumen angrenzenden Schicht der subendokardialen Muskel-
fagern sind, streng auf das Infarktgebiet begrenzt, feinste Fetttropfchen zu sehen.

Nach acht Stunden haben die Farbunterschiede einen Grad erreicht, der sich
in den nachsten 12 Std nicht mehr weiter steigert (Abb.4). In den peripheren
Anteilen des Infarktes sind bei AO pm 7,0 erstmalig orangerot leuchtende Muskel-
faserkerne zu beobachten. Wahrend in der Randzone die Verfettung nur langsam
auch auf die unmittelbar anliegenden Muskelfasern des Infarktes tibergreift, sind
im Zentrum, besonders in der Umgebung von Blutgefafen, Inseln von verfetteten,
sonst aber auffillig gut erhaltenen Muskelfasern zu erkennen. Die Wandungen
dieser Gefille enthalten ebenfalls Fetttropfen.

Nach zehn Stunden hat die Verfettung der dem Endokard unmittelbar an-
liegenden Muskelfasergruppe auch die tieferen, noch erhaltenen Schichten er-
griffen.

Nach zwanzig Stunden ist die subendokardiale Zone des Infarktes gleichmafig
feintropfig verfettet, bei allen anderen Farbungen aber unverdndert dargestellt,
so daB sie sich gegeniiber dem Infarkt scharf abhebt. Wahrend die peripheren
Infarktanteile weiterhin griin leuchten, hat das Zentrum eine mehr gelbliche
bis gelb-braunliche Farbe angenommen. Bei CO py 7,0 sind im Infarkt kaum
noch Granula nachzuweisen, ihre Zahl ist deutlich vermindert und die Fluores-
cenz geht mehr ins Gelbe.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dall sich der Infarkt im fluorescenz-
mikroskopischen Bild durch deutliche Farbunterschiede von seiner gesunden
Umgebung abhebt. Insbesondere bei CO py 7,0 zeichnet er sich durch eine kréftige
Griinfluorescenz der Muskelfasern, die spéiter im Infarktzentrum mehr in eine
gelb-griine Farbe iibergeht, aus. Dabei finden sich die stirksten Verdnderungen
im Infarktrandgebiet, was dem aus anderen Untersuchungen bekannten beson-
deren Verhalten dieser Zone entspricht (LETTERER 1959). Typisch ist weiterhin
eine deutliche Verminderung der Granula. Bei Astraphosphin stellt sich eine deut-
liche Verfettung der Infarktrandzone sowie der subendokardialen Muskelfasern
dar, wobei die subendokardiale Zone ebenso wie bei den histochemischen Reak-
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tionen auch bei den verwendeten Fluorochromen, bis auf die Verfettung, stets
das Bild der normalen Muskulatur zeigt.

Die ersten fluorescenzmikroskopischen Verdnderungen treten nach einer
Stunde auf; nach 3 Std ist der Infarkt sicher zu erfassen.

2. Fizierte Schnitte. Zum Unterschied zu den unfixierten Schnitten heben sich
die Infarkte bei Formolfixierung erst nach 5 Std durch eine unterschiedliche
Fluorescenz ab. Sie ist bei CO py 4,0 und AO py 5,0 besser ausgebildet als bei

Abb. 5. Herzmuskulatur der Ratte aus dem Infarktbereich 15 min nach Anlage der Unterbindung.

Durch 6demattse Auseinanderdrangung der Myofilamente gut sichtbare Quer- und Langsschnitte.

Vacuolisiertes Sarkoplasmareticulum. Neben regelrecht gebildeten Mitochondrien solche mit Zerfall

der Cristae (links unten). In Bildmitte vacuolisiertes Mitochondrion mit Ruptur der AuBenmembran.
Aufnahme-Nr. D 2419, Ges.-Vergr. 13500:1

Verwendung neutraler Farblosungen. Es erfolgt ein Farbumschlag nach dunkel-
griin bei CO und nach grasgriin bei AO (das fluorescenzmikroskopische Bild der
normalen Herzmuskulatur nach Formolfixierung siche bei Kors und HucHT).
Bei linger bestehendem Infarkt sind die Befunde deutlicher ausgeprigt. Nach
8 Std beginnt sich das Infarktzentrum schwicher anzufarben.

HI. Elektronenmikroskopische Ergebnisse. Unsere Untersuchungen beginnen
15 min nach Anlage der Ligatur. Zu diesem Zeitpunkt sind schon deutliche
Veréinderungen innerhalb der Herzmuskelfasern zu beobachten. Die Myofila-
mente sind im Léngs- und Querschnitt gut erkennbar und durch Einlagerung
von Fliissigkeit in die Fasern auseinandergedringt. Das Sarkoplasmareticulum
ist zu groflen Vacuolen umgewandelt, die in ihrem Inneren optisch leer erscheinen
oder amorphe Massen enthalten. Besonders reichlich sind die vacuoliren Bil-
dungen unter dem Sarkolemm zu finden. Wihrend sich noch viele Mitochondrien
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mit regelrechten Innenstrukturen aufzeigen lassen, ist an einigen Stellen schon ein
Zerfall derselben zu erkennen. Es kommt zu einer partiellen Auflgsung, Vacuoli-
sierung und Aufhellung und in einzelnen Féllen auch zu einem Zerreilen der
AuBlenmembran mit einem Austritt des Inhaltes (Abb. 5). Fetttropfen sind nur
duBerst selten zu beobachten.

20 min nach Unterbindung der Coronararterie sind die Verdnderungen wesent-
lich ausgeprigter. Unterhalb des Sarkolemms lassen sich weit bis in die Fasern
reichende, mit amorphen Niederschlagen gefiillte Vacuolen finden (Abb. 6). Sie

Abb. 6. Herzmuskulatur der Ratte aus dem Infarktbereich 20 min nach Anlage der Unterbindung.
Unter dem Sarkolemm groBe Vacuolen. Auseinanderdrdngung der Myofilamente. Keine wesentlichen
Mitochondrienverdnderungen. Aufnahme-Nr. D2530. Ges.-Vergr. 8000:1

sind von einer doppelt konturierten Membran umgeben. Es handelt sich wahr-
scheinlich um Einstiilpungen des Sarkolemms. Zum Teil sind sie aber auch vom
Sarkoplasmareticulum abzuleiten. Vereinzelt sind Mitochondrien in ihnen ein-
geschlossen. Infolge des Aufreilens des Sarkolemms sind 6fters auch Mitochon-
drien extracellulir zu beobachten. Die 6dematdse Auseinanderdrdngung der
Myofilamente nimmt starke AusmaBe an. In mehreren Fasern erfolgt ein granu-
larer Zerfall der Myofilamente (Abb.7). Dazwischen bleiben immer einzelne
Gruppen bestehen. Awuch die Mitochondrien zeigen eine beginnende Zerstérung
der AuBenmembranen und eine Homogenisierung der Matrix mit einem Zerfall
der Cristae. Die Z-Streifen sind in vielen Bereichen nicht mehr zu erkennen.

Auch in den tbrigen Fasern sind Mitochondrienverdnderungen in Form von
Authellungen und Vacuolisierungen zu finden. Dazu ist oft eine konzentrische
Anordnung der Innenmembranen oder ein zentrales Odem mit Verdringung der
Cristae an die Pole zu erkennen. Oft zeigt sich auBerdem ein perinucledres Odem.
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An der Innenseite der Kernwand wird osmiophiles Material angelagert, wihrend
im Zentrum Verschiebungen und Verklumpungen der osmiophilen Granula auf-
treten. Vereinzelt sind jetzt in Mitochondriennéhe kleine Fetttrépfchen zu sehen.

Abb. 7. Herzmuskulatur der Ratte aus dem Infarktbereich 20 min nach Anlage der Unterbindung.
Im rechten Bildteil noch erhaltene Myofilamente mit Z-Streifen. Im linken Teil Verfilzung der Fila-
mente und granuldrer Zerfall. Xeine Z-Streifen mehr erkennbar. Lang ausgezogene, zum. Teil vacuoli-
gierte Mitochondrien., Vacuoligsiertes Sarkoplasmareticulum. Aufnahme-Nr. D1558.
Ges.-Vergr. 25600:1

Zwei Stunden nach der Unterbindung sind noch keine wesentlichen Ver-
starkungen der Erscheinungen gegentiber den Bildern nach 20 min zu erkennen.
Vermehrt sind kleine Fetttropfen in solchen Fasern zu beobachten, die nicht weit-
gehend irreversibel durch einen Zerfall der Myofilamente geschadigt sind. AuBer-
dem liegen auch in den Fasern nach Zerreiffen des Sarkolemms Erythrocyten vor.
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Abb. 8. Herzmuskulatur der Ratte aus dem Infarktbereich 4 Std nach Anlage der Unterbindung.
Mitochondriengruppe mit vergroBerten und vacuolisierten Mitochondrien sowie einzelnen geschrumpften
mit homogener Matrix. In der anliegenden Muskelfaser nur wenig verinderte Mitochondrien.
Aufnahme-Nr. D2607. Ges.-Vergr. 8000:1

-2 ,‘. "' o ” aly b ", o Pran

Abb. 9. Herzmuskulatur der Ratte aus dem Infarktbereich 6 Std nach Anlage der Unterbindung.
Schollenfdrmiger Zerfall eines Kernes, noch von Teilstiicken der Kernmembran umgeben. In der
Umgebung vacuolisierte leere Mitochondrien. Aufnahme-Nr. D2101. Ges.-Vergr. 8000:1
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Vier Stunden nach Setzen des Infarktes nimmt das Faserddem hochste Grade
an. Die Mitochondrien zeigen entweder eine fast vollstandige Herauslésung der
Matrixsubstanzen und eine erhebliche Anschwellung oder einen Zusammenfall
mit Zunahme der Osmiophilie mit homogener Innensubstanz (Abb. 8). In den
angrenzenden Fasern konnen wesentlich weniger verdnderte Mitochondrien vor-
liegen. In der Umgebung der Mitochondrien sind groBle Fetttropfen zu finden.
Einzelne Kerne zerfallen. Gleichzeitig treten auch in den Capillarendothelien
Vacuolisierungen auf.

Abb. 10. Herzmuskulatur der Ratte aus dem Infarktbereich 6 Std nach Anlage der Unterbindung.
Augbildung begrenzter Vacuolen in verschiedenen Mitochondrien. Aufnahme-Nr. D 2085.
Ges.-Vergr. 13500:1

Nach sechs Stunden Infarktdauer kommt es zu vacucliren Abhebungen der
guBeren Lamelle der Kernmembran und zu erheblichen Pigmentablagerungen in
Kernndhe. Die degenerierten Kerne bestehen nur noch aus schollenférmigen,
osmiophilen Massen, die von Teilstiicken der Kernmembran umgeben sind. Die
in der Nahe liegenden Mitochondrien sind zu leeren Vacuolen umgewandelt
(Abb. 9). Besonders auffallig ist das Auftreten echter, von einer Doppelmembran
umgebener Vacuolen innerhalb der Mitochondrien (Abb. 10). Es ist nicht
sicher zu entscheiden, ob es sich dabei um Bildungen aus einzelnen Cristae
oder um Einstiilpungen des Sarkoplasmareticulums handelt. Wéahrend in vielen
Fasern die Myofilamente nicht mehr identifizierbar sind und miteinander
verklumpen, lassen sich dazwischen immer wieder Fasern finden, die auller einem
Odem keine weiteren Befunde zeigen.

Diskussion
Die elektronenmikroskopische Methode erweist sich von den angewandten
als die diffizilste. Sie ist in der Lage, schon nach wenigen Minuten die ersten
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Verdnderungen aufzuzeigen. Nach Taxaxr u. Mitarb. (1956) werden Schwellungs-
zustinde von Fasern, Mitochondrien und Kernen schon nach 5 min erkennbar,
wahrend die Degeneration der Myofilamente und eine Verdichtung derselben
erst nach 1 Std zu beobachten sind. Ein Auftreten von Vacuolen im
Sarkoplasmareticulum ist auch von CaurrreLp und Krronsry (1959) schon
nach 5 min gefunden worden; MitochondrienvergroBerungen werden erst nach
20—35 min sichtbar. BRYANT u.a. (1958) berichten iiber erste Befunde am
Rattenherzen nach einer Stunde.

Wir bhaben die ersten Erscheinungen nach 15 min erkannt und sichere Be-
funde nach 20 min erheben kénnen. UbersichtsmiBig sind der Glykogenverlust
und die Vacuolisierung des Sarkoplasmareticulum als friiheste Veridnderungen
anzusehen. Sie sind als Ausdruck des akuten Sauerstoffmangels aufzufassen
(BUcHNER u. Mitarb. 1959). Es kommt weiterhin als Folge der Membranstérungen
zu Fliissigkeitsansammlungen in die Fasern und somit zu einem Faserddem mit
einer Auseinanderdriangung der Myofilamente. AuBerdem sind Anschwellungen
und Vacuolisierungen der Mitochondrien zu bemerken, was dem Bild der tritben
Schwellung entsprechen wiirde. Als Zeichen einer irreversiblen Schidigung ist der
granulire Zerfall der Myofilamente und ihre spéter folgende vollstindige Zer-
storung mit Verklumpung anzusehen.

Im Gegensatz dazu gelingt es mit den gewohnlichen Farbemethoden
wie der HE- und HS-Féirbung bei der Ratte erst nach etwa 5—6 Std, einen
Infarkt sicher zur Darstellung zu bringen. Erst nach dieser Zeit kommt es zu
den bekannten Verinderungen an Kernen und Muskelfasern. Allerdings zeichnet
sich der Infarkt bei der HE-Farbung schon nach 2 Std durch eine deutliche
Dissoziatoin der Muskelfasern ab, was auch im fluorescenzmikroskopischen Bild
sicher zu beobachten ist. Auf Grund der oben geschilderten elektronenmikrosko-
pischen Befunde ist mit Sicherheit anzunehmen, daf es sich hierbei um das Auf-
treten eines inter- und intracelluliren Odems handelt. Bei unseren Versuchen
ist zwar nicht sicher zu entscheiden, ob es sich vielleicht um die Folgen
einer vendsen Stauung handelt, da bei der Kleinheit des Objektes eine isolierte
Unterbindung des Herzkranzgefidfles nicht moglich ist. Aber auch HERRMANN
und DECHERD (1934/35), LowRry u. Mitarb. (1942) sowie JENNINGS und WARTMAN
(1957) haben beim experimentellen Herzinfarkt des Hundes dieses Odem be-
schrieben. Wahrscheinlich ist es auf die erhohte NaCl-Konzentration im Infarkt
zuriickzufithren (JENNINGS und WarTMAN 1957).

Histochemische Untersuchungen beim experimentellen Herzinfarkt sind bisher nur in
verhiltnisméflig geringer Zahl vertffentlicht worden. Lange bekannt ist eine deutliche,
rasch einsetzende Abnahme des Glykogengehaltes (GRAYZEL u. Mitarb. 1933/34, HivwicH u.
Mitarb. 1934, HERrRMANN und DECHERD 1934/35, MERRICK 1954, MERRICK und MEYER 1954,
Yokovama u. Mitarb. 1955, NEorAL u. Mitarb. 1959, WiTTELS u. Mitarb. 1959). Der Gly-
kogenverlust soll bereits nach 2 (W1TTELS 1. Mitarb. 1959) bzw. nach 5 min (Kr1oNsgY 1960)
einsetzen. Das gilt sowohl fiir die labile, als auch die stabile Form des Glykogens (MERRICK
1957). WirTELs und REINER (1960) geben an, dal der Abnahme eine Zunahme in der Rand-
zone des Infarktes gegeniibersteht. Fir die Praxis sind diese Befunde allerdings nicht zu
verwerten, da bereits postmortal ein rascher Glykogenschwund einsetzt, so daf schon nach
4—35 Std Glykogennachweise negativ verlaufen (Yokovama 1955, KenT 1957).

Bei der Priifung der Succinodehydrogenase konnten wir nach 3 Std eine Akti-
vitétsminderung feststellen. KavuFMaNN u. Mitarb. (1959) geben fir die Ratte
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4 Std, CaiN und AssmMany (1958) fiir den Hund 3 Std, JENNINGS u. Mitarb. (1957)
4—5 Std und NEORAL u. Mitarb. (1959) ebenfalls 5 Std an. Nach WACHSTEIN
und MEI1seL (1954, 1955) soll beim Menschen schon nach 2 Std eine Aktivitéts-
verminderung im Infarkt festzustellen sein. Unwahrscheinlich erscheint dagegen
eine Mitteilung von KENT und DisERER (1955), die erst nach 15 Std eine erkenn-
bare Aktivititsminderung feststellten. Die verstarkte SDH-Aktivitit in der
Infarktrandzone fithren wir auf eine erhohte Stoffwechselaktivitit in diesem
Gebiet zuriick.

Fiir das Verhalten der alkalischen Phosphatase fanden wir nur bei KENT und
DiserEr (1955) entsprechende Hinweise. Wie bei der SDH konnten wir auch
bei der alkalischen Phosphatase nach 3 Std eine beginnende Aktivitdtsminderung
feststellen; sie verlief dann allerdings wesentlich schneller. Der Beginn deckt
sich etwa mit den Befunden, wie sie beim experimentellen Niereninfarkt er-
hoben wurden (G6BEL und PucHTLER 1954, RUDOLPH und ScHOLL 1958, EDER
und WaAGENMANN 1959). Auch hier sind die Angaben von KENT und DISEKER
(1955) wenig glaubhaft, da auf Grund ihrer Untersuchungen die alkalische
Phosphatase beim Herzinfarkt wéihrend der ersten 48 Std keine Verdnderungen
zeigen soll.

Uberrascht hat uns das Verhalten der Cytochromozydase. In unseren Unter-
suchungen kam es erst nach 15—20 Std zu einer beginnenden Aktivitdtsverminde-
rung dieses Enzyms, wihrend vorher ein deutlich stérkerer Verlanf der Reaktion
als im normalen Herzmuskel zu verzeichnen war. KAUurMaNN u. Mitarb. (1959)
stellten eine Aktivitdtsverminderung nach 12 Std fest, und einen vélligen Fer-
mentverlust nach 72 Std. BursToNE und MiLLER (1961) stellten entsprechende
Untersuchungen beim menschlichen Herzinfarkt an. Zwar handelte es sich durch-
weg um Infarkte, die dlter sind als 1 Tag, doch zeigten sich dhnliche Ergebnisse.
Wihrend im Infarktzentrum ein fast volliger Verlust der Cytochromoxydase
nachzuweisen war, stellten die Autoren in den Randpartien besonders im Be-
reich der perinucledren Sarkosomen eine starke Bildung von Cranula fest. Es
wird von BursToNE und MiLrer (1961) allerdings offen gelassen, ob es sich hierbei
um eine Aktivitatssteigerung handelt, oder eine geringere Empfindlichkeit gegen-
iber dem Infarktgeschehen vorliegt.

Der Beginn unserer Enzymverdnderungen féllt, was die SDH und die alka-
lische Phosphatase betrifft, etwa mit dem Hohepunkt der elektronenmikroskopisch
festgestellten Mitochondrienverénderungen zusammen.

Fluorescenzmikroskopisch konnten morphologische Verdnderungen, wie Ver-
groberung und Auflésung der Fibrillenstruktur sowie eine schollige Umwandlung
des Cytoplasmas, in den Randgebieten schon nach 3 Std nachgewiesen werden.
Daneben fillt auf, daB die im normalen Herzmuskel sich nicht darstellende
Querstreifung beim Infarkt deutlich hervortritt. Die hellere Fluorescenz, die nach
Farbung mit Astraphosphin das Infarktgebiet schon nach 2 Std von der Um-
gebung unterscheiden laBt, diirfte mit einer Verdichtung der Muskelfasern zu-
sammenhéngen. AuBlerdem kénnen wir, wie aus unseren Befunden eindeutig
hervorgeht, die Angaben von BoERNER (1952), LENNERT (1956) und DE LERMA
(1958) bestitigen, nach denen sich das Phosphin 3 R (identisch mit dem von
uns verwendeten Astraphosphin) hervorragend zur Darstellung feinster Ver-
fettungen eignet und lichtmikroskopischen Methoden iiberlegen ist.
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Einer unserer wichtigsten Befunde ist die Farbverschiebung nach Griin im
Infarktbereich bei Verwendung neutraler Farblosungen. Damit unterscheiden
sich unsere Ergebnisse wesentlich von den beim experimentellen Niereninfarkt
erhobenen Befunden, die in einem, wenn auch voriibergehenden, Farbumschlag
nach Rot bestanden (Morz 1956). Die Erklirung fiir dieses abweichende Verhalten
ist wohl unter anderem darin zu suchen, dal} die Herzmuskelfasern kaum cyto-
plasmatische Ribonucleoproteide enthalten. Beim Herzen stehen daher in erster
Linie nur amphotere Eiweilistoffe fiir eine Anlagerung der Farbstoffteilchen zur
Verfiigung. Wie bekannt ist, kommt es im Infarkt zu einer Ansiuerung des Ge-
webes. Das Ausmal und die Dauer dieser pg-Verschiebung ist bei den einzelnen
Organen unterschiedlich. Fiir amphotere Eiweiflkérper hat das zur Folge, daB
negative Valenzen frei werden. Diese sind zwar fiir eine Férbung mit sauren Farb-
stoffen bedeutsam, bei der AO-Farbung dagegen fithrt das zumindest indirekt
zu einer verminderten Farbstoffaufnahme, die ihren Ausdruck in einer Anderung
der Fluorescenz nach Griin findet. Dieser Zustand scheint relativ lange erhalten
zu bleiben, da fiir das Auge erst nach 20 Std, im Infarktzentrum beginnend,
ein Farbumschlag nach Gelb bis Gelb-braun erfolgt. Vielleicht verdienen in
diesem Zusammenhang Autolyseversuche am Herzen Beachtung, die zeigen, daB
der Herzmuskel gegeniiber solchen Verinderungen verhiltnismifBig widerstands-
fahig ist (MansTEIN 1935, PETER 1936, ScHEIBE und EpER 1956, SCHMIDT u.
Mitarb. 1959). Die Kernverdnderungen sehen wir mit SCHUMMELFEDER u. Mit-
arb. (1959) als Ausdruck einer Depolymerisation der DNS an.

Zum Verhalten der mit Coriphosphin bei pg 7,0 darstellbaren Granula ist
an dieser Stelle wenig auszusagen, da wir ihre Natur noch nicht endgiiltig kliren
konnten. Doch fanden wir berechtigte Hinweise dafiir, daBl es sich um Mito-
chondrien handeln kénnte (Kors und HErcHT).

Auf das besondere Verhalten der subendokardialen Muskelfaserschichten wollen
wir in diesem Zusammenhang nicht néher eingehen. Wir méchten nur unter-
streichen, daf} die von Linzeacm (1947), Hort (1955) sowie HrcaT (1958) betonte
Sonderstellung dieser Schichten auch bei unserer Untersuchung ihren Ausdruck
gefunden hat. Bis auf eine Verfettung dieser Abschnitte konnten wir an ihnen
keinerlei Anzeichen einer Schadigung feststellen. Dies festigt die Annahme, daf
unter krankhaften Bedingungen ihre Blutversorgung vom Herzlumen her ge-
wihrleistet ist. Hin dhnliches Verhalten zeigten teilweise auch die subepikardialen
Schichten, was fiir eine Versorgung von epikardialen Gefdflen spricht. Ebenso
war interessant festzustellen, dall die Muskelfasern um erhaltene groBere Gefifle
bis auf eine Verfettung keine Verdnderungen erkennen lieB3en.

Vergleicht man die in dieser Arbeit angewandten Methoden, so zeigt sich zwar
die eindeutige Uberlegenheit der Elektronenmikroskopie, was die am friihesten
erkennbaren Verdnderungen betrifft. Gleichzeitig zeigen sie aber auch eindrucks-
voll, welche Moglichkeiten die Fluorescenzmikroskopie bietet. Mit ihrer Hilfe
kénnen beim experimentellen Herzinfarkt Frithverdnderungen zu einem Zeit-
punkt sicher erfalt werden, zu dem die ersten feststellbaren Abweichungen im
Fermentsystem auftreten und im Lichtmikroskop noch keine charakteristischen
Verinderungen beobachtet werden konnen. Mit Hilfe der Fluorochromierung
ist es weiterhin nicht nur moglich, morphologische Besonderheiten zu erfassen,
sondern auch physikalisch-chemische Phénomene. Dabei mul} beriicksichtigt
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werden, dall besonders letztere einer eindeutigen Klirung noch nicht zugefiihrt
werden konnten. Ziel weiterer Untersuchungen wird es sein, den EinfluB post-
mortaler Autolyse auf unsere Befunde zu priifen. Diese Ergebnisse werden dariiber
entscheiden, ob sich unsere Hoffnung, einen neuen und erfolgreichen Weg zur
Erkennung des Frithinfarktes zu finden, erfilllen wird.

Zusammenfassung

In vergleichenden histochemischen, fluorescenzmikroskopischen und elek-
tronenoptischen Untersuchungen am experimentellen Herzinfarkt der Ratte
wurden folgende Befunde erhoben: Entsprechend den Angaben der Literatur
waren elektronenmikroskopisch die frithesten Veranderungen schon nach 15 min
zu erfassen (Faserddem, vacuolige Umwandlung des Sarkoplasmareticulums und
beginnender Zerfall der Struktur einzelner Mitochondrien). Histockemisch kommt
es in Ubereinstimmung mit den Angaben der Literatur zu einer von der Zeit-
daver des Infarktes abhéngigen Aktivitdtsminderung der Succinodehydrogenase
und alkalischen Phosphatase, dagegen zeigt die Cytochromoxydase eine Zunahme
der Aktivitdt. Bei Fluorochromierung mit Acridinorange und Coriphosphin zeich-
net sich der Infarkt durch einen schon nach 3 Std sicher erfallbaren Farbumschlag
aus. AuBerdem finden sich Verdnderungen der Kernfluorescenz. Beim experi-
mentellen Herzinfarkt gelingt es also, auch mit Hilfe der Fluorescenzmikroskopie
morphologische Verdnderungen frither als mit lichtmikroskopischen Methoden zu
erfassen. Das besondere Verhalten der subendokardialen Muskelschichten ergibt
sich daraus, daB dieses Glebiet neben der capilliren GefdBversorgung zusétzlich
durch Diffusion vom Herzlumen her erndhrt wird.

Summary

Comparative histochemical, fluorescence microscopic, and electron micro-
scopic studies of experimental infarets of the hearts of rats revealed the following:
In agreement with statements in the literature, the earliest changes were detectable
electron microscopically after 15 minutes (edema of the fibers, vacuolar change
in the reticulum of the sarcoplasm, and a beginning degeneration in the structure
of individual mitochondria). Histochemically, in agreement with reports in the
literature, the activity of the succinic dehydrogenase and alkaline phosphatase
decreased, depending on the duration of the infarct. In contrast, the activity
of the cytochrome oxidase increased. With fluorochromation with acridine orange
and coriphosphine the infarct was characterized by a color change detectable
after three hours. In addition, changes in the fluorescence of the nuclei were
evident. With experimental cardiac infarcts it was possible, therefore, to detect
morphologic changes with the fluorescent microscope earlier than with the light
microscope. It may be assumed from the special behavior of the subendocardial
muscle, that the tissues here receive their nourishment not only by way of the
capillaries but also by diffusion from the cardiac chamber.
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