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Aus dem Institut fiir Rechtsmedizin der Ludwif-Maximilians-Universit'ait Miinchen
(Direktor: Prof. Dr. med. W. SPANN)

Zur histologischen und histochemischen Altersbestimmung
gedeckter Hirnrindenverletzungen

Von W. EISENMENGER, P. GILG, G. DiEM und T. NEUHANN
Mit 6 Abbildungen und 2 Tabellen

(Eingegangen am 2. 11. 1977)

Zusammenfassung: Es wird iiber die Untersuchung gedeckter Hirnrindenverlet-
zungen mit histologischen und histochemischen Methoden berichtet. Es konnten zur
Grenzwertbestimmung von Mindestiiberlebenszeiten zahlreiche Einzelkriterien an
Nervenzellen, Glia und Gefiflen beobachtet werden und zum Zeitpunkt des kon-
stanten Auftretens bestimmter Verinderungen Erkenntnisse gewonnen werden.
Histochemisch wurde das Verhalten der Succinatdehydrogenase, der Lactatdehydro-
genase, der unspezifischen Esterasen, der sauren und alkalischen Phosphatase und
der NAD-abhingigen Diaphorase untersucht. Dabei zeigte sich, dafl die Histochemie
durchaus geeignet ist zur Altersbestimmung von Hirnrindenverletzungen. Da die
Histochemie jedoch iiberwiegend auf Grund quantitativer Farbverinderungen eine
Beurteilung zulifit und diese somit von subjektiven Eindriicken abhingig ist, sollten
histochemische Untersuchungen nur in Erginzung zur Histologie Anwendung fin-
den.

Summary: The research concerns the closed injuries of the cerebral cortex, using
histological and enzyme-histochemical methods. Depending on 2 minimum period of
survival time, several distinctive changes of nervous cells, neuroglia and blood vessels
could be observed. A dependence could also be between a certain point of time and
the constant appearance of certain changes. The reactions of the enzymic activities of
succinic dehydrogenase (SDH), lactic dehydrogenase (LDH), nonspecific esterase,
alkaline (alkP) and acid phosphatase (acP) and the DPN diaphorase were investigated
histochemically.

Histochemistry proved itself useful for age determination of injuries of the cere-
bral cortex, but it is advisible to use it in addition to histology, since histochemistry
only allows subjective observations of quantiative colour changes.

Schliisselwirter: Hirnrindenverletzung, Wundaltersbestimmung histologisch und
histochemisch.

Key-words: Injuries of the cerebral cortex, age determination.
Die Altersbestimmung von Hirnverletzungen hat, wie jede andere Wundalters-

bestimmung, grofle rechtsmedizinische Bedeutung, insbesondere wenn man an die
starke Zunahme der Schidel-Hirn-Verletzungen in den letzten Jahrzehnten denkt.
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Zeitliche Lingsschnittuntersuchungen zu diesem Problem liegen seit langer Zeit in
der neuropathologischen Literatur vor, in der deutschsprachigen Literatur insbeson-
dere von Spatz und Peters. Eine umfassende Darstellung verdanken wir Krauranp,
die nach seinem Vortrag anlifllich der 50. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft
fir Rechtsmedizin 1971 in den ,,Beitrigen zur gerichtlichen Medizin‘ erschienen ist.
Fir die forensische Praxis blieben gleichwohl noch Fragen offen. Es liegen nimlich
zu diesem Thema keine Grenzwertuntersuchungen vor, die festlegen lassen, wann
gewisse charakteristische Veranderungen erstmals auftreten und ab wann andere im-
mer vorhanden sind. Auflerdem stehen bisher umfangreichere histochemische Unter-
suchungen an menschlichen Hirnverletzungen aus, die mit den von RaekaLLio und
PiocH an anderen Geweben erarbeiteten Ergebnissen vergleichbar wiren.

Wir haben histologische Untersuchungen an 165 Gewebsausschnitten aus
100 formalinfixierten Gehirnen und histochemische Untersuchungen an 76 Gehirnen
vorgenommen. Als Firbemethoden verwendeten wir HE, Trichromfirbung nach
Masson-Goldner, Kresylechtviolett, die Holzer’sche Gliafirbung, Kliiver-Barrera,
Berliner Blau-Reaktion, Fettfirbung mit Sudan IIT und eine Markscheidenfirbung.
Histochemisch haben wir das Verhalten der sauren und alkalischen Phosphatase, der
unspezifischen Esterasen, der Lactatdehydrogenase, der Succinatdehydrogenase und
der NAD-abhingigen Diaphorase untersucht. Beschrinkt wurden die Untersuchun-
gen auf gedeckte Hirnrindenverletzungen, da wir anfangs feststellten, daf} die zeitli-
chen Abliufe in zentralen Hirnarealen anders sind. Die Uberlebenszeiten lagen zwi-
schen sofortigem Tod und sieben Monaten, Alters- und Geschlechtsverteilungen wa-
ren rein zufillig.

Zunichst einige histologische Merkmale zur Beurteilung der Vitalitat. Hier sind
das Auftreten granulirer Korpuskel von Formalinpigment in den Nervenzellen
(Abb. 1), von Kompressionsformen der Nervenzellen und von korkenzieherartigen
Windungen der Nervenzellfortsitze (Abb. 2) zu nennen.

Abb. 1: Granulires Formalinpigment intrazellulir nach sofortigem Tod, Kresylechtviolett,
1 : 400.



Histol. u. histochem. Altersbestimmung gedeckter Hirnrindenverletzungen 283

Abb. 2: Korkenzieherartige Windung des Nervenzellfortsatzes, Uberlebenszeit 10 Minuten,
Kresylechtviolett, 1 : 400.

Zum Auftreten des Formalinpigmentes seien kurz einige Anmerkungen gemacht.
Schon Browicz erkannte, dafl zwischen der intrazelluliren kérnchenférmigen An-
sammlung in der Umgebung von Blutungen und den regellos im Gewebe auftreten-
den Niederschligen, die bald staubférmig, bald in Nadel- oder Plattenform angetrof-
fen werden, zu unterscheiden ist. STENGEL wies darauf hin, dafl nach den Untersu-
chungen von KoserT und Takavama aus Himoglobin durch Einwirkung von Forma-
lin unter bestimmten Bedingungen Methhamoglobin und Himatin entstiinden, so
dafl diese granuliren Formalinpigmente intrazellulir das Eindringen von Himoglobin
durch die geschidigte Zellmembran beweisen. Tatsichlich fand er um intracerebrale
Blutungen im Tierversuch nach sofortiger Fixierung gleiche Verinderungen und als
erginzenden Beweis fihrt er an, dafl ja bei reiner Hyperimie, bei der durch die
postmortale Himolye Himoglobin in die absterbenden Zellen eindringen miufite, nie
gleiche Befunde gesehen werden. Daff diese Formalinpigmente nicht bei jeder Fixie-
rung, sondern in Abhingigkeit von Konzentration und Temperatur des verwendeten
Formalins auftreten, beweist nur, daff die Methhimoglobinbildung nur unter be-
stimmten Bedingungen abliuft. Entsprechend wird dieses Phinomen in der neuropa-
thologischen Literatur auch bis in jiingste Zeit referiert, so z. B. in dem Standard-
werk der englischsprachigen Literatur von GREENFIELD.

Beziiglich der zeitlichen Einordnung spielt das Auftreten von Formalinpigment
in den Nervenzellen ebenfalls eine wesentliche Rolle, denn zusammen mit Oedem-
verinderungen in Neuropil und Glia und, in einzelnen Fillen, einer Vakuolisation
der Nervenzellen, tauchen diese Merkmale schon bei sofortigem Tod in einer Anzahl
von Fillen auf, so dafl man hier das intermediire Leben in die Uberlegungen einbe-
ziehen muf}. Letzteres gilt auch fiir das Auftreten feinster, staubférmiger eisenpositi-
ver Pigmente, womit wir die Untersuchungen von WILLE bestitigen kénnen und sei-
ner Meinung zustimmen, daf} es sich dabei um Himosiderin handelt. Eine mégliche
Erklarung dafiir, dafl es noch in der Intermediirphase zur Umwandlung von zwei-
wertigem zu dreiwertigem Eisen kommen kann, ist theoretisch in der Freisetzung
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von Enzymen durch die Verletzung zu sehen. In den wenigen Fillen, wo keine ei-
senpositiven Pigmente nachweisbar waren, handelte es sich jeweils um Jugendliche
unter zwanzig Jahren. Eine Erklirung dafiir haben wir bisher nicht.

Fiir die iiberlebten Hirnverletzungen fafiten wir unsere Falle in Kollektiven mit
bestimmten Uberlebenszeiten zusammen, z. B. von 0-10 Minuten, von 10-60 Minu-
ten, einzelnen Stunden und einzelnen Tagen. Nach Uberlebenszeiten von wenigen
Sekunden bis zu zehn Minuten sahen wir erstmals Kompressionsformen der Nerven-
zellen und korkenzieherartige Windungen der Zellfortsitze. Gliazellen im Verlet-
zungsbereich zeigten erstmals eine verminderte Farbbarkeit. Nach iiber einer Stunde
sahen wir erstmals Inkrustationen und, in je einem Fall, Homogenisierung bzw.
staubférmigen Zerfall der Nervenzellen und Abblassung der Kerne der Oligodendro-
glia. In allen Fillen war Formalinpigment intrazellulir nachweisbar. Nach 3—6 Stun-
den begann der Schwund der Kernmembran in den Nervenzellen und eine reaktive
Verinderung an den Gefiflendothelien, die vergrofiert und saftreich erschienen.

In der Gruppe der Verletzten mit Uberlebenszeiten zwischen 12 und 24 Stunden
waren die Schidigungen an den Nervenzellen stark fortgeschritten. In allen Fillen
bestand eine starke Schrumpfung. In einer groflen Zah! von Fillen war es auch schon
zur verminderten Anfirbbarkeit, Homogenisierung der Nervenzellen und einem
Schwund der Kernmembran gekommen. Im Neuropil waren erstmals wallartige Oe-
deme festzustellen, vergleichbar der von Jacos beschriebenen ,,Liickenherdbildung®.
Die Gefifle wiesen in der Mehrzahl der Fille eine beginnende Proliferation der En-
dothelien auf. In einem Falle waren nach 224 Stunden erstmals fettspeichernde Zel-
len in der periphersten Molekularschicht erkennbar.

Waren die Verletzungen 24-48 Stunden iiberlebt worden, so war in jedem Falle
die Anfirbbarkeit der Nervenzellen im Schwinden. Frithestens nach mehr als 2 Ta-
gen war es zu einer fehlenden Anfirbbarkeit der Nervenzellen in der Kresylfirbung
gekommen und nach mehr als 3 Tagen waren in allen Priparaten verdimmernde und
nicht angefirbte Nervenzellen festzustellen.

Unter Verzicht auf die Darstellung aller Einzelheiten seien nur noch die wesentlich-
sten qualitativen Anderungen hervorgehoben. Die Proliferation der Astrozyten kenn-
zeichnete eine Uberlebenszeit von mehr als 4 Tagen, ebenso das Auftreten grobscholli-
gen Himosiderins intrazellulir. Das konstante Auftreten von Fettkdrnchenzellen sahen
wir nach 5 Tagen. Nicht fettspeichernde Makrophagen, iberwiegend mesenchymalen
Ursprungs waren nach 6 Tagen feststellbar. Nach mehr als 8 Tagen trat eine echte Ge-
filneubildung mit schlanken Gefiffformen zutage. Nach 9 Tagen sahen wir erstmals
gemistete Astroglia und ab dem 10. Tag waren die Gefilwucherungen von plumper
Form, hiufig ohne Lumen und wir sahen erstmals das Auftreten eines gelblichen Pig-
mentes, bei dem es sich um Himatoidin oder eine Vorstufe handeln mufl. Liickenbil-
dung im verletzten Gewebe durch Resorptionsvorginge war erstmals nach dem 12. Tag
erkennbar. Nach mehr als 14 Tagen war in jedem Falle Himatoidin aufgetreten. Die
Riickbildung der Gefifisprossen zu soliden Bindegewebsstringen sahen wir erstmals
nach 26 Tagen und im gleichen Falle auch das Auftreten von Faserglia. In der Folge-
zeit lassen sich keine weiteren, zeitlich abgrenzbaren neuen Merkmale festlegen.

Fiir die forensische Auswirkung sei nochmals darauf hingewiesen, dafl diese
Feststellungen allein auf Grenzwerte ausgerichtet sind. Diese sollen zum einen Min-
destiiberlebenszeiten markieren, zum anderen einen Zeitraum bis zum konstanten
Auftreten von Verinderungen festlegen. Der dazwischenliegende Zeitraum kenn-
zeichnet die interindividuelle Bandbreite der Gewebsreaktion, die auch am Gehirn
vorhanden ist. Allerdings konnten wir keinen Zusammenhang mit dem Lebensalter
feststellen. Ordnet man alle méglichen Schidigungsmuster und die reparativen Lei-
stungen des Gewebes einem Zeitschema ein, so kann man zumindest mit Graden der
Wahrscheinlichkeit weitergehende Aussagen machen. :
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Die Ergebnisse der histochemischen Untersuchungen waren nicht so iiberzeu-
gend, wie wir nach den Ergebnissen von RaekaLiio an Hautwunden gehofft hatten.
Das beruht darauf, dafl in der Histochemie hiufig die quantitative Abstufung von
Farbnuancen von Bedeutung ist und somit der subjektiven Beurteilung zu viel Spiel-
raum bleibt, was fiir die Festlegung von Grenzwerten hinderlich ist. Es zeigte sich
auch fiir alle Enzyme eine Abhingigkeit der Befunde von der Grofle der Blutungen,
wobei bei grofleren Blutungen mit starker Infiltration der Umgebung die Abschwi-
chungen der Aktivitit und damit der Firbung bedeutend frither erkennbar waren.

Die Succinatdehydrogenase (SDH) firbt normalerweise das Neuropil diffus, da-
bei die Schichten I bis IV etwas stirker. Dagegen sind die Nervenzellen in diesen
Schichten praktisch nicht gefirbt, wihrend die Pyramidenzellen der V. Schicht her-
vortreten. Die Oligodendroglia stellt sich gut dar, die Astrozyten kaum, Mikroglia
tberhaupt nicht. Gefifle sind kaum anfirbbar. Nach sofortigem Tod waren die Blu-
tungen in der Gesamtaktivitit ausgespart. Eine Abschwichung iliber die Grenze der
Blutung hinaus war nur ganz geringgradig bei grofieren infiltrierenden Blutungen er-
kennbar (Abb. 3). An Gefiflen und Nervenzellen fanden sich keine Verinderungen.
Waren die Verletzungen iiberlebt worden, so bestanden bis zu 4 Stunden keine we-
sentlichen Anderungen gegeniiber den Befunden nach sofortigem Tod. Die Unter-
schiede beziiglich der Abschwichung der Firbung waren nur quantitativ erfaflbar
und somit stark von subjektiven Eindriicken abhingig. Zumindest bedurfte es aber
immer eines Vergleiches mit Priparaten unverletzter Hirnareale. Bei Fillen mit mehr
als 1 Stunde Uberlebenszeit waren im Blutungsbereich abgeschwicht anfirbbare
Neuronen anzutreffen. Eine einheitliche Abschwichung des Neuropils um die Blu-
tungen, unabhingig von deren Gréfie, bestand ab 4 Stunden, ebenso waren die Ner-
venzellen im Randsaum der Blutungen blasser. Im weiteren Verlauf waren wieder
nur quantiativ erfalbare Anderungen der Intensitit zu beobachten. Ab dem 4. Tag
waren in den Zonen abgeschwichter Aktivitit keine Nervenzellen mehr anfirbbar.
Nach mehr als 6 Tagen fanden sich Randwallbildungen, in denen die SDH in Zellen,
die wohl den Abriumzellen entsprechen, tropfig vorhanden war (Abb. 4). Damit.
waren die qualitativen Verinderungsmerkmale erschopft.

Abb 3: Aknvxtatsverlust in der Umgebung von Blutungen. SDH sofortlger Tod, 1 : 250.
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Abb. 4: Randwall aus Abriumzellen mit tropfiger Aktivitit, SDH, 6 Tage Uberlebenszeit,
1:100. .

Die NAD-abhingige Diaphorase (NADD) firbt das Neuropil diffus und gleich-
zeitig sehr deutlich die Nervenzellen aller Schichten und die Gefifte. Zusitzlich ist
die Oligodendroglia und die Astroglia gefirbt, kaum dagegen die Mikroglia.

Auch hier fanden sich bei sofortigem Tod Abschwichungen der Farbintensitit
im Bereich des Randsaumes infiltrierender Blutungen. Auffillig gegeniiber der SDH
waren Anzeichen mechanischer Schiden an den Neuronen, wie Axonabrisse (Abb. 5)
und die Freisetzung granulirer Aktivititsmuster als Hof um die Perikarya (Abb. 6).

Abb. 5: Axonabriff, NADD, sofortiger Tod, 1 : 400.
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Abb. 6: Granulire Enzymfreisetzung, NADD, sofortiger Tod, 1 : 400.

i

Diese granulire Enzymfreisetzung ist offensichtlich Folge einer Membranschidigung,
die aber auch postmortal eintreten kann. Wir fanden hnliche Verinderungen nim-
lich auch nach lingerer Liegezeit, um Blutungen allerdings signifikant haufiger und
bei Uberlebenszeiten bis zu 1 Stunde nahm die Intensitit dieser granuliren Aktivi-
titsmuster zu. Nervenzellen waren in dieser Zeit in den Blutungen z. T. nur noch
schattenhaft erkennbar. Nach mehr als 1 Stunde waren granulire Siume auch um die
Nervenzellen auflerhalb der Blutungen nachzuweisen. Ab der 2. Stunde war in allen
Fillen eine deutliche Abschwichung von Randsiumen um die Blutungen vorhanden.
In einem Falle konnten wir auch schon eine Abschwichung der Intensitit iiber die
Blutungsbezirke hinaus registrieren. Nach mehr als 6 Stunden waren die Nervenzel-
len im Blutungsbereich nicht mehr anfirbbar. Nach 42 Tagen trat erstmals eine Ak-
uvitdtssteigerung in den Astrozyten auf. Zwischen dem 4. und 6. Tag kam es zu
Randwallbildung mit gesteigerter Aktivitat. Danach wird in diesen Randwillen die
Wucherung von Gefiflen erkennbar und es treten wiederum nur noch quantitative
Verschiebungen auf.

Bei der Lactatdehydrogenase (LDH) sind die Befunde sowohl von der Normal-
firbung wie auch von den pathologischen Verinderungen her véllig gleichartig, nur
fallt die Farbungsintensitit wesentlich schwicher aus. Auf die gesonderte Darstellung
wird deshalb verzichtet.

Die unspezifischen Esterasen firben die Marksubstanz praktisch nicht an, das
Neuropil wird diffus gefirbt, deutlich gekennzeichnet sind auch die Nervenzellen
unter Aussparung des Kernes. Glia und Gefifle sind normal nicht oder kaum ge-
farbt.

Die Befunde bei sofortigem Tod sind denen der NADD entsprechend. Zusam-
menfassend kann man sagen, dafl ab 2 Stunden Uberlebenszeit ein Aktivititsverlust
im Neuropil und ab 2%/2 Tagen in den Neuronen deutlich nachweisbar ist.

Fir die saure Phosphatase (sPh) und die alkalische Phosphatase (aPh) seien ab-
schlieflend die Ergebnisse in tabellarischer Form dargestellt. Man erkennt auch hier,
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Erstes Auftreten

Stetiges Auftreten

Abgeschwidchte Aktivitét

der Nervenzellen im sofortiger Tod
Blutungszentrum

Aufgehellte Randsidume

um die Blutungen 6 - 12 std,
Abgeachwdchte Aktivitdt

der Nervenzellen im 6 - 12 Std,
Randsaum

Schwund der Nervenzellen 4 - € Tage
im Randsaum €
Randwallbildung 4 - 6 Tage
Auftreten aktivierter 4 - 6 Tage

Nervenzellen

LErstes Auftreten

6 - 12 Sstd,

6 - 12 Std,

Stetiges Auftreten

Angedeutet abgeschwilichte
Firbbarkeit der GefHBe sofortiger Tod
in Blutungszentren

Deutliche abgeschwlichte
Fiirbbarkeit der Geflfe lo Std.
in Blutungszentren

Vélliger Schwund der

Anfirbbarkeit von 24 - 48 Std,
GeftiBen

Aktivitlitszunahme

in der Pia mater 24 - 48 Std,
Deutliche 1 T
GefHiBwucherung o. Tag

4 - 6 std,

24 - 48 Std.

daf} sich durchaus Kriterien zur Altersbestinmung von Hirnrindenverletzungen mit
Hilfe der Enzym-Histochemie finden lassen. Die Histochemie eignet sich aber nach
unseren Feststellungen nur zur Erginzung der histologischen Befunde und sollte
nicht alleine zur Altersbestimmung von Verletzungen am Hirngewebe herangezogen

werden.
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