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Transformationsvorginge in der Friihphase
der Entstehung des arteriellen Thrombus
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Evolution in the Early Changes in the Establishment of Arterial Thrombi

Summary. Ultrastructural studies of thrombi were carried out on the common
carotid artery of the rat using a method first described by Meng and Seuter
(1977). Induction of thrombus formation in vivo was achieved by chilling
of a small vessel segment under constant pressure and short-termed stasis.
Disturbance of the blood flow was produced by a silver clip. The damaged
vessel segments with the thrombotic deposits were removed 5, 10, 30 min,
and 1, 4 and 24 h after stimulation of thrombosis. They were fixed and
samples were studied as semithin and ultrathin sections morphologically
using light and electronmicroscopy.

In the maturation of thrombi exact time intervals could be determined.
The most important histopathological characteristics for age determination
of arterial thrombi in the early period of thrombogenesis were the cross
stripes of fibrin fibres. They appeared after 5 min, reaching a maximum
after 10 min and disappeared as a result of increasing fibre density after
1 h. After 4 h nearly complete retraction of fibrin fibres was found which
led after 24 h to the formation of a corresponding frame walling in the
corpuscular elements. Apart from this aggregation of thrombocytes, which
were of two different types were observed, one showing a fibrin-poor aggre-
gate in which the thrombocytes appeared densely packed with numerous
pseudopods, and one showing a thrombocyte poor aggregate with abundant
interposed fibrin fibres. Agglutination of platelets which occurred in the
thrombocyte-rich aggregate in the centre of the thrombus after 5 min led
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to thrombocytorrhexis after 30 min. The resulting cellular waste stimulated
phagocytosis by mononuclear cells and leucocytes. Because of this a massive
leucocytosis was found as a result of the early thrombocytorrhexis after
4 h. After 24 h the “viscous metamorphosis” in the fibrin-rich and in the
fibrin-poor aggregate was largely completed. Clumping and deformation
of erythrocytes was observed in the middle of the thrombus after 5 min
and at the periphery of the thrombus after 24 h. Haemolysis did not occur
within this time interval.

Key words: Experimental thrombosis — Early transformation processes —
Fibrin — Platelets — Viscous metamorphosis — Time-dependent morphological
changes.

Zusammenfassung. In unserer ultrastrukturell durchgefithrten Studie wurden
Thromben in der Arteria carotis communis von Ratten nach einer zuerst
von Meng und Seuter (1977) beschriebenen Methode experimentell erzeugt.
Induktion der Thrombusbildung erfolgte in vivo durch Unterkiihlung eines
kleinen GefiBabschnittes unter konstantem Druck und kurzfristiger Stase.
Eine Anderung des Blutflusses wurde durch einen Silberclip erzeugt. Die
geschidigten Gefiflsegmente einschlieBlich der Thromben bzw. deren Vorstu-
fen wurden nach 5, 10, 30 min und 1, 4 und 24 h nach der Thrombosestimula-
tion entnommen und fixiert. Semidiinnschnitte und Ultradiinnschnitte wur-
den im Licht- und Elektronenmikroskop morphologisch untersucht.

Den Transformationsvorgingen im Thrombus konnten exakte Zeitmar-
ken zugeordnet werden. Als wichtigstes histopathologisches Merkmal fiir
die Altersbestimmung arterieller Thromben in der Friihphase der Thrombo-
genese werteten wir die Querstreifung der Fibrinfasern. Diese trat bereits
nach 5 min auf, erreichte nach 30 min ein Maximum und verschwand als
Folge der zunehmenden Verdichtung der Fasern nach einer Stunde. Nach
4 h sahen wir eine weitgehende Retraktion der Fibrinfasern, die nach 24 h
zur Bildung des Fibrinfasergeriistes mit Einmauerung korpuskuldrer Ele-
mente fithrte. Uberdies beobachteten wir zwei Thrombocytenaggregate von
differenter Struktur. Wir unterschieden ein fibrinarmes Aggregat, in dem
die Thrombocyten dichtgepackt und pseudopodienreich erschienen von
einem thrombocytenarmen Aggregat mit reichlich interponierten Fibrin-
fasern. Die nach 5 min im Zentrum des Thrombus auftretende Agglutination
der Plittchen im thrombocytenreichen Aggregat fithrte nach 30 min zur
Thrombocytorrhexis und ergab daher einen weiteren Anhalt fiir die Alters-
bestimmung des Coagulum. Der entstandene cellulire Abraum stimulierte
mononucledre Zellen und Leukocyten zur Phagocytose. Daher sahen wir
nach 4 h eine massive Leukocytose als Folge der frithen Thrombocytorrhexis.
Nach 24 h war die ,,visc6se Metamorphose im fibrinreichen und fibrinar-
armen Aggregat weitgehend abgeschlossen. Innerhalb des beobachteten Zeit-
raumes entstand eine Verballung und bizarre Deformierung der Erythrocy-
ten, die bereits nach 5 min vom Zentrum des Thrombus ausging und nach
24 h die Peripherie erreichte. Eine Hamolyse der Erythrocyten war nach
dieser Zeit noch nicht erkennbar.
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Einleitung

Bisher liegen keine Arbeiten iiber morphologische Transformationsvorginge in
der Friihphase der Entstechung des arteriellen Thrombus im ultrastrukturellen
Bereich vor. Nur einige wenige Untersucher haben sich in lichtmikroskopischen
Studien mit zeitlich geordneten strukturellen Verinderungen im Thrombus be-
schiftigt (Irniger, 1963; Barmeyer und Reindell, 1969; Sandritter und Beneke,
1969; Sinapius, 1972; Leu, 1973; Doerr, Hoepker und Rossner, 1974). Eine
exakte Altersbestimmung von Thromben insbesondere von Coronararterien-
thromben ist z.Z. mit einer Zeitstreuung bis zu drei Tagen belastet (Doerr et al.,
1974). Diese Diskrepanz stellt uns vor ein grofles Problem im Hinblick auf
die noch nicht eindeutig abgeklirte Frage, ob die Coronarthrombose Ursache
oder Folge eines Herzinfarktes ist.

In einer Pilotstudie priiften wir, ob in der Friihphase der Thrombogenese
zeitlich geordnete und morphologisch faBbare, also gesetzméfBig ablaufende ul-
trastrukturelle Verdnderungen sich abspielen.

Material und Methode

Weibliche Albino-Ratten (Wistar SPF) mit einem Durchschnittsgewicht von 230 g standen fiir
die Versuchsausfilhrung zur Verfligung. Die Tiere erhielten Altromin® als Standarddidit. 16 h vor
dem Versuch blieben die Tiere niichtern, Trinkwasser stand ad libitum zur Verfiigung. Tm Versuch
standen 42 Tiere (7 Tiere/Gruppe) sowie 6 Tiere fiir die Kontrollserie. Zur Herstellung der Thromben
bedienten wir uns einer neuen standardisierten Technik, die von Meng (1975) und Schmidt (1975)
erstmals inanguriert wurde. Detaillierte Versuchsbeschreibung s. Meng und Seuter (1977) sowie
Seuter u.Mitarb. (1979).

Nach eingeleiteter Athernarkose wurde die linke Arteria carotis communis freigelegt und auf
ca. 1 em Linge freipripariert. Das GefdB wurde fiir 2 min in die Kiihlrille bei einer Temperatur
von —15° C eingelegt. Zusitzlich wurden die Arterien vor dem Kopf der Kiihlsonde (proximal)
abgeklemmt, was wihrend der 2 min zu einer Stase der Blutstrdmung fithrte. AnschlieBend wurde
distal (in Richtung des Blutflusses) zu der unterkiihlten Stelle ein Silberclip (lichte Weite 0,15 mm)
aufgesetzt. Die Vasektomie erfolgte nach jeweils 5, 10 und 30 min, sowie nach 1, 4 und 24 h.
Kurz vor der Entnahme wurden alle GefiBe in vivo mit heparinisierter, physiologischer Kochsalzlé-
sung gespiilt.

Aus den insgesamt 6 Zeitgruppen wurden jeweils bei 7 Tieren ca. 17 mm lange GefaBproben
entnommen. Diese wurden zur exakten topographischen Orientierung distal, d.h. strémungsfern,
etwa 2 mm ldngs eingeschnitten. AnschlieBend wurden die GefdBproben 16 h in 3%igem Glutaralde-
hyd in S6rensen-Puffer (155 mosm) fixiert.

Zur Kontrolle wurde zusétzlich eine Nullserie untersucht. Diese bestand aus 3 Gruppen mit
je 2 Tieren. Die GefdBle der Gruppel wurden direkt entnommen, gespiilt und fixiert. Bei der
Gruppe 2 wurde lediglich die Kiihlsonde aufgelegt, ohne Einschaltung des Kryostaten, so daf
eine GefdBkompression durch das Gewicht allein erzielt wurde. Bei der Gruppe 3 wurde zusitzlich
der Kryostat eingeschaltet und die Sonde bei —15° C eingesetzt. Allen Gruppen gemeinsam war
der Zeitfaktor 0, d.h. alle Proben wurden so schnell wie eben methodisch méglich durch Priparation
gewonnen. Alle fixierten Proben wurden anschlieBend mit einer Waschpufferldsung behandelt. Die
Nachfixierung erfolgte mit einer 1%igen OSQ,-Lésung. Eingebettet wurden die Proben in Araldit.
Semidiinnschnitte wurden mit Toluidinblau gefdrbt und lichtmikroskopisch betrachtet. Ultradiinn-
schnitte wurden mit Uranylacetat und Bleicitrat kontrastiert. Fiir die elektronenmikroskopische
Untersuchung stand ein Zeiss EM 9A zur Verfiigung.



154 W. Hofmann et al.

Ergebnisse
Fibrin

Im Zentrum des Thrombus findet man nach 5 min intermediire Fibrinogenket-
ten. Es handelt sich dabei nach Untersuchungsergebnissen von Koéppel (1962)
um das erste Produkt der Polymerisation von Fibrin. Daneben beobachtet man
in der frihen Phase der Thrombogenese bereits die laterale Kettenassoziation
von Dissoziationsprodukten der intermedifiren Fibrinogenketten. Hierbei entste-
hen durch Seit-zu-Seit-Lagerung intermedidrer Fibrinogenketten Fibrinfasern.
Als morphologisches Aquivalent der Faserbildung beobachtet man bereits nach
5 min eine beginnende Querstreifung (Abb. 1). Die nun folgende Lateralassozia-
tion der Fibrinogenketten fithrt nach 10 min zu einer fortschreitenden Fibrinfa-
serbildung (Abb. 2 und 3). Bemerkenswert ist, daB diese sich hiufig in der
Néihe von Erythrocyten und Thrombocyten lokalisiert. In einigen Féllen sieht
man einen direkten Kontakt der Fibrinfasern mit den Thrombocytenmembra-
nen. Solitdr liegende Fasern treten vergleichsweise selten auf. Die Rhythmik
der Querstreifung betrigt 230 A.

Insgesamt nimmt die Querstreifung der Fibrinfasern nach 10 min deutlich
zu und erreicht nach 30 min ihr Maximum. Die Fasern werden zugleich durch

Abb. 1. Fibrinfasern mit beginnender Querstreifung bei homologer Lateralassoziation intermedidrer
Fibrinogenketten nach 5 min. Vergroferung: 6200 x 4,2
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Abb. 2. Fortschreitende Fibrinfaserbildung mit ausgeprégter periodischer Querstreifung nach 10 min.
VergroBerung: 18000 x 2,4. Inset: Fibrinfaser mit deutlicher Querstreifung nach 10 min. VergroBe-
rung 62000

Abb. 3. Lateralassoziation von intermedidren Fibrinogenketten nach 10 min. VergroBerung
18000 % 2,4
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Abb. 4. Fibrinfasern mit maximal ausgeprégter Querstreifung nach 30 min. VergroBerung: 6200 x 2,4

kontinuierliche Lateralassoziation verbreitert (Abb. 4). Im Fortgang der Zeit
verdichten sich die Fibrinfaserbiindel zunehmend. Dieser Vorgang wird durch
die Schrumpfung der Fasern verstirkt. Die fortschreitende Retraktion fithrt
zu einem weitgehenden Verlust der Querstreifung. Die Bildung der Fibrinfaser-
biindel ist nach etwa 4 h nahezu abgeschlossen. Die Querstreifung geht durch
die Retraktion fast vollig verloren. Die Umrisse der einzelnen Fasern sind nur
noch stellenweise im Biindel erkennbar. Nach 24 h sind alle korpuskuldren
Elemente, insbesondere Erythrocyten und Thrombocyten im Fibringeriist einge-
mauert (Abb. 5).

Die histo-morphologischen Frithverdnderungen des Fibrin sind in einer sche-
matischen Ubersicht in der Tabelle | zusammengefaBt.

Thrombocyten

Im frischen Thrombus siecht man nach ciner Zeit von 5 min zwei differente
Plattchenaggregate. Zum einen ein fibrinarmes Aggregat, in dem die Thrombocy-
ten dichtgepackt und pseudopodienreich erscheinen (Abb. 6). Zum anderen ein
thrombocytenarmes Aggregat mit reichlich interponierten Fibrinfasern (Abb. 7).
Es handelt sich also um ein fibrinarmes und um ein fibrinreiches Aggregat.
Die intakten Plittchen dienen im fibrinreichen Aggregat als ,,Orientierungs-
und Kondensationszentrum der Fibrinfaserbildung* (de Robertis, 1955). Ob-
wohl sich eine unterschiedliche Neigung zur Pseudopodienbildung abzeichnet,
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Abb. 5. Vollstindige Retraktion der Fibrinfasern mit Einmauerung der korpuskuldren Elemente
(Erythrocyten, Thrombocyten) nach 24 h. VergréBerung: 3400 x 2,4

Tabelle 1. Schematische Ubersicht der Verinderungen des Fibrin und seiner Vorstufen wihrend
der ersten 24 h der Thrombogenese

Zeit Histomorphologische Verdnderungen des Fibrin

5 min intermedidre Fibrinogenketten
Fibrinfasern mit beginnender Querstreifung

10 min vermehrte Bildung von Fibrinfasern
Zunahme der Querstreifung

30 min Fibrinfasern mit beginnender Retraktion
Bildung von Fibrinfaserbiindel
volle Ausbildung der Querstreifung

lh Fibrinfaserbiindel mit fortschreitender Retraktion
zunehmender Verlust der Querstreifung

4h nahezu vollstandiger Verlust der Querstreifung
bei weitgehender Retraktion der Faserbiindel

24h Fibringeriist mit Einmauerung korpuskulérer Elemente

sind die Zellmembranen der Thrombocyten in beiden Aggregaten fast durchweg
intakt. Im fibrinarmen Aggregat zeigt sich eine beginnende Agglutination mit
Diskontinuitit der Membrangrenzen und Zentralisation des Granulomer. Nach
10 min beobachtet man im lockeren Gefiige des fibrinreichen Thrombocytenag-
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Abb. 6. Fibrinarmes, pseudopodienreiches Thrombocytenaggregat mit beginnender Agglutination
(Pfeil). Zentralisation der Granulomer nach 5 min. VergroBerung: 6200x 2.9

gregates zunchmende Pseudopodienbildung. Dagegen weisen solitdr gelegene
Thrombocyten auch bei Anwesenheit von Fibrinfasern keine Verdnderungen
auf. Bereits nach 30 min beginnt die Retraktion im fibrinreichen Plittchenaggre-
gat. Bemerkenswert ist, daB jetzt auch solitir liegende Thrombocyten vereinzelt
pseudopodiale Fortsitze ausbilden. Im fibrinreichen Aggregat nimmt die Agglu-
tination der Plattchen zu dieser Zeit erheblich zu (Abb. 8). Im Zentrum beob-
achtet man eine bizarre Deformation der Pldttchen und eine beginnende Throm-
bocytorrhexis, wodurch die Zellorganellen zu einer amorphen Masse verschmel-
zen. In der Peripherie des Aggregates liberwiegen die intakten Thrombocyten.
Im Gegensatz dazu zeigt das fibrinarme Aggregat nach 30 min lediglich ver-
stirkte Pseudopodienbildung und erste Zeichen beginnender Agglutination, die
nach 60 min deutlich erkennbar wird. Die Plidttchen nehmen ballondhnliche
Gestalt an. Agglutination und Thrombocytorrhexis nehmen nach 4 h in beiden
Aggregaten nur geringfiigig zu. Nach 24 h ist sowohl im fibrinarmen, als auch



Abb. 8. Fortgeschritiene Thrombocytenagglutination mit beginnender Aufldsiung der Zellorganelien
nach 30 min. VergréBerung: 3400 x2,7
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Abb. 9. ,,Viscdse Metamorphose® im fibrinreichen Aggregat nach 24 h. VergroBerung: 6200 x 2,5

Tabelle 2. Schematische Ubersicht der zeitabhidngigen morphologischen Veranderungen der Plittchen-

aggregate
Zeit Fibrinreicher Aggregattyp Fibrinarmer Aggregattyp
5 min wenige pseudopodienarme Thrombocyten pseudopodienreiche, dichtgepackte
mit reichlich interponiertem Fibrin Thrombocyten. Beginnende
Agglutination im Zentrum
10 min Zunahme der Pseudopodienbildung Zunahme der Agglutination
30 min beginnende Retraktion der Fibrinfasern Thrombocytorrhexis
lh Agglutination und beginnende Thrombocytorrhexis
Thrombocytorrhexis
4h Agglutination und beginnende Thrombocytorrhexis
Thrombocytorrhexis
24h weitgehende viscOse Metamorphose weitgehende viscose Metamorphose

im fibrinreichen Aggregat eine weitgehende ,,viscdse Metamorphose® (Eberth
und Schimmelbusch, 1866) eingetreten (Abb. 9). Die zeitabhédngigen morphologi-
schen Verdnderungen der Thrombocyten sind schematisch in Tabelle 2 darge-

stellt.
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Abb. 10. Granulocyt bei der Phagocytose zerfallener Thrombocyten nach 4h. VergroBerung:
6200x2,4

Erythrocyten

Nach 5 min beobachtet man Erythrocytenverballungen im Zentrum des Throm-
bus. Nach der Peripherie zu iiberwiegt cine geldrollenartige Schichtung der
roten Blutzellen. Unabhéngig von der Lokalisation scheinen die Thrombocyten
nicht miteinander verklebt zu sein, da die Zellmembranen gut gegeneinander
abgrenzbar sind. Vereinzelt beobachtet man den Kontakt zwischen Erythrocyten
und pseudopodialen Fortsidtzen der Thrombocyten. Nach 1h setzt sich die
Verballung der Erythrocyten in die Peripherie des Coagulum fort. Dabei kommt
es zu einer bizarren Deformierung der roten Blutzellen. Dieser Vorgang erreicht
nach 24 h die Peripherie. Eine Agglutination und eine Hémolyse tritt nicht
auf.
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Abb. 11. Endothelfreier Wandabschnitt (Pfeil) mit Fibrinfasern und Erythrocyten nach 1 h. Vergro-
Berung: 1700 x 2,9

Leukocyten

Leukocyten erscheinen nach 5 min nur ganz vereinzelt. Nach 30 min nehmen
segmentkernige Granulocyten und mononucledre Zellen etwas zu. Granulocyten
und Monocyten liegen meist in der Ndhe von Thrombocytenaggregaten. Nach
4 h entwickelt sich eine massive Leukocytose. Gleichzeitig treten als Folge der
Thrombocytorrhexis erhebliche Mengen celluliren Abraumes auf. Die meisten
Granulocyten zeigen zu dieser Zeit eine starke Phagocytose von Zelltrimmern
(Abb. 10).

Gefifswand

Nach 1h finden wir Erythrocyten in enger Nachbarschaft zu endothelfreien
Wandbezirken, denen vercinzelte Fibrinfasern angelagert sind (Abb. 11). Bei
erhaltenem Endothelsaum bleiben die roten Blutzellen mehr auf Distanz.

Innerhalb des von uns untersuchten Zeitraumes treten keine reaktiven Ver-
dnderungen der GefdBBwand auf. Auch nach 24 h sind keine Anzeichen fiir
eine beginnende Organisation des Thrombus zu erkennen.
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Diskussion

Nach der von Meng (1975), Schmidt (1975), Meng und Seuter (1977) sowie
Seuter u.Mitarb. (1979) beschriebenen standardisierten Technik konnte in einem
hohen Anteil der GefidBe arterielle Thromben erzeugt werden, die somit einen
Einblick in die Transformationsvorginge in der Frithphase der Thrombogenese
erlaubten. Durch die Methode war es mdglich, frisch entstandene Thromben
nach 5 min, 10 min, 30 min, 1 h, 4 h und 24 h sowohl in Semidiinnschnitten
als auch ultrastrukturell zu untersuchen. Alle experimentell induzierten Throm-
ben entstanden multifaktoriell.

Einerseits war der Kéltereiz wirksam, andererseits wurde wahrscheinlich das
exogene Gerinnungssystem durch dic Wandlésionen mitaktiviert. Endothelab-
schilferungen fithrten zur Freilegung subendothelialer Strukturen (z.B. Kolla-
gen) und damit zur Adhéision von Thrombocyten (Hugues, 1959; Spat et al.,
1962). Inwieweit Vorgdnge der Prostacyclin (PGI,)- und Thromboxan (TXA,)-
Balance beeinfluBt wurde, 146t sich anhand dieser Untersuchungen nicht
abschitzen. Die verminderte Blutstrémung wurde durch den distalen Clip wih-
rend des Thrombuswachstums verursacht. Die proximale Klemme und das Ge-
wicht der Kéltesonde fiihrten wahrend der 2 min dauernden Unterkithlung zur
Stase. In der Versuchsanordnung wurde mehr oder weniger die von Rudolf
Virchow im Jahre 1856 klar erkannte klassische Trias nachvollzogen, bei welcher
der Wandfaktor, der Blutfaktor und der Stromungsfaktor als Ursache der
Thrombogenese voneminenter Bedeutungsind. Die von uns angewendete Methode
kann mit dem Vorgang ciner GefaBwandverletzung verglichen werden, wobei
sowohl das Extrinsic- als auch das Intrinsic-System (via freigesetzter Plittchen-
faktoren) aktiviert werden.

Die theoretischen Grundlagen unserer Studie basieren vornehmlich auf den
Arbeiten Koppels (1962), der umfangreiche Untersuchungen an Polymerisations-
vorgéngen des Fibrin durchgefiihrt hat. Bei elektronenmikroskopischen Untersu-
chungen konnte er bis dahin unbekannte Polymerisationszwischenprodukte des
Fibrin beschreiben. Allerdings stammen seine Erkenntnisse von konstanten Be-
obachtungen des Gerinnungsablaufes von humanem Nativlbut auf Zaponlackfo-
lie extravasal.

In unserer Pilotstudie haben wir versucht, die Koppelschen Beobachtungen
auf das in vivo-Experiment zu transformieren. Im spontan gerinnenden Nativblut
fand Koéppel (1962) nach 2 bis 3 min die durch polare Kettenassoziation von
3 bis 8 Fibrinogenmolekiilen entstandenen intermedidren Fibrinogenketten, de-
ren Struktur bereits im Jahre 1950 von Braunsteiner u.Mitarb. bei ihren ultra-
strukturellen Untersuchungen beschrieben wurde.

Das Fibrinogenmolekiil besteht aus 3 Peptidkettenpaaren, die iiber Disulfid-
briicken verbunden eine symmetrische Konfiguration aufweisen (Hall und Slay-
ter, 1959; Gardlund et al., 1977). Nach Darstellung von Liischer (1961) werden
an diesen Fibrinmonomeren durch Peptidabspaltung Wasserstoffbindungen frei.
Im zweiten Polymerisationsschritt lagern sich dann intermedidre Fibrinogenket-
ten Uber diese Wasserstoffbindungen zu Fibrinfasern zusammen. Dieser Vorgang
wurde von Koppel (1962) als strukturhomologe Lateralassoziation bezeichnet.
Frithestens nach 15 min konnte er dabei das Auftreten der Fibrinfasern im
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spontan gerinnenden Nativblut beobachten. Das Fibrinnetz bildet das Endpro-
dukt dieses stufenweisen Polymerisationsablaufes. Als morphologisches Aquiva-
lent der Faserbildung beschrieb K&ppel (1962) ferner eine periodische Querstrei-
fung mit einer Rhythmik von 230 A, die mit unseren Messungen véllig identisch
war.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Koppel finden wir bereits nach 5 min
quergestreifte Fibrinfasern, nach 10 min nimmt der Kontrast der Querstreifung
zu und nach 30 min erreicht er sein Maximum. Nach Ablauf einer Stunde
ist die Querstreifung weitgehend verschwunden. Es handelt sich um Strukturver-
anderungen an den Fibrinfasern, die eine Altersbestimmung von Thromben
in der frihen Phase, d.h. bis zu einem Zeitraum der ersten Stunde zulassen.
Uber diesen Zeitraum hinaus fiihrt jedoch die Bildung von Fibrinfaserbiindeln
sowie deren Retraktion zu Verlust der Querstreifung, was bedeutet, daB das
Fibrin dann nicht mehr als Indikator fiir die Altersbestimmung herangezogen
werden kann.

Zeitabhéngige Verdnderungen finden wir auch bei den Thrombocyten. So
sind bereits nach 5 min zwei differente Formen der Aggregatbildung zu unter-
scheiden. Wir finden sowohl einen fibrinarmen Aggregattyp, bei dem die Throm-
bocyten dicht gepackt und pseudopodienreich erscheinen, als auch einen fibrin-
reichen Aggregattyp mit wenigen pseudopodienarmen Thrombocyten. Ein Pha-
nomen, das die Ergebnisse von Frost u.Mitarb. (1968), Rodman u.Mitarb.
(1962), Koppel (1958) und Schulz (1958) in vollem Umfang bestétigt.

In dem fibrinreichen Thrombocytenkomplex sehen wir bizarre Verformungen der Thrombocyten
mit teilweise zentraler Konzentration des Granulomer. Im Zentrum des fibrinarmen thrombocyten-
reichen Aggregates ist nach 5 min die beginnende Agglutination der Thrombocyten nachweisbar,
was an der gelegentlichen Diskontinuitdt der Plittchenmembrangrenzen und einer Zentralisation
des Granulomer erkennbar ist. Es handelt sich also um Verdnderungen, die die Initialphase der
,-viscdsen Metamorphose* im Sinne von Eberth und Schimmelbusch (1886) darstellen.

Auch Apitz (1942) unterschied lichtmikroskopisch zwei Stadien der Thrombocytenaggregation,
bei der zuerst die Thrombocyten noch gut gegeneinander abgrenzbar waren, spiter aber zu wolkigen
Massen zerflossen. Spéter durchgefiihrte lichtmikroskopische Untersuchungen von Rinehart (1955),
Hutter (1957) und Rodman u.Mitarb. (1962 und 1963) fihrten zur weiteren Differenzierung
zwischen Aggregation, Priagglutination, Agglutination und Thrombocytorrhexis. Die von uns beob-
achtete betonte Pseudopodienbildung im fibrinarmen Aggregaityp deuten wir als Abschluff der
Priagglutinationsphase. Mit der zentral beginnenden Agglutination der Thrombocyten entsteht
aus der reversiblen eine irreversible Thrombocytenaggregation. Im Gegensatz dazu stellt der fibrinrei-
che, aber pseudopodienarme Typ ein voll reversibles Aggregat dar. Die Pseudopodienbildung ist
ein energicabhédngiger ProzeB, bei dem groBen Mengen von ATP verbraucht werden und dadurch
ADP in vermehrtem MaBe anfillt (Bleyl, 1977).

Neuere Untersuchungen haben gezeigt, daB nicht nur der Untergang der
Thrombocytenmembran zur Freisetzung von ADP fithrt, sondern dafl auch
im umgekehrten Fall freies ADP intakte Zellmembranen schadigen kann (Char-
ter et al., 1977). Die volle Reversibilitit pseudopodienbildender Plattchenaggre-
gate ist damit in erster Linie von den Rest-ATP-Mengen abhingig, die zur
Aufrechterhaltung der Membranfunktionen ausreichen miissen (O’Brien, 1964).

Ist diese Pramisse nicht erfiillt und liegen als Abfallprodukte groBere Mengen
von ADP vor, so wird wiederum die Agglutination der Plittchen gefordert
(Brambel und Brambel, 1964; Gaarder und Laland, 1964). Dies scheint der
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Grund fir die rasche Metamorphose der Thrombocyten im pseudopodienreichen
Aggregat zu sein. Die Existenz zweier Thrombocytenaggregate, die sich in ihren
morphologischen Alterationen zeitlich unterschiedlich verhalten, sind fiir die
Altersbestimmung insbesondere in der Frithphase der Thrombogenese von be-
sonderer Bedeutung. So zeigt das thrombocytenreiche, fibrinarme Aggregat nach
30 min im Zentrum bereits Thrombocytorrhexis. Im Gegensatz dazu weist das
fibrinreiche Aggregat lediglich eine beginnende Faserretraktion auf.

Die Interaktion der Thrombocyten mit den Polymerisationsstufen des Fibrin
wurde ausfiihrlich von K6ppel (1962) dargestellt. Er vermutete, daBl Thrombocy-
ten einen Faktor mit Wirkung auf den ersten Polymerisationsschritt absondern,
der die End-zu-End-Vereinigung der Fibrinogenfiden bei Kontakt mit Thrombo-
cyten frither erfolgen 148t als thrombocytenfern.

Auch der zweite Polymerisationsschritt soll durch Thrombocyten beschleu-
nigt werden kdnnen, die einer bestimmten Belastung, z.B. Temperaturschwan-
kungen ausgesetzt worden sind. Dadurch soll aus dem Plittcheninneren ein
Faktor (moglicherweise Thromboxan) abgesondert werden, der die Faserbildung
fordert. Sehr wahrscheinlich spielen die von Koppel angefiihrten Temperatur-
schwankungen auch bei unseren Thromben eine Rolle. Die Retraktion der Fi-
brinfasern, deren Fortschreiten wir nach einer Stunde beobachten konnten, soll
durch die Thrombocyten mit Hilfe eines provozierenden Retraktionsfaktors be-
schleunigt werden kdénnen (Benthaus, 1969; Ballerini et al., 1959; Marx, 1957
und Sommer, 1958).

Diese Faserretraktion fithrt zu einer zunehmenden Einmauerung korpuskuld-
rer Elemente, die sehr wahrscheinlich nach 24 h nicht weiter vorangeht, da
die korpuskuldren Bestandteile im Coagulum eine strukturhomologe Lateralas-
soziation unterbinden. Zu den raumfordernden celluliren Elementen, die eine
Fibrinretraktion einschrianken, zdhlen auch die Erythrocyten. Sie spielen eine
wichtige Rolle bei der initialen hdmostatischen Pfropfbildung. Nach Untersu-
chungen von Berqvist u.Mitarb. (1976) ist den Erythrocyten in der Frithphase
der Gerinnung eine gréBere Bedeutung beizumessen als dem Kollagen der Gefal3-
wand. Turitto und Baumgartner (1975) deuteten den Kontakt zwischen Plattchen
und Erythrocytenmembran im Sinne einer physikalischen Wechselbeziehung.
Hingegen sind Berqvist u.Mitarb. (1976) der Ansicht, daB die Erythrocyten
iiber die Freisetzung von ADP den Ansto} zur Agglutination der Thrombocyten
geben.

Bei unseren Untersuchungen sahen wir bereits nach 5 min im Zentrum des
Thrombus vereinzelt eine Anlagerung von Thrombocyten an Erythrocyten, die
mit deutlicher Pseudopodienbildung einhergeht. Desgleichen sieht man eine Dis-
kontinuitdt der Plattchenmembran mit beginnender Zentralisation des Granulo-
mer. Die Erythrocyten zeigen zu diesem Zeitpunkt geldrollenartige Zusammen-
ballungen. Irniger (1963) vermutete, daB diese Formationen sofort nach der
Entstehung des Thrombus in seinen zentralen Anteilen auftreten. GemaB seinen
Aussagen soll dic Verballung der Erythrocyten nach 12 h auf die Peripherie
des Coagulum iibergreifen. Im Gegensatz dazu beobachteten wir, daB} dieser
ProzeB sich bereits nach einer Stunde vollzogen hatte. Die roten Blutzellen
sind dabei bizarr deformiert. Eine Hamolyse in den 24 h alten Thromben ist
nicht erkennbar.
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Tabelle 3. Histopathologische Merkmale zur Altersbestimmung art. Thromben in einem experimen-
tellen Thrombosemodell (Ratte).

Zeit Fibrin und Thrombocytenaggregate Erythrocyten Leukocyten
Vorstufen
fibrinreich fibrinarm
5min intermedidre wenige und pseudopodien-  vereinzelt Kon- treten nur
Fibrinogenketten pseudopodien-  reich takt zwischen vereinzelt
einzelne arme Thrombo- dichtgepackt Thrombozyten  auf
Fibrinfasern cyten beginnende und Erythro-
beginnende Agglut. zyten
Querstreifung im Zentrum  geldrollenartige
Zusammenlage-
rungen der
Erythrocyten
im Zentrum
des Thrombus
10 min Fibrinfasern Zunahme der Zunahme der zunehmende,
vermehrt Psendopodien-  Agglutination in die Peri-
Zunahme der bildung pherie rei-
Querstreifung (Priagglu- chende
tination) Erythrocyten-
verballungen
30min Fibrinfasern beginnende Thrombo-
Fibrinfaserbiindel Retraktion cytorrhexis
volle Ausbildung der Fibrin-
der Querstrei- fasern
fung (thrombo-
cytogener
Retrak-
tionsfaktor)
lh Fibrinfaserbiindel Agglutination bizarre Defor-
fortschreitende Thrombo- mierungen
Retraktion cytorrhexis der Erythro-
zunehmender Ver- cyten
lust der Quer-
streifung
4h vollige Retraktion maximale
der Faserbiindel Leukocytose Leukocytose
nahezu vollstin- Phagocytose
diger Verlust des cellula-
der Querstrei- ren Ab-
fung raumes
24 h Fibringeriist weitgehende weitgehende noch keine treten nur
mit Einmaue- viscose viscOse Hamolyse er- vereinzelt
rung korpusku- Metamorphose ~ Metamorphose  kennbar auf

larer Elemente
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Die weillen Blutzellen zeigen in der Friihphase der Thrombogenese keine
signifikanten morphologischen Verdnderungen. Erst nach 4 h tritt eine auffallige
Leukocytose auf; ecin Ergebnis, das sich weitgehend mit denen von Joergensen
u.Mitarb. (1967) deckt. Die Leukocyten zeigen eine Phagocytose zugrundege-
gangener Thrombocyten. Mdglicherweise ist die maximale Leukocytose zu die-
sem Zeitpunkt als Folge der frith einsetzenden Thrombocytorrhexis zu deuten.
Nach 24 h nimmt die Leukocytenzahl ab. Besondere morphologische Verdnde-
rungen der weillen Blutzellen kdénnen wir in dem von uns beobachteten Zeitraum
nicht feststellen, wobei wir allerdings {iber das beobachtungsfreie Intervall von
der 4. bis zur 24. h keine Aussage machen kénnen. Vermutlich treten aber
in diesem Zeitraum Verdnderungen an den Leukocyten auf, auf welche bereits
Lubnitzky (1885) und Irniger (1963) aufmerksam gemacht haben.

Reaktive Verdnderungen der GefiBwand, einschlieBlich des Endothelsaumes
sind in unserem Beobachtungszeitraum nicht auszumachen.

In der Tabelle 3 sind schematisch alle diejenigen Ergebnisse unserer Arbeit
zusammengestellt, die als Kriterien fiir die Altersbestimmung arterieller Throm-
ben in der Frithphase der Thrombogenese gelten konnen.

Frau Antoni, Herrn Ing. grad. Derks und Herrn Rieger sei fiir ausgezeichnete technische Assistenz
herzlichst gedankt.
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