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Improved Representation of Fresh Damage to Myocardial Fibers 
by Chromotrop-Anilinblue-Staining 

Summary. The Chromotrop-Anilinblue (CAB) trichrome staining method, 
developed for liver specimens, enables rapid detection of fresh damage to 
myocardial fibers by staining contraction-bands bright red. Dehiscence of the 
transverse striation, although yet unexplained in its pathogenetic signifi- 
cance, becomes visible with CAB staining. Overall, the method seems less 
sensitive to artefacts than former so-called infarction-staining-methods. Con- 
traction-bands are not conclusive evidence for ischemic damage, as they also 
appear in traumatic heart damage (e.g. knife- and gunshot-wounds). 
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Zusammenfassung.Die f'tir Leberpr/iparate entwickelte Trichrom-F/irbung 
Chromotrop-Anilinblau (CAB) erlaubt die rasche Erfassung frischer Herz- 
muskelfasersch/idigungen, indem die dabei auftretenden Sarcoplasmaver- 
klumpungen leuchtend-rot angef~irbt werden. Eine Dehiszenz der Querstrei- 
fung, deren pathogenetische Bedeutung jedoch noch nicht geld/irt ist, 1/iBt 
sich mittels der CAB-F/irbung sichtbar machen. Die F/irbemethode erscheint 
insgesamt weniger Artefakt-anf~illig als frfihere sogenannte Infarkt-F/irbun- 
gen. Sarcoplasmaverklumpungen weisen nicht zwingend auf eine Isch/imie 
bin, da sic auch bei einem Herztrauma (z. B. Stich, SchuB) anzutreffen sind. 

Scblfisselwort: Myokardinfarkt, Ffirbemethoden 

Einleitung 

In den letzten Jahren wurden verschiedentlich Versuche unternommen, mittels 
geeigneter histologischer Ffirbemethoden durch Hypoxie bzw. Isch/imie 
bedingte Friih-Ver~inderungen an den Herzmuskelfasern zur Darstellung zu 

* Vorgetragen beim 9. Treffen des Arbeitskreises Siiddeutscher Rechtsmediziner  in Stutt- 
gart, M/irz 1982 
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bringen [3, 9]. Erw~ihnt seien in diesem Zusammenhang die Fuchsinf'~irbung 
nach Lie [4,7], die Weinsteins~iure-Kresytechtviolett-Einschlut3f~irbung [5,6] 
und die Wolframs~iure-H/imatoxilin (PTAH)-F~irbung [10]. Unseres Wissens ver- 
mochte sich bis heute keine dieser Methoden zur zuverl~issigen Diagnostik einer 
akuten Coronarinsuffizienz zu etablieren. Dies trotz der Tatsache, dab es mit 
diesen F~irbungen im Tierexperiment gelungen war, bereits 15-20 min nach 
Unterbindung einer Kranzarterie Alterationen an den Muskelfasern nachzuwei- 
sen [8,10]. 

In der vorliegenden Arbeit soll eine zwar nicht neue, in diesem Zusammen- 
hang jedoch bisher noch nicht angewendete alternative Ffirbemethode vor- 
gestellt werden, die unserer Meinung nach zuverl~issige Resultate liefert, weder 
in zeitlicher noch in technischer Hinsicht besondere Anforderungen an das 
Laboratorium stellt und am formolfixierten und in Paraffin oder Paraplast einge- 
bettetem Material durchgeKihrt werden kann. 

Es handelt sich um die Chromotrop-Anilinblau-F~rbung, abgektirzt CAB, 
eine Trichromf~irbung mit den Farbstoffen Chromotrop 2 R, Anilinblau und, zur 
Kerndarstellung, Weigert's Eisenh/imatoxylin. Wie die Mehrzahl der Trichrom- 
f~irbungen wurde auch diese prim/ir zur Darstellung bindegewebiger Strukturen 
angewendet. Auf der Suche nach einer best~indigen, gleichzeitig Parenchym- 
strukturen und Bindegewebe hervorhebenden F~irbung stiegen die Leber-Patho- 
Iogen des Mount Sinai Hospitals in NewYork 1965 aufdie Mallory-F/irbung und 
modifizierten diese dutch Einftihrung des Farbstoffes Chromotrop 2 R (Bianchi, 
pers6nliche Mitteilung). Mittels dieser Methode konnten insbesondere Mallory 
bodies, Lysosomen und Riesenmitochondrien f~irberisch hervorgehoben wer- 
den. 

ZufNlig wurde am Institut for Pathologie der Universit/it Basel erkannt, dab 
mittels CAB gef~irbte Herzpr~iparate im Bereiche yon Infarkten und Nekrosen 
eine Metachromasie aufwiesen (Mihatsch, pers6nliche Mitteilung). Seit 1980 
haben wir diese F'~bung in den Gerichtlich-Medizinischen Instituten in St. Gal- 
len und Ztirich praktisch routinem/if3ig am Herzen angewendet (insgesamt etwa 
500 Autopsien) und damit gute Erfahrungen gemacht. Da sich Herzschwielen 
durch intensive Blauf'~irbung vom Muskelgewebe deutlich abheben, konnte nun- 
mehr auf die bisher tibliche van Gieson-F/irbung verzichtet werden. 

Methode 

Die Fixation der Gewebestiicke erfolgt in 4%iger w~isseriger Formalinl6sung. Entw/issern in 
aufsteigender Alkoholreihe, Xylol. Einbetten in Paraffin oder Paraplast. F~irbung der auf- 
gezogenen entparaffinierten, ca. 5-7 ~t dicken Schnitte in folgender Weise: Kernf~irbung in 
Weigert-Eisenhfimatoxylin 5 rain. Absp~ilen, differenzieren in 0,5°/0 HC1-Alkohol. I0 min 
w~issern. Zwei min beizen in 1% iger w~isseriger Phosphormolybd~ins~iure. Rasch sptilen in 
Aqua dest. Vier min fgrben in Chromotrop-Anilinbtau. Rasch spiilen in Aqua dest. und ent- 
w/issern in 96%igem Alkohol (kurz), dann 100%igem Alkohol. Xylol. EinschIieBen in synthe- 
tisches Einschlugmittel. 

Herstellung der Chromotrop-Anilinbtau-Fiirbel6sung 

4 g Chromotrop 2 R; 1 g Anilinblau; 200 ml 0,2 n-HC1. 
Anilinblau in der Salzs~iure durch leichtes Erw~irmen 1/Ssen, nach dem Abki~hlen Chromo- 

trop beigeben, pH sollte zwischen 0,9-1,3 betragen. 
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Ergebnisse 

Im Vergleich zur H/imatoxylin-Eosin-F/irbung wird die Querstreifung normaler 
Herzmuskelfasern mittels der CAB-Ffirbung deutlicher sichtbar. Normale Herz- 
muskelfasern haben eine blag-blaue bis blag-violette Farbe. Besonders deutlich 
kommt mit dieser F~irbemethode eine vergr6berte Querstreifung zur Darstel- 
lung, indem die nun rot angef~irbten Querstreifen durch eine blag-blaue helle 
Zone voneinander abgesetzt sind (Abb. 3). Hort [8] beobachtete im Tierexperi- 
ment bereits 15 min nach Unterbindung einer Kranzarterie eine Dehiszenz der 
Querstreifen. Er ffihrte dies einerseits auf eine passive Uberdehnung der Mus- 
kelfaser und andererseits auf das Ausbleiben der postmortalen Kontraktion der- 
selben zurfick. Allerdings fanden Berry et al. [1] 1980 keine signifikanten Unter- 
schiede bezfiglich der SarComerenl/inge zwischen normalen und isch/imisch 
gesch~idigten Fasern, weshalb wir die VergrSberung der Querstreifung nicht als 
sicheres Zeichen ffir eine Isch/imie bzw. Hypoxie betrachten. 

Anders verh~ilt es sich mit den Sarcoplasmaverklumpungen, die auch als 
hyaline Querb~inder oder KontraktionsNinder bezeichnet werden und von 
Biichner [2] unseres Wissens erstmals 1934 beschrieben worden sind. Es scheint 
sich dabei um eine unspezifische, frfihe Form der Muskelfasersch/idigung zu 
handeln, deren Ursache sowohl eine Isch/imie als auch ein direktes Trauma 
(Contusio cordis) sein kann. Am Rande yon Herzdurchschfissen und Herz- 
stichen fanden wir, in Ubereinstimmung mit Voigt [10] derartige Muskelfaser- 
verfinderungen. Im Gegensatz zu seinen Untersuchungen, die mittels der 
PTAH-F/irbung durchgeftihrt wurden, konnten wir Sarcoplasmaverklumpun- 
gen zwar nicht bei Personen, die an einem plStzlichen Hirntod verstorben 
waren, wohl a b e r -  dies ebenfalls im Gegensatz zu Voig t -  bei Kohlenmonoxyd- 
Intoxikationen finden. Die Frage nach dem Zeitpunkt des erstmaligen Auf- 
tretens der Sarcoplasmaverklumpungen bei akuter Coronarinsuffizienz bzw. 
Hypoxie ist nicht zuletzt deshalb schwierig zu beantworten, weft der Zeitpunkt 
des Auftretens der Hypoxie bzw. Isch/imie in Relation zum Todeseintritt im 
realen Fall nicht bekannt ist. Im Zusammenhang mit frischen Nekrosen in den 
Papillarmuskeln bei Zustand nach genereller Hypoxie beobachteten wir einen 
Fall, bei dem eine Mofa-Lenkerin 2 h nach einem Unfall infolge schwerer Blut- 
aspiration, kombiniert mit schwerer pulmonaler Fettembolie, verstorben war 
und Sarcoplasmaverklumpungen in den Papillarmuskelspitzen aufwies [11]. 

Die Sarcoplasmaverklumpungen sind in der H~matoxylin-Eosin-F/irbung 
unter Verwendung starker VergrSgerungen durchaus sichtbar (Abb. 1). Mittels 
der CAB-F/irbung lassen sie sich jedoch sehr deutlich darstellen und auch bei 
Dbersichtsvergr6gerung bereits lokalisieren. Die Verklumpungen erscheinen 
im Gegensatz zum intakten Sarcoplasma leuchtend-rot (Abb. 2). Um solche 
Befunde yon Artefakten (s. u.) abgrenzen zu kSnnen, ist zu fordern, dab die roten 
hyalinen B/inder scharf begrenzt und mit einer segmentalen Verbreiterung der 
Muskelfaser vergesellschaftet sind. Bfichner [2] sprach yon einer ,,rosenkranz- 
artigen Bildung". Noch anschaulicher scheint uns der Vergleich mit einerjapani- 
schen Hgngelampe zu sein, deren Papier- oder Stoffbespannung durch Ringe in 
gleichm/il3igen Abst~inden ausgebuchtet wird. Zwischen den einzelnen hyalinen 
Bfindern ist das Sarcoplasma blal3-blau angef~irbt und oft schollig zerfallen. 
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Abb. 1. SN 821/80, 66j/ihriger Mann. Herdf6rmig angeordnete, frische Herzmuskelfasersch~idi- 
gungen bei obliterierender Coronarsklerose. Nur schwach erkennbare Sarcoplasmaverklum- 
pungen. H~imatoxylin-Eosin-F/irbung (Vergr613erung 250fach) 

Abb.2. Gleicher Fall wie Abb. 1. Deutlich hervortretende (im Pr/iparat leuchtend rot ange- 
f'~irbte) Sarcoplasmaverklumpungen. Chromotrop-Anilinblau-F~irbung (Vergr6gerung 
250fach) 
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Abb.3. SN 922/80, 85jghriger Mann. Frischer Myokardinfarkt bei schwer stenosierender 
Coronarsklerose. Diffuse leukozyt/ire Infiltration. Nur noch vereinzelte Sarcoplasmaver- 
klumpungen (Pfeil). Deutlicla vergr6berte Querstreifung. Chromotrop-Anilinblau-F/irbung 
(Vergr6Berung 400fach) 

Mit dem Auftreten reaktiver Ver/inderungen verschwinden die Sarcoplasma- 
verklumpungen und damit auch die Metachromasie. In diesem Stadium der 
Nekrose sind gesch/idigte Areale in der H/imatoxylin-Eosin-F/irbung deutlicher 
zu erkennen, da die Fasern eosinophil aufleuchten und sich damit yon den 
dunkel gef~irbten Leukozyten abheben. 

A'ltere Nekroseherde, die oft yon Granulationsgewebe umgeben sind, er- 
scheinen im H~matoxylin-Eosin-gef~irbten Pr~parat homogen-rot und im CAB- 
gef~irbten Pr/iparat dunkelblau (Abb. 4). 

Bekanntlich bestehen gegenfiber den sog. Infarktf~irbungen, vor allem gegen- 
fiber der Fuchsin-Fgrbung nach Lie [4, 7] Vorbehalte wegen der zahlreichen 
Artefakte. In dieser Beziehung scheint uns die CAB-Ffirbung weniger launen- 
haft zu sein. Einzelne Artefakte kommen aber vor und sollten dem Betrachter 
bekannt sein. So findet man gelegentlich am Rande des Pr/iparates eine fleck- 
f6rmige, unscharfbegrenzte Rotf~rbung einzelner Fasern. In Nischen des Pr/ipa- 
rates k6nnen auBerdem rote Farbkleckse bestehen bleiben, die ebenfalls zu einer 
Anfgrbung benachbarter Muskelfasern ffihren k6nnen. Diese beiden Artefakte 
sind auf ein ungenfigendes Spfilen des Pr/iparates zurfickzuftihren. 

Gelegentlich haben wir diffus rot angef~irbte Muskelfasern perivascul~ir beob- 
achtet, was wir ebenfalls als Artefakt deuteten. Generell kann gesagt werden, dab 
nur scharf begrenzte, quer zur Muskelfaser verlaufende B/inder, die oftmals mit 
einer Verbreiterung der Faser vergesellschaftet sind, als positive Befunde ge- 
wertet werden sollten. Um der Gefahr der Mil3deutung einer falsch-positiven 
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Abb. 4. SN 363180, 68j~ihriger Mann. Alterer, in den Randpartien bereits organisierter Myokard- 
infarkt bei Coronarthrombose. Rechts dunkle (im Pr~iparat tiefblaue), homogen angef~irbte 
Nekrose. Chromotrop-Anilinblau-F~irbung (Vergr6gerung 40fach) 

Metachromasie zu begegnen, fordern wir, dab auch in der H~matoxylin-Eosin- 
F~rbung an entsprechender Stelle, wenn auch wesentlich schwerer zu erkennen, 
eine Sarcoplasmaverklumpung vorhanden sein mug. Schlieglich ist noch darauf 
hinzuweisen, dab insbesondere in den subendocardialen Arealen die Disci inter- 
calares oft rot angef~irbt sind. Die M6glichkeit, dab solche Normalbefunde mit 
pathologischen verwechselt wiirden, ist kaum gegeben. 

Eine fehlende Metachromasie yon Sarcoplasmaverklumpungen, also falsch- 
negative Betimde, beobachteten wir bei zu langer W~isserung des Pr~iparates, bei 
Verwendung einer alten F~irbel6sung oder bei alkalischer Formalinl6sung. Es 
sollten daher die F~rbel6sung monatlich erneuert und das pH des Fixations- 
medium, falls nicht gepuffertes Formalin verwendet wird, periodisch tiberpriift 
werden. 

W/ihrend wir Autolyse-bedingte falsch-positive Befunde bisher nie beobach- 
ten konnten, sind bei 1/ingerer postmortaler Liegezeit, bei der es zum Verlust der 
Querstreifung der Muskelfasern kommt, falsch-negative autolysebedingte 
Befunde nicht ausgeschlossen. 

Die Chromotrop-Anilinblau-F~irbung stellt eine einfache Methode zur Dar- 
stellung frischer Herzmuskelfasersch/idigungen dar. Im jetzigen Zeitpunkt, 
d.h. ohne systematische Oberpriifung im Tierexperiment, betrachten wir diese 
Ffirbemethode lediglich als gutes Hilfsmittel zur besseren und vor allem schnel- 
leren Erkennung yon Muskelfaseralterationen, als dies mit den bisherigen rou- 
tinem~gig durchgef'lihrten F~irbungen m6glich war. Da sich hierbei Bindege- 
websstrukturen vom Muskelgewebe durch leuchtend blaue Farbe deutlich ab- 
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heben, sind gleichzeitig allf~illig vorhandene Narbenherde zudem gut zu erken- 
nen. 
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