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Vergleiehende lieht- und fluoreseenzmikroskopisehe Untersuehungen 
frischer Herzmuskelsch~den beim Mensehen 

Von 
G. KoR~ und G. K~oRR 

(Eingegangen am 23. Dezember 1961) 

;Nach ausgedehnten fluoreseenzmikroskopischen Voruntersuchungen am nor- 
malen I-Ierzmuskel (Ko•B und H~C~T, KoRn, Bus0~rA~r162 und BAVSDO~F, K o ~  
und DArn)) fiber Frfihver/~nderungen beim experimentellen ~erz infarkt  (HEc~T, 
KOI~B und DAVID), fiber die Auswirkung der Autolyse auf die dabei erzielten 
Befunde (Ko~B und I-IECHT) und Beobachtungen am I-ferzmuskel nach einer aku- 
ten, t6dliehen Leuchtgasvergiftung (Ko~B, Ko~B und D)=vm) soll in der vorliegen- 
den Arbeit gezeigt werden, welche M6glichkeiten die Anwendung der Fluorescenz- 
mikroskopie bei der Beurteilung menschlicher ~erzmuskelver/~nderungen im 
Routinebetrieb eines Pathologischen Insti tutes bietet. 

Wie wir zeigen konnten, heben sieh im unfixierten Schnitt nach einer F/~rbung 
mit  Acridinorange gesch/~digte ~erzmuskelfasern in einem sehr friihen Stadium 
der Nekrobiose dutch einen Umschlag der Sekund/s nach GI~D~ 
deutlieh yon der erhaltenen Muskulatur ab. Dies geschieht im Experiment  bereits 
2- -3  Std nach Beginn eines schweren Sauerstoffmangels, also zu einem Zeitpunkt,  
bei dem liehtmikroskopiseh noeh keine sicheren Strnkturveranderungen zu er- 
kennen sind. Die Tatsaehe, dab bei Vorliegen postmortaler  Ver/~nderungen viel- 
faeh erst Entzfindnngszellinfiltrate auf einen Herzmuskelschaden hinweisen, 
bringt es mit  sieh, dab bei einer Reihe kliniseh eindeutiger, akuter  Herztodesfiille 
eine pathologiseh-anatomisehe Best/~tigung nicht sieher erfolgen kann. Es hat  
nieht an Versuehen gefehlt, diesem Mangel abzuhelfen (Literatur bei H~cH% 
K o ~  und DAVID), wobei zweifellos histoehemisehe Methoden die meiste Aussicht 
anf Erfolg haben. Es handelt sieh da.bei allerdings um Untersnehungen, die zur 
Zeit nur an gr61~eren Inst i tuten durehffihrbar sind. Demgegenfiber ist die Fluo- 
rescenzmikroskopie leieht zu handhaben und ffihrt bei der Diagnose friiher FIerz- 
muskelseh~den zu gleieh guten Ergebnissen wie histochemisehe Fermentnaehweise. 

Methodik 
;Die Ergebnisse stammen yon 32 F~llen, bei donen klinisoh odor pathologisch-anatomiseh 

der Verdacht auf einon Herzinfarkt vorlag. Zur Untersuchung kamon l~andpartien makro- 
skopisch verd/~chtigor Herzmuskelbozirke. Fehlten sic, beriicksichtigten wit EKG-Befunde. 
In den rostlichen F/~llen stellten wir jeweils Schnitte aus der linken Vorder- und ttinterwand, 
sowie aus dem Septum vontriculorum her. Vom gleichen Gewebssttick wurdo ein Tell un- 
fixiert nach der Messertiefkiihlmethode, der andere nach Fixation mit 4%igor ~'ormalin- 
10sung geschnitten. Unfixiorte Pr/iparate f/~rbton wir mit Acridinorange, Coriphosphin, 
Phosphin E, Hiimalaun-Eosin und nach v~r Gibson, fixierte mit H/imalaun-Eosin und nach 
vA~ GIESO~r auBerdom warden Eisenablagerungen mit der Turnbull-Roaktion nachgowiesen. 
Von den Fluoresconzfarbstoffen dient Phosphin E zum Nachweis yon Vorfettungen, Acridin- 
orange zur Beurteilung frischer Mnskelfasorver/~nderungen und Coriphosphin zur Darstellung 
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der Mitoehondrien. Phosphin E wird in w/~Briger LSsung einer Konzentration yon 1:1000 
angewendet. Die Sehnitte werden 5--10 rain gef/~rbt, ansehlieBend mit Leitungswasser ge- 
spfilt und eingedeckt sowie mit Paraffin umrandet. Aeridinorange und Coriphosphin werden 
mit Miehaelis-Puffer gelSst (Konzentration 1:10000) und auf p~-Werte um pH 6,5 eingestellt. 
Bei diesen F/~rbemethoden werden die Schnitte zun~ehst kurze Zeit in farbstofffreie Puffer- 
16sung gestel]t, anschlieBend 10 rain gef/~rbt, danach mit farbstofffreier PufferlSsung gespfilt, 
eingedeckt und wiederum mit Paraffin umrandet. 

Wird das Material sofort bearbeitet, k6rmen die gef/irbten Sehnitte bereits am Ende 
der Sektion zur Verffigung stehen, so dab die fluoreseenzmikroskopisehen Befunde bei der 
Bespreehung mit dem Klhliker berficksiehtigt werden k6nnen. 

l~iir die vorliegende Arbeit wurden die fluoreseenz- und liehtmikroskopischen Schnitte yon 
versehiedenen Untersuehern unabh/~ngig voneinander befundet. 

Die Fluoreseenzeinrichtung bestand aus einer mit einem HBO-200 QueeksilberhSehst- 
druekbrenner ausgerfisteten Mikroskopierleuehte (Zeiss, Oberkoehen), aus BG 12 - -  und 
OG 1 - -  Filtern, sowie einem Mikroskop yore Typ Standard Junior (Zeiss, Oberkoehen). 

Es ist ratsam, auf fluoreseenzmikroskopisehe Dauerpr~parate zu verziehten und stattdessen 
Diapositive anzufertigen. Hier bew~hrt sieh eine Spiegelreflexkamera (z. B. EXA, Ihagee- 
Werke, Dresden). Sie kann ohne Einstelleinriehtung direkt auf einen geraden Tubus auf- 
gesetzt werden. Bei Agfa-Color-Tageslichtumkehrfilmen (CT 18) liegen dann die Beliehtungs- 
zeiten bei 1 sec. 

Ergebnisse 
1. Licht- und ]luorescenzmilcrosl~opisch erlcennbare, /rische Muslcel/aseruntergSnge 

(neun Herzen ) 
Soweit konkre t  verwertbar ,  lag bei diesen Fi~llen klinisch zwischen dem Beginn 

des Herzgeschehens und  dem Tode ein In terval l  yon  24 Std bis zu 10 Tagen. Alle 
Herzen zeigten bereits makroskopisch Ver~nderungen im Sinne frischer Unter-  
gi~nge. Meist handel te  es sieh um mehr  oder weniger scharf begrenzte blal3gelbe 
bis lehmfarbene Bezirke, die mehrfach von kleinen, eingesunkenen, r6tliehen Her- 
den durchsetzt  waren. Nur  einmal fanden wir einen v611igen thrombot isehen Ver- 
sehluB eines Coronararterienastes,  sonst ]ag rege]mi~l~ig eine hoehgradig ein- 
engende Coronarsklerose vor. 

Liehtmikroskopisch. I n  allen F~llen waren tells fl~ehenhafte, teils herdf6rmige 
Muskelfasernekrosen und  Entziindungszell infil trate zu erkennen. 

Fluorescenzmikroskopisch. Nur  in den Sehni t ten yon  drei Herzen fanden sich 
verfet tete  Muskelfasern. Naeh  einer F~rbung mit  Acridinorange stellten sich in 
Ubere ins t immung zu den l ichtmikroskopisehen Befunden Muskelpartien dar, die 
sieh dureh einen Umsehlag der Sekund~trfiuoreseenz yon  Gelb his Gelbbr~unlich 
naeh Grfin deutlieh yon  den erhaltenen Muskelteilen abhoben.  Das Plasma der 
geseh~digten Fasern war entweder homogen oder schollig umgewandelt .  I n  keinem 
Fall waren nach einer Coriphosphinf~rbung in vers  Muskelfasern Mito- 
chondrien zu sehen, in den umgebenden,  erhal tenen Muskelurea]en schienen sie 
dagegen vergrSBert zu sein. 

2. Lichtmikroskopisch nur Entzi~ndungszeUin/iltrate, ]luorescenzmikroskopisch 
aufierdem Zeichen ]i~r Mu.skel/asersch~digungen (zwSI/ Herzen) 

I n  dieser Gruppe unterscheiden sich bereits die klinischen Angaben wesentlieh 
yon  denen der ersten Gruppe. I~ur in vier F/~llen wurde der Verdacht  auf einen 
Herzinfarkt  ausgesprochen. W/~hrend in einem Fall  der klinische Verlauf auf 
einen 8 Std al ten In fa rk t  hinwies, handel te  es sich bei dan tibrigen F/illen u m  einen 
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plStzlichen, unerw~rteten Tod (Sekundenherztod). Y[akroskopisch war in keinem 
Herz ein abgrenzbarer Herd vorhanden, dagegen f~nd sich stets eine fleckige 
Zeiehnung bestimmter Herzmuskelteile. Sie war meist durch eine nntersehied- 
liche rotbraune Farbe des Muskels, vereinzelt durch kleine hellgelbliche Herde 
und Streifen hervorgerufen. Bei zwei Kerzen waren die Schnittfl&chen der Musku- 
latur vSllig unauff~llig. 

Liehtmikroskopiseh. In allen Fallen w~ren kleinherdige oder diffuse, inter- 
stitielle entzfindliche Infiltrate unterschiedlieher Dichte und Ausdehnung zu 
erkennen. Da die Muskelfasern keine sicheren Zeiehen einer Nekrobiose auf- 
wiesen, war es mehrfach nicht m5glich, eine Myokarditis auszuschliel~en. 

Fluorescenzmikroskoplseh. In sieben Fgllen stellten sich verfettete Muskel- 
fasern d~r, davon zweimal in der ftir einen Infarktrand typischen Weise. Nach einer 
Aeridinorangef~rbung waren ohne Sehwierigkeiten sechsm~l herdfSrmige Muskel- 
faserunterg~nge und seehsmal Teile eines frischen Infarktes zu erkennen. Auch 
bier war die Diagnose dureh einen Umschlag der Sekundgrfluorescenz mSglich, 
dabei zeigten die betroffenen Muskelfasern oft noch eine gute Feinstruktur und 
unver&nderte Kerne. Die Mitoehondrien waren meistens deutlich vermindert. 

3. Lichtmikroskopisch kein Hinweis /iir /rische Muskel]aseruntergiinge bei positivem 
]luorescenzmikroskopischem Ergebnis (drei Herzen) 

Klinisch lag bei allen I-Ierzen ein Sekundenherztod unbekannter Ursache vor. 
Makroskopisch fund sich zweimal eine Fleekung bestimmter Herzmuskelpartien, 
wie sie bei Gruppe 2 beschrieben wurde, ein Herz erschien v611ig unver&ndert. 

Fluoreseenzmikroskopiseh. Keine ~uskelfaserverfettungen. Bei der Acridin- 
orangef/~rbung stellten sich einmal ein sehr frischer Infarkt,  zweimal diffus ange- 
ordnete, kleine, herdf6rmige Unterg/inge dar. Auch hier konnte die Diagnose auf 
Grund des Farbumschlages sicher gestellt werden, ohne dab die Muskelfasern 
eindeutige morphologische Ver/inderungen aufwiesen. 

4. Fluorescenzmilcroskopisch kein Hinweis /fir /rische Muslcel]aseruntergSnge bei 
positivem lichtmi]cros~opischem Ergebnis (drei Herzen) 

Alle F/~lle befanden sich l~ngere Zeit wegen Herzbeschwerden in &rztlicher 
Behandlung, der Tod t ra t  trotzdem plStzlieh und unerwartet  ein. Makroskopiseh 
waren wiederum ~leckige und streifige Zeiehnungen in bestimmten Muskelab- 
sehnitten zu erkennen. 

Lichtmikroskopiseh. In allen Herzen f~nd sich eine mehr oder weniger aus- 
gedehnte, interstitielle Entziindung. Siehere Muskelfaserver/inderungen waren 
nieht zu sehen. 

Fluorescenzmikroskopisch. In einem Fall stellten sieh ausgedehnte feintropfige 
Muskelfaserverfettungen dar. Farbver~nderungen, wie sie fiir friseh gesehi~digte 
Muskelfasern eharakteristiseh sind, fehlten; dagegen lag zweimal eine erhebliehe 
Autolyse vor. Diese F&lle wurden 45 bzw. 60 Std nach dem Tode seziert. Bei 
dem dritten Fall konnten lichtmikroskopiseh Zellinfiltrate erst in Naehsehnitten 
festgestellt werden, eine fluoreseenzmikroskopisehe Untersuchung dieser Schnitte 
wurde nieht durehgeffihrt. 
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5. Licht- und ]luorescenzmilcroslcopiseh Iceine Zeichen ]fir ]rische Muslcel]aserunter- 
ggnge (/i~n] Herzen) 

Es handelt sieh um Fi~lle, die plStzlieh oder im unmittelbaren Zusammenhang 
mit einem Angina pectoris-Anfall verstorben wuren. Makroskopisch fehlten 
Ver~nderungen. Licht- und fluorescenzmikroskopisch fanden sieh eben~alls keine 
I-Iinweise ffir frische tterzmuskelseh~digungen. 

Diskussion 
Die Befunde der ersten Gruppe zeigen, dag die fluorescenzmikroskopischen 

Ergebnisse beim experimentellen IIerzinfarkt auch ffir entsprechende Ver/~nde- 
rungen des menschliehen Herzens gelten, tiler heben sich ebenfalls, trotz eines 
oft erheblichen Intervalles zwischen Tod und Sektion, frische Muskelfaserunter- 
g/~nge bei einer Acridinorangef/~rbung durch einen Umschlag der Sekund/~r- 
fluorescenz nach Grfin deutlich yon der erhaltenen Muskulatur ab. 

Die zweite Gruppe demonstriert eindrucksvoll die Vorteile der fluorescenz- 
mikroskopischen Untersuchung. Es ist eine bekannte Eigenart der I-Ierzmusku- 
latur, dal3 es nach einer Schs zwar schnell zu Stoffwechselver/~nderungen, 
aber erst nach einer verhi~ltnism/~Big langen Zeitspanne zu lichtmikroskopisch 
sicher erkennbaren Strukturver/inderungen kommt. Ihre geurteilung wird im 
frfihen Stadium der Nekrobiose dutch eine Autolyse erschwert, wenn nicht unm6g- 
lich gemacht. So ist es verst~ndlich, dab gerade unter den Bedingungen, unter 
denen pathologische I~outineuntersuehungen erfolgen, die Anwesenheit yon Ent- 
zfindungszellen lichtmikroskopiseh oft das einzige Zeichen ffir ein pathologisches 
Gesehehen ist. Siehere Aussagen fiber die Topographie der Muskelschgdigung, 
die ffir die Feststellung der Todesursache yon entseheidender Bedeutung siud, 
kSnnen meist nicht erfolgen. Selbst die Frage, ob eine Myokarditis vorliegt, 
kann manehmal erst durch zeitraubende Naehuntersuchungen beantwortet 
werden. Dagegen sichert eine fluoreseenzmikroskopisehe Untersuchung die Dia- 
gnose, zeigt die Ausdehnung der Muskelfaserseh~digung an und erlaubt bei einiger 
Erfahrung oft eine Aussage fiber das tatsiiehliche Alter der Veri~nderungen. 

Die dritte Gruppe zeigt erwartungsgemi~]~, da~ unter Umsti~nden die fluores- 
cenzmikroskopisehe Untersuchung den einzigen Hinweis ffir frische Muskel- 
faseruntergange liefer~. Fehlen makroskopische Veri~nderungen, bleiben solehe 
Falle Glfickstreffer, wenn man sich nicht entsehliel3t, zahlreiehe Muskelstiiekchen 
zu untersuchen. Bei ihrer Auswahl kann der Zustand der Coronararterien wichtige 
I~inweise liefern. 

Zwei F~lle der vierten Gruppe deuten auf die Grenzen der fluoreseenzmikro- 
skopischen Methode. Da der Umschlag der Sekund~rfluorescenz als Zeiehen 
einer Nekrobiose sicherlieh an bestimmte Ver~tnderungen der Cytoplasmaeiweil3e 
gebunden ist, kann eine erhebliche Autolyse nicht ohne Folgen bleiben. Wie wir 
im Experiment zeigen konnten, wirkt sieh eine Autolyse auf bestimmte Fluores- 
cenzerseheinungen um so geringer aus, je tiefer die Temperatur ist, bei der die 
Autolyse stattfindet. Gleiche Verh~ltnisse zeichnen sieh auch bei unseren jetzigen 
Untersuchungen ab, da mehrfach trotz einer mehr als 50stfindigen Lagerung der 
Verstorbenen Unterg~nge sicher zu diagnostizieren waren, wenn sofort nach dem 
Tode eine ~berffihrnng in den Kfihlraum vorgenommen wurde. 
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Die ffinfte Gruppe ist yon untergeordneter Bedeutung. tIier dfirfte es sieh 
einerseits um so frisehe Prozesse handeln, dag auch die Fluorescenzmikroskopie 
versagen toni3, andererseits besteht nat/irlich auch die M6glichkeit, dab die ge- 
sch~digten Partien im Sehnitt nicht getroffen wurden. 

Interessant ist die Tatsache, dag zwisehen klinischen Angaben fiber die 
Bauer der Seh&digung und dem pathologiseh-anatomischen Befund oft erbebliehe 
Untersehiede bestehen. Sic deuten darauf hin, dab bei einem grogen Prozentsatz 
der I-Ierzmuskelschaden stumm einsetzen muB. Nur so ist es zu erkl/~ren, dal3 wir 
vielfaeh bei einem ,,Sekundenherztod" entz/indliehe Zellinfiltrate vorfanden, die 
auf Grund unserer experimentellen Untersuehungen ffir einen mindestens 5--6 Std 
alten Infarkt  sprechen. 

Der Farbumsehlag eines Infarktes setzt herdf6rmig ein. Man finder im Fluores- 
cenzmikroskop nach 2--3 Std unscharf begrenzte, dicht liegende, grfinlich leuch- 
tende Areale, die oft ineinander fibergehen nnd gut erhaltene Feinstrukturen 
aufweisen. Eine Unterscheidung zwischen Infarkt  und frisehen miliaren Unter- 
g&ngen ist in diesem Stadium schwierig. F/it die zweite M6gliehkeit spricht eine 
scharfe Begrenzung der t terde sowie das Vorhandensein kleiner Narben und 
Schwielen. Auf fr/iher abgelaufene Prozesse sind wir im I~ahmen dieser Arbeit 
nicht eingcgangen, doeh sei erw&hnt, dal~ eine fiuorescenzmikroskopische Unter- 
suchung besser als andere Methoden gewisse Altersangaben zul~gt. So ist frisches 
Granulationsgewebe, abgesehen yon unterschiedlichen Zellformen, durch einen 
mehr oder weniger homogenen hell- bis mattgrfinen Untergrund gekennzeichnet. 
Xlteres Granulations- und frisehes Narbengewebe sind dutch die Anwesenheit 
und die Zahl yon Fibroblasten charakterisiert. Sic sind dureh kupferrot leuchten- 
des Cytoplasma leieht zu erkennen und yon Fibrocyten sicher zu unterscheiden. 
Xltere Narben besitzen eine br/~unliche bis braunrote Fluorescenz. 

Schwierigkeiten bei der Beurteilung fluorescenzmfl~roskopiseher Schnitte 
k6nnen dann entstehen, wenn das Material aus dem Zentrum eines Infarktes 
stammt. Aus diesem Grund ist es empfehlenswert, immer mehrere Teile des 
tIerzmuskels in einem Block zu sehneiden. Damit schafft man innerhalb eines 
Sehnittes exakte Vergleiehsm6glichkeiten, die die Diagnose wesentlieh erleichtern. 

Zusammenfassung 
Durch fluorescenzmikroskopische Untersuchungen an menschlichen tterzen 

nach AcridinorangefKrbung ist es bei der Mehrzahl der Fs mSglich, Infarkte 
und herdf6rmige Muskelfaserunterg/~nge frfiher und sicherer als lichtmikroskopisch 
zu erfassen. Die gesch/~digtcn Muskelareale heben sieh dureh einen Umschlag der 
Sekund~rfluorescenz nach Grfin deutlich yon den erhaltenen Muskelfasern ab. 
Die Methode hat sich in der Praxis gut bew/ihrt und kann ohne Schwierigkeiten 
durchgefiihrt werden. 

Summary 
I t  is possible in the majority of cases to detect infarcts and focal degenerations 

of myocardial fibers of human hearts earlier and better by using fluorescence 
microscopy after staining with acridine orange than it is by using the light micro- 
scope. The damaged regions are clearly distinguished from the normal myocardial 
fibers by an alteration of the secondary fluorescence towards green. The method 
may be carried out without difficulty and has Proven reliable. 
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