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Immunohistochemical detection of C5b-9 complement complex 
in early stages of myocardic necrosis in paraffin sections 

Summary. With conventional staining techniques it was nearly impossible to 
differentiate with certainty between early ischemic myocardial lesions, auto- 
lytic changes and intact myocardium without a nuclear section. In 1986 it 
was introduced an immunohistochemical method,  which presented C5b-9 
Complement  Complex as a necrosis marker  in cryostat sections. Our further 
development of this process has resulted in a technique for application on 
routine paraffin sections: C5b-9 Complement  Complex is particularly well- 
suited for the exact and autolytically insensitive presentation of dissemi- 
nated necroses of fiber bundels and single fibers of myocardium. The appli- 
cation of the technique on paraffin sections will lead to the use of the same 
in forensic medicine routine diagnostics of early ischemic myocardial le- 
sions, even in cases of "sudden" cardiac death. 

Key words: Early myocardial necroses - C5b-9 complement complex, a nec- 
rosis marker  - Sudden cardiac death, morphological detection 

Zusammenfassung. Mit den bisher tiblichen F~irbemethoden war es kaum 
m6glich, sicher zwischen frtihen isch~imischen Herzmuskelsch~iden, autolyti- 
schen Verfinderungen und auch intaktem Myocard ohne Kernanschnitt  zu 
unterscheiden. 1986 wurde erstmals eine immunhistochemische Methode 
vorgestellt, mit der C5b-9-Komplement-Komplex als Nekrosemarker  am 
Kryostatschnitt dargestellt wurde. In Fortentwicklung dieses Verfahrens wird 
eine Technik zur Anwendung am Routine-Paraffinschnitt beschrieben: Mit 
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dem C5b-9-Komplement-Komplex gelingt es insbesondere, disseminierte 
Einzel- und Gruppenfasernekrosen des Myocards exakt und autolyseunemp- 
findlich darzustellen. Die Anwendung dieser Methode am Paraffinschnitt 
er6ffnet den Weg zur Routinediagnostik sehr frfiher isch~imischer Herzmus- 
kelschfidigungen selbst in F~illen yon ,,Sekundenherztod". 

Schliisselwiirter: Frtihe Herzmuskelnekrose - C5b-9-Komplement-Kom- 
plex, Nekrosemarker - ,,Sekundenherztod", morphologischer Nachweis 

Einleitung 

Die bislang einzigen sicheren Nachweise des irreversiblen Zelluntergangs: 
Kernpyknose, Karyolyse und Karyorrhexis sind mit konventioneller histologi- 
scher Technik am H~imatoxylin-Eosin (HE) gef~irbten Schnitt friihestens nach 5 
bis 8 Stunden Uberlebenszeit sichtbar (Remmele 1984). 

Bei k~rzeren Uberlebenszeiten k6nnen intravitale triibe Schwellung, hydro- 
pische und vakuol~ire Degeneration der Herzmuskelzellen durch Wasserein- 
strom infolge Versagens der Natriumpumpe Hinweise auf sehr friihe Zellsch~i- 
digung geben. Sie sind aUerdings morphologisch nicht abgrenzbar von Auto- 
lyseph~inomenen. Ihr diagnostischer Wert ist daher relativ gering (Remmele 
1984). 

Wellige Deformit~it der Herzmuskelfasern in der Randzone eines sich ,,an- 
bahnenden" Infarktes (Bouchardy und Majno 1974) wie auch Ausbildung von 
Kontraktionsb~indern sind nicht infarktumgebungsspezifisch (Remmele 1984). 

Die nach Holczabek (1970) gerade dem Rechtsmediziner h~iufig begegnen- 
den Mikroinfarkte mit disseminierten Einzel- und Gruppenfasernekrosen sind 
im HE-Prgparat bei nur diskreter Eosinophilie und fehlender granulozytgrer 
Reaktion kaum zu differenzieren yon autolytischen Zellen oder intaktem Myo- 
card ohne Kernanschnitt. 

Es hat daher nicht an Bemtihungen gefehlt, die frfihe isch~imische Myocard- 
schfidigung mit anderen Methoden zu erfassen (121bersicht bei Janssen 1984). 
Die meisten dieser Methoden leiden an hoher Autolyseempfindlichkeit oder 
sind am Routine-Paraffinschnitt nicht anwendbar. 

Schfifer et al. 1986 berichten fiber den C5b-9-Komplement-Komplex-Nach- 
weis als Marker-Reaktion beim akuten Myocardinfarkt nach der Avidin-Biotin- 
Komplexmethode an Kryostatschnitten. Dabei gelang mit der ABC-Peroxi- 
dase-Methode eine positive C5b-9-Darstellung nach Pronaseandauung auch am 
Paraffinmaterial. Die Markierung erwies sich aber nur am Gefriermaterial als 
konstant und zuverl~issig. Wir stellen eine Technik vor, mit der am Routine-Pa- 
raffinschnitt sehr frfihe isch~imische Herzmuskelsch~iden exakt durch den C5b- 
9-Komplement-Komplex-Nachweis hintergrundfrei und autolyseunempfindlich 
dargestellt werden. 

Material und Methoden 

Untersucht wnrde autoptisch gewonnenes Myocard von insgesamt 18 F~illen, davon 11 F~ille 
mit der klinischen Diagnose: ,,Verdacht auf akutes Myocardinfarktrezidiv", 2 F~ille mit ,,Ver- 
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dacht auf akuten Myocardinfarkt" und 5 F~lle yon ,,Sekundenherztod". Bei den Ffillen mit 
,,Verdacht auf Myocardinfarkt(-rezidiv)" lag die Uberlebenszeit deutlich unter 4 Std., bei den 
Ffillen von ,,Sekundenherztod" waren die Betroffenen auf der StraBe, im Zug oder sonst in 
der Offentlichkeit zusammengebrochen, der Notarzt konnte nur noch den Tod feststellen. 

Als Kontrolle diente sicher infarktfreies Myocard bzw. histologisch bei HE-F~irbung ge- 
sichert infarziertes Myocard. Zusfitzlich wurden frische Proben des Kontrollmyocards bis zu 7 
Tagen bei Zimmertemperatur der Autolyse ausgesetzt. 

Vel~chen wurden: 

1. die yon Sch~fer et al. 1986 verwandte und oft gebrauchte Streptavidin-Biotin-Peroxidase- 
Methode (Fa. Amersham) in verschiedenen Verdtinnungs- und Inkubationsvarianten mit und 
ohne Protease (Sigma P 8038)-Andauung, die hier als bekannt vorausgesetzt werden kann. 

2. die von uns modifizierte APAAP-(Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische Phosphatase) 
Methode (Dakopatts GmbH, Hamburg; Cordell et al. 1984): 4 Mikrometer dicke Schnitte 
yon routinemfil3ig formalinfixiertem und in Paraffin eingebettetem Myocard wurden auf mit 
Poly-L-Lysine beschichtete Objekttr~ger aufgezogen und fiber Nacht bei 37 Grad Celsius ge- 
trocknet (Huan und Gibson 1983). Nach Entparaffinieren Inkubation mit primfirem polyclo- 
nalen Antik6rper gegen Neoantigen des humanen C5b-9-Komplement-Komplexes (Bhakdi 
und Muhly 1983; Bhakdi und Tranum-Jensen 1987), Verdfinnung 1 : 100 mit Ansatz des RPMI 
1640 Mediums (Handelsname, Sigma R 6504) bei 4 Grad Celsius fiber Nacht. 

RPMLAnsatz: Zu 450ml Aqua-bidest. 50ml RPMI, 50ml inaktiviertes Rindernormal- 
serum und 0,5 g Acid (Natriumacid Merck 6686) geben; pH-Wert auf 7,4 bis 7,6 einstellen. 

30mintitige Inkubation mit Maus-anti-Kaninchen-IgG (Dako M 737), verdfinnt 1 : 20 mit 
RPMI-Ansatz und inaktiviertem Humanserum (8:1) bei Raumtemperatur. Inkubation mit 
Kaninchen-anti-Maus-Immunglobulinen als BrfickenantikOrper (Dako Z 259) verdiJnnt 1 : 20 
mit RPMI und inaktiviertem Humanserum (8 : 1) ffir 30 Minuten bei Raumtemperatur. 

30min•tige Inkubation bei Raumtemperatur mit APAAP-Komplex (Dako D 651) ver- 
dfinnt 1 : 50 mit RPMI-Ansatz. 

Inkubation mit BrackenantikOrper und APAAP-Komplex ffir je 10Min. wiederholen. 
Nach den einzelnen Schritten jeweils mit Spfilpuffer waschen. 

Ansatz des Sp~ilpuffers: Zu 5000 ml Aqua-bidest. 4,5 g Tris-Base (Sigma T 1053), 34,25 g 
Tris-HC1 (Sigma T 3253) und 43,90g NaC1 (Merck 6404) geben. Mit Tris-Base/Tris-HC1 auf 
pHoWert 7,4 bis 7,6 einstellen. 

Inkubation mit frisch angesetztem Phosphatase-Substrat (Neufuchsin-Methode) ffir 6 
Min. 

Einige Schnitte wurden mit Hgmalaun gegengeffirbt (30 s.). 
Kontrollschnitte mit gesichertem Myocardinfarkt wurden als Negativkontrolle mit Kanin- 
chennormalserum statt des Prim~irantikOrpers inkubiert bzw. als Positivkontrollen mit dem 
Primfirantik6rper behandelt. Eindecken mit Kaisers Glycerin-Gelatine (Merck 9242). 

Ergebnisse 

Die  A n w e n d u n g  de r  S t r e p t a v i d i n - B i o t i n - P e r o x i d a s e - K o m p l e x - M e t h o d e  f t ihr te  
am Paraf f inschni t t  se lbst  be i  va r i i e r t en  Ve rd f innunge n  und  I n k u b a t i o n s m o d a l i -  
tfiten mi t  und  ohne  P r o t e a s e a n d a u u n g  nicht  zu b r a u c h b a r e n  Ergebn i s sen .  

D a g e g e n  ze ig ten  die  mi t  p o l y c l o n a l e m  A n t i k O r p e r  gegen  N e o a n t i g e n  des 
C 5 b - 9 - K o m p l e m e n t - K o m p l e x e s  nach  de r  mod i f i z i e r t en  A P A A P - M e t h o d e  be-  
h a n d e l t e n  Para f f inschn i t t e  se lek t ive ,  in tens iv  ro t e  M a r k i e r u n g  geschf idigter  
H e r z m u s k e l z e l l e n  ( A b b .  1 a).  
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Kontrollschnitte nicht infarzierten Myocards blieben immer - auch nach 
einw6chiger Autolyse - ungef~irbt. Im Gegensatz dazu wurde sicher infarzier- 
tes Myocard der Positiv-Kontrollen immer reproduzierbar und autolyseunemp- 
findlich kr~iftig rot gef~irbt. Arterieninnenwandschichten wurden allerdings 
auch in nicht gesch~idigten Arealen markiert (Abb. 2a, 3). 

In grogen Infarktgebieten war die Randf~irbung im Verh~iltnis zur zentralen 
F~irbung jeweils intensiver. Nicht gesch~idigte Zellen und Narbengewebe blie- 
ben hintergrundfrei v611ig ungef~irbt (Abb. la, 2a, 3, 4a). 

Insbesondere konnten Einzel- und Gruppenfasernekrosen, die bei konven- 
tioneller HE-F~irbung leicht hfitten iibersehen werden k6nnen - exakt durch 
die Rotmarkierung der C5b-9-Komplement-Komplexe abgegrenzt - mfihelos 
erkannt werden (Abb. 2a, 3). Die Vergr613erung einer solchen Fasergruppen- 
nekrose (Abb. 4a) zeigt die Anf~irbung mit hoher Genauigkeit auf einzelne 
Myocardzellen beschr~inkt. 

Diese Form der disseminierten Mikronekrosen fanden wir fast ausschlieg- 
lich in F~illen yon ,,Sekundenherztod" und - i m  Zusammenhang mit ~lteren 
grogen Infarktarealen - in F~illen yon ,,Verdacht auf Reinfarkt". 

Bei der entsprechenden HE-F~irbung (Abb. 4b) w~re dagegen keine sichere 
Diagnose, insbesondere keine sichere Identifizierung geschfidigter Zellen m6g- 
lich gewesen. Hier sind erst bei genauer Inspektion immigrationsbereite Granu- 
lozyten an der Innenwand eines infarktnahen Geffiges als friihes diskretes Zei- 
chen einer Gewebssch~idigung zu erkennen (Abb. 4b). 

Diskussion 

Im Gegensatz zu den Komplement-Komponenten C1 bis C5, die durch enzyma- 
tische Vorg~inge aktiviert werden, erfolgt die Aktivierung der sp~iteren Kompo- 
nenten C6 bis C9 durch Komplexbildung. Dazu wird aktiviertes C5 (C5b) als 
Kondensationskern ben6tigt, an den sich je ein Molektil C6,C7, C8 und sechs 
Molektile C9 anlagern (Vorlaender 1983). 

Dieser C5b-9-Komplement-Komplex hat stark lipophile Eigenschaften und 
lagert sich als Ringstruktur in die zellul~ire Membran ein (Abb. 5). Er bildet 
transmembranOse Poren und sch~idigt dadurch die Zelle (Bhakdi und Muhly 
1983; Bhakdi und Tranum-Jensen 1987). 

Gegen die spezifischen Neoantigene des C5b-9-Komplement-Komplexes 
wurden Antik6rper erzeugt (Bhakdi und Muhly 1983). 

Offenbar stellt die Komplementaktivierung in ischgmisch vorgesch~idigten 
Myocardzellen ein zus~tzliches, friihes Sch~idigungsprinzip dar (Schgfer et al. 
1986), so daB durch entsprechende Antik6rpermarkierung des C5b-9-Komple- 
ment-Komplexes Myocardinfarktareale friih erkannt werden k6nnen. 

In allen F~illen der Verdachtsdiagnose ,,akuter Myocardinfarkt" wurde C5b- 
9-Komplement-Komplex teils zusammenh~ingend in Arealen gr6gerer Ausdeh- 
nung, teils in Mikroinfarkten dargestellt, dabei in einem Fall nach klinisch in- 
itialem Anstieg der Kreatininkinase. 

Insbesondere wertvoll ist die Methode ftir die Darstellung disseminierter 
Einzel- und Gruppenfasernekrosen: So fanden wir bei den akuten Todesffillen 
wenige Tage nach Erstinfarkt (klinische Diagnose: ,,Verdacht auf Reinfarkt") 
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Fig. 5. C5b-9-Komplement- 
Komplexe auf lysierten 
Erythrozyten-Membranen. 
Die Ringstrukturen stellen 
einzelne Komplexe dar. 
Einige C5b-9-Aggregate 
(Pfeile) sind sichtbar. 
(Na-Silicotungstate nega- 
tive stain) 

neben den filteren Infarktarealen frische disseminierte Mikroinfarkte im Sinne 
einer ,,Ausbreitung des Infarktes" (Becker und Anderson 1985). 

In 121bereinstimmung mit den Beobachtungen yon Holczabek (1970) fanden 
wit fast ausschlie/31ich Mikroinfarkte in den FNlen yon ,,Sekundenherztod". 
Diese Form der Nekrose wfire bei der Routinef~irbung mangels Eosinophilie, 
fehlender granulozytfirer Infiltration etc. nicht sicher diagnostizierbar gewesen. 

Wir haben keine Erklgrung daffir, dab C5b-9-Komplement-Komplex mit 
dem polyclonalen AntikOrper am Paraffinschnitt mit der modifizierten 
APAAP-Methode hervorragend darstellbar ist, dagegen mit der Streptavidin- 
Biotin-Peroxidase-Methode nur unzuverl~ssig. Es bleibt aber das Faktum. 

Die Anf~irbung von Gef~ginnenwandschichten der Arterien auch in intak- 
tern Myocard kann mit dem Grad der Arteriosklerose in Zusammenhang ge- 
bracht werden, da C5b-9-Komplement-Komplex qualitativ und quantitativ in 
arteriosklerotischen Arterien nachgewiesen wurde (Niculescu 1987). Bei eige- 
nen nicht verOffentlichten Untersuchungen an menschlicher Haut wurde nach 
dem hier dargestellten Verfahren ein reproduzierbares Ffirbemuster gesehen, 
dab genau der Elastica-Komponente der Elastica-von-Gieson-Ffirbung ent- 
sprach. Die positive Reaktion der elastischen Fasern in den immunhistochemi- 
schen Untersuchungen l~13t zweierlei Interpretationen zu: 

Zum einen k6nnte es sich um eine Kreuzreaktion der polyclonalen AntikOr- 
per mit Epitopen auf diesen Strukturen handeln, zum anderen besteht durchaus 
die MOglichkeit, dab der terminale Komplement-Komplex hier abgelagert ist. 
Diese Frage 1N3t sich nur durch weitere biochemische Untersuchungen klfiren 
(dazu: Bhakdi 1988). 

Da in den Arterien des Herzens starke Verdickung und Aufsplitterung der 
Elastica interna mit zunehmendem Alter und steigender Belastnng vorkommt 
(Bucher 1980), k6nnte die Anf~irbung der Arterieninnenwandschichten neben 
der Atherosklerose auch in der Anfgrbung elastischer Fasern eine weitere Be- 
grt~ndung finden. 

Die dargestellten Befunde unterstreichen die speziell forensische Bedeutung 
der immunhistochemischen Darstellung des C5b-9-Komplement-Komplexes 
beim akuten Herztod. 
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Die autolyseunempfindl iche exakte C5b-9-Komplement -Komplex-Dars te l -  
lung ist nach der modifizierten A P A A P - M e t h o d e  hervor ragend  am formalinfi- 
xierten und  in Paraffin geblockten Myocard  anwendbar .  Dami t  bietet  sich ein 
Weg  zur brei ten Nutzung  in der  rechtsmedizinischen Rout inediagnos t ik  sehr 
frtiher isch~irnischer Herzmuskelsch~idigungen. 
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