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Demonstration of Early Local Vital Reactions by Combination of Morphological
Investigation Methods

Summary. In extension of earlier Scanning Electron Microscopical findings on
local vital reaction, we initially tried conventional microscopic histology. By
standard staining methods — generally used in demonstrating fibrins (Ladew IG,
PTAH, PAS etc.) fresh fibrinous mashing was hardly demonstrable. Tryptophan
reaction as per Adams brought positive results. By modifying Scanning Electron
Microscopic preparation techniques, the surface transverse striation could be
shown.

For dissolution of the complex morphological structural patterns on the wound
surface, Transmission Electron Microscopy was used.

Identification of fibrinous filaments was done by their interior transverse striation.
Mashing of shaped structure components of the blood in vital and post mortal
injuries should be more closely analyzed. Advantages and disadvantages of Scanning
and Transmission Electron Microscopic techniques are discussed in view of forensic
problems and a tentative judgement passed.

Key words: Vital reactions, demonstration of fibrin — Fibrin filaments, identifica-
tion — Scanning electron microscopy, demonstration of fibrin.

Zusammenfassung. In Erweiterung fritherer rasterelektronenmikroskopischer Unter-
suchungsbefunde zur Frage der lokalen Vitalreaktion wurde zunichst versucht, die
konventionelle Histologie heranzuziehen. Mit den bekannten, zur Fibrindar-
stellung benutzten Firbungen (z. B. Ladewig, PTAH, PAS u. a.) waren die frischen
Fibrinnetze meist nicht darstellbar. Die Tryptophanreaktion nach Adams lieferte

* Herrn Prof. Dr. med. G. Dotzauer zum 65. Geburtstag gewidmet. Herrn Prof. Dr. med. W.
Kiithnel, Vorstand der Abt. Anatomie der RWTH Aachen sei an dieser Stelle fiir seine Unter-
stiitzung bei der Durchfihrung der elektronenmikroskopischen Untersuchungen herzlichst
gedankt. Die Ergebnisse der vorliegenden Publikation wurden auszugsweise auf der Tagung der
Deutschen Gesellschaft fiir Rechtsmedizin in Graz 1977 vorgetragen
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positive Befunde. Durch Modifikation der rasterelektronenmikroskopischen Pripa-
rationstechnik konnte die Oberflichenquerstreifung der Fibrinfasern sichtbar ge-
macht werden. Zur Auflosung der komplexen morphologischen Strukturmuster
auf der Wundfliche wurde die Durchstrahlungselektronenmikroskopie angewen-
det.

Eine ldentifizierung der Fibrinfasern konnte durch ihre Innenquerstreifung er-
folgen und die Vermaschung der geformten Strukturkomponenten des Blutes an
vitalen und postmortalen Verletzungen einer genaueren Analyse unterzogen
werden. Die Vor- und Nachteile raster- und durchstrahlungselektronenmikros-
kopischer Untersuchungstechnik werden unter Beriicksichtigung der forensischen
Problematik diskutiert. Es erfolgt eine vorldufige Wertung der forensischen Be-
deutung.

Schliisselworter: Vitale Reaktionen, Fibrindarstellung — Fibrinfasern, Identifi-
zierung — Rasterelektronenmikroskopie, Fibrindarstellung.

In mehreren Publikationen hatten wir (B6hm und Tschomakov, 1972/73) die raster-
elektronenmikroskopische Strukturanalyse der Wundoberfliche zur Bestimmung der
frithen lokalen Vitalreaktion angegeben.

Durch spitere Untersuchungen (Thilo und B6hm, 1973; Bohm, 1974/75) konnten
die primdren Befunde erweitert und erginzt werden. Vor allem die Fibrinstrukturen
vitaler Gerinnsel erschienen uns von wesentlicher differentialdiagnostischer Bedeutung.
Die Wertung histologischer Fibrinbefunde (Mueller, 1964; Laiho, 1967) wird durch die
mit anderer Untersuchungstechnik gewonnenen Informationen zunichst nicht beriihrt.

Durch Untersuchungen haemostatisch abgeschiedenen thrombozytiren Materials
in Wundrandgefifien lieferte Laiho (1975) einen weiteren Beitrag zu der forensisch
auierordentlich bedeutsamen Problematik der friihen lokalen Vitalreaktion. Die durch
lichtmikroskopische Technik gewonnenen Ergebnisse regten uns zu weiteren eigenen
Versuchen an. Die Intention ging dahin, durch Modifikation der Priparationstechnik
und Kombination mit licht- und durchstrahlungselektronenmikroskopischer Technik
neue Befunde, eine bessere Interpretation und zusitzliche forensische Absicherung bis-
heriger Ergebnisse zu erzielen.

Unabhingig von den eigenen bisher erhobenen morphologischen Befunden konnten
wir aus der einschligigen Literatur zum Haemostaseproblem folgende uns wesentlich
erscheinende Gesichispunkte herausarbeiten, die fiir eine prinzipielle Differenzierbar-
keit vitaler und postmortaler Gerinnsel sprechen:

1. Hoher Energiecumsatz der Thrombozyten, Abhingigkeit der Fibrinretraktion
von der Energielieferung, Einleitung des Retraktionsvorganges synchron zum Ge-
rinnungsablauf (Friihphase der viskdsen Methamorphose der Thrombozyten). Hohe
ATP-Konzentration ,vitaler Thrombozyten (8—12umol/10" Thrombozyten), fast
vollstindiger ,,ATP-Verbrauch wihrend Aggregation und Retraktion.

2. Funktionelle , Minderwertigkeit und ,,Spontanaggregation® bei struktureller
Normabweichung der Thrombozyten post mortem (Lasch, 1963/64; Harms, 1971).

3. Autokatalytische Beschleunigung der Thrombozytenaggregation durch ADP-
Freisetzung bei der Aggregation, kompetitive Hemmung der ADP-induzierten Throm-
bozytenaggregation durch ATP, AMP und Adenosin (Born, 1966).

4. Variabilitat der Grobstruktur der Fibrinnetze bei unterschiedlicher Wasserstoff-
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ionenkonzentration des Mediums (Ferri und Morrisson, 1947; zitiert nach Sandritter
und Beneke, Beneke, 1963).

5. Variabilitidt der Fibrinquerstreifung in Abhingigkeit von der Wasserstoffionen-
konzentration (Willy, 1964) und der Thrombinkonzentration des Mediums (Hall,
1949).

6. Abhingigkeit der bei der Haemostase gebildeten Gerinnselstrukturen von der
Haemodynamik (Haemorrheologie) der GefiBe der Wundrandzone (Apitz, 1942,
Zucker, 1946), Nachweis vitaler Thrombozytenthromben durch Laiho (1975).

7. Einbeziehung von Thrombozytenthromben nach intravitaler (initialer) Ver-
schleppung (Haemodynamische Momente), Einbau verschleppter Teilgerinnsel in
das Gesamtgerinnsel.

8. Postmortale Anderung der Zelloberflichenpotentiale und der Suspensions-
stabilitidt geformter und ungeformter Blutbéstandteile.

9. Wundflichenadhirenz vital entstandener Gerinnsel.

10. Unterschiedliche Lysierbarkeit vitaler und postmortaler Gerinnsel (Laiho,
1967).

Die bisherigen eigenen rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen haben
folgende Befunde zur Differenzierung vitaler und postmortaler Gerinnselstrukturen
erbracht:

A. Extravaskulir. Enges, feines, d. h. dichtes geflechtartig vermaschtes Netzwerk mit
gebiindelten, zu dichten Stringen und iibergeordneten kabelartig strukturierten,
stellenweise flichenhaft erscheinenden (filmartigen) Fibrintapeten. In den zuletzt auf-
gefiihrten, teilweise plattenformigen bzw. flichenhaften Strukturen Einschluf throm-
bozytirer -Strukturelemente. Ausgeprigt bogige bis arkadenartige Netzbildung, be-
sonderes Hervortreten der Lateralassoziation (Seite-zu-Seite-Verbindung), ausgeprigte
Quervernetzung der FEinzelfasern (zu. unterscheiden von der durch einfache Uber-
" lagerung in verschiedener Richtung orientierter Fasern — besonders bei ungeeigneter
Préiparationsiec’hhik beobachtet — im Sinne einer ,,Pseudovernetzung), scheinbare
Doppelschichtstruktur im Verlauf des Wundflichenabschlusses, d. h. lockere Ober-
flichenstruktur (uncharakteristisch) der zuletzt gebildeten ,,Deckschichten®. , Tiefe*
Lage der spezifischen Wundflichenstrukturen gegen Ende der haemostatischen Reak-
tion im Gegensatz zum sogenannten ,,Sekundenphidnomen®. Geringe Storanfilligkeit
gegeniiber der Applikation von Thrombozytenaggregationshemmern (z. B. Acetyl-
salizylsiure) im Gegensatz zu erheblichen Hemmungen durch Antikoagulantien vom
Dikumaroltyp, Stéranfilligkeit auch gegeniiber extremer Hypoxie, Asphyxie und
Acidose. Ausgeprigte Adhidrenz der Strukturen an der Wundfldche.

B. Intravaskulir. Deutliches Hervorteten von Thrombozytenaggregaten auf der Endo-
theloberfliche, Verankerung der Fibrinnetze auf der Endotheloberfliche in der Nach-
barschaft mechanischer Gefifllisionen, Verlauf bogenformiger Netzstrukturen von
Wundrand zu Wundrand in briickenartiger Formation, Ausbuchtung der Netze in
Blutstromrichtung, Auftreten kabelartiger Fibrinfaserbiindel vielfach parallel zueinan-
der und in Blutstromrichtung ausgerichtet-(Lingsachse der Gefife), zentripetale Aus-
breitung der Thrombozyten-und Fibrinbesetzung der Endotheloberfliche vom Ort der
primiren Traumatisierung aus unter Ausbildung von Thrombozytenrasen, waben-,
napf- und muldénférmigen. Randstrukturen, Ausbildung eines typischen ,,weilen Ab-
scheidungsthrombus* mit entsprechend ausgeprigter Wandadhirenz. Ubrige Kriterien
wie oben beschrieben.



194 E. B6hm

Abb. 1. Friihe lokale Vitalreaktion: 5-Minuten-Priparat (Flachschnitte an Rattenleber) Fibrinfaser-
biindel in enger, netzartiger Vermaschung iiber gefesselten Erythrozyten, Querstreifung der Einzel-
fasern durch Pfeile markiert. Neben einem sehr feinen kérnigen Material und den faserartigen
Strukturen knotenfdrmige Auftreibungen (K)

Neue rasterlektronenmikroskopische Befunde zur Gerinnselstruktur’

Erste Ansatzpunkte fiir eine Darstellung der Reliefquerstreifung (Substanznachweis des
Fibrins) der Fibrinfasern lieferten frithere Untersuchungen, bei denen eine Ausspiitung
der Fasersysteme mit Ringerlosung durchgefiihrt wurde. In neuen Experimenten gelang
die Darstellung der Faseroberfliche durch Spiilung mit saurer Pufferlésung (Phosphat-
puffer pH = 5,8) vor der ebenfalls in gleicher Pufferlosung erfolgten Fixierung. Neben
der Querstreifung der Fasern war auch eine sehr feinkornige Unterteilung entsprechend
der Periodizitit im Sinne kdrnchenartiger Teilstrukturen in unseren Priparaten zu er-
kennen. AuBerdem fanden sich knotchenformige bis granuldre, ein Mehrfaches der
230-Angstrom-Periode grofe, Faseroberflichen bildende Strukturen (Abb. 1).

Nach lingerer {mehrere Minuten) Exposition der Wundfliche zur Haemostase
bildet sich bekanntlich eine dichte Fibrintapete. Hierbei konnen letzte Blutreste an der
Oberfliche des Wundschorfs gerinnen, es finden sich teilweise rasterelektronenmi-
kroskopisch nur noch weit verzweigte, uncharakteristische fidige Fibrinformationen
mit geringer Verkniipfung. (Abb. 2) Die eigentliche, die vitale Entstehung der Ge-
rinnsel beweisende Fibrintapete kann hier tiefer liegen, durch die lockeren Strukturen
verdeckt (B6hm und Tschomakov, 1973), teilweise in homogener Strukturvermaschung
mit thrombozytiren und erythrozytiren Elementen. Durch Ausspiilung des Gerinnsels
lassen sich die oberflichlichen Anteile abschwemmen, so dafl die beweisenden Struk-
turelemente demaskiert werden. Auch durch einen mechanischen Aufbruch nach der
Fixierung und Entwisserung der Probe konnten Einzelheiten der den Wundschorf
bildenden Strukturelemente freigelegt werden. Hierbei fanden wir die Erythrozyten in
einer Art Wabensystem, in dem zusiitzlich feingranuldres Material vorlag. (Abb. 2)

! Aligemeine Priparationstechnik (Material und Methode) wie frilher mitgeteilt
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Abb. 2. Frihe lokale Vitalreaktion: 5-Minuten-Priparat, Leberflachschnitte: Linke und rechte
obere Abbildung: Extrem eng verkniipfte Netzstrukturen iiber gefesselten Erythrozyten nach Aus-
splilung des Gerinnsels. Linke untere Abbildung: Teilweise uncharakteristisch (U) netzfGrmig
strukturierte Fibrinformationen oberflichennaher Gerinnselareale, dhnliche Sturktur wie bei post-
mortalen Gerinnseln. Abb. unten rechts: Gleiche Priparatart nach mechanischem Aufbruch des Ge-
rinnsels: Erythrozyten (E) in logenartigen Nischen, die Nischenwinde (W) teilweise mit fein
granularer Substruktur. (G)

Die neuen Untersuchungen wurden vergleichend auch an Lebergewebe (Flach-
schnitte oberflichlicher Organbezirke) durchgefithrt. Wesentliche Unterschiede in der
Netzstruktur des Fibrins gegeniiber den an Hautverletzungen festgestellten Struk-
turierungen (s. oben) konnten nicht festgestellt werden. Da an der flach angeschnittenen
Rattenleber Kollagen nur in minimalen Anteilen oberflichenbildend ist, ergibt sich
die Frage, ob dem Kollagen bei der lokalen Haemostase tatsdchlich die Rolle zu-
kommt, die ihm in der Haemostaseologie beigemessen wird.

Versuche, Fibrinfibrillen in 5-M-Harnstoff-Losung zu lysieren, fiilhrten zu einer
so weitgehenden Zerstdrung der Priparatoberfliche, dal wir keine verwertbaren Be-
funde mehr erheben konnten.

In der extremen Frihphase (Sekundenphinomen) war die Kollagenoberfliche
nicht von unverinderten Thrombozyten, vielmehr von einem teilweise herdformig um-
schrieben, teilweise fldchenhaften, die Kollagenstrukturen iiberdeckenden Belag
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besetzt. Dieses Material halten wir fiir Thrombozytenreste, an ihm sind (wie bereits
friher demonstriert) Fibrinnetzstrukturen adhirent. Es verhilt sich firberisch am
Paraffinschnitt wie Thrombozyten (Lichtmikroskopie).

Histologische Untersuchungen

Wir versuchten zunichst, die rasterelektronenmikroskopisch eindeutig nachweisbaren
Fibrinnetze nach Schnittverletzungen an Rattenhaut mittels konventioneller Fibrin-
firbetechniken im histologischen Schnitt darzustellen. Uber mangelhafte, bzw. schiechte
Ergebnisse von Fibrinfirbeversuchen berichtete bereits Krauland (1938), fir die neueren
Firbeverfahren (PTAH, etc.), traf Laitho (1967) ahnliche Feststellungen. Auch die
Vielzahl der angewendeten Verfahren (nach Weigert, 1887, zit. nach Beneke, 1971, insge-
samt 11 Methoden ohne Beriicksichtigung histochemischer, immunologischer und
anderer Techniken) spricht fir die Problematik der Fibrindarstellung. Wir wandten
neben der HE-Firbung die PAS-Reaktion, die PTAH-Reaktion und die Fibrinfirbung
nach Ladewig an. Die im HE-Schnitt undeutlich dargesteliten Netz- und Faserstruk-
turen waren mittels der angegebenen Firbung meist nicht ,positiv nachzuweisen, sie
zeigten vielfach nicht die fibrincharakteristische Tingierung. (Siche auch Ludwig,
1971). Die Tryptophanreaktion nach Adams — empfohlen von Beneke — lieferte
positive Resultate, jedoch oft schwache Reaktionen und undeutliche Strukturierung.

Mit histologischer Untersuchungstechnik liegen aus der Literatur folgende Beur-
teilungskriterien fiir (intravaskulire) Gerinnsel vor (Sachs, 1960, zit. nach Janssen,
1977; Boyd, 1975; Bleyl, 1968; Remmele und Harms, 1968):

1. Lange Fibrinfasern, dichte Faserbiindelung, Lings- und Parallelorientierung im
Blutstrom, Reiten auf Gefifigabelungen, kompakte Gerinnsel in Schichtung oder Gir-
landenstruktur der Plattchenhaufen, fester Kontakt des abgeschiedenen Materials mit-
der Gefiflwand.

2. Charakteristischer Thrombozytenthrombus (Haemostatic Plug: Apitz, 1942;
Zucker, 1947/49; Laiho 1975) mit dichter Packung der agglutinierten-aggregierten
Thrombozyten.

Von Ludwig, Briick und Metzger wurden 1972 kombinierte lichtmikroskopische
Untersuchungen unter Anwendung der Immunofluoreszenz als Vorbereitung zur
Rasterelektronenmikroskopie angegeben. Zusitzliche Informationen iiber die Fein-
struktur fluoreszierender Strukturen lassen sich mit diesen lichtmikroskopischen Me-
thoden fiir die hier vorliegenden Erfordernisse nicht erzielen, sie erscheinen nicht ge-
eignet, rasterelektronenmikroskopische Befunde hinsichtlich der Spezifitat frither
Stadien der lokalen Vitalreaktion zu erginzen. Auf die umfangreichen immunhisto-
chemischen Studien iiber Fibrin in vital und postmortal entstandenen subkutanen
Blutungen von Laiho (1976) sei in diesem Zusammenhang nochmals verwiesen.

Speziell fiir unsere Fragestellung — die Erginzung rasteriektronenmikroskopischer
Oberflichenbefunde — erschien uns eine Anwendung fluoreszenzmarkierter Anti-
kérper vor allem aus folgenden Griinden wenig sinnvoll:

1. Die Immunofluoreszenzmethode zur Darstellung des Fibrins (Beneke, 1971)
farbt Fibrinpolymere, Fibrinmonomere, Fibrinbruchstiicke und Fibrinogen.

?  Priparation wie fiir die Rasterelektronenmikroskopie, jedoch Fixierung in Formalinlésung bzw.

Helly’scher Losung, Exposition fiir die lokale Haemostase vital 1 Minute



Nachweis friiher lokaler Vitalreaktionen 197

Schema 1. Elektronenmikroskopische Methoden

Rasterelektronenmikroskopie

1. Darstellung der Fibrinstrukturen
a) Form und Kaliber der Einzelfasern
b) Orientierung und Vernetzungsmodus der Fasern
c) Dichte der Fasernetze
d) Homogenitit der Netzstrukturen
e) Nachweis der Reliefquerstreifung des Fibrins

2. Darstellung der Thrombozyten durch Grofe und Form, Nachweis des Gestaltwandels soweit
Oberflichen bildend, Nachweis von Thrombozytenaggregaten

3. Analyse der Gerinnselkomposition: Vermaschung von Fibrin und Thrombozyten au‘t~ der Wund-
oberfliche : a) direkt
b) nach Aufschluf

Vorteile:  Analyse der gesamten Wundoberflichenstruktur und grofMflichig aufgeschlossener
Tiefenbezirke, geringer priparatorischer Aufwand.

Nachteile: Innenstruktur des Fibrins und der Thrombozyten, thrombotische Verinderungen der
Wundrandgefiie nicht darstellbar.

Durchstrahlungselektronenmikroskopie

1. Spezifischer Fibrinnachweis
a) morphologisch: 230 A Querstreifungsperiode (Innenquerstreifung)
b) immunologisch: Anlagerung Ferritin-konjugierter AntikSrper

2. Dichte der Fasernetze, Kaliber der Fibrinfasern

3. Thrombozytennachweis: Typische Auflenmembranen, Granula, Filamente, Gestaltwandel bis
zur Aufldsung unter Fibrineinbau

4. Gerinnselkomposition:  Strukturvermaschung von Fibrin und Thrombozyten
a) im Wundflichenkoagel
b) intravaskuliar (Wundrandzone)

5. Reaktive Wundrandverdnderungen: Ultrastruktur, Ultrahistochemie
Vorteile:  Spezifitiit des Fibrinnachweises

Struktureller Nachweis der Thrombozyten

Nachweis wundrandnaher Gefi- und Gewebsverinderungen
Nachteile: Extrem kleiner Wundflichenausschnitt

geringe Reprisentanz fiir fernere Gerinnselareale

grofSer priparatorischer Aufwand

2. Die Thrombozyten zeigen ebenfalls — wenn auch schwicher — positive Fluor-
eszenz (Thrombozytenfibrinogen-Fibrin: Immunhistochemical Cross-Reaction between
Platelets and Fibrin nach Carstairs et al., 1964)

3. Postmortal zeigt sich ein Verlust der Antigenitit innerhalb weniger Tage (Laiho,
1967). Die eigentliche Netzstruktur der Fibrinfasern iiberdauert diesen Antigenitits-
vertust.

4. Mit einer Fibrinogen-Fibrin-Insudation wundrandnahen Gewebes ist in den
friihen Stadien der lokalen Vitalreaktionen zu rechnen. Zur Hintergrundfluoreszenz
kime somit eine weitere Zunahme fluoreszierenden Materials in der Wundrandzone
mit der Konsequenz einer Erschwerung der Differenzierung.
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5. Das optische Ortsauflosungsvermagen fluoreszenzmikroskopischer Methodik ist
gering.

Eine Differenzierung der Strukturen untereinander und gegen die Wundrandzone
erscheint unter diesen Aspekten fiir unsere Fragestellung (frilhes Stadium der lokalen
Vitalreaktion) nicht bedeutungsvoll.

Unter Beriicksichtigung der umfangreichen Untersuchungen von Laiho (1967)
kamen wir zu der Uberzeugung, dal der Einsatz lichtmikroskopischer Methoden fiir
unsere Problematik geringe Erfolgsaussichten bietet.

Als weitere zusitzliche Untersuchungsmethode erschien uns dagegen die An-
wendung der Durchstrahlungselektronenmikroskopie zweckmifig.

Durchstrahlungselektronenmikroskopische Methode

(Literatur, eigene orientierende Untersuchungen).

Morphologische Untersuchungen zum Haemostaseproblem mit durchstrahlungselek-
tronenmikroskopischen Methoden liegen von zahireichen Autoren vor (Schnittver-
letzungen an kleinkalibrigen Gefifien). Eigene Versuche mit dieser Technik erschienen
uns vor allem in Hinblick auf eine praktische Anwendung bedeutungsvoll. Nach An-
gaben von Doerr (1972) li3t sich thrombotisches Material auch nach Formalinfixie-
rung durchaus sinnvoll nachpriparieren, elektronenmikroskopisch untersuchen und be-
urteilen. Die Mitteilung erfolgte unter Hinweis auf die von Rossner (1971) entwickelte
KMU-Technik (kontinuierliche morphologische Untersuchungstechnik). Methoden zur
Aufbereitung formalinfixierten Materials finden sich auch bei Hiibner (1970), Mitomo
et al. (1972). Nach Doerr sind die Dichte der Fibrinnetze, die Typik der Querstreifung
und die Erhaltung der Blutzellen zur Altersbestimmung thrombotischen Materials mit
durchstrahlungselektronenmikroskopischer Technik heranzuziehen (siehe auch Hall,
1949).

Im deutschen Sprachraum ist vor allem auf die umfangreichen Untersuchungen
von Ké6ppel (1962) an Fibrinogen (neuere Untersuchungen zur Struktur des Fibrin-
ogenmolekiils siehe Bachmann et al., 1974, zit. nach Witt) und Fibrin sowie von Schulz
(1968) zur Thrombozyten-Thromben-Struktur hinzuweisen. Eine zusammenfassende
Darstellung geben Sandritter und Beneke (1969), ferner Horowitz und Spielvogel
(1971). Die Thrombozytenverinderungen wurden vor allem von Rodmann, Painter
und McDevitt (1962/63) systematisch untersucht. Es erfolgt eine Einteilung der
Thrombozytenverinderungen in 4 Stadien: Priagglutination, Agglutination, Thrombo-
zytorrhexis und Thrombozytolysis. Eine begriffsmifiige Verkniipfung von Gerinnung,
Thrombose und Blutstillung it auch an eine Ubertragung der aus der Haemosta-
seologie bekannten Befunde auf thrombotische Gefifiverinderungen und umgekehrt
denken. Neuere Untersuchungen zum Thromboseproblem, durchgefihrt mittels
physikalischer Gefifschidigung (durchstrahlungselektronenmikroskopische Befunde)
finden sich in Ubersichten bei Schulz (1968), ferner bei Studer (1966). Morphologisch
ist beiden Prozessen Abscheidung und Gestaltwandel der Thrombozyten und Fibrin-
bildung gemeinsam. Schulz unterscheidet bei der kapilliren Plittchenthrombose vier
Stadien: 1. Akkumulation, 2. Agglutination und 3. Degranulation der Thrombozyten
mit 4. nachfolgender Fibrinbildung.

Wihrend in der elektronenmikroskopischen Literatur in Detailfragen unterschied-
liche Meinungen vertreten werden, sich auch eine verwirrend unterschiedliche Nomen-
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klatur hinsichtlich der thrombozytiren Reaktion findet, besteht doch Einigkeit, daff
beide Vorginge dhnlich ablaufen. Sowohl aus der Literatur als auch aus eigenen Ver-
suchen ergeben sich jedoch Unterschiede in der Geschwindigkeit der Teilprozesse. Dies
gilt auch fiir vitale und postmortale bzw. extracorporale Gerinnselbildung. Die Unter-
schiede in der Interpretation der durchstrahlungselektronenmikroskopischen Einzelbe-
funde diirften z. T. auf die unterschiedliche Préiparationstechnik der Autoren zuriick-
zufithren sein. So ist z. B. in den Abbildungen von Schulz (1968) die Fibrinquer-
streifung kaum zu erkennen. Bei Johnson (1965) jedoch deutlich dargestellt. Von man-
chen Autoren wurde — moglicherweise wegen der mangelhaften Darstellung der Quer-
streifung — auch das frithe Auftreten von Fibrin bestritten. Andererseits lassen sich die
Faserstrukturen des Kollagens im allgemeinen bei iiblicher Priparationstechnik so gut
darstellen, dafl eine Differenzierung — durch ihre Querstreifungsperiode — moglich
erscheint (Abb. 7.).

Material und Methode (eigene orientierende Versuche)

180 g schwere, weibliche Vistar-Ratten wurden vor den Versuchen mit DiiithyEither narkotisiert,
danach mit einer frischen Rasierklinge die Bauchhaut in einem 5 cm langen Bereich gerade oder
leicht schrig durchgeschnitten, so dafy die Bauchmuskulatur erreicht wurde. Die Expositionszeit fiir
die lokale Haemostase betrug 1 Minute. Danach wurden die entsprechenden Hautstellen rasch ex-
zidiert und in reichlich 1,5%iger Glutaraldehydiosung (Phosphatpuffer pH — 7,2) 3 Stunden vor-
fixiert. Die Nachfixierung erfolgte nach Zwischenspiilung mit Phosphatpuffer iiber 10 Stunden bei
+4°C in 1%iger Osmiumtetroxid-Fixierungsldsung (frischer Phosphatpuffer). Nach der Ausspiilung
der Osmiumtetroxidlosung Entwisserung der Proben iiber die Acetonreihe bis zum 70%igen Aceton,
in letzterem gelost wurden 1% Uranylacetat und 0,1% Phosphorwolframsiure (10 Stunden Einwir-
kungsdauer). Die Einbettung erfolgte iiber Propylenoxid mit Durcupan ACM (Firma/Buchs—
Schweiz), die Nachkontrastierung der Schnitte mit Uranylacetat/Bleizitrat.

Fiir die Untersuchungen an postmortal gesetzten Schnittverletzungen wurden die oben be-
schriebenen Tiere durch Verdthern getdtet, der Thorax erdffnet und das Herz exzidiert. Danach
erfolgte ein Einschneiden der Bauchhaut in gleicher Weise wie bei den vitalen Verletzungen. An-
schlieBend wurden die Tiere in vertikale Positionen gebracht, so daf aus den Gefifen ausfliefen-
des Blut die Hautschnittwunden iiberlaufen konnte. Die Expositionszeit fiir die Haemostase be-
trug 5 Minuten.

Neben Schnittverletzungen der Haut wurden nach Eréffnung der Bauchhohle oberflichliche
Flachschnitte an der Leber gesetzt und nach entsprechender Expositionszeit nach der oben ange-
gebenen Methodik weiter aufgearbeitet.

Das fiir die Untersuchungen entnommene Material wurde ohne Beriicksichtigung des Gefifs-
verlaufes von der Wundoberfliche ausgeschnitten und untersucht (entsprechend dem Vorgehen
bei rasterelektronenmikroskopischer Untersuchungstechnik).

Ergebnisse und Diskussion

Mit der oben angegebenen Priparationstechnik war die Fibrinquerstreifung auf dem
Bildschirm des Durchstrahlungselektronenmikroskopes bei den vitalen Gerinnsel gut
zu erkennen. In den Aufnahmen konnten die Strukturen nur schwer wieder identifiziert
werden, moglicherweise ist dies auf die hohe Elektronendichte der Fibrinfasern zu-
riickzufiihren. Selbst dann, wenn eine direkte Identifizierung der Fasern aufgrund
ihrer Querstreifung nicht moglich war, konnte eine Differenzierung von den ange-
schnittenen Kollagenfasern in jedem Fall leicht durchgefiihrt werden. In Uberein-
stimmung mit den Angaben in der Literatur lieen sich auch Beziehungen zwischen
den Pseudopodien der Thrombozyten und dem Auftreten rhythmisch strukturierten,
aus granuliren Bestandteilen zusammengesetztem faserartigen Material erkennen.
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Abb. 3. Linke Abbildung 5-Sekunden-Probe, rechte Abbildung 3,5-Sekunden-Probe, sogenanntes
Sekundenphimomen der vitalen Reaktion: Thrombozytenrestmaterial (R) auf der Kollagen-Ober-
fliche mit anhingendem netzférmig strukturiertem Material, links weitmaschige Fibrinfaserstruk-
tur, rechts extrem feingemaschtes Netzwerk auf der Kollagen-Oberfliche (FN)

Abb. 4. Postmortales Gerinnsel im durchstrahlungselektronenmikroskopischen Bild, im Vorder-
grund: Deformierte Erythrozyten, lockere zarte Fibrinstrukturen, linker Bildteil: Ballonierte
Thrombozyten (B) mit intrazellulidr noch erkennbaren Granula
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Abb. 5. Ballonierte Thrombozyten mit weitgehendem Granulaverlust (B), vereinzelte Granula (G)
in zentralen Anteilen, rosettenartige Gesamtstruktur, ebenfalls zarte Fibrinfasern (F), postmortales
Gerinnsel wie Abb. 4

Abb. 6. Vitales Gerinnsel (1-Minuten-Priparat Rattenleber) reichlich Fibrinfaserformationen (F)

in enger Strukturvermaschung, Thrombozytenrestmaterial (K) in der rechten Bildhalfte mit fein-
granulirer Substruktur, zu vergleichen mit Material von Abb. 3 (Rasterelektronenmikroskopischer
Befund)
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Abb. 7. Kollagenfaserstrukturen mit der spezifischen Querstreifung, Kollagen der Rattenhaut

Thrombozytorrhexis und Thrombozytolyse lieferten in ihren Endstadien kaum
differenzierbares, feingranulires Material, das von den Fibrinfasern durchzogen war,
wie in der Literatur beschrieben. Eine weitere Verbesserung und Standardisierung der
Priparationstechnik, auch Versuche mit einer periodischen Ferritinanlagerung (Elek-
tronenmikroskopisch-immunologischer Fibrinnachweis nach Willy 1964) halten wir
fiir zweckmifig.

Besser als die Spitstadien waren die Frithstadien thrombozytirer Verdnderungen
bis zur Degranulation nachzuweisen (Abb. 4/5). Ein Vergleich zwischen den vitalen und
postmortalen Verletzungen erbrachte den Eindruck, daB die Packung des Gesamtge-
rinnsels, die mosaikartige Verzahnung thrombozytirer und fibrindser Strukturen bei
der vitalen Serie (Abb. 6) wesentlich dichter, gleichformiger und feiner war, als bei der
postmortalen. Bei intravitalen Verletzungen schien der Zerfall thrombozytirer Ele-
mente im Durchschnitt weiter fortgeschritten, iiber weite Strecken waren nur noch
Thrombozytenfragmente nachzuweisen.

Auch in Kalibrierung und Substruktur der Fibrinfasern glauben wir Unterschiede
zwischen vitalen und postmortalen Gerinnseln festgestellt zu haben, die gesamten Be-
funde sind jedoch durch systematische Untersuchung zu erginzen.

Die enge Strukturvermaschung von Fibrin und Thrombozyten in den vitalen
durchstrahlungselektronenmikroskopischen Abbildungen hat uns eine Erklirung fiir
die gelegentlich schwierige isolierte Darstellung der Fibrinnetze fir die Rasterelektro-
nenmikroskopie gegeben. Durch die erhebliche Verbesserung des Auflosungsver-
mogens moderner Rasterelektronenmikroskope erscheint der durchstrahlungselektro-
nenmikroskopische Nachweis der Innenquerstreifung der Fibrinfasern weniger be-
deutungsvoll. Wihrend wir zunichst (B6hm und Tschomakov, 1972/73) die raster-
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elektronenmikroskopisch besonders gut erfafRbaren Fibrinstrukturen ganz in den Vor-
dergrund gestellt haben, erschien uns spiter (Bohm, 1975) auch die thrombozytire
Reaktion besonders fiir die frithen Stadien bedeutsam. Die Lyseresistenz der Thrombo-
zyten erwies sich nimlich als wesentlich grofer, als urspriinglich angenommen. Eine
Bestitigung unserer Feststellungen, daf sich bereits in den frithen Stadien der Blutge-
rinnung (Sekundenphinomen der vitalen Reaktion) Fibrin auf der Wundfliche bildet,
fanden wir in durchstrahlungselektronenmikroskopischen Untersuchungen von
Johnson (1965) bestitigt. Er beobachtete erste Fibrinfasern 30 Sekunden nach Gefaf-
durchschneidung. Welche Bedeutung hierbei ,,thrombozytirem‘ Fibrin zukommt, er-
scheint mehr von theoretischem Interesse. Fiir forensische Zwecke wichtig erscheint
dagegen die Frage der postmortalen Autolyse dieses ,,frihen Fibrins® im Wundbett.
Diese Frage ist bisher durch Untersuchungen anderer Autoren nicht geklirt, die Lysier-
barkeit wundoberflichenfernen (auch vitalen) Gerinnselmaterials braucht keinesfalls
mit der der unmittelbaren Abdeckung der Wundflache identisch zu sein.

Wahrscheinlich ist das Lyseverhalten des Fibrins im Inneren eines groferen Blut-
extravasates erheblich different von dem in den unmittelbar traumatisierten Rand-
zonen. Hier ergibt sich auch einer der wesentlichsten Gesichtspunkte fiir die struk-
turelle Differenzierbarkeit vitaler und postmortaler Gerinnselanteile. Schwierigkeiten
konnen hier bei der Priparation fiir durchstrahlungselektronenmikroskopische Unter-
suchungen auftreten, da bei dickem Wundschorf jeweils nur ein Teil und nicht die
ganze Schicht geschnitten und untersucht werden kann.

Fir praktische Bediirfnisse wird man dabei auf eine Zielpriparation nicht ver-
zichten konnen. Die allgemein iibliche Technik ist die Semidiinnschnittuntersuchung
grofiflichiger Blockanschnitte des in Kunstharz eingebetteten Materials mit anschlies-
sender Anfirbung und lichtmikroskopischer Voruntersuchung. Eine morphologische
Analyse der vertikalen Wundflachenstruktur erscheint besonders im Bereich der Grenz-
fliche (Abb. 6) Kollagen- bzw. Organschnittfliche und Gerinnsel von Bedeutung. Vital
erfolgt hier ein explosionsartiger Zerfall der Thrombozyten z. B. auf der Kollagenober-
fliche. Nach unseren rasterelektronenmikroskopischen Befunden (Abb. 3) liegen hier
die fibrinfaserhaltigen ,Haftstellen der haemostatischen Tapete vor, gebildet von
einer (durch Thrombozytenzerfall entstandenen) komplex zusammengesetzten , Xitt-
substanz** (Thrombozytolysestadium). Zusitzlich zu den rasterelektronenmikros-
kopischen Befunden und den durch lichtmikroskopische Untersuchungen nachweis-
baren Thrombozytenthromben glauben wir hier durchstrahlungselektronenmikrosko-
pische Befunde erhoben zu haben, die geeignet sind, einen weiteren Beitrag zum Nach-
weis der frilhen lokalen Vitalreaktion zu liefern. Systematische Untersuchungen wer-
den jedoch vor einer abschliefenden Beurteilung fiir erforderlich gehalten. Versucht
man eine vorldufige zusammenfassende Wertung der kombinierten elektronenmi-
kroskopischen Untersuchungstechniken im Hinblick auf ihre forensische Bedeutung zu
geben, so kann man stichpunktartig zusammenfassen:

1. Nachweis der Strukturkomponenten des Gerinnsels.

2. Kontrolle auf Artefakte.

3. Interpretation der erzielten Ergebnisse.

4. Zusitzliche Absicherung der Aussage.

Vor- und Nachteile der verschiedenen Verfahren sind in Schema 1 zusammengestelit.
Die Literaturangaben und eigene Untersuchungen lassen erkennen, dafl die geordnete
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lokale Haemostase als biologische Leistung des verletzten Gewebes in Abhingigkeit von
einer intakten Perfusion anzusehen ist. Alle bisher erhobenen eigenen Befunde spre-
chen dafiir, daB intravitale und postmortale Gerinnungsprozesse an kdrpereigenen neu-
erdffneten Gewebsoberflichen morphologisch differente Befundmuster hinterlassen.

Zahlreiche Teilfragen sind derzeit noch unbeantwortet, z. B. die Uberlagerung
vitaler Gerinnsel durch postmortale Prozesse einerseits, die Frage des Einflusses von
Autolyse bzw. Faulnis andererseits. Hervorzuheben bleibt, daB nie ein Einzelbefund
(z. B. Dicke einer Fibrinfaser) Grundlage einer differenzierenden forensisch wesent-
lichen Aussage sein kann. Neben adiquater Préiparationstechnik sind auch entspre-
chende Forderungen an Geritequalitit (z. B. Auflosungsvermogen des benutzten
Rasterelektronenmikroskopes fiir die Reliefquerstreifung des Fibrins — nur bei Geriten
mit Hochauflosung gegeben) sowie Qualifikation und Ubung des Untersuchers zu
stellen.
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