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Intravital, acellular hemolysis of extravascular erythrocytes

An experimental contribution to wound timing

Summary. The time-dependent acellular, destructive changes in erythrocytes
was investigated in rabbits by subcutaneous, intraperitoneal, and subdural im-
plantation of blood-filled diffusion chambers with 0.45um pores. The animals
were killed at various intervals after implantation (7-24 h), and the erythro-
cytes in the capsules were examined by light and electron microscopy. The
findings were quantified by counting 100 cells per preparation under the
light microscope; changes in both matrix and membrane structure were re-
corded. Matrix changes and membrane variants were specified by electron
microscopy. Time-dependent changes in erythrocyte matrix and membrane
were established, which occurred at the various localizations in an identical
sequence, but with different time intervals. The destructive changes were:
an increase in loss of matrix, increase in membrane permeability, and de-
crease in membrane stability. The physiologic bases of and the conclusions
for wound timing were discussed.
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Zusammenfassung. Zur Frage der Zeitabhéingigkeit azellulirer, destruktiver
Verdnderungen der Erythrozyten erfolgte die Implantation von mit Vollblut
gefiillten Diffusionskammern mit Poren (& 0,45um) subcutan, intraperitoneal
und subdural in Kaninchen. Die Tiere wurden zu unterschiedlichen Zeit-
punkten nach der Implantation getdtet (7—24 Std) und die Erythrozyten in
den Kapseln licht- und elektronenmikroskopisch untersucht. Lichtmikrosko-
pisch erfolgte eine Quantifizierung durch Auszdhlen von je 100 Zellen/
Priparat, wobei sowohl Matrix- als auch Formverdnderungen erfafit wur-
den. Elektronenmikroskopisch wurden die Matrixverdnderungen und
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Formvarianten spezifiziert. Es wurden zeitabhéngige Verinderungen der
Erythrozytenmatrix und -membranen festgestellt, die bei verschiedener Lo-
kalisation zwar in identischer Reihenfolge, zeitlich aber verschoben ablie-
fen. Die destruktiven Veridnderungen duBerten sich in Form eines zunch-
menden Matrixverlustes, zunchmender Membrandurchléssigkeit und ab-
nehmender Membranstabilitit. Der pathophysiologische Hintergrund sowie
die SchluBfolgerungen fiir die Wundaltersbestimmung werden erdrtert.

Schliisselworter: Wundaltersbestimmung, Verdnderung der Erythrozyten

Einleitung

Nach einer intravitalen Blutung kommt es in Abhéngigkeit vom Intervall zwi-
schen Extravasation und histologischer Fixation zu reaktiven und destruktiven
Veridnderungen im Blutungsbereich. Die reaktiven Verinderungen waren An-
la3 zu zahlreichen Untersuchungen im Rahmen der Wundaltersbestimmungen,
wobei neben zelluldren (Berg 1972, 1975; Janssen 1977) vor allem die humora-
len Verdnderungen (Berg und Ebel 1969; Berg et al. 1968, 1974; Rackallio
1970) am Ort der Blutung erfafit wurden und Aussagen zu Vitalitit und/oder
Uberlebenszeit erlaubten. Im Rahmen der Reaktionen auf den Fremdkérper
»Erythrozyt im extravasalen Kompartiment kommt es u.a. zur Extravasation
von Monozyten durch Chemotaxis, die in Form von Makrophagen die Erythro-
zyten inkorporieren und intrazelluldr in Fragmente zerkleinern bzw. lysieren
(Morselt et al. 1973; Ghadially 1979; Oehmichen et al. 1980, 1983; vgl. Oc¢h-
michen 1984). Voraussetzung fiir diesen — im weiteren Sinne als Kannibalismus
zu verstehenden — Vorgang ist eine Veranderung der Erythrozytenoberfliche
durch biochemische und/oder strukturelle Alteration.

Erythrozyten zerfallen jedoch auch extrazelluldr, offenbar durch Fehlen von
Sauerstoff und durch Einflu des umgebenden (Wund-)Milieus. Die vorlie-
gende tierexperimentelle Untersuchung will speziell diese destruktiven Veran-
derungen in Abhingigkeit vom Wundalter — sowohl in der Subcutis als auch in
der Bauchhohle und im Subduralraum — erfassen, um sie u.a. den postmortalen
intravasalen Erythrozyten-Veranderungen gegeniiberstellen zu konnen (vgl.
Oehmichen und Krause 1986). Es stellt sich die Frage, ob die destruktiven Ver-
dnderungen eine zeitliche Zuordnung erlauben und ob sie bei unterschiedlicher
Lokalisation einen differenten Ablauf aufweisen.

Material und Methoden

Versuchstiere. Kaninchen der Rasse ,,Deutscher Riese* wurden mit Altromin und Wasser ad
libitum gefiittert. Im Experiment befanden sich Tiere beiderlei Geschlechts mit einem Kor-
pergewicht zwischen 3000 und 3500 g.

Kapsel. Verwendung fanden Millipore-Kapseln (Diffusionskammern, Katalog-Nr.: PR
00 014 01, 2mm Hoéhe und 14 mm AuBendurchmesser; Filtertyp HA, PorengréBe: 0,45 um,
Durchmesser 13mm, Lot-No: F8 MO 71.000, Katalog-Nr.: HAWP 01300; Firma Millipore
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GmbH, D-6236 Eschborn, FRG), die fiir Zellen undurchlissig, fur Flissigkeit jedoch durch-
liassig sind. Durch Gregersen et al. (1967) wird darauf hingewiesen, daff Erythrozyten Poren
mit mittleren Durchmessern von mindestens 2,8 pm passieren kénnen.

In diese Kapseln wurde autologes, nicht heparinisiertes, steriles Vollblut sofort nach der
vorsichtigen Blutentnahme aus einer Ohrvene injiziert und die Kapsel anschlieBend in den
durch vorhergehende Operation bereits vorbereiteten Korperabschnitt implantiert.

Operation. Die Operation erfolgte in kombinierter Barbiturat-Ather-Narkose, wobei einzel-
nen Tieren je eine Kapsel in unterschiedliche Korperabschnitte implantiert wurde. Die Ope-
ration erfolgte unter halbsterilen Bedingungen.

Subcutane Implantation. Parasagittalschnitt im Nacken und subcutane Implantation einer
kompletten, blutgefiillten Kapsel; Einzelkopfnaht.

Peritoneale Implantation. Parasagittalschnitt parallel zur Abdomenmittellinie und Einlage-
rung einer kompletten, blutgefiillten Kapsel in die Bauchhéhle; Einzelkopfnaht.

Subdurale Implantation. Parasagittalschnitt in der Kopfschwarte tiber der rechten GrofShirn-
halbkugel, Trepanation und Freilegung der Oberflichen der rechten GroBhirnhalbkugel mit
zunichst intakter Dura mater; Eréffnung der Dura mater und Einlagerung einer auf ein Vier-
tel verkleinerten, mit Vollblut gefiillten Kapsel unter Verdringung des Hirngewebes; Einzel-
kopfnaht der Kopfschwarte.

Tétung: Die Totung erfolgte durch intravendse Gabe einer Uberdosis von Barbituraten.

Priparation. Entfernung der Kapsel, die sofort in gepuffertem Paraformaldehyd durch Im-
mersion fixiert wurde. Einbettung der Kapsel nach Eroffnung in Araldit. Erstellung von
Semidiinnschnitten und Farbung mit Toluidin-Blau; Erstellung von Ultradiinnschnitten, die
mit Uranylzitrat und Bleizitrat kontrastiert wurden.

Aus dem umgebenden Gewebe von Haut, Peritoneum/Netz/Darm bzw. Hirn/Dura
wurde Gewebe in 4%igem Formalin durch Immersion fixiert und entsprechend Routine-
methoden nach Paraffin-Einbettung geschnitten und gefarbt.

Lichtmikroskopische Untersuchung. Photomikroskop Typ III RS (Zeiss, D-7082 Oberkochen).
Die elektronenmikroskopische Untersuchung erfolgte mit einem Mikroskop, Typ EM 9
(Zeiss, D-7082 Oberkochen).

Experimentelles Vorgehen. Pro Tier wurde je eine Kapsel subcutan, intraperitoneal und sub-
dural implantiert; je ein Tier wurde pro Intervall Uberlebenszeit getdtet, wobei die Uber-
lebenszeit von mindestens 7 Stunden bis maximal 24 Tage wéhrten.

Auswertung. Auf Semidiinnschnitten erfolgte eine Differenzierung der Zellen durch Auszéh-
len von je 100 Erythrozyten unter zwei Gesichtspunkten.

a) Matrixveridnderungen: Die relative Anfarbbarkeit des Erythrozytenzytoplasmas ent-
sprach in submikroskopischen Bildern einer unterschiedlichen Matrixdichte und gab somit
eine Information iiber das Ausmaf der vorausgegangenen Hémolyse. Es wurden pro Priparat
vier Zellpopulationen differenziert: Hyperchrome, pyknotische Zellen; mittelstarke Anfir-
bung (normochrom) mit homogenem Zytoplasma; mittelstarke Anfirbung mit granuldrem
Zytoplasma; Zellhiille ohne gefirbtes Zytoplasma (sog. ,,ghosts*).

b) Membranverdnderungen: Die Membranverinderungen lieBen sich durch Differenzie-
rung unterschiedlicher Zellformen erfassen, wobei folgende Varianten differenziert und
quantifiziert wurden:

1. Discozyt: Typischer, tellerférmiger Erythrozyt mit bikonkaver Konfiguration;

2. Echinozyt I: Polymorphe Oberflichenstruktur;

3. Echinozyt IT: Darstellung einzelner oder zahlreicher Spikes an der Oberfliche der Zellen;
4. Sphiro-Echinozyt: Runde Zellkonfiguration mit Spikes an der Oberfliche (sog. Stech-
apfelform);

Sphérozyt: Runde Gestalt mit glatter Oberfliche;

6. Sphirostomatozyt: Runde glatte Oberflache mit einzelnen Oberflicheneinziehungen.

“
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Ergebnisse

Lichtmikroskopische qualitative und quantitative Verdanderungen

Wird ausschlieBlich die Matrixveridnderung (vergl. u.a. Abb.1) beriicksichtigt,
dann ergeben sich Verhiltnisse, wie sie den Séulendiagrammen (Abb.2—4) zu ent-
nehmen sind. Auf der Schnittfliche, die jeweils parallel zur Kapseloberfliche durch-
gefiihrt wurde, konnte bis zu 60 Std Uberlebenszeit eine gewisse Abhingigkeit des
Matrixverlustes von der Lokalisation der Erythrozyten innerhalb der Kapsel

Abb.1la-d. Lichtmikroskopisch erfaite Erythrozytenverinderungen bei unterschiedlicher
Uberlebenszeit und Lokalisation. a 60 Std Uberlebenszeit bei intraperitonealer Implantation:
iiberwiegend finden sich Spharozyten sowie Sphirostomatozyten. b 60 Std Uberlebenszeit bei
subduraler Implantation: Zunehmend werden sphérische Formen in Form von leeren Zelthiil-
len neben Zellen unterschiedlicher Matrixdichte erkennbar. ¢ 18 Tage Uberlebenszeit bei
intraperitonealer Implantation: Nur noch wenige Erythrozyten enthalten eine Matrix, die z.T.
hyperchrom anfirbbar ist; iiberwiegend finden sich stromaentleerte Zellhiillen der Erythrozy-
ten. d 18 Tage Uberlebenszeit bei subcutaner Implantation: Zwischen den iiberwiegend poly-
morph gestalteten Erythrozyten mit Matrixanfarbung erkennt man zahlreiche Zellhiillen so-
wie Membranreste. (a—d: Toluidin-Blau; Semidiinnschnitt: % 900)
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Abb.2-4, Matrixverdnderungen in Abhingigkeit von der Uberlebenszeit der Tiere und der
Lokalisation der implantierten Vollblut-enthaltenden Kapseln. Dargestellt wird nach Auszih-
len von 100 Zellen je Uberlebenszeitintervall und Lokalisation der Prozentsatz der Zellen, die
sich hyperchrom (weie Siule), normochrom-homogen (quergestreifte Siaule), normochrom-
granuldr (gepunktete Sdule) und in Form von Stroma-entleerten Zelthiillen (schwarze Sdule)
darstellen
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Tabelle 1. Formvarianten der Erythrozyten in ihrer Abhingigkeit von der Uberlebenszeit und
dem Ort der Implantation

Uberlebenszeit

7h 24h 60 h 7d 14d 18d 24d
s.c.-Implantat
Echinozyt I 2 24 41 14 20
Sphérozyt 98 59 62 17 31 9 1
Sphérostomatozyt 39 10 1
Nicht identifizierbar 2 4 42 55 71 9
i.p.-Implantat
Echinozyt I 5 3 7 17 23 32 17
Sphérozyt 94 95 87 59 41 32 21
Sphéirostomatozyt 1 2 5 6 5 4
Nicht identifizierbar 1 18 31 32 62
s.d.-Implantat
Echinozyt I 5 9 2 4 6 2
Sphérozyt 93 83 97 91 21 6 4
Sphéarostomatozyt 2 8 1 5 1
Nicht identifizierbar 72 92 96

beobachtet werden. Die Anzahl der Zellen mit Matrixverlust war oberflichen-
nahe gréBer als im Zentrum des Blutkuchens. Dieser Unterschied war zu spite-
ren Zeitpunkten nicht mehr nachweisbar.

Unabhingig von der Lokalisation der Implantate zeigen sich mit zunehmen-

der Uberlebenszeit folgende Verdnderungen:

1.

2.

Die Anzahl der mittelstark, homogen angefirbten Zellen, die von Beginn
der Untersuchung an dominieren, nimmt ab;

die Anzahl der Zellhiillen (ghosts), die zu Beginn praktisch nicht vorhanden
sind, nimmt zu, so daB diese Formvariante ab 14 Tage Uberlebenszeit domi-
niert und nach 24 Tagen praktisch isoliert auftritt;

. die Anzahl der mittelstark angefirbten Erythrozyten mit granulierter Dar-

stellung der Matrix hat nach 24 bis 60 Std ihren Gipfel erreicht, wihrend
ihre Zahl vorher und nachher deutlich niedriger ist und bereits nach 18 Ta-
gen Uberlebenszeit in keiner Lokalisation mehr nachweisbar wird;

der Prozentsatz dunkel angefirbter, pyknotischer Zellen nimmt bis zu 14/18
Tagen zu und danach wieder ab; insgesamt treten sie nur relativ vereinzelt
auf und sind bei 7 Std Uberlebenszeit praktisch noch nicht nachweisbar.
Beriicksichtigt man die unterschiedliche Lokalisation, dann zeigt sich, daf}

die Hamolyse im subduralen Implantat am schnellsten, intraperitoneal am lang-
samsten eintritt.

Die Formveranderungen wurden tabellarisch zusammengestellt (Tabelle 1).

Erkennbar wird, da zu keinem Zeitpunkt typische Discozyten oder Stech-
apfelformen (Echinozyt II bzw. Sphiroechinozyt) zu beobachten waren. Uber-
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Abb. 5. Formveranderung von Erythrozyten im Sinne von Echinozyten I sowie diffus-granulé-
rer Stromaverlust unterschiedlichen AusmaBes in verschiedenen Zellen (x 16000)

wiegend bestimmte — unabhéingig von der Lokalisation — zu Beginn die Anzahl
der Sphirozyten das Zellbild; diese Formvariante wird nach 14 Tagen Uber-
lebenszeit abgeldst von den als ,,nicht mehr identifizierbar® bezeichneten leeren
Zellhiillen mit unregelméBiger Gestalt. Sphirostomatozyten treten nur verein-
zelt auf und sind nur in einem Priparat in groer Anzahl erkennbar (24stiindige
Uberlebenszeit im subcutanen Implantat, — Abb. 1a).

Polymorph gestaltete Erythrozyten im Sinne des Echinozyt I nehmen bis
zum 7. bzw. 18. Tag Uberlebenszeit zu, um dann wieder abzunehmen.

Bezogen auf die unterschiedliche Lokalisation zeigt sich, da$3 bei subcutaner
Implantation schon sehr friih ,,nicht identifizierbare“ Zellen auftreten und zuneh-
men, wihrend sie bei intraperitonealem Implantat am spitesten und seltensten
zu beobachten sind. Subdural sind zwar vor einer 14tigigen Uberlebenszeit
praktisch keine nicht-identifizierbaren Formvarianten zu beobachten; am
14. Tag treten diese Zelltypen jedoch in einem Prozentsatz auf, der auch sub-
cutan zu diesem Zeitpunkt nicht nachweisbar wird. Jeweils umgekehrt propor-
tional verhalten sich die Sphérozyten.

Elektronenmikroskopische, qualitative Verinderungen

Es waren drei, z. T. voneinander unabhéingige morphologische Verdnderungen
zu beobachten: Formveranderungen, Membranauflésung und Matrixverlust.
Die Formverinderungen waren durch ihre Vielfalt gekennzeichnet, wobei
ihre Variabilitat offenbar nicht immer mit Matrixverlust oder Membranauf-
16sung korrelierte. Von der urspriinglich kreisférmigen Oberfldchengestalt ver-
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dnderten sie sich in vieleckige Zellen, Elemente mit tiefen winkligen Einziehun-
gen (Abb. 5) oder auch gestreckter ovaler Form.

Die Membranauflosung #uBerte sich im frithesten Stadium in Form ei-
ner Membranablésung. Es kommt zu einer Auflockerung der Matrix direkt
unter den Zellmembran, offenbar bedingt durch Flissigkeitseinlagerung
(Abb. 6). Die Membran wirkt auf der Schnittebene noch tiberwiegend intakt,
wolbt sich jedoch ballonformig nach auBen, wobei sie lokal begrenzt an der
Matrix haftet (Abb. 6b). Diese Membranabldsung tritt z. T. lokal begrenzt auf
(Abb. 6¢) und kann hier offenbar auch platzen, so dafl ein Leck in der Zell-
membran entsteht, aus dem heraus sich die Matrix verliert (Abb. 6d). Dieser
Membrandefekt findet sich nicht nur — wie auf den demonstrierten Abbildun-

Abb. 6a-d. Membranverinderungen in Form einer Membranablosung vom Stroma, die z. T.
vakuolir (a), z. T. blasenformig-segmental auftritt (b und ¢), wobei die Vorwolbungen offen-
bar platzen kénnen und damit ein Ausstrdmen von Matrix in den Extrazellularraum ermog-
lichen (d) (a und b x 22000; ¢ und d X 33000)
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Abb.7. a Stromaverlust und Darstellung von Stroma-entleerten Zellen, die iiberwiegend ver-
formt auftreten (x 10000). b Bei weitgehend erhaltener Zellgrundstruktur werden die lokalen
Membranunterbrechungen erkennbar (X 24500)
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gen — segmentér, sondern 146t sich in fortgeschrittenen Stadien an jeder Zelle
mehr oder weniger stark ausgeprigt nachweisen.

Mit zunehmender Uberlebenszeit nimmt der Prozentsatz der Zellen mit
Matrixverlust zu (Abb.7). Relativ gut erhalten bleibt iiber einen langen Zeit-
raum das Membrangeriist, so daf auf der Schnittfliche am Ende wegen der seg-
mentalen Membranauflésung nur noch angedeutete Zellstrukturen erkennbar
bleiben (Abb.7b). Dic Membranen brechen schliellich auseinander und liegen
als Fragmente im extrazelluliren Raum. Innerhalb des Zytoplasmas treten wie-
derholt Membran-umschlossene Vakuolen auf, wobei es sich offenbar um Zell-
einstiilpungen handelt.

Diskussion

Werden die eigenen Beobachtungen zusammengefaf3t, dann sind folgende
Schliisse moglich:

1. Der Vorgang der Himolyse geht mit Membranverdnderungen einher, wobel
einerseits eine vermehrte Durchlissigkeit in Richtung Zellinneres (Ablo-
sung und ballonférmige Blahung der Membran) und andererseits ein Ver-
lust an Zellstroma in Richtung Extrazellularraum erkennbar wird.

2. Neben vereinzelt auftretenden hyperchromen, pyknotischen Erythrozyten
treten — vor allem in der Anfangszeit — zahlreiche normochrom wirkende
Erythrozyten auf, deren Zytoplasma granuliert ist und die als erste Abbau-
stufe im Rahmen der Hamolyse zu verstehen sind.

3. Die Reihenfolge des Zellabbaus ist subcutan, intraperitonesl und subdural
identisch. Offenbar aber lauft die Erythrolyse in einem unterschiedlichen
Tempo ab, subdural schneller als subcutan und am langsamsten intraperito-
neal.

4. Im Untersuchungszeitraum von 7 Std und mehr (nach der Implantation)
konnten ausschlieBlich Sphérozyten, Sphoristomatozyten und stromaleere
Zellhiillen beobachtet werden. Zu keinem Zeitpunkt wurden typische bi-
konkave Erythrozyten (Discozyten), Echinozyten I (Zellen mit Spikes) bzw.
Sphiro-Echinozyten (sog. Stechapfelformen) festgestellt. Ebensowenig
stellten sich in den Priparaten Varianten der Fragmentation dar.

Die Frage ist, welche Faktoren bei vorliegendem Versuchsablauf die ver-
schiedenen Formvarianten und die eingetretene Hamolyse induzierten. Im
Schrifttum wird iiberwiegend die Himolyse innerhalb der Makrophagen beschrie-
ben, bei der extravasale Erythrozyten inkorporiert werden. Es ist jedoch auch
bekannt, da bei Himolyse zuerst (in wenigen Minuten) eine Himoglobindmie
auftritt und erst in der Folgezeit (nach Stunden) eine wesentliche Erythrophago-
zytose (Rifkind 1966). Dieses Phanomen muf als Hinweis darauf gewertet wer-
den, daf} tatséchlich — und zu einem vergieichsweise frithen Zeitpunkt — eine
extrazelluldre Himolyse moglich ist.

Diese Himolyse mag auch in den eigenen Experimenten z. T. durch Makro-
phagen bedingt sein, die sich um die Kapsel herum im umgebenden Gewebe je-
weils konzentrieren. Die Makrophagen enthalten und sezernieren ein Enzym,
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die Hami-Oxigenase (Pimstone et al. 1971). Dieses Enzym konnte in der Nihe
von Blutungen ab dem zweiten Tag in etwa zehnfacher Aktivitit nachgewiesen
werden (Laiho und Tenhunen 1984).

Da sich nicht alle Erythrozyten in jeweils gleichem Zustand der Hamolyse
und Membranauflgsung befanden, stellte sich ferner die Frage, ob das unter-
schiedliche Verhalten nicht durch das unterschiedliche Alter der Erythrozyten
selbst bedingt war. Aufgrund der sich innerhalb der ersten 60 Stunden ergeben-
den Abhingigkeit der Destruktion von der Zuordnung zur Kapseloberfliche
ergaben sich jedoch eher Anhaltspunkte dafiir, daB die Kontaktmdglichkeiten
mit dem umgebenden Milieu den wesentlichen Einflufl nehmen.

Unabhéngig von den reaktiven, Makrophagen-abhingigen Abbauvorgén-
gen diirften zusétzlich passive, milieubedingte destruktive Vorgéinge zu erwar-
ten sein. Die extravasalen Zellen unterliegen einer anaeroben Glykolyse, die
schiuBendlich zu einer ATP-Reduktion bzw. einem ATP-Mangel fiihrt. Die
Folge ist eine Schiadigung der Kalium-Natrium-Pumpe, so da Kalium aus der
Zelle freigesetzt und Natrium und Chlor sowie Flissigkeit in der Zelle ange-
reichert werden (Tosteson und Hoffman 1960; Weed und Reed 1966). Die be-
schriebene Elektrolytverschiebung als Folge des ATP-Mangels (Rous und
Turner 1916; Drew et al. 1939; Maizels und Whittaker 1940; Maizels und Pater-
son 1940) ist ebenso bekannt wie die Abhéingigkeit der Erythrozyten-Viabilitit
von dem ATP-Gehalt (Rapoport 1962; Yoshikawa und Nakao 1962; Dern et al.
1971; Dawson et al. 1971).

Als Folge des ATP-Mangels wird u.a. die Transformation von bikonkaven
Zellen zu runden Zellen angesehen (Ponder 1948; Nakao et al. 1960; Yoshi-
kawa und Nakao 1962), wobei es sich offenbar um einen reversiblen Vorgang
handelt (Weed und Lacelle 1969). Als Ursache fiir diese Transformation wird
eine voriibergehende Organisationsveranderung des Membranmaterials mit der
Folge einer Abnahme der effektiven Oberfliche angesehen.

Die Folge der anaeroben Glykolyse im Blutungsbereich ist u. a. eine pH-Er-
niedrigung. Besonders Stomatozyten sollen bei niedrigem pH entstehen (Jolly
1923; Bessis und Bricka 1950; Halpern und Bessis 1950; Weed und Bessis 1973).
Sphérostomatozyten konnten in vitro dann induziert werden, wenn ATP-armen
Erythrozyten ATP zugegeben wurde (Yoshikawa und Nakao 1962).

Ein morphologisches Aquivalent der Himolyse muB — wie bereits gesagt —
die Membranunterbrechung sein, wie sie fiir die osmotische, chemische und
immunologische Hémolyse von Dourmashkin und Rosse (1966) beschrieben
wurde. In den eigenen Befunden wiesen die bereits lichtmikroskopisch erkenn-
baren blasenférmigen Membranabhebungen indirekt auf eine derartige Perme-
abititsstorung, die bereits Trump und Ericson (1965) bzw. Bessis (1970) — je-
doch bei anderen Zelltypen — beschrieben haben. Bessis (1977) beobachtete
ferner bei osmotischer Lyse in hypotoner Lésung eine Ausstiilpung von Mem-
brananteilen, woraus ein Membrandefekt unterschiedlicher GroBe resultierte.
Prinzipiell muf ferner davon ausgegangen werden, dal zum Verlust von Himo-
globin die Zellmembran fiir mindestens 32 A durchgéingig sein muB, da das
Hiamoglobin-Molekiil diesen Durchmesser aufweist (Dourmashkin und Rosse
1966). Neuere Untersuchungen weisen ferner eine Membrandurchléssigkeit in-
folge eines abnehmenden pH’s bzw. einer abnehmenden Ionenkonzentration
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hin, wobei u. a. davon ausgegangen wird, daf} die sterische Oberfldchenstruktur
wihrend der Erythrozytenlagerung abnimmt (Hessel und Lerche 1985). Im cin-
zelnen wird ferner darauf hingewiesen, daf Phospholipide (Olthoff et al. 1979;
Shiga et al. 1979) ebenso wie Membranproteine bei negativer Beladung (Choy
et al. 1979; Walter et al. 1980) abnehmen. Die Folge ist eine vergroferte Mem-
brandurchlassigkeit, eine Vesiculation der Erythrozyten (Stibenz et al. 1981),
eine Abnahme des ATP, eine verdnderte mechanische Empfindlichkeit (Leuen-
berger et al. 1982) sowie eine Formverdnderung (Bessis 1977).

Die zitierten Befunde und Schluffolgerungen fuflen iiberwiegend auf Unter-
suchungen an menschlichen Erythrozyten. Damit stellt sich die Frage, ob Be-
funde an tierischen Erythrozyten, insbesondere an Erythrozyten von Kanin-
chen, mit menschlichen Erythrozyten vergleichbar sind. Es gibt keinen Zweifel,
daBl morphologische und physiologische Unterschiede zwischen Menschen- und
Kaninchen-Erythrozyten bestehen. Die Kaninchen-Erythrozyten haben einen
geringeren Durchmesser (7,5 pm gegeniiber 8,5 um beim Menschen — Ponder
1948), eine geringere Glykolyserate (Hinterberger et al. 1962) und eine ge-
ringere Uberlebenszeit von nur 40 bis 60 Tagen (Sprandel et al. 1980). Anderer-
seits wird von frithen Beobachtern geschildert, dal Himolyse und Nekrose der
Erythrozyten bei Kaninchen und Menschen sich sehr dhnlich verhalten (Rous
und Turner 1916).

Die am Kaninchen gemachten Beobachtungen sind somit iberwiegend nicht
direkt tibertragbar auf Verdnderungen beim Menschen. Sie geben ausschlie3-
lich Hinweise auf zu erwartende morphologische Veriinderungen, die moglicher-
weise beim Menschen dhnlich ablaufen. Die vorliegende Untersuchung beab-
sichtigte nicht, Aquivalente fiir Verinderungen am Menschen zu finden, son-
dern ausschlieBlich festzustellen, ob destruktive Verinderungen an Erythro-
zyten iiberhaupt im Rahmen der Wundaltersbestimmung von Bedeutung sein
konnen. Gleichzeitig sollte festgestellt werden, ob die Verinderungen in unter-
schiedlichen Kompartimenten unterschiedlich schnell ablaufen.

Die zuletzt genannte Frage konnte bejaht werden, wenn sich auch die Unter-
schiede ausschlieBlich durch Auszihlen erfassen lieBen. Die erste Frage kann inso-
fern bejaht werden, als eindeutig zeitabhingige Veridnderungen der Hidmolyse so-
wie der Membran auftreten. Es bleibt zu klaren, wieweit diese Verdnderungen sich
von der Destruktion bei postmortaler Lagerung unterscheiden. Diese Frage soll
durch eine in Vorbereitung begriffene Untersuchung zu postmortalen Veridnde-
rungen menschlicher Erythrozyten geklirt werden.

Danksagung. Zu groflem Dank verpflichtet sind die Autoren den Mitarbeiterinnen, Frl.
B. Grive und Frl. K. Stuka, fiir die technische Unterstiitzung bei Erstellung der elektronen-
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