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Studies on the Early Recognizability of Hypoxic Lesions in the Cerebellum 
by Use of the Lie Staining Method (HBFP Staining) 

Summary. Using the Purkinje cells of the cerebellum from 42 rapidly and 
28 slowly dying patients, we tried to find a correlation between the premortal 
hypoxie in brain and the result of HBFP staining. We found four different sta- 
ges of staining and discuss here the causes of staining and false results. 
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Zusammenfassung. Anhand der Purkinjezellen des Kleinhirns von 42 schnell 
und 28 langsam gestorbenen Patienten wurde untersucht, ob eine pr~imortale 
Hypoxie im Gehirn je nach fJberlebensdauer zu einem unterschiedlichen 
Ergebnis in der F~irbung nach Lie (HBFP) f'tihrt. Es konnten vier Anf~irbe- 
stadien unterschieden werden. Die Ursachen der Anf~irbung und m6glichen 
Artefakte werden diskutiert. 

SchliisselwiJrter: HBFP-F/irbung (Lie-F/irbung) - Gehirnhypoxie, Purkinje- 
Zellnekrose 

Einleitung 

Bis heute stehen keine Methoden zur Verfiigung, die frtihzeitig, zuverl/issig und 
mit einfacher Technik ein morphologisches Aquivalent ffir eine Hirnhypoxie 
zeigen. 

Alle bisher bekannten Methoden zum Hypoxienachweis wie Ans/iuerung 
(McGinty und Gsell 1926; Funke 1859) bzw. Alkalisierung (Moos 1907; Borger 
et al. 1933), Phasenkontrastmikroskopische Ver~nderungen (Zollinger 1948), 
HE-F~irbung und Nissl-F/irbung (Scholz 1957; Peters 1958; Doerr 1974; Colmant 
1965), elektronenmikroskopische Untersuchungen (Blinzinger und Hager 1962; 
Dzamoeva 1979), enzymhistochemische Untersuchungen (Colmant 1965) und 
Untersuchungen von Abbauproduktkonzentrationen (Saugsstad und Schrader 
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1978) s ind  gee igne te ,  abe r  in i h ren  A u s s a g e n  b e g r e n z t e  M6g l i chke i t en ,  die z. T. 
n u r  d u r c h  spez ie l le  V o r b e h a n d l u n g  (z. B. Pe r fus ion f ixa t ion  (Pa lad in i  et  al. 1962; 
C a m m e r m e y e r  1962)) ode r  au fwend ige  A p p a r a t u r e n  a n w e n d b a r  werden .  

Lie  (1971) ze igte  a m  H e r z m u s k e l ,  dab  be i  de r  H B F P - F / i r b u n g  bere i t s  30 M i n  
nach  A b b i n d e n  e i n e r  C o r o n a r a r t e r i e  e ine  posi t ive  F a r b r e a k t i o n  in d e m  n ich t  

m e h r  d u r c h b l u t e t e n  G e b i e t  e in t ra t  ( N e k r o s e g e b i e t e  he l l ro t ,  g e s u n d e  Ze l l en  hel l -  
b raun) .  W i r  g ingen  der  F r a g e  nach ,  ob m a n  mi t  de r  HBFP-F~i rbung  an  den  
b e s o n d e r s  s a u e r s t o f f m a n g e l e m p f i n g l i c h e n  G a n g l i e n z e l l e n  ( D o e r r  1974; Bi ich-  
ne r  1965), spez ie l l  den  P u r k i n j e z e l l e n  des  K le inh i rns ,  e in  ~ihnliches V e r h a l t e n  
n a c h w e i s e n  k6nnte .  

Material und Methode 

Als Material standen 700 Schnittpr/iparate von 200 Sektionen zur Verffigung. Die Sektionen 
fanden 1 bis maximal 2 Tage nach dem Tod bzw. Auffinden der Leiche statt. Rais und 
Jakobsen (1976) zeigen, dab ein falsch positiver Hypoxienachweis bei Lagerung der Leiche bei 
Zimmertemperatur schon nach einem Tag m6glich ist. Ihre Untersuchungen an Ratten 
machen abet keine Aussage fiber die Ver~inderung einer positiven F/irbung, wenn zu unter- 
schiedlichen Zeitpunkten der postmortalen Abbauvorg/inge aus dem gleichen Gewebe 
Proben entnommen werden. Pribilla und Weck (1982) wiesen hingegen nach, dab bei Herz- 
muskelnekrosen eine positive Lie-F~irbung bis zum 3. Autolysegrad nachweisbar blieb. Die 
Ergebnisse von Rais lassen vermuten, dab ein positives HBFP-Bild immer dann erwartet wer- 
den kann, wenn die Ffirbung erst einen Tag nach dem Tod und zwischenzeitlicher Lagerung 
bei Zimmertemperatur erfolgt. Eine einmal aufgetretene F~irbung mfiBte dann nach Pribilla 
und Weck bis zum 3. Autolysegrad nachweisbar bleiben. Das wfirde bei einem durchschnitt- 
lichen rechtsmedizinischen Sektionsgut eine fast vollst/indige Anf~irbung der Zellen bedeu- 
ten, da die Leichen selten vor Ablauf von 24 h seziert werden und oft eine 1/ingere Zeit bei 
Zimmertemperatur liegen. 

Die zu untersuchenden Pr/iparate wurden aus fixierten Kleinhirnen gewonnen, indem 
man an vorher nicht definierten Stellen Gewebestiicke yon 1 Xl x 1 cm Kantenliinge entnahm, 
die danach in Paraffin eingebettet wurden. Aus diesen B16cken wurden dann die Schnitte 
angefertigt und nach HBFP gef~irbt (siehe F/irbeanleitung in Pribilla und Weck 1982). Als 
Kriterium fdr eine einwandfreie Technik wird die hellrote F/irbung der Erythrozyten herange- 
zogen. 

Es handelte sich fiberwiegend um pl6tzliche, unnati~rliche oder unklare Todesursachen. 
Anhand der Sektionsprotokolle wurden diese F~ille dann eingeteilt nach der vermutlichen 
Dauer der pr/imortalen Hirnhypoxie. Wir gingen davon aus, dab ein erh/ingter, dekapitierter, 
ertrunkener oder aufgrund einer Herzruptur Verstorbener nur eine minimale pr~imortale 
Hirnhypoxiezeit durchlitten hat, w~ihrend bei einem Fall yon Hirnstammblutung rnit Atem- 
l~ihmung, toxischem Herzversagen mit Korea fiber Stunden und Tage oder einer Intoxikation 
mit Korea eine 1/ingere Hirnhypoxie sehr viel wahrscheinlicher ist. 

Da eine Zuordnung zu einer dieser Gruppen nicht in allen 250 F/illen m6glich war, haben 
wir 42 F/ille mit sofortigem und 28 F/ille mit langsamem Tod ausgew~ihlt, wobei allerdings 
auch in diesen Fallen eine gewisse Unsicherheit in der Zuordnung nicht auszuschliegen war. 

Die ausgew~ihlten 70 F~ille wurden nach Lie (Bei dieser F~rbemethode mit H/imatoxylin, 
basischem Fuchsin und Pikrin-S~iure handelt es sich um eine nicht-enzymatische, nicht- 
chemische Technik), HE und Nissl gef~irbt, um einen gleichm/iBigen technischen Standard zu 
erreichen. Im allgemeinen wurden mindestens zwei Schnitte vonjeder F~irbung angefertigt, 
um technisch bedingte Fehler erkennen zu k6nnen. Aus Grtinden der Objektivit~it erfolgte 
die Beurteilung in der HE und HBFP-F/irbung in der Reihenfolge der Sektionsnummern. Die 
Nissel-F/irbung diente nur in Zweifelsf~illen als Hilfe bei der Beurteilung der HE-F~irbung. 
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Abb. 1. Statistisches F/irbeergebnis. 
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Fglle; Nt=nicht hypoxische F/ille; 
M=Mittelwert aus der Anzahl der gefundenen Zellen in den einzelnen F/irbegruppen; 
FG = F~irbegruppen 

Ergebnisse 

Bei der HE-F~rbung lagen die bekannten Parameter wie Hyperchromasie, Zell- 
schwellung, Zellschrumpfung, Kernverlust, ischgmische Ganglienzellnekrose 
der Beurteilung der Pr~iparate zugrunde. Bei der Lie-F/irbung wurden unseres 
Wissens bis heute keine Beobachtungen an Nervenzellen gemacht. Autoren, die 
bisher mit HBFP-Pr~iparaten arbeiteten, um Nekrosen nachzuweisen, haben 
immer eine Einteilung in Einzelzellnekrosen, Zellgruppennekrosen oder in 
ganze Nekrosegebiete (Pribilla und Weck 1982) vorgenommen. Dabei ging man 
vonder  Anf~irbung der ganzen Zelle aus. Unsere Ergebnisse an den Purkinje- 
zellen zeigten aber, dab sich die Rotf~irbung in drei Stadien vom Nucleolus auf 
die Gesamtzelle ausbreitete. 

Eine/ihnlich differenzierte Zellf~irbung hat auch Khan (1978) erstmals bei 
Populationen von Leberzellen beschrieben, deren Nucleoli unterschiedliches 
F/irbeverhalten zeigten. Daher wurde die blol3e Anfgrbung des Nucleolus 
ebenfalls in die Bewertung der Ergebnisse einbezogen. 

Bewertungsschema 

- : keine Rotf~irbung der Zellen oder ihrer Bestandteile, 
+ : scharf begrenzte Rotf~irbung nur des Nucleolus, 
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2+ : Ausbreitung der Rotf~irbungvomNucleolus auf den Gesamtkern und 
den Zelleib bei erhaltener Differenzierbarkeit von Nucleolus und 
Zelleib, 

3+ : vollst~indige Rotf~irbung der Zelle mit Aufl6sen der Grenzen zwischen 
Nucleolus und Zelleib, 

4+ : undefinierbare Dunkelf~irbung der Zelle, oft in Verbindung mit starker 
Zellverformung; keine Rotf~irbung (Abb. 1). 

Eine Einteilung in die Gruppen + bis 3+ war kein Problem. Da aber sowohl 
bei - als auch bei 4+ keine Rotf~irbung zu sehen war und die Dunkelf~irbung in 
Verbindung mit der Zellverformung nicht konstant war, sind bei letzteren unge- 
wollte Uberschneidungen m6glich. 

Fiinfzig pro Pr~iparat ausgez~ihlte Purkinjezellen wurden zahlenm/i6ig obi- 
gem Schema zugeordnet. Da pro Fall unterschiedlich viele Prfiparate beurteilt 
wurden, haben wit die Anzahl der Zellen innerhalb der F~irbegruppen addiert 
und anschliel3end einen Durchschnittswert errechnet. AnschlieBend wurden die 
Zahlen f'tir die einzelnen F~irbegruppen addiert und so die Gesamtzahl der - ,  +, 
2+, 3+ und 4+ Zellen festgestellt. Der hieraus errechnete Mittelwert f'tir die ein- 
zelnen F~irbegruppen wurde graphisch dargestellt. 

Es zeigt sich, dab sowohl bei den ,,hypoxischen" als auch bei den ,,sofort 
toten" Patienten ein F~irbemaximum bei + und 4+ liegt, mit einem Minimum bei 
2+. In beiden Gruppen ist die Zahl der - geringer als die der +. Ab 2+ steigt 
dann die Zahl der gefundenen Zellen wieder an. In den Spalten - und + ist der 
Mittelwert der beobachteten Zellen aus der Gruppe der,,hypoxischen" gr66er als 
derjenige der ,,sofort toten". Bei den letzteren erscheinen daFtir vermehrt Zellen 
in den Spalten 2+ bis 4+. Auch wenn man, um Oberschneidungen zwischen 
- und 4+ zu vermeiden, diese Spalten nicht in die Uberlegung einbezieht, 
/indert sich das Bild nicht. 

Bei der Beurteilung der Einzelkasuistik f~illt auf, dab es keine offenkundige, 
klare Zuordnung zwischen der erwarteten Hypoxiedauer und dem jeweiligen 
Bild in der Lie-, bzw. HE-F~irbung gab. Vermutlich hypoxische F~ille zeigten ein 
fast unver~indertes Bild, wfihrend andere, sicher schnell gestorbene Patienten 
starke Ver/inderungen zeigten. Allerdings gibt es auch jeweils Gegenbeispiele. 

D i s k u s s i o n  

Daraus ergibt sich die Frage nach dem f~irbbaren Stoff in der Zelle. Au6erdem 
steht zur Diskussion, ob dieser Stoff in seiner Existenz abh/ingig ist yon einer 
vorangegangenen Hypoxie und damit spezifisch w~ire f'tir entsprechende 
Sch/iden. 

Lie et al. (1971) glaubten an ein instabiles Protein oder einen Protein-Phos- 
pholipidkomplex als eigentlichen Farbtr~iger, w/ihrend Scherer und Masi (1975) 
eher eine ,,intrinsic muscle substance" als ein Produkt der Diffusion dafiir ver- 
antwortlich machten. Ihrer Meinung nach zeigte die HBFP-F~irbung friihe vor- 
nekrotische Zust~inde yon Muskelsch~iden, die sich nach Eintritt der Nekrose 
nicht mehr zeigten. Dabei sei die F~irbung nicht spezifisch fiir eine bestimmte 
Sch~idigungsform, z.B. Isch~imie. 
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Bis 1977 wurde die F~irbemethode nur am Herzen und an quergestreifter 
Muskulatur angewendet. Dann ver6ffentlichte Khan 1978 eine Untersuchung an 
Leberzellen und fand zwei unterschiedlich gef~irbte Zellkernpopulationen, z.T. 
sogar in einer Zelle. Diese F~irbeunterschiede wies er auch an isolierten Zell- 
kernen nach. Er arbeitete 1979 fiber den m6glichen Mechanismus der HBFP-F~ir- 
bung. (Khan und Eberhardt 1979) Er stellte fest, dab die Rotf~irbung der Nucleoli 
durch eine Vorbehandlung mit DNAse oder Bonins Flfissigkeit im Gegensatz 
zur Behandlung mit RNAse v611ig zum Verschwinden gebracht werden kann, 
ohne dab dabei die DNA gfinzlich entfernt wird. Auch Proteasenvorbehandlung 
verhindere eine Rotf~irbung, w~ihrend DNA noch deutlich nachgewiesen werden 
k6nne. Daraus schloB Khan, es mfisse sich um ein DNA-assoziiertes Protein 
handeln, das ftir die Nucleolusf~irbung verantwortlich sei. 

Khans Beobachtungen stimmen mit unseren Ergebnissen fiberein, die die 
F/irbbarkeit der Nervenzellen beweisen und zeigen, dag diese im Nucleolus 
beginnt und sich fiber die ganze Zelle ausbreitet, um offenbar yon einem 
bestimmten Zeitpunkt an zu verschwinden. Jakob beschrieb 1963, dab gelegent- 
lich mit tier Klfiver-F/irbung eine ausschliel31ich auf den Nucleolus beschr~inkte 
grfin-blau-F/irbung zu beobachten sei. 

Er deutete das als Zeichen daKir, dab der Sauerstoffmangel am Nucleolus 
beginne. Eine Ausbreitung der Nekrose fiber den Zelleib hinaus aufdie Zellfort- 
s/itze rechnet er nicht mehr zu den isch~imischen Ver~inderungen, sondern zu 
der zu einem spfiteren Zeitpunkt eintretenden ,,total cellular necrobiosis". 

Wir sahen in der HBFP-Fgrbung an Purkinjezellen zu keinem Zeitpunkt eine 
Anf~irbung der Neuriten oder Dendriten. Deren Nekrose scheint also zu einem 
Zeitpunkt vor sich zu gehen, an dem die Lie-F/irbung nicht mehr positiv reagiert, 
oder sie enthalten nicht die f~irbbare Substanz wie der Zellkern. Vergnderungen 
sehr leichter Art (Rotfgrbung ausschlieglich des Nucleolus) entstehen auch 
dann, wenn der Kreislauf sofort sistiert und die Zellen keine M6glichkeit haben, 
vitale Ver~inderungen zu entwickeln. Wfircle der langsame Verbrauch des Rest- 
sauerstoffs im Blut ffr  diese Farbreaktion ausreichen, mfiBten sich die Zellen 
immer anf~irben, ausgenommen evtl. beim Verbluten. In diesem Zusammen- 
hang sei noch einmal aufKhan verwiesen, der Nucleolif~irbung in der Leber auch 
ohne Hypoxie fand und sie offenbar zu den normalen, nicht pathologischen Ver- 
gnderungen z~hlt. Daraus ergibt sich die Frage, ob es, wie in der Leber, ein diffe- 
renziertes F/irbeverhalten der Purkinjezellen unabhgngig yon einer vorausge- 
gangenen Hypoxie gibt. 

Obereinstimmend mit anderen Autoren stellten Pribilla und Weck 1982 fest, 
dab am Herzen nur so lange mit einer positiven F~irbung nach Lie gerechnet 
werden kann, bis sich die Nekrosen auch im HE-Bild darstellen. Dann ver- 
schwindet die Rotfgrbung. Ein Zusammentreffen von positiven F/irbungen nach 
beiden Techniken kann es danach an einer Zelle nicht geben. Unsere Ergebnisse 
an Purkinjezellen widersprechen diesen bisherigen Erfahrungen. In zwei F~illen 
konnte durch Serienschnitte gezeigt werden, dab bei drei Purkinjezellen, die auf 
Windungskuppen lagen, eine Lie-F/irbung von 3+ zusammenfiel mit einer 
totalen Zellschrumpfung und Homogenisierung der Zellen im HE-Bild. Diese 
Befunde blieben EinzelF~ille aufgrund der technischen Probleme, solche 
Schnitte gezielt herzustellen. 
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Auger in diesen beiden besonderen Ffillen konnte auch in anderen Purkinje- 
zellf~irbungen nach Lie ein Nebeneinander der beiden positiven Farbreaktionen 
gefunden werden. In den F/illen, in denen die Llberlebenszeit gr68er als 6 bis 8 h 
war, kann man diese Beobachtung sicher damit erkl~ren, dab die zuerst abgestor- 
benen Zellen schon in der HE-F~irbung, die sp/iter abgestorbenen in den ver- 
schiedenen Stadien der Lie-F/irbung erscheinen. Erkl~rbar sind damit nicht die 
F~ille, in denen eine so lange lJberlebenszeit ausgeschlossen erscheint. 

H/iufiger wurde beobachtet, dab - unabh~ingig vom HE-Bild - die stark nach 
Lie gef~irbten Zellen vermehrt auf den Windungskuppen lagen, ohne dab dort 
auch gleichzeitig der Pfiiparaterand lag. Daher haben wir diesen Befund nicht als 
technischen Artefakt gewertet. Besonders deutlich wurde dieser Befund bei 
einem Patienten mit innerem Verbluten und multiplen Verletzungen, u.a. auch 
einem subduralen H~imatom. Bei der Beurteilung fanden sich 16 3+Zellen und 
34 4+Zellen, wobei die 3+Zellen ausschlieglich aufden  Windungskuppen lagen, 
die anderen (schon wieder?) ungef~irbten Zellen dagegen in den Tiefen der 
Windungen.  

Eine durch das Trauma ausgelSste mechanische Irritation dieser Zellen kann 
aber nicht ausgeschlossen werden. Bei der HE-F/irbung (Scharrer 1933; Cox 
1937; Cotte 1957; Koenig 1960; Cammermayer 1960, 1962) und bei der Elektro- 
nenmikroskopie (Blinzinger und Hager 1962) sind Artefakte durch mechanische 
Irritationen bekannt. Ebenso fanden Rajs und Jakobsen (1976) durch Ligamr der 
Coronararterien bedingte Rotf~irbungen der angrenzenden Myokardfasern. 
Pr/imortable mechanische Artefakte scheinen daher falsch positive HBFP- 
F/irbeergebnisse verursachen zu k6nnen. 

Bei der Lie-F/irbung werden technisch bedingte Fehler beschrieben, wie z.B. 
ungenaues Entf~irben bei der Ausarbeitung der Schnitte (Scherer und Masi 
1975). Zum Ausschlug solcher Fehler haben Pribilla und Weck (1982) die F~irbe- 
methode standardisiert und damit die Voraussetzung ffir vergleichbare Ergeb- 
nisse geschaffen. 
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