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The Significance of the Newer Morphological Methods in Legal Medicine

Summary. This paper reports on the development, technical improvements,
and problems occurring in the application of new morphological techniques
—mainly electron microscopy (SEM and TEM)—in legal medicine. By means
of examples, preparation techniques are explained with regard to the prob-
lems involved and artifact interference caused by unsuitable preparations.
The increasing automatization of sample preparation and examination and
the progress in microelectronics have together brought about a reduction in
personnel costs and increased efficiency ofthe instruments, as well as a reduc-
tion in prices. The question of costs is discussed. Anyone using these tech-
niques must have considerable experience.

Key words: Thick sections - Scanning electron microscopy - Transmission
electron microscopy ~ Combined examination and preparation techniques -
Preparation techniques

Zusammenfassung. Es wird tiber Entwicklung, technische Fortschritte und
Probleme bei der Anwendung neuerer morphologischer, vor allem elektro-
nenoptischer Untersuchungsmethoden (REM und TEM) in der Rechtsmedi-
zin berichtet. An Beispielen wird erldutert, wie das priparatorische Vorgehen
von der Problemstellung abhingig ist, Artefakte durch ungeeignete Pripara-
tionen die zu erhebenden Befunde beeintrachtigen bzw. verunmoglichen
koénnen. Die zunehmende Automatisierung der Probenvorbereitungs- und
Untersuchungsschritte und die Fortschritte der Mikroelektronik konnen den
Personalbedarfherabsetzen, die Effizienz erhOhen, die Gerétepreise senken.

Der Kostenfaktor wird angesprochen.

Auf die entsprechende Erfahrung des Untersuchers kann nicht verzichtet
werden.

Schliisselworter: Semidiinnschnitt-Technik - Transmissionselektronen-
mikroskopie - Rasterelektronenmikroskopie - Kombinierte Untersuchungs-
techniken - Prédparationstechniken
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Die Einfiihrung durchstrahlungselektronenmikroskopischer (TEM) und raster-
elektronenmikroskopischer (REM) Techniken in die Morphologie hat zu einer
auBerordentlichen Erweiterung lichtmikroskopischer (LM) Befunde gefiihrt, so
daB3 sich in den letzten Jahrzehnten aussichtsreiche Verfahren fiir die morpho-
logische Analyse rechtsmedizinisch relevanter Befundmuster eréffnet haben.!
Auf die Anwendung der Elementaranalyse als Technik der physikalischen
,Ultrahistochemie® (topische Zuordnung der Elementkomposition von Ober-
flichen zu morphologischen Strukturen — z.B. an Schnittpriparaten) wurde
bereits bei Einflihrung der Technik in die Rechtsmedizin (B6hm 1971a; siche
auch Schneider 1979 und Seta etal. 1982) besonders hingewiesen. Die Elementar-
analyse hat seitdem vor allem wie auch die rasterelektronenmikroskopische
Technik in die kriminalistische bzw. kriminaltechnische Untersuchung Eingang
gefunden (Literaturiibersicht bei Pfister 1982), wihrend die Anwendung dieser
kombinierten Untersuchungstechnik in der Rechtsmedizin keine weite Verbrei-
tung gefunden hat (Literaturiibersicht Bohm und Bohm 1983). Auch die An-
wendung transmissionselektronenmikroskopischer Techniken ist im Gegensatz
zur Situation in der Pathologie (diagnostische Elektronenmikroskopie) in der
Rechtsmedizin als allenfalls sporadisch zu bezeichnen.? Dies gilt im wesent-
lichen auch fiir die Anwendung der Rasterelektronenmikroskopie in der Patho-
logie (Literaturiibersicht Buss und Hollweg 1980). Die Notwendigkeit einer
erweiterten morphologischen Analyse forensisch relevanter Befunde mit elek-
tronenmikroskopischen Techniken ist dem lichtmikroskopisch versierten Unter-
sucher bekannt, Es ergeben sich jedoch eine ganze Reihe von Problemen, von
denen die dem Verfasser am wichtigsten erscheinenden hier kurz angesprochen
werden sollen. Insbesondere ist darauf hinzuweisen, dafl mit der Einfiihrung die-
ser Techniken auch die Anzahl der Irrtums- und Fehlermoglichkeiten wéchst.

Artefaktfrage

Artefakte kdnnen bereits durch (vermeidbare und unvermeidbare) postmortale
Lagerung der Leiche im Rahmen der Autolyse und Féulnis auftreten. An Hart-
substanzen, z. B. Knochen (Harsanyi 1979), sind sic ebenso wie fixationsbedingte
Artefakte kaum zu beflirchten. Sie betreffen insbesondere die intrazelluliren
ultrastrukturellen Gebilde (Mitochondrien etc.) der parenchymatésen Organe
und machen sich bei der feinstrukturellen Untersuchung im TEM besonders
storend bemerkbar. Wéren diese Prozesse nicht so stark von der Umgebungs-
temperatur der Leiche abhingig, wiirden sie geradezu ideale Voraussetzungen
fiir die Erarbeitung einer morphologischen Todeszeitbestimmungsmethode lie-
fern (siehe auch Penttild et al. 1976; Penttild und Ohmann 1977). Fehlermdglich-
keiten treten bereits bei der Obduktion einer Leiche auf, nicht nur die groben
Schéden, die durch Wisserung des Materials (Abspiilen mit Leitungswasser)

1 Eine Ubersicht iiber den technischen Stand der apparativen Moglichkeiten wird in der Zeit-
schrift Mikroskopie-Elektronenmikroskopie Supplement Januar 1983 gegeben

2 Einflihrung der Durchstrahlungselektronenmikroskopie in die Rechtsmedizin mit zahl-
reichen Arbeiten durch Somogyi und Mitarbeiter in den 60iger Jahren. Zur Bedeutung der
Elektronenmikroskopie fiir die Untersuchung des Herztodes siche Somogyi et al. (1982)
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hervorgerufen werden, sondern auch solche durch die Art der Vorbehandlung
(Immersions- oder Perfusionsfixation), die Auswahl des Fixans, dessen Zusam-
mensetzung, die Eigenschaften des Puffers, die Besonderheiten des Ausgangs-
materials und viele zum Zeitpunkt der Obduktion im einzelnen nicht ndher
liberschaubare Momente bedingt sind. Auch im Verlauf der Weiterpriparation
und Vorbereitung des Materials sowie der Untersuchung kénnen weitere Arte-
fakte auftreten. Priparationstechniken, die jegliches Material unter allen denk-
baren Bedingungen optimal fiir die Weiteruntersuchung fixieren und stabilisie-
ren, gibt es nach iibereinstimmender Meinung {iberhaupt nicht® — es kann sie
aus theoretischen Griinden auch gar nicht geben. Es muf} vielmehr das Ziel der
oben angesprochenen Techniken sein, Artefakte {iberschaubar zu halten, ihre
Morphologie genau zu erkennen, die Techniken so zu vereinfachen, zu optimie-
ren und zu standardisieren, so daf3 die erhaltenen Befunde fiir forensisch-medizi-
nische Zwecke die erforderliche Vergleichbarkeit untereinander besitzen. Nur
fiir spezielle Probleme kann es zweckméBig sein, auf eine Fixationsstabilisierung
der Probe vollig zu verzichten und lediglich nach Anwendung von Kryoprotec-
tiva eine Kryopriparation mit Nachkontrastierung der mittels Ultramikrotomie
erhaltenen Schnitte durchzufithren. Ebenso wie fiir die Untersuchung tiefge-
kiihlter Objekte im REM wurden hierfiir eigene zusitzliche apparative Voraus-
setzungen und speziclle Methoden entwickelt (z. B. Propan-Jet-Technik), auf die
im einzelnen hier nicht eingegangen werden kann. Insgesamt gesehen hat sich
die Kryopréparation als Routinetechnik* jedoch wenig durchgesetzt, lediglich
Kryobruchtechniken und Kryoétzverfahren werden vor allem in experimentel-
len Arbeiten hiufiger als Techniken zur Eréffnung neuer Oberflichen und zur
Darstellung von Zellorganen herangezogen. Die Frage der Herstellung von
neuen Oberflichen zur Gewebsuntersuchung haben wir bereits 1972 diskutiert,
neuere Mitteilungen liegen von Hamasaki und Murakami (1982) sowie Haggis
(1982) vor, Methodisches ist auch bei Rosenbauer und Kegel (1978) aufgefiihrt.

Grundsitzlich ist hervorzuheben, dafl bei simtlichen operationellen Schrit-
ten im Verlauf der Untersuchung Artefakte entstehen konnen, die allerdings in
neuerer Zeit durch zunehmende Bereitstellung und Verbesserung entsprechen-
der Gerite weitgehend vermieden werden kénnen. Es liegt auch im Geschick
des Untersuchers und seiner Mitarbeiter, inwieweit die Verfahren so gestaltet
werden konnen, daB Ausmafl und Art der Artefakte (Artefaktlevel) tolerierbar
bleiben. Vom Geritetechnischen her sei in diesem Zusammenhang erwihnt,
daB das frither so umstindliche und artefaktreiche Kontrastieren von Ultradiinn-
schnitten heute mit einem Farbeautomaten durchgefithrt werden kann, zu dem
die entsprechenden Reagenzien in gebrauchsfertiger Form geliefert werden.
Auch die Bedienung der Elektronenmikroskope, insbesondere auch die Herstel-
lung einer optimalen Strahlgeometrie, wurde so weit automatisiert, dafl die
Anforderungen an Hilfskrifte immer geringer werden.

Auf einen routinemiBig auftretenden Artefakt der Zelloberflichenstruktur
ist ganz besonders hinzuweisen. Es handelt sich um die Darstellung feiner Zell-
oberfldchen, die fiir die diagnostische Einordnung, z. B. der Blutzellelemente, im
3 siche Glauert (1980)

4 Fiir die Untersuchung von elekirischen und SchuBverletzungen kann sie dagegen giinstige
Voraussetzungen bieten
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REM? von Bedeutung ist. Der Artefakt tritt als Folge der Lufftrocknung auf und
kann durch Kritische-Punkt-Trocknung (Critical-Point-Trocknung) oder Kryo-
priparation vermieden werden. Beide Techniken haben jedoch — wie wir bestiti-
gen konnen — andere schwerwiegende Nachteile, so daB wir sie nicht generell
empfehlen kdnnen (siehe auch Rosenbauer und Kegel 1978).

Aufweitere besondere Artefaktquellen sei hier, beispielhaft an zwei vom Ver-
fasser ausfiihrlich untersuchten forensischen Problemkreisen bzw. Gewebs-
materialien dargestellt, hingewiesen.

Material- und Problemorientierung der Priiparation

Bei der Untersuchung elektrischer Verletzungen mit Hilfe von Rasterelektro-
nenmikroskopie und Elementaranalyse ist eine spezielle Asservierung der
Strommarke unter Vermeidung mechanischer und chemischer Artefakte erfor-
derlich. Der Einsatz von REM und TEM sowie Elementaranalyse erfordert ein
differenziertes Programm, wobei die Metallisation beispielsweise sowohl auf der
Hautoberfliche (REM) als auch am Gewebsanschnitt (REM und TEM) unter-
sucht und differenziert werden kann (Einzelheiten B6hm 1975). Das priparato-
rische Vorgehen kann einerseits unter Erhaltung von Gewebe und Metallisation,
andererseits unter Fixierung und Stabilisierung der Zellstrukturen, schlieflich
als dritte Moglichkeit nur unter Erhaltung der Metallisationsform erforderlich
werden. Hierzu sind vollig unterschiedliche Priparationstechniken notwendig,
da fliissige Fixantien die Metallisation verdndern bzw. auflosen kénnen. Die Pri-
zipitation 16slicher metallischer Bestandteile durch Sulfidfidllung veridndert
bereits das Primérbild der elektrisch ausgeldsten Metallisation. Besonders gra-
vierend wird dieser Effekt durch Anwendung des SSB-Verfahrens unter weiterer
Fremdmetallanlagerung (Sulfid-Silber-Bild). Bei Untersuchung in Transmission
fithren die iiblichen Kontrastierungsmittel (erwiinschterweise) am Ultradiinn-
schnitt zu einer Einbringung von Fremdkontrasten (Osmiumtetroxyd, Blei- und
Uransalze), die das durch die Metallisation hervorgerufene Strukturbild der
Strommarke bis zur Unkenntlichkeit verdndern konnen. Diagnostische Wertig-
keit der erhaltenen Befunde und priparatorisches Vorgehen sind somit entschei-
dend abhingig zu machen von der Zielsetzung des jeweiligen elektronenmikro-
skopischen Untersuchungsganges. Sie sind auch im speziellen abhiingig von der
jeweiligen Probenbeschaffenheit, z.B. bei der Strommarke von deren Grofe,
sofern das zur Verfiigung stehende Material aufgeteilt und in separaten Unter-
suchungsgingen unterschiedlich aufgearbeitet werden muB. Es besteht aller-
dings auch die Moglichkeit, dasselbe Material fiir die Durchstrahlungselektro-
nenmikroskopie sowie fiir die Rasterelektronenmikroskopie entsprechend zu
préiparieren. Hierzu sind jedoch spezielle Vorkehrungen erforderlich.®

Die besondere Bedeutung der Erfassung thrombembolischer und himostati-
scher Prozesse mit dem REM haben wir in zahlreichen Publikationen heraus-
gearbeitet (B6hm und Tschomakow 1972, 19734, b; B6hm 1978, 1979; Bohm und

5 Polliak (1977)

6 Fine spezielle Nachpréiparation von histologischen Schnitten fiir das TEM wird von
Rossner (1971) beschrieben
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Hochkirchen 1983). Es kann nach Meinung des Verfassers als gesicherte mor-
phologische Erkenntnis angesehen werden, daBl die Vitalitit einer Gerinnsel-
struktur aufgrund deren Gesamtkomposition in geeigneten Fillen licht-, raster-
und transmissionselektronenmikroskopisch mit ausreichender Zuverldssigkeit
erfafit werden kann. Es haben sich jedoch auch priparatorische Probleme er-
geben, die zu Fehldeutungen AnlaB geben kénnten. Wir haben deshalb fiir die
GefdBpriparation entsprechende Verfahren erprobt, die sich auch in dem Rah-
men einer rechtsmedizinischen Obduktion einbauen lassen (B6hm 1982, 1983
a, b). Die Perfusionsfixation in situ nach vorheriger Spiilung erwies sich dabei als
Methode der Wahl. Die Ausformung des Oberflichenreliefs der Gefidle von
Aorta, Coronararterien und Lebersinusoiden in Abhéngigkeit vom Perfusions-
druck bei der Fixation und die bei Immersionsfixation auftretenden Artefakte
sind durch zahlreiche experimentelle Untersuchungen literaturmiBig belegt.’
Wie wir kiirzlich bei der Sduglingslunge (Wessig und B6hm 1983) dargelegt
haben, gibt es jedoch fiir die Lungengefile keine Technik, die allen Anforde-
rungen optimal gerecht wird.® Perfundiert man {iber rechtes Herz bzw. Pul-
monalarterien, so konnen einerseits fiir die Beurteilung wichtige zeliulédre Ele-
mente des Blutes ausgespiilt, andererseits durch Zellaggregate verlegte Kapillar-
gebiete von der Perfusionsfixation nur unvollstindig erfat werden. In Ab-
weichung von den iibrigen Korperorganen kann es bei der Lunge sinnvoll sein,
anstelle der Perfusion eine transthorakale Injektionsfixation (modifiziertes Ver-
fahren nach Bachofen et al. 1975) durchzufiihren. Die Injektionstechnik er-
scheint auch unter Beriicksichtigung der rechtlichen Situation im frithpost-
mortalen Zeitraum unter bestimmten Voraussetzungen empfehlenswert.

Als gesicherte Erkenntnis ist festzuhalten, daB die Perfusionsfixation von
Organen im allgemeinen eine rasche Unterbrechung der autolytischen Prozesse
herbeifiihrt und gerade aus diesem Grund von besonderer forensischer Be-
deutung ist. Im Rahmen einer derartigen — auch als Ganzkoérperperfusion durch-
fiihrbaren — Technik haben wir besondere Verletzungsmuster (Halsorgane,
Bohm und Hiibner 1983) sowie Stérungen der Mikrozirkulation im Rahmen vas-
kuldrer Prozesse (Infarkt etc.) lokalisatorisch zu erfassen versucht. Weitere
differenzierte Untersuchungen unter Anwendung der Rontgenmikroradio-
graphie sind Gegenstand laufender Dissertationsarbeiten. Neben der Ausdeh-
nung von Gebieten mit entsprechend gestorter Mikrozirkulation erscheint uns
deren nihere morphologische Analyse in den Ubergangszonen (Rand) nicht nur
von rechtsmedizinischer Bedeutung.

Das priparatorische Vorgehen ist material- und problemorientiert auf die
jeweilige Zielprojektion der Untersuchung zu beziehen. So kann die Feststel-
lung von Formationsdichte-Komposition und partikuldrer Substruktur elek-
trischer Metallisationen, wie oben angesprochen, eine ganz andere Unter-
suchungstechnik (Abb.1) erforderlich machen als die Darstellung von Gefa-
schdden. Eine ganz §hnliche Problematik ist auch die Untersuchung partikulirer
Schmauchresiduen der Schufhand, wie das methodische Vorgehen in der Kri-
minaltechnik gezeigt hat. Eine besondere Bedeutung kommt forensich-medizi-

7 Ubersicht bei Hollweg und Buss (1980)
8 Dies gilt auch hinsichtlich der von Brinkmann et al. angewandten pertrachealen Instillation
von Fixierungsfliissigkeit



82 E.Bshm

Lichtmikroskopie
(LM)
7
Fluor
REM-Zusatz TEM-Zusatz
Transmissionselektronenmikroskopie | Rasterelekironenmikroskopie
(TEM) (REM)
Elektronenbeugung Kon-||Rént- Elektronen-
trast|| gen || spektroskopie
{Auger-Technik)
Elementaranalyse
(WD und ED)

Abb. 1. Untersuchungstechniken mittels Kombination von Lichtmikroskopie, Transmissions-
elektronenmikroskopie und Rasterelektronenmikroskopie zur morphologischen Bildanalyse,
Elementaranalyse und Materialcharakterisierung. Fluor = Fluoreszenzeinrichtung fiir licht-
mikroskopische Untersuchungen im REM. Kontrast = Elektronische Einheiten zur Differen-
zierung des Materialkontrasts bzw. Elementkontrasts in der Probe: Festkorperdetektoren-
paar, Probenstromverstidrkung etc. Rontgen = Zusatzmodul zur héchstauflésenden Rontgen-
mikroradiographie. WD = Wellenldngendispersives System, ED = Energiedispersives System
der Elementaranalyse

nisch der Befundkomposition iiber groBBere Gewebsbezirke zu. Hierzu hat sich
vor allem die Rasterelektronenmikroskopie bewihrt, worauf Sotony und
Somogyi (1976) und Somogyi und Sotony (1977) besonders hingewiesen haben.

Neuere Entwicklungen

Die Notwendigkeit zur Untersuchung nicht nur von Einzelzeilen und deren
Substruktur, sondern groBerer Zellformationen in Ubersicht sowie der inter-
zelluléiren Matrixmorphologie wurde auch bei der technischen Neukonzeption
der diagnostischen Elektronenmikroskope in den letzten Jahren berticksichtigt
(Optimierung der Abbildungsparameter an niedrigen VergréBerungen). Wih-
rend der ausgesprochenen Hochauflésung im Transmissionselektronenmikro-
skop fiir forensisch-medizinische Untersuchungen keine entscheidende Bedeu-
tung zukommt, scheint es sich bei der von Tanaka und Naguro (1981) durch ent-
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LM

EM

Abb. 2. Korrespondierende Befunde identischer Schnitte und Priparatstellen im integrierten
Licht- und Elektronenmikroskop (LEM 2000). Vergr.: 128X (Niere). LM = lichtmikroskopi-
sches Bild, EM = durchstrahlungselekironenmikroskopische Abbildung. Schnittdicke ca.
0,3 um. Gute Ubersinstimmung zwischen der Kontrastierung durch die Firbung im LM und
die Schwermetallkontrastierung im EM. Fiir die Unterstiitzung bei der Beschaffung der
Bilder sind wir der Fa. LEITZ-ISI zu Dank verpflichtet
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sprechende Priparationstechniken nutzbar gemachten Hochauflésung im REM
um eine rechtsmedizinisch aussichtsreiche Technik zu handeln.

Eine Erweiterung konventioneller lichtmikroskopischer Befunde hat sich
durch die Semidiinnschnitt-Technik ergeben, worauf kiirzlich vor allem die
Arbeitsgruppe um Brinkmann hingewiesen hat (Literatur Brinkmann et al.
1983). Die Untersuchungsméglichkeiten rechtsmedizinischen Materials wurden
auch von einer neuen Geratekonzeption, nimlich der Entwicklung eines inte-
grierten Licht- und Transmissionselektronenenmikroskopes (LEM 2000 der Fa.
ISI) begiinstigt. Die Untersuchung von 80nm diinnen Schnitten von 5:5mm
Blockchen ergibt licht- und elektronendurchlissige Priparate, die auflerdem
vom optischen Teil der Anlage vollautomatisch in den elektronenmikroskopi-
schen transferiert werden kénnen, wobei die Positionierung der lichtmikrosko-
pisch voruntersuchten Objektstelle im Elektronenmikroskop automatisch
erfolgt. Ein Beispiel hierfiir ist in der Abbildung 2 zu sehen. Die lichtmikrosko-
pische Vorbefundung kann bei VergroBerungen von 50- bis 500fach erfolgen. So
146t sich bei dieser Gerdtekombination das Gewebsmaterial von einem Gréfien-
ordnungsbereich an vergleichend untersuchen, der dem der Rasterelektronen-
mikroskopie entspricht und einer der wesentlichsten Griinde fiir ihre rasche Ver-
breitung gewesen sein diirfte. Die Untersuchung von Gewebsschnitten in
Durchstrahlung ist prinzipiell auch im REM méoglich (Rastertransmissions-
elektronenmikroskopie). Derzeit ist dieses Verfahren jedoch noch nicht so weit
ausgereift, da3 dadurch die konventionelle Durchstrahlungselektronenmikro-
skopie im mittleren Auflésungsbereich ersetzt werden konnte.

SchluBbetrachtungen — Ausblick

Der entscheidende Gesichtspunkt fiir die weitere Nutzung elektronenmikro-
skopischer Techniken in der Rechtsmedizin scheint jedoch finanzieller Art zu
sein. Vom Technischen her werden die Gerite servicefreundlicher, weniger
storanfilliger, einfacher in der Bedienung (ProzeBautomatisierung). Durch die
Fortschritte der Mikroelektronik sind die Preise z.B. im rasterelektronischen
Bereich teilweise erheblich gesunken.

Die Erleichterung der Préparations- und Untersuchungstechniken ermég-
licht eine Einsparung von Personal und die Beschiftigung weniger qualifizierter
Krifte.

Wihrend beispielsweise in den ersten Jahrzehnten nach Einfithrung der
Transmissionselektronenmikroskopie die Gerdte meist von einem Physiker
betrieben wurden, konnen heute die Routinearbeiten auch mit dem TEM und
REM von technischen Assistentinnen nach Einarbeitung mit guten Ergebnissen
bewiltigt werden. Auf die fortlaufende Kontrolle aller priparationstechnischen
Prozesse durch den ,,Untersucher® der entsprechende Befunde dann auswerten
und forensisch vertreten muf, kann jedoch ebensowenig verzichtet werden wie
auf dessen eigene ausreichende Erfahrung, gewonnen durch eigene elektronen-
mikroskopische Priparationstitigkeit. Eine Erleichterung der Selbstkontrolle
des Untersuchers wie der Lehrtétigkeit und der forensischen Demonstration
elektronenmikroskopischer Befunde und Befundmuster bietet die Videotech-
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nik. Sie erlaubt es auch, ein sehr umfangreiches Material fiir wissenschaftliche
Auswertungen zu speichern und beliebig abzurufen.

Die technischen Voraussetzungen fiir eine Erweiterung konventioneller
morphologischer Befundmuster durch elektronenmikroskopische Methodik
sind somit derzeit als ausgesprochen giinstig zu betrachten. Neben den erforder-
lichen Mitteln fehlt bedauerlicherweise manchmal die Einsicht in deren Not-
wendigkeit.
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