J VVB LAUFERSWEILER VZRLAG







Das Werk ist in allen seinen Teilen urheberrechtlich geschutzt.

Jede Verwertung ist ohne schriftliche Zustimmung des Autors
oder des Verlages unzulassig. Das gilt insbesondere fur
Vervielfaltigungen, Ubersetzungen, Mikroverfiimungen
und die Einspeicherung in und Verarbeitung durch
elektronische Systeme.

1. Auflage 2008

All rights reserved. No part of this publication may be
reproduced, stored in a retrieval system, or transmitted,
in any form or by any means, electronic, mechanical,
photocopying, recording, or otherwise, without the prior
written permission of the Author or the Publishers.

1 Edition 2008

© 2008 by VVB LAUFERSWEILER VERLAG, Giessen
Printed in Germany

VVB LAUFERSWEILER VERLAG
édition scientifique
STAUFENBERGRING 15, D-35396 GIESSEN
Tel: 0641-5599888 Fax: 0641-5599890
email: redaktion@doktorverlag.de

www.doktorverlag.de



Alter und Vitalitat von konjunktivalen

Stauungsblutungen -

Expression von endothelialen Adhasionsmolekilen

INAUGURALDISSERTATION
zur Erlangung des Grades eines
Doktors der Medizin
des Fachbereichs Medizin der
Justus-Liebig-Universitat Giel3en

vorgelegt von

Antje Wy~R

aus Friedrichroda

GielRen 2007



Aus dem Institut fir Rechtsmedizin
der Justus-Liebig-Universitat

Leiter: Prof. Dr. Dr. R. Dettmeyer

des Fachbereichs Medizin

der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

Gutachter: PD Dr. M. Verhoff

Gutachter: Frau Prof. Dr. B. Lorenz

Tag der Disputation: 25.11.2008



Far

Johanna und Wolfgang






Inhaltsverzeichnis

1 EINIEIUNG - 1
1.1 Uberlegungen zur Pathogenese konjunktivaler Petechien im
historischen UBerbliCK............cccvovviiiiieiiiiece e 1
1.2 Die Konjunktiva: Anatomie und FUNKtion .............ccccccccieiiiiieeeicceceiiinn, 5
1.3 Die frihe Wundheilungsreaktion an der Bindehaut und die
endothelialen Adhasionsmolekule ... 7
1.3.1  Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) ..........euvvvvvrvvvennnnee. 8
1.3.2  Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) .......ccccooevieeivviinnnee, 10
1.3.3 Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) ........cccccoovveiiiiiiiiiiinn. 11
1.34 P-Selektin (CDB62-P-ANLIgEN) ....cccuuuriiiiiieeeieeeeiiiiee e 12
1.4 Die konfokale Laser-Scanning-MikroSkopie..................euvvviieveieeeeennnee. 15
15  Ziele der ArDeIt . ... 15
2 Material und Methoden ... 17
2.1 MAEEIIAL ... 17
2.1.1  AutolysezeiChen.........cco 17
2.1.2  Zuordnung der GIUPPEN ....coeevvvieiiiiieeeeeeeeeeies e e e e e e e e e e eees 17
2.1.3  UNtersuChUngSQUL........coiie e e i 20
214 Entnahme und Bearbeitung der Proben .........ccccoooiiiiiiiiiiiiinnnn. 25
2.1.5 Primér- und SekundarantiKOrper..............eeeeeeeeeeeveeeiiiiieeieeeeeeeenee. 25
2.1.6 Positiv- und Negativkontrollen .............ccccoveeeiiiiiiii e, 26
2.2 MENOAEN ... 27

221 Farbung der Schnitte fur lichtmikroskopische Untersuchungen.. 27



2.2.2 Farbung der Schnitte fur fluoreszenzmikroskopische
Detektionsmethode (CLSM) .....coooiiiiiiiiiieieceeeeei e 29
2.2.3  Auswertung und Dokumentation..............cccoeeieiin 30
2.2.4  Analyse der immunhistochemischen Farbung...........cccccccvnnnn.. 30
2.25  Statistische Methoden ............c.eeeviiiiiiiiiiie e 31
3 ErgebNiSSe. ... e 33
3.1 Lichtmikroskopische Untersuchung mit VCAM-1..........ccoovvviiivinnnnnnn. 33
3.2 Lichtmikroskopische Untersuchung mit VEGF und PDGFR................ 34
3.3 Lichtmikroskopische Untersuchung mit P-Selektin...........ccccoovvvvennnn.. 35
3.4  Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung mit P-Selektin ................. 37
4 DISKUSSION .. 49
A1 VCAM-L oo e 49
4.2 VEGFUNA PDGFR ...coooiiiiiiie 51
4.3 P-Selektin als Vitalitatsparameter ............cccceevvvveviiiiiiiee e 52
5 Zusammenfassung und AusbIiCK ... 56
6 ADSTITACT ... 58
7 LIteraturverzeiChNiS........c..uviiiiiiieee e 60
8 = LU o USSP 70
9 LEDENSIAUT ... 71
10 Verzeichnis wissenschatftlicher Publikationen..............ccccccoviiiininnnne 74
11 D= 1] SEST= T [ UL Lo PRSP 75
12 ANNANG Loeee e 77



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1

Abbildung 2
Abbildung 3

Abbildung 4

Abbildung 5

Abbildung 6

Abbildung 7

Abbildung 8

Abbildung 9

Abbildung 10

Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von Konjunktiva

und Kapillargefal3........coooriiii
Falle mit moderater bis starker Endothelreaktion (in %) ..........
Prozentuale Verteilung intraluminaler Gerinnsel......................

Fluoreszenzmikroskopische Darstellung (CLSM) von
P-Selektin an vital entstandenen konjunktivalen Petechien.....

Fluoreszenzmikroskopische Darstellung (CLSM) von

P-Selektin an unverletzten Konjunktiven ...............cccceeevvvvninnes

Fluoreszenzmikroskopische Darstelllung (CLSM) von
P-Selektin an vital entstandenen konjunktivalen Petechien,
stark gestaute GefaRe ...........uviiiiieiiiiiiieiiie e

Fluoreszenzmikroskopische Darstelling (CLSM) von
P-Selektin an vital entstandenen Petechien, massive

Congestion der Gefal3e und Rupturstelle ............ccoevvviiinnnn.

Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von P-Selektin an

postmortal entstandenen Gefal3lasionen.............ccccevvvvvvvnnnnnnn.

Fluoreszenzmikroskopische Darstellung (CLSM) von
P-Selektin an einer unverletzten Konjunktiva mit lokaler

ENntzUndungSreaktion ...............eeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeees

NegativKoNrolle ...........uuiiiee e



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1

Tabelle 2

Tabelle 3

Tabelle 4

Tabelle 5

Tabelle 6

Tabelle 7

Gruppe [=Kontrolle (N=19) ......oiiiiiiiiiee e
Gruppe lI=Artefakte (N=12)....coooiiiiiiiiii
Gruppe llI=Petechien positiv (N=65) ........ccccceevrrrveriiiiiiieeeeeee
Primar- und SekundarantikOrper............cccoevvviiiiiiie e

Endotheliale GefalRreaktionen bei VCAM-1
(LichtmiKroSKOPIE)......oei i

Endotheliale GefalRreaktionen bei P-Selektin

(LichtmiKroSKOPIE).. ... e e e e e

Endotheliale GefalRreaktionen bei P-Selektin

(FluoreszenzmikroSKOPI€).........uuiiieieiiiiiiiiiiiiee e



Abkiirzungsverzeichnis

Aa. Arterien

bzw. beziehungsweise

BSA Bovine Serum Albumin

CLSM Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie
ELAM-1 endothelial cell leukocyte adhesion molecule-1
et al. und andere

ICAM-1 intercellular adhesion molecule-1

IL-1 Interleukin-1

kDa Kilo Dalton

p Irrtumswabhrscheinlichkeit

PDGFR platelet derived growth factor receptor
PSGL-1 P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1
sVCAM-1 soluble vascular cell adhesion molecule-1

TNF-alpha Tumor-Nekrose-Faktor alpha

VCAM-1 vascular cell adhesion molecule-1
VEGF vascular endothelial growth factor
val. vergleiche

VWF von Willebrand Faktor

z.B. zum Beispiel






Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 UBERLEGUNGEN ZUR PATHOGENESE KONJUNKTIVALER

PETECHIEN IM HISTORISCHEN UBERBLICK

Konjunktivalen Stauungsblutungen kommt in der rechtsmedizinischen Praxis
besondere Aufmerksamkeit zu, treten sie doch im Zusammenhang mit
mechanischer Gewalteinwirkung gegen den Hals auf. Im 19. Jahrhundert vertrat
der franzésische Pathologe Auguste Ambroise Tardieu die Ansicht, petechiale
Blutungen in den Augenbindeh&duten seien allein durch die Asphyxie bedingt.
Hierunter verstand er den drohenden Erstickungszustand in Folge eines
Absinkens des Sauerstoffgehaltes und/oder einer Kohlenstoffdioxid-
Anreicherung im Blut. Petechien seien folglich als pathognomisch dem

Erstickungstod zuzuordnen.

Diese Annahme blieb jedoch nicht unwidersprochen. Von Hofmann betonte,
dass sich Ecchymosen unter dem Einfluss der Blutschwere nicht nur
vergroRern kénnten, sondern dass auch als Folge des Drucks der Blutsaule
vorher unversehrte Kapillaren bersten wirden und somit neue Blutungen
entstiinden, die von vital entstandenen Ecchymosen nicht zu unterscheiden
seien 92 % Ecchymosen, zu seiner Zeit definiert als punktférmige, etwa steck-
nadelkopfgrof3e Stauungsextravasate, die als Folge einer Blutstauung im
vendsen System und anschlieBender ZerreiBung kleinerer Gefalle mit
Blutaustritt ins umliegende Gewebe entstehen, sind mit der heutigen Definition

von Petechien gleichzusetzen 2,

Von Hofmanns Annahme wurde durch eine Versuchsreihe Ende des 19.
Jahrhunderts unterstitzt. In dieser wurden kurz vor der Geburt intrauterin und
kurz nach der Geburt verstorbene Kinder Uber einige Tage an den Beinen
aufgehangt, wobei in den ersten Stunden bis Tagen punkt— bzw. strichférmige
Blutungen in den Konjunktiven zu beobachten waren, die sich bei zunehmender
Hypostase noch vergréRerten % Auch wurde immer wieder tiber Blutflecken in

unterschiedlicher Form und GréRe an Hals und Gesicht berichtet, wenn Leichen
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in Bauchlage oder mit Gber dem Bettrand herabhdangendem Oberkdrper
gefunden wurden B* 9 %1 Apgesehen von Lagerungsartefakten und ihrem
Auftreten im Zusammenhang mit mechanischer Gewalt gegen den Hals wurden
solche Petechien bei verschiedenen anderen nicht natirlichen Todesarten wie
Verschittung, Ertrinken, Erh&ngen, Alkoholintoxikation aber auch bei
naturlichen Todesarten beobachtet . Zudem traten sie offensichtlich ebenso
beim Lebenden auf z.B. im Status epilepticus, bei schwerem und anhaltendem
Erbrechen, Husten, Niesen, respiratorischem Stridor, Bronchialasthma, Krupp
und Pressvorgangen bei der Entbindung ™ %!, Sje sind also keineswegs nur

bestimmten Erstickungsformen eigen.

Weitere Untersuchungen wurden in den 70er Jahren des letzten Jahrhunderts
an einem rechtsmedizinischen Untersuchungsgut (n=484) vorgenommen, wobei
die aufgetretenen Petechien und die Todesursachen protokolliert wurden M.
Bei Erwirgen und Erdrosseln waren ausnahmslos Petechien festzustellen.
Beim Bolustod, Aspirationstodesfallen und Ertrinken traten sie bei 13 Prozent
der untersuchten Falle auf. Bei den zur Untersuchung gelangten sechs reinen
Erstickungstodesfallen, wobei es sich um Verschluss der Atemwege durch
Hineindricken des Kopfes in eine weiche Unterlage und Ersticken in einer
Plastiktite handelte, wurden aber keine Petechien entdeckt. Somit war die
Annahme, die Aspyhxie sei die alleinige Ursache fur die Entstehung der
petechialen  Blutungen, nicht zu tragen, die rein asphyktische
Verursachungstheorie nicht aufrechtzuerhalten. Als gemeinsamer Faktor war
bei allen Todesursachen oder Zustanden ein ventser Rickstau im Hals-
Kopfbereich zu benennen, entweder bei Kompression des Halses oder bei
fortgeleiteten Verdnderungen der Dricke im intraabdominellen bzw.
intrathorakalen Raum. Das Fehlen von Petechien bei Thoraxkompression,
welches ebenfalls beobachtet werden konnte, ware z.B. durch Kompression
des linken Ventrikels und Sistieren des cardialen Outputs zu erklaren 2. Die in
Einzelfallen bei reinen Erstickungstodesfallen gerade auch bei alteren Opfern
auftretenden Petechien konnen bei hohem Bluthochdruck, einem fragilen
Gefal3system, unelastischen Begleitgeweben und einem erhéhten cardialen
Output durch einen ansteigenden vendsen Druck beim Anka&ampfen oder
Schreien gegen den Widerstand der verschlossenen auf3eren Atemwege im
Sinne eines Valsalva-Effektes erklart werden. Das Fehlen von Petechien in den
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Konjunktiven bei der Mehrzahl der Ertrinkungstodesfélle sei durch hohe

AuRendriicke, welche dem Gewebsdruck entgegenwirken, zu begriinden 2.

Andere Autoren diskutierten eine Kombinationstheorie, wobei neben den
genannten mechanischen Komponenten ein durch Sauerstoffmangel bedingter
Zellschaden unbedingt erforderlich sein soll. Nach lichtmikroskopischen
Serienschnittuntersuchungen an Stauungsblutungen stellte man die Vermutung
an, dass eine Diapedeseblutung das Korrelat der petechialen Blutung sei,
allerdings ohne tatsachlich einen solchen Erythrozytenaustritt eindeutig
beobachtet zu haben “%. Hier solle unter Diapedese das Auseinanderweichen
der Endothelien als Folge der hypoxischen Schéadigung durch Stauung und
Gewebsazidose verstanden werden, wobei der Blutaustritt dann durch diese
Poren erfolge. Eine solche Erythrodiapedese habe man bereits
elektronenmikroskopisch am Kapillarsystem zeigen konnen “°. Als Unter-
mauerung der Kombinationstheorie wurden Falle mit Reanimation angefuhrt.
Hierbei wurde angenommen, das GefaRendothel werde beim Sterbenden
zunehmend geschéadigt, die Druckerh6hung bei der Reanimation bringe dann
die Blutung hervor. Somit bestehe eine Verbindung zwischen Asphyxie und
Blutung. Diese Begrindung wurde aber von anderer Seite als nicht stichhaltig
zurickgewiesen, da die Todesursachen alle auch ohne Reanimation mit

3. 64 Zudem wurden Petechien bei

Petechien vergesellschaftet waren
schweren Traumen (z.B. Thoraxkompression bei Eisenbahnunfall) in
Bruchteilen von Sekunden produziert, wobei hier die Sauerstofftoleranz der
Endothelien in keiner Weise Uberschritten wird. Von 79 uberlebenden
Strangulationsopfern wiesen 14 Petechien auf, wobei eine Hélfte davon eine
Bewusstlosigkeit als Zeichen des gravierenden Sauerstoffmangels gezeigt
hatte, die andere Halfte aber nicht bewusstlos geworden war. Auch andere
Untersuchungen am Lebenden, bei denen gesunde Probanden in kopfuber
héangender vertikaler Position in den ersten zehn bis zwanzig Sekunden 80
Prozent des maximalen intraokul&ren Drucks erreichten und nach einer Minute
Hyperamie und Petechien zeigten, sprechen gegen eine wesentliche

251 Nach einer Minute war

Mitbeteiligung eines hypoxischen Zellschadens
zudem bei keinem der Probanden eine Hypoxie feststellbar. Wenn man diese
Feststellungen waurdigt, kommt dem geforderten zusatzlichen hypoxischen

Endothelzellschaden keine ausschlaggebende pathogenetische Rolle zu.
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Luke und Bschor brachten Petechien im Bereich des Kopfes in Zusammenhang
mit dem ansteigenden Gefal3druck als Folge einer Kompression im Hals- und
Nackenbereich 2% %8 |n einem 1967 durchgefiihrten Experiment fand Luke
heraus, dass sich nach Anlage eines Verbandes um den Hals bereits
vorhandene Petechien, insbesondere in den Konjunktiven, gefolgt von
Gesichts- und Kopfhaut noch weiter verstarkten. So wurde auch die Vermutung
geaulert, dass der Druck auf die Venen grof3er sei als auf die arteriellen
Gefal3e. Bschor fuhrt aus, dass der vendse Ruckstrom bei der Halskompression
unterbunden werde, wahrend der arterielle Zufluss erhalten bliebe. Hierbei
Uberschreite dann der Druck in den vendsen Kapillaren den physiologischen
Kapillardruck von zehn Zentimeter Wasserséaule. Als Folge reil3en die Gefalie
und es komme hieraus dann zur Blutung ®%. Nach Grellner und Madea seien
petechiale Blutungen an Haut und Schleimhauten des Kopfes Uberwiegend die
Folge eines intrakapillaren Druckanstiegs mit Zunahme des von innen nach
auRen gerichteten transvaskuldren Druckgradienten ©° %%, Dort, wo der hydro-
statische Druck den Gewebedruck am schnellsten Ubersteigt, n&dmlich im
lockeren Gewebe der Augenbindehaute, sei am ehesten mit dem Auftreten der
Blutungen zu rechnen. In den strafferen Geweben des Gesichts hielten die
GefalRe noch langer den veranderten Druckverhdltnissen stand. Co-Faktoren,
die zur Genese der Petechien beitragen sollen, seien in Lebensalter, Korper-

masse und Herzgewicht zu finden 2 53,

Nach empirischen Erhebungen, experimentellen Untersuchungen und den
Beobachtungen aus der rechtsmedizinischen Praxis war theoretisch eine rein
mechanische Genese von Petechien anzunehmen ?2. Mittels der konfokalen
Laser-Scanning-Mikroskopie konnte nunmehr auch das pathomorphologische
Korrelat der konjunktivalen Petechie gesichert werden. Dieses besteht in
multiplen Rupturen von maximal gestauten Kapillaren und Venolen. Die
konjunktivale Petechie ist demnach als Rhexis-Blutung identifiziert und die

mechanische Genese somit auch von pathomorphologischer Seite untermauert
(48]
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1.2 DIE KONJUNKTIVA: ANATOMIE UND FUNKTION

Der etwa 7,5 g schwere, beim Erwachsenen circa 24 mm lange Bulbus oculi
liegt geschuitzt in der kndchernen Orbita. Er wird in seiner Lage gehalten von
vier geraden und zwei schragen Augenmuskeln sowie dem nasal hinten
eintretenden Nervus opticus. Der Bulbus selbst ist von einer sehr lockeren
bindegewebigen Hulle, der Tenon Kapsel, umgeben. Sie umgibt im vorderen
Bereich auch die Augenmuskeln. Der weitere Orbitaraum ist von lockerem
Binde- und Fettgewebe ausgefullt. In ihm verlaufen Nerven und Gefal3e. Nach

vorn ist die Orbita durch die Bindehaut abgeschlossen % 83,

Die Bindehaut des Auges ist eine schleimhautéhnliche Fortsetzung der aul3eren
Haut und stellt eine mechanische Barriere fir von auRen kommende infektiose
Keime dar. Sie erstreckt sich als Konjunktiva bulbi vom Limbus corneae zur
oberen und unteren Ubergangsfalte als Fornix konjunktivae und geht dort als
Konjunktiva palpebrarum und Konjunktiva tarsi sowohl auf die Innenseite der
Lider als auch der Tarsi Uber. Sie ist transparent, so dass die Lederhaut unter
der Konjunktiva bulbi sowie die Meibom Drusen unter der Konjunktiva tarsi
sichtbar sind. Wahrend die Konjunktiva tarsi eine feste Verbindung mit dem
Tarsus bildet, ist die Konjunktiva bulbi nur lose mit ihrer Unterlage verbunden
und frei verschieblich. Die obere und untere Ubergangsfalte sind stark
aufgefaltelt und dienen als Reserve fur extreme Augenbewegungen. Im inneren
Lidwinkel befindet sich die Plica semilunaris, eine Schleimhautduplikatur. Sie ist
das Rudiment der Nickhaut aus der Phylogenese, die im Tierreich als
zusatzlicher Schutz des Auges dient und sich reflektorisch von der nasalen
Seite her vor den Bulbus schieben kann. Nasal davon liegt die Caruncula
lacrimalis, ein hautéhnliches Tranenwéarzchen, welche vereinzelt Haare und

Driisen besitzt 84,

Die Konjunktiva bulbi tragt ein mehrschichtiges, nicht verhornendes
Plattenepithel mit Becherzellen. Diese bilden ein schleimiges Sekret zur
Anfeuchtung des Auges, verleihen ihm somit eine glanzende Oberflache und
stellen einen wesentlichen Bestandteil des prékornealen Tranenfilms dar. Die
tarsale Bindehaut besitzt ein mehrschichtiges Zylinderepithel und ist reich an

follikelahnlichen Ansammlungen von Lymphozyten und Plasmazellen. Weiterhin
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sind auch Makrophagen und Antigen-prasentierende Langerhanszellen
anzutreffen. Zusatzlich sind unspezifische antimikrobiell wirksame Substanzen
vorhanden %, Sowohl die Substantia propria als auch das darunter liegende
episklerale Gewebe bestehen aus stark vaskularisiertem Bindegewebe mit
vielen Fibrozyten, LymphgefaRen und Nervenfasern. Im Epithel der Konjunktiva
sind funf strukturell unterschiedlich aufgebaute Zellphanotypen, vermutlich als
Ausdruck einer funktionellen Spezialisierung wie Resorption, Proliferation und
Synthese von Abwehrstoffen, anzutreffen. Aufgrund der reichlich vorhandenen
und in der Umschlagsfalte gut geschitzten Stammzellen und der guten
Vaskularisierung besitzt das Bindehautepithel und auch das darunter liegende
Stroma ein ausgesprochen gutes Wundheilungspotential, was eine schnelle

Expression von Wundheilungsparametern erwarten lasst 1°,

Die arterielle Versorgung der Konjunktiva palpebrarum wird von den Asten der
Aa. palpebrales mediales und laterales gewahrleistet. Die Arterien der
Konjunktiva bulbi hingegen stammen aus den Aa. ciliares anteriores. Hierbei
handelt es sich um Aste der Arterien der vier geraden Augenmuskeln. Sie
bilden am Hornhautrand ein Randschlingennetz. Sie lassen sich leicht mit der
Bindehaut verschieben und durch Druck entleeren. Die etwas starkeren Venen
verlaufen meist unabhangig von den zugehorigen Arterien B!, Alle BlutgefaRe
der Konjunktiva zeichnen sich durch ihre F&higkeit aus, sich bei
unterschiedlichen Reizen rasch und stark erweitern zu kénnen (siehe Abbildung
1). Es kommt zur Absonderung von Exsudat und Blutzellen in das konjunktivale
Stroma und damit sowohl zu einer entzindlichen Schwellung als auch zu einer
leukozytaren Infiltration. Die hohe Reagibilitat der Bindehaut lasst sich mit den
vielen und weit verzweigten sensiblen Nerven in ihrem Stroma und in der
Cornea erklaren. Dieser Aufbau macht die Konjunktiva zu einem typischen Ort

immunologischer Reaktionen %!,
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ABBILDUNG 1 FLUORESZENZMIKROSKOPISCHE DARSTELLUNG VON KONJUNK-
TIVA UND KAPILLARGEFAR

(@) Ubersicht konjunktivale Petechien, gefiillte und dilatierte Gefae der Endstrombahn (mm)),
Blutextravasationen (3®). 78 Jahre, weiblich, Kompression der Trachea in hilfloser Lage.
Leica TCS SP, HL PL FLUOTAR, 10,0 x 0,3; zoom, 1; (1OO|.|m)2 X 9um

(b) Konjunktiva, KapillargefaR (m)), CD31/FITC, normaler Befund. 82 Jahre, weiblich, Polytrauma.
Leica TCS SP, PL APO, 100,0 x 1,40 OIL; zoom, circa 1,48, (67;1m)2 X 64m

1.3 DIE FRUHE WUNDHEILUNGSREAKTION AN DER BINDEHAUT

UND DIE ENDOTHELIALEN ADHASIONSMOLEKULE

In der Initialphase der Wundheilung kommt es bei einem Trauma mit
Gefal3verletzung, die wie nachgewiesen das pathomorphologische Korrelat der
konjunktivalen Stauungsblutung darstellt, zum Eintritt von Blutplasma-
komponenten, Thrombozyten und Leukozyten in das Wundgebiet (siehe
Abbildung 1). Es folgt die Aktivierung der Gerinnungskaskade und die
Akkumulation von Fibrin und Fibronektin zur Bildung eines Koagels. Nach einer
solchen Schadigung an den konjunktivalen Endothelien ist bei vitaler
Entstehung die Initialisierung von Wundheilungsprozessen zu vermuten,
maoglicherweise der Verletzung im Rahmen einer OP mit sterilen Kautelen nicht
undhnlich. Nach chirurgischen Erfahrungen spielt bei der sterilen
GefalRverletzung in erster Linie und schon im Minutenbereich P-Selektin, spater
aber auch L-Selektin bei der Wanderung der Leukozyten in das Wundgebiet
eine Rolle. E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1 sollen hier, im Fall der sterilen
GefaRverletzung unter chirurgischen Kautelen keinen Einfluss besitzen 3. An
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unsterilen Hautwunden aus Obduktionsgut und chirurgischem Exzisionsmaterial
hat sich insbesondere das Adhasionsmolekil P-Selektin als aussagekraftig
erwiesen, wobei sein frihestes Auftreten mit drei Minuten beschrieben wurde
[18.19.20] \cAM-1 hingegen konnte nach friihestens drei Stunden, dafiir aber bis
zu dreieinhalb Tage nach Verletzung nachgewiesen werden [ 2% Mit
steigendem Wundalter gewinnt der Wachstumsfaktor VEGF zunehmend an
Bedeutung. Es wird vermehrt ab dem vierten Tag, signifikant jedoch erst

zwischen dem siebten und vierzehnten Tag exprimiert [,
1.3.1 Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1)

VCAM-1 ist ein 110-kDa-Protein, welches von GefalRendothelzellen, Gewebs-
Makrophagen, dendritischen  Zellen,  Knochenmark-Fibroblasten  und
Myoblasten prasentiert wird. Aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit zu

Antikdrper-Molekilen gehort es zur Immunglobulin-Superfamilie.

Es spielt als Adhasionsmolekil und Kostimulans eine entscheidende Rolle bei
der Leukozytenemigration aus den Gefal3en in das umliegende Gewebe und ist
somit an der Regulation inflammatorischer Prozesse wesentlich mitbeteiligt. Es
unterstitzt durch seine Interaktion mit dem Zelloberflachen-Heterodimer
Integrin-a4p1, dem so genannten leukocyte very late antigen-4 (VLA-4) die
Adhasion von Lymphozyten, Monozyten, natirlichen Killerzellen, eosinophilen
und basophilen Granulozyten. Bekanntermal3en interagiert es aber auch
schwach mit dem eng verwandten Integrin-a4f7 auf Leukozyten °> °% 731 Die
genannte Bindung an die Integrine auf der Leukozytenoberflache fluhrt zur
festen Anheftung der Abwehrzellen an das Endothel. Dieses gilt als
Voraussetzung fur die Auswanderung von Leukozyten aus den BlutgefalRen.
Nachdem sich die Leukozyten entlang der Endothelien zu einer endothelialen
Zellgrenze bewegt haben, verlassen sie das Gefald im Sinne einer echten
Diapedese. Bevorzugte Orte der Leukozyten—Emigration sind ganz besondere,
mit charakteristischen Adhéasionsmoleklilen ausgestattete, postkapillare
Venolen (HEV), die sich in allen sekundaren Lymphgeweben, entzindlichen
Herden und auch in den Augenbindehduten befinden. VCAM-1 st
hauptsachlich an aktivierten Endothelzellen vorhanden, wird aber auch von
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Gewebsmakrophagen, dendritischen Zellen, Knochenmarksfibroblasten und

Myoblasten exprimiert 361941,

Es soll generell an allergischen Reaktionen (Aktivierung von Eosinophilen tber
Interaktion VLA-4/VCAM) beteiligt sein, da es durch IL-4 auf Endothelzellen

[76]

aufreguliert wird Dieser Nachweis konnte jedoch fur allergische

Entziindungsreaktionen an der menschlichen Konjunktiva nicht erbracht werden
B9 Zudem wird es bei einem umfassenden Spektrum inflammatorischer
Pathologien exprimiert einschlief3lich der AbstoRRung kardialen
Transplantationsgewebes, bei atherosklerotischen L&sionen, bei der Multiplen
Sklerose, der arthritischen Synoviitis und einer Vielzahl entzindlicher
Hauterkrankungen [®). Auch ein bestehender Diabetes mellitus wird mit einer
ansteigenden Pravalenz endothelialer Dysfunktion in Verbindung gebracht '*.
Setzt man Endothelzellen Uber einen Zeitraum von circa 24 Stunden hohen
Glucosekonzentrationen aus, kann bereits eine vermehrte Expression der
Adhasionsmolekille VCAM-1, ICAM-1 und ELAM-1 verzeichnet werden . Die
Induktion von Adhasionsmolekilen auf der Endotheloberflache gehdrt somit zu
den ersten Schritten in der durch hohe Glucosekonzentration hervorgerufenen
endothelialen Dysfunktion. In den Fallen mit bestehendem Diabetes muss
aufgrund dessen eine gesonderte Auswertung der Ergebnisse erfolgen.
Weiterhin wurde in einer Studie von Hansen et al. die Wirkung von
Wachstumshormonen auf endotheliale Adhasionsmolekile und auf das
vaskuldre Zelladhasionsmolekiil-1 (VCAM-1) untersucht *®!. Dabei fanden sie
heraus, dass bei gesunden Probanden, die mit Wachstumshormonen behandelt
wurden, eine im Serum signifikant erhéhte Expression von VCAM-1 (p < 0,01)
festzustellen war. Dieses Ergebnis bestatigt die Vermutung, dass
Wachstumshormone die Expression von VCAM-1 indirekt durch Modulation von
weiteren  zirkulierenden  Faktoren stimulieren. Die Einnahme von
Wachstumshormonen zahlt hiermit ebenso zu den positiven Determinanten der

VCAM-1 Expression und muss infolgedessen Fall bezogen diskutiert werden.

VCAM 1 soll zudem in einer I&slichen Form (sVCAM-1) vorliegen %%, Lgsliche
VCAM-1-Level wurden hierbei auch im Serum Gesunder nachgewiesen '?.
Patienten mit einem Diabetes mellitus Typ 2 weisen erhdhte Serumspiegel

l6slicher Adhasionsmolekile als Ausdruck der Endothelaktivierung auf, so auch
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Patientinnen, die orale Kontrazeptiva einnehmen, denn auch diese erhéhen
nach aktuellen Untersuchungen die lI6sliche VCAM-1-Konzentration ©°.
Weiterhin konnen erhohte sVCAM-1 Konzentrationen bei verschiedenen

Krankheiten entdeckt werden:

- Krebs B ovarial, gastro-intestinal, renal, Blasenkrebs, Non-Hodgkin-

Lymphom B

(34]

- Autoimmunkrankheiten: systemische Sklerose ", systemischer Lupus

erythematodes "2, rheumatoide Arthritis B
- Infektionen: Sepsis, Meningitis, Malaria

- Entziindungen: Vasculitis B% primare biliare Zirrhose ¥, Wegener

Granulomatose [

[29

- sonstige Krankheiten: eingeschrankte Nierenfunktion *®, Hamodialyse,

Hyperthyreose, Nierentransplantat >

Der Antikorper VCAM-1 (CD106) markiert Zellen, die das vascular cell adhesion
molecule-1 exprimieren, einschliellich Endothelzellen, follikularer dendritischer

Zellen, interdigitierender Zellen und Synoviozyten.

An der menschlichen Hautwunde aus Obduktionsgut und chirurgischem
Wundexzisionsmaterial wurde das Adhasionsmolekil frihestens drei Stunden
und spatestens dreieinhalb Tage nach der Verletzung nachgewiesen 9 29,
Andere  Untersuchungen geben die friheste immunhistochemische
Nachweisbarkeit von VCAM-1 mit 30 Minuten, die regelméfige Nachweis-
barkeit mit eineinhalb Stunden nach Verletzung an menschlicher Haut an % €%,
Unter sterilen Bedingungen konnte bei Inzision der Konjunktiva keine

Veranderung der VCAM-1-Expression beobachtet werden 3!,
1.3.2 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Der vascular endothelial growth factor (VEGF) gehort zur Familie der platelet-
derived-growth-factors (PDGF). Die Substanz hat ein Molekulargewicht von
45kDa und weist eine Homologie von 24 Prozent zur B-Kette des PDGF auf.
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Insgesamt existieren vier Isoformen des VEGF, die beiden kleineren VEGF-
Isoformen VEGF 165 und VEGF 121 stellen sezernierte Proteine dar, welche
als weit verteilte Agenzien wirken, wahrend die beiden grol3eren, VEGF 189
und VEGF 206, zellgebunden bleiben. Das hier untersuchte VEGF 121 kann im
Zytoplasma, auf der Zelloberflaiche und der extrazellularen Matrix

immunhistochemisch lokalisiert werden.

In der Hauptsache sind die Endothelzellen im Hinblick auf die Sekretion von

[71]

und in der Antwort auf VEGF involviert . VEGF wird aber auch von

Epithelzellen, Makrophagen sowie Fibroblasten produziert ®*. Nach Arbeiten
von Mor et al. seien auch T-Lymphozyten fahig, VEGF zu sezernieren, wenn sie
durch spezifische Antigene, Interleukin-2 oder aber auch durch Hypoxie
stimuliert werden ¥, Somit kénnten aktivierte T-Zellen an einer verstarkten
Angiogenese wesentlich mitbeteiligt sein, indem sie VEGF an inflammatorische
Bereiche lieferten. VEGF wiederum konne die proinflammatorische T-Zell-
Differenzierung verstarken. Auf3erdem induziert der Wachstumsfaktor VEGF die
Proliferation und Differenzierung der Endothelzellen und wirkt chemotaktisch
auf Monozyten > 32 Er steigert die Vasopermeabilitat und fordert weiterhin die
Koagulation im Blut . VEGF wird vermehrt bei Heilungsprozessen mit
gesteigerter Angiogenese, in heilenden Wunden und bei chronisch
entzindlichen Krankheiten wie beispielsweise bei Psoriasis oder bei

Rheumatoider Arthritis exprimiert %271,

An menschlichen Hautwunden konnte VEGF vereinzelt bereits Stunden nach
Verletzung, haufiger jedoch mit zunehmendem Wundalter ab vier Tagen und
signifikant zwischen dem siebten und vierzehnten Tag nachgewiesen werden
38 Es liegen Ergebnisse vor, dass VEGF bis einschlieRlich 21 Tage nach

Wundenstehung beobachtet werden kann 2.
1.3.3 Platelet-Derived Growth Factor (PDGF)

PDGF ist eines der zahlreichen Proteine, welches fur die Regulation des
Zellwachstums und der Zellteilung verantwortlich ist. Es spielt eine wesentliche
Rolle in der embryonalen Entwicklung, der Zellproliferation, der Migration sowie

der Angiogenese. PDGF wirkt mitogen auf Zellen im Bereich einer Wunde und
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fordert auf diesem Wege die endotheliale Proliferation 3% 8% %1 per
Wachstumsfaktor wird hauptsachlich von Thrombozyten, aber auch von
Endothelzellen, Makrophagen, Fibroblasten, Megakaryozyten, vaskularen
Muskelzellen, Gliazellen und anderen Zellarten produziert **. Die Substanz ist
ein Dimer mit einem Molekulargewicht von 24kDa, welches variabel aus den
Peptidketten A und/oder B zusammengesetzt sein kann. Daraus resultieren die
drei Isoformen AA, AB und BB. Die haufigste Isoform in humanen
Thrombozyten ist AB mit 65-70 Prozent, gefolgt von BB mit 20-30 Prozent.

Es existieren zwei spezifische PDGF-Rezeptoren, o und 3, welche unmittelbar
an der Zellmembran lokalisiert sind, wobei die [B-Rezeptoren zahlenmafig
iiberwiegen 1. An den a-Rezeptor binden alle drei Isoformen des PDGF. Der
B-Rezeptor hingegen bindet nur an die B-Kette, das BB-Homodimer folglich mit
hoher und das AB-Heterodimer mit geringerer Affinitat. Das AA-Homodimer
wird nicht gebunden ™. PDGF wirkt auf parakrinem oder autokrinem Wege
chemotaktisch und mitogen auf Fibroblasten, glatte Muskelzellen, Monozyten,
Neutrophile, Mesenchym- und Entzindungszellen. Aul3erdem wurden
zahlreiche Effekte auf die extrazellulare Matrix beschrieben. So stimuliert PDGF
zum Beispiel die Produktion von Hyaloronsaure, Fibronektin und Kollagenase.
Die vermehrte Expression von PDGF wird mit verschiedenen Erkrankungen wie
beispielsweise Arteriosklerose und malignen Prozessen in Verbindung

gebracht.

Hinsichtlich der Nachweisbarkeit von PDGF an Hautwunden liegen derzeit

keine Untersuchungsergebnisse vor.
1.3.4 P-Selektin (CD62-P-Antigen)

P-Selektin ist ein 140kDa grol3es transmembranales Glykoprotein und gehort
zusammen mit CD62E (E-Selektin) und CD62L (L-Selektin) zur Familie der
Selektine *® %!, Selektine fordern im Allgemeinen inflammatorische Reaktionen,

indem sie die Rekrutierung der Leukozyten erleichtern °°!.

In inaktiven Endothelzellen wird P-Selektin in den so genannten Weibel-Palade
bodies zusammen mit dem von Willebrand Faktor (vVWF) gespeichert [ 7 661
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AulRerdem wird es auch intrazellular in Megakaryozyten und Thrombozyten,
umgeben von der Membran sekretorischer alpha-Granula, aufbewahrt 1% ¢ 67
%8871 In dieser Form vorliegendes P-Selektin induziert in der Immunfarbung mit
Anti-CD62P keine detektierbare Reaktion. Werden in Folge einer Schadigung
Blutplattchen und Endothelzellen im Rahmen der Wundheilungsprozesse durch
chemotaktische Agonisten wie Thrombin, Histamin, Lipopolysaccharide (LPS)
oder Sauerstoffradikale aktiviert, verschmelzen die Speichergranula umgehend
mit der Plasmamembran der Zelle, die nunmehr CD62P innerhalb von Minuten
auf ihrer Oberflache exprimiert (37 37 02 74. 75 871 ' pjag fijhrt zur Adhésion von
Leukozyten, die bereits nach circa einer Stunde wieder beendet ist *"). Die
Expression ist nur von kurzer Dauer und erreicht ihr Maximum bereits nach
zehn Minuten. P-Selektin ist daher ein wichtiger Marker bei kurzen

Uberlebenszeiten 7,

Eine zusatzliche Synthese des Adh&sionsmolekils wird durch Zytokine wie
Interleukin-1 (IL-1) oder den Tumornekrosefaktor o (TNF-a) innerhalb der
ersten zwei Stunden nach Aktivierung erreicht. Das Antigen ist in diesem
Zeitraum der immunhistochemischen Detektion zugéanglich, die Verteilung von
P-Selektin kann wiederum Aufschluss Uber die verschiedenen Stadien der
Aktivierung geben. Aus physiologischer Sicht dient CD62P so, auf den
Oberflachen von aktivierten Thrombozyten und Endothelzellen exprimiert, als
Rezeptor fiir neutrophile Granulozyten und Monozyten ®”). Der Hauptligand fiir
P-Selektin ist PSGL-1 (P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1), der generell auf den
Leukozyten gefunden werden kann. Dieser Ligand bindet an das an der
GefalRwandauskleidung haftende P-Selektin. Die Leukozyten scheinen im
Rahmen solcher Bindungsprozesse somit an der Gefalsinnenwand entlang zu
rollen, was mit dem Begriff rolling beschrieben wird ®* %Y. P-Selektin soll
weiterhin eine bedeutende Rolle in der Koagulation des Blutes einnehmen und

so zur Entstehung von Thrombosen beitragen ** °

. Eine gesteigerte P-
Selektin—Expression bei Entzindungen kann aul3erdem zu

Gewebszerstérungen und Atherogenese beitragen.

Das Adhasionsmolekil P-Selektin kann auch als losliche Form im Blut
vorliegen. Bei der Regulation gelten die Anzahl der Leukozyten, Erythrozyten
und Blutplattchen sowie spezifischer Antigenkontakt bei prédisponierten
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allergischen Personen als positive, orale Kontrazeptiva, Glucose, Hydrocortison
und TNF-alpha als negative Determinanten der P-Selektin-Konzentration 1% 4®
" Heparin kann sich an das P-Selektin—Molekiill anhangen und so die
Kontaktaufnahme mit seinem Rezeptor unterbinden. Die inflammatorische
Wirkung von P-Selektin kann so unterdriickt werden % 39 Lgsliche P-Selektin-
Konzentrationen im Blut unter physiologischen Bedingungen konnten bereits

nachgewiesen werden [

. Bei Mannern in der Altersgruppe von 18 bis 55
Jahren wurden signifikant hohere P-Selektin-Level als bei gleichaltrigen Frauen
gemessen. Bei Kindern im Alter von vier bis siebzehn Jahren konnten solche
geschlechtsspezifischen Unterschiede in der P-Selektin-Konzentration nicht
festgestellt werden. Mit zunehmendem Alter jedoch sinkt der P-Selektin—

Spiegel im Blut der Kinder signifikant ab ",

Die Literatur macht bezlglich der Nachweisgrenze von P-Selektin
unterschiedliche Angaben. Mit von Bedeutung ist hierbei die Lokalisation des
Endothels. Bei der allergischen Inflammation der menschlichen Konjunktiva
wird eine ansteigende Expression von P-Selektin innerhalb der ersten 60
Minuten nach Allergenexposition verzeichnet B°. Sowohl in vitro- als auch
Tierversuche weisen darauf hin, dass diese Hochregulation durch

[42, 44, 50, 70]

Mastzellaktivierung induziert wird Das aus den Mastzellen

freigesetzte Histamin wiederum unterstitzt sowohl in vitro als auch in vivo durch
eine ansteigende Expression von P-Selektin das Rollen der Leukozyten [ 4% 46l
Bei tierexperimentellen Untersuchungen zur Rolle von P-Selektin bei Uveitis
ergab sich eine biphasisch verstarkte Expression an den Endothelien im
Entztindungsbereich. Die starksten Aktivitdten konnten 15 Minuten und eine bis

vier Stunden nach kiinstlich induzierter Entziindung beobachtet werden 2!,

Gemall Untersuchungen an Hautwunden aus chirurgischen und
rechtsmedizinischen Untersuchungskollektiven wurde das friheste Auftreten
einer positiven Reaktion nach circa drei Minuten, das spateste hingegen nach
sieben Stunden berichtet, wobei bei der Einschatzung der Aktivitat eine
Schwelle von circa 15 Prozent positiver GefaRe zu beriicksichtigen war M8 1920,
Nach einem Intervall von zwolf Stunden nach Verletzung nahm die
Farbintensitat und somit die Nachweisbarkeit jedoch bereits signifikant ab &,

Auch im Rahmen augenchirurgischer Studien wurden erhdhte P-Selektin-



Einleitung 15

Aktivitaten in der operierten Konjunktiva festgestellt, wobei auch hier eine

Schwelle von 15 Prozent zu beriicksichtigen war 3!,

1.4 DIE KONFOKALE LASER-SCANNING-MIKROSKOPIE

Die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) zeichnet sich gegenuber
der konventionellen Lichtmikroskopie durch eine erhdhte optische Auflésung
aus. Es besteht, bei einer Tiefenscharfe von circa 0,5um die Mdoglichkeit
optische Schnitte mit einem definierten Abstand durch ein Préaparat zu legen.
Die Zusammensetzung dieser optischen Serienschnitte wiederum ermdglicht
die dreidimensionale Rekonstruktion aus einem zweidimensionalen Datensatz.
Im Gegensatz zur konventionellen Lichtmikroskopie, in der das Objektfeld als
Ganzes ausgeleuchtet wird, wird bei der konfokalen Laser-Raster-Mikroskopie
durch das Einbringen einer llluminationslochblende nur ein scheibenformiger
Objektbereich beleuchtet und das Objektfeld Punkt fir Punkt und Zeile fur Zeile
abgerastert. Dies fuhrt zu weniger Streulicht aus benachbarten Objektbereichen
und erhdht somit die Scharfe und den Kontrast des resultierenden Bildes. Das
Einbringen einer zweiten Lochblende in die aufnehmende Optik bewirkt eine
erhebliche Erhdhung der Bildscharfe durch Reduktion des Streulichtes aus nicht
im Fokus liegenden Ebenen. Es sind somit umfangreiche digitale

Bildbearbeitungsmdglichkeiten gegeben 652 %,

1.5 ZIELE DER ARBEIT

Werden Petechien bei einer Leiche mit urspringlicher Bauch- und/oder
Kopftieflage bei unklarem Halsbefund angetroffen, stellt sich von Alters her die
Frage nach der Vitalitat. In der Vergangenheit gepriifte differentialdiagnostische
Kriterien, wie z.B. lichtoptische Darstellung des Gerinnungszustands in der
Blutung und eine besondere Stauung der Gefalie vermégen diese Frage nicht
und schon gar nicht mit der im Strafrecht erforderlichen Sicherheit zu klaren.

Wie bereits einleitend dargestellt, sind Petechien in den Augenbindehauten

aufgrund einer Erhdéhung des Venendrucks im Halskopfbereich als rein
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mechanisch bedingt anzusehen. Nachweislich handelt es sich bei dem
pathomorphologischen Korrelat der konjunktivalen Petechie um multiple
Gefalrupturen im Bereich massiv geweiteter Kapillaren und postkapillarer
Venolen, wobei diese aufgrund der schwachen Wand und der Lockerheit des
umgebenden Bindegewebes bei vendsem Rickstau mit Erhdéhung des
Venendrucks bersten. Nach einer solchen Schadigung ist bei vitaler Verletzung

die Initialisierung von Wundheilungsprozessen zu vermuten.

Anhand der Expression endothelialer Adhasionsmolekiile (P-Selektin, VCAM-1,
VEGF und PDGF) sollte geprift werden, ob verlassliche Aussagen zur Vitalitat
der Gefallverletzungen, gegebenenfalls auch zeitliche Ein- und Zuordnungen

(Wundaltersbestimmung) getroffen werden kdnnen.

Die untersuchten Proteine treten im Rahmen der Wundheilungskaskade auf.
Aufgrund ihrer Nachweisbarkeit bereits zu frihen Zeitpunkten nach
Initialisierung von Wundheilungsprozessen zeigten sich insbesondere P-

Selektin und VCAM-1 als Erfolg versprechend.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 MATERIAL

2.1.1 Autolysezeichen

Autolysezeichen an der Leiche wurden eingeteilt in:

@] = keine Autolyse

[+] = beginnende Grunfaulnis mit durchschlagenen Venennetzen
[++] = fortgeschrittene Faulnis

[+++] = starke Faulnis mit Madenbefall

2.1.2 Zuordnung der Gruppen

Das Ausgangsmaterial der vorliegenden Arbeit stellten prospektiv 96
Obduktionsfélle aus dem hiesigen rechtsmedizinischen Sektionsgut der Jahre
2001-2007 dar (siehe Tabelle 1-3).

Die Leichenliegezeit, also die Zeitspanne zwischen Todeszeitpunkt und
Obduktion, wurde den Sektionsprotokollen entnommen und betrug insgesamt
circa funf Stunden bis dreizehn Tage, davon am Auffindeort zwischen wenigen
Minuten bis zu circa zehn Tagen unter verschiedenen Umwelteinfliissen, spater
dann wie wblich in der Kihlzelle bei vier Grad Celsius. Die Uberlebenszeit
wurde entsprechend dem autoptisch gesicherten Todesmechanismus und dem
aus der Todesursache ableitbaren Sterbeprozess festgestellt. Schilderungen
aus Krankenakten und/oder Ermittlungsunterlagen sowie Zeugenaussagen
wurden falltypisch hinzugezogen. Die Todesursache wurde autoptisch

gesichert.

Die insgesamt 96 von uns untersuchten menschlichen Konjunktiven stammten

in 67 Fallen von mannlichen und in 29 Fallen von weiblichen Personen. Das
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individuelle Todesalter der Verstorbenen erstreckte sich von neun bis 90

Jahren.

|. Gruppe=Kontrolle

19 Falle (m/w: 13/6; 28-90 Jahre) mit verschiedenen natirlichen (cardiale,
pulmonale, zentrale Ursachen) und nicht natirlichen Todesursachen
(Intoxikation, Polytrauma, Ertrinken, typisches Erhangen) mit blanden,
blutungsfreien Konjunktiven wurden als Kontrollgruppe untersucht (siehe
Tabelle 1). Die Leichenliegezeit, also die Zeitspanne zwischen Todeszeitpunkt
und Sektion, lag zwischen zwo6lf Stunden und dreizehn Tagen. Die Leichen
zeigten Autolysezeichen bis einschlieBlich Stadium [++]. Ein Leichnam war

stark verkohlt.

ll. Gruppe=Artefakte

Es kamen 12 Falle zur Beurteilung (m/w: 9/3; 12-66 Jahre), bei denen primar
bei der ersten Leichenschau keine Petechien feststellbar waren (siehe Tabelle
2). Die Untersuchung der Bindehaute war hier in Ublicher Weise unter
Zuhilfenahme einer Pinzette, mit der die Bindehaut gestrafft und in allen
Richtungen einsehbar dargestellt wurde, eingangs mit entsprechend negativem
Befund durchgefiihrt worden. Zu Beginn der Obduktion wurde der Leichnam in
Bauchlage mit Kopftieflage verbracht. Die hierdurch produzierten Petechien
kamen dann als Lagerungsartefakte zur Untersuchung. Die Leichenliegezeit
vom Todeszeitpunkt bis zur Obduktion und damit auch gleichzeitig zur
Produktion der Petechien betrug zwischen mindestens circa finf Stunden und
maximal sechs Tagen. Autolysezeichen an den Leichen zeigten sich bis

einschlief3lich Stadium [+].

lll. Gruppe=Petechien positiv

Diese Gruppe (siehe Tabelle 3) umfasste 65 Falle (m/w: 45/20; 9-89 Jahre).
Die Liegezeit betrug circa zwdlf Stunden bis zehn Tage. Autolysezeichen an
den Leichen wurden bis einschlie3lich Stadium [++] angetroffen. Hier wurden
Konjunktiven gesichert, bei denen Petechien nachzuweisen waren, deren

Genese erhdhte Venendriicke im Halskopfbereich zugrunde lagen.
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Ausgeschlossen waren Félle, bei denen direkte GefaBwandschaden im

Rahmen einer Erkrankung, z.B. bei Meningokokkensepsis zu erwarten waren.

In 28 Fallen handelte es sich um naturliche Todesarten verschiedener
Ursachen (cardial, pulmonal, central), in 37 Fallen war der Tod im Rahmen
eines nicht natirlichen Geschehens eingetreten (Erstickungstodesfalle,
Intoxikation, stumpfe Gewalt mit Schadelhirntraumata, Thoraxtrauma,
Polytrauma, scharfe Gewalt, Stromeinwirkung, Erfrieren und Schussverletzung).
Bei den zehn Erstickungstodesfallen handelte es sich in einem Fall um
Erdrosselung, in zwei Fallen um atypisches Erhangen, in einem Fall um
Erwlrgen, in zwei weiteren Fallen um Strangulation (im einen Fall durch eine
Fixierung am Krankenbett, im anderen mithilfe einer Hantelstange und eines
Kichenhandtuchs), in einem Fall um eine Halsweichteilkompression, au3erdem
in einem Fall um eine Kombination aus Wirgen, Drosseln und einer vorderen
Halskompression als Todesursache, in einem weiteren Fall um eine
Kombination aus Schadelhirn-, Thoraxtrauma und Strangulation und in einem

Fall schlieRlich um Ertrinken im seichten Wasser ohne hohe AuRendriicke.

Die insgesamt 65 Falle mit vital entstandenen konjunktivalen Petechien wurden
gemalR ihrer Uberlebenszeit in Sekunden (n=15), Minuten (n=44),

Stunden/Tage (n=6) unterteilt (sieche Tabelle 3).
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2.1.3 Untersuchungsgut

TABELLE 1 GRUPPE I=KONTROLLE (N=19)

ALTER  GESCHLECHT UBERLEBENSZEIT LEICHENLIEGEZEIT TODESURSACHE

81 w MINUTEN 12 STUNDEN HERZBEUTELTAMPONADE

34 M MINUTEN 1TAG INTOXIKATION

37 w MINUTEN 1TaG LUNGENEMBOLIE

51 M MINUTEN 1TaG LUNGENEMBOLIE

57 M MINUTEN 1TaG POLYTRAUMA

84 M MINUTEN 2 TAGE ZENTRALE DYSREGULATION

38 M MINUTEN 3 TAGE TYPISCHES ERHANGEN

45 M MINUTEN 3 TAGE ERTRINKEN

63 M MINUTEN 7 TAGE AKUTES CARDIALES
PUMPVERSAGEN

53 M MINUTEN 9 TAGE LUNGENEMBOLIE

48 M MINUTEN 13 TAGE MYOKARDINFARKT

70 M MINUTEN 13 TAGE ERTRINKEN

61 W STUNDEN 2 TAGE VERBLUTUNG

28 M TAGE 12 STUNDEN MYOKARDITIS

47 w TAGE 2 TAGE BAKTERIELLE MENINGITIS

90 M TAGE 2 TAGE ZEREBRALE BLUTUNGEN

57 M TAGE 3 TAGE MYOKARDINFARKT

83 w TAGE 3 TAGE RECHTSHERZVERSAGEN

58 w TAGE 8 TAGE POLYTRAUMA
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TABELLE 2 GRUPPE II=ARTEFAKTE (N=12)

ALTER  GESCHLECHT UBERLEBENSZEIT LEICHENLIEGEZEIT TODESURSACHE

42 W SEKUNDEN 1TAG MYOKARDITIS

64 W SEKUNDEN 1TAG HERZRHYTHMUSSTORUNGEN
12 M SEKUNDEN 3 TAGE MYOKARDITIS

39 M SEKUNDEN 3 TAGE MYOKARDINFARKT

46 M SEKUNDEN 6 TAGE MYOKARDITIS

41 M MINUTEN 05 STUNDEN ZENTRALE DYSREGULATION
64 M MINUTEN 08 STUNDEN HERZLEISTUNGSSCHWACHE
52 M MINUTEN 12 STUNDEN MYOKARDINFARKT

28 M MINUTEN 1TAG INTOXIKATION

36 M MINUTEN 1TAG INTOXIKATION

54 M MINUTEN 1TAG KORONARINSUFFIZIENZ

66 W MINUTEN 1TAG GEWALT GEGEN DEN HALS
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TABELLE 3 GRUPPE IlI=PETECHIEN POSITIV (N=65)

ALTER  GESCHLECHT UBERLEBENSZEIT LEICHENLIEGEZEIT TODESURSACHE

43 M SEKUNDEN 1TAG STROMEINWIRKUNG

49 M SEKUNDEN 1TAG AKUTER HERzZTOD

52 M SEKUNDEN 1TAG MYOKARDINFARKT

81 M SEKUNDEN 1TAG THORAXTRAUMA

27 M SEKUNDEN 2 TAGE ANEURYSMARUPTUR

28 w SEKUNDEN 2 TAGE AORTENRUPTUR

32 M SEKUNDEN 2 TAGE MYOKARDITIS

34 M SEKUNDEN 2 TAGE SCHuUSS

58 M SEKUNDEN 2 TAGE MYOKARDINFARKT

67 W SEKUNDEN 2 TAGE KARDIALE DEKOMPENSATION

23 M SEKUNDEN 3 TAGE MYOKARDITIS

62 M SEKUNDEN 3 TAGE KARDIALE DEKOMPENSATION

73 M SEKUNDEN 3 TAGE KARDIALE DEKOMPENSATION

09 M SEKUNDEN 4 TAGE SCHADELHIRN-/
THORAXTRAUMA

82 M SEKUNDEN 5TAGE SCHuUSS

30 M MINUTEN 12 STUNDEN ERDROSSELN

32 W MINUTEN 12 STUNDEN HALSKOMPRESSION

38 M MINUTEN 12 STUNDEN SCHADELHIRNTRAUMA

47 M MINUTEN 12 STUNDEN INTOXIKATION

53 W MINUTEN 12 STUNDEN POLYTRAUMA

54 w MINUTEN 12 STUNDEN INTOXIKATION

73 M MINUTEN 12 STUNDEN THORAX-/SCHADEL-
HIRNTRAUMA MIT
STRANGULATION

15 M MINUTEN 1TAG GRAND MAL

20 M MINUTEN 1TAG INTOXIKATION/
KARDIALE DEKOMPENSATION

20 W MINUTEN 1TAG ERWURGEN/
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21

21

30

33

58

69

72

82

15

23

26

27

34

46

49

51

54

54

64

65

65

81

24

31

32

a7

53

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

1Tac

1TAG

1TAG

1TAG

1TAG

1TAG

1TAG

1Tac

2 TAGE

2 TAGE

2 TAGE

2 TAGE

2 TAGE

2 TAGE

2 TAGE

2 TAGE

2 TAGE

2 TAGE

2 TAGE

2 TAGE

2 TAGE

2 TAGE

3 TAGE

3 TAGE

3 TAGE

3 TAGE

3 TAGE

ERDROSSELN/

HALSKOMPRESSION

STRANGULATION/

SCHADELHIRNTRAUMA

POLYTRAUMA

ERWURGEN

GRAND MAL

ZENTRALE DEKOMPENSATION

VERBLUTUNGSSCHOCK

SCHADELHIRNTRAUMA

POLYTRAUMA

POLYTRAUMA

INTOXIKATION

INTOXIKATION

INTOXIKATION

MYOKARDITIS

ATYPISCHES ERHANGEN

MYOKARDINFARKT

ALKOHOLINTOXIKATION

ANEURYSMARUPTUR

SCHUSSVERLETZUNG

ZENTRALES HERZ-

KREISLAUF-VERSAGEN

GRAND MAL

ERTRINKEN

POLYTRAUMA

INTOXIKATION

ZENTRALES HERZ-

KREISLAUF-VERSAGEN

INTOXIKATION

GRAND MAL

MYOKARDITIS
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73

78

26

53

62

44

68

36

60

81

46

89

21

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

MINUTEN

2 STUNDEN

6 STUNDEN

STUNDEN

STUNDEN

STUNDEN

10 TAGE

3 TAGE

3 TAGE

5TAGE

6 TAGE

6 TAGE

7 TAGE

10 TAGE

1TAG

2 TAGE

12 STUNDEN

1Tac

4 TAGE

2 TAGE

MYOKARDINFARKT

STRANGULATION

INTOXIKATION

ATYPISCHES ERHANGEN

MYOKARDITIS

GRAND MAL

MYOKARDINFARKT

POLYTRAUMA

POLYTRAUMA

CARDIALE DEKOMPENSATION

PANKREATITIS/

HYPOGLYKAMIE

PERITONITIS

MYOKARDITIS
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2.1.4 Entnahme und Bearbeitung der Proben

Die Konjunktiven wurden postmortal nach der postmortalen Liegezeit mit Hilfe
von Pinzette und Schere unter Wahrung der Intaktheit aller Gewebsschichten
entnommen. Die Asservierung erfolgte im Rahmen der Obduktion. Die bis zu
maximal 0,3cm x 0,3cm grol3en Gewebeproben wurden direkt nach der
Entnahme in vierprozentigem Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet und mit
2/10u  (Licht-/Fluoreszenzmikroskopie) dicken Schnitten auf Objekttrager
gezogen. Die Schnitte wurden Uber Nacht in einem Warmeschrank (circa 68°C)

getrocknet und anschlielRend mit immunhistochemischen Methoden bearbeitet.

2.1.5 Primé&r- und Sekundéarantikorper

Die Auswahl der verwendeten Primar- und Sekundarantikérper erfolgte unter
dem Aspekt der Routinetauglichkeit. Um dies zu erreichen, wurden stabile,
konventionell erhaltliche Antikérper ausgesucht, die in der Praxis einfach zu
handhaben sind. Hiermit sollte ein anwendungsorientiertes Arbeiten ermdglicht

werden.

Als Primarantikérper wurden fur die lichtmikroskopisch vororientierenden
Untersuchungen P-Selektin/CD62P (DAKO; 1:50), VCAM-1/CD106 (DAKO;
1:50), VEGF Ab-3/JH121 (Dianova; 1:25) und PDGFR, alpha Ab-1 (Dianova;
1:10) verwendet. Als Primarantikbrper fir die fluoreszenzmikroskopische
Untersuchung dienten P-Selektin/CD62P (DAKO; 1:50) sowie CD31 (DAKO;
1:10) und als Sekundarantikérper FITC (DAKO; 1:20). Alle Antikdrper sind in

Tabelle 4 noch einmal dargestellt.
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TABELLE 4 PRIMAR- UND SEKUNDARANTIKORPER

Antikdrper Klon [so-Typ Herkunft Verdunnung Firma
P-Selektin 1E3 IgG2a, Maus 1:50 DAKO
(Primarantikorper) kappa M 7199
CD31 JC70A lgG1, Maus 1:10 DAKO
(Primarantikorper) kappa M 0823
FITC - - Kaninchen 1:20 DAKO
(Sekundarantikorper) F 0261
VCAM-1 1.4C3 1gG1, Maus 1:50 DAKO
kappa M 7106

VEGF JH121 IgG1, Maus 1:25 Dianova
kappa 09081

PDGFR - - Kaninchen 1:10 Dianova
13572

2.1.6 Positiv- und Negativkontrollen

Als  Positivkontrollen  dienten  fur  P-Selektin=CD62P (DAKO) und
VCAM1=CD106 (DAKO) initial menschliche Tonsillen und Hautwunden, spater
als interne Positivkontrolle ortsstandige Zellen der kérpereigenen Abwehr flr
VCAM-1 und Endothelien fur P-Selektin. Fir VEGF Ab-3=JH121 (Dianova)
waren es Tumorzellen im Hamangiosarkom und fir PDGFR, alpha Ab-1

(Dianova) Ovarialkarzinome.

Zum Ausschluss einer unspezifischen Farbreaktion wurden Negativkontrollen
mit dem Ausschluss des Primarantikérpers bei sonst identischer Farbeprozedur
durchgefuhrt. Aul3erdem dienten als interne Negativkontrollen Endothelien fur
P-Selektin und ortsstandige Zellen der korpereigenen Abwehr fliir VCAM-1.




Material und Methoden 27

2.2 METHODEN

Im Folgenden sind die Farbeverfahren der Schnitte fur licht- und
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen beschrieben © 7 12 77 8 pje
individuelle Vorgehensweise bei den verschiedenen Antikorpern erfolgte gemaf

Empfehlung der Herstellerfirmen.

2.2.1 Farbung der Schnitte fur lichtmikroskopische Untersuchungen

Vorbehandlung zur Entparaffinierung der Schnitte:

1. 15 Minuten in Xylol
2. 15 Minuten in Aceton
3. 15 Minuten in einem Aceton/Puffer—Gemisch im Verhéltnis 1:1

4. Spulung in Puffer (Tris-Puffer bei P-Selektin und VCAM-1/PBS-Puffer bei
VEGF und PDGFR)

Demaskierung:

a. VCAM-1 (CD106) = 3x5 Minuten in der Mikrowelle, 100-300 Watt,
Target Retrieval Solution, pH=9.0 (DAKO, S2368) leicht kochend;
Abklhlung: 20 Minuten

b. VEGF = 3x5 Minuten in der Mikrowelle, 100-300 Watt, EDTA-
Puffer (pH=8.0) leicht kochend; Abkihlung: 20 Minuten

c. PDGFR = 3x5 Minuten in der Mikrowelle, 100-300 Watt, Citrat-
Puffer (pH=8.0) leicht kochend; Abkihlung: 20 Minuten

d. P-Selektin (CD62P) = 15 Minuten mit Proteinase K (DAKO
S3020)

Blockierung:

5. Blocker: 10ml H,O, mit 90ml Methanol; 10 Minuten
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Farbung zur lichtmikroskopischen Beurteilung:

6. Tris—Puffer (VCAM-1 und P-Selektin) bzw. PBS-Puffer (VEGF und
PDGFR)

7. 100ul des mit Antibody-Diluent (DAKO S0809) verdinnten Primar-

antikorpers, 30 Minuten
8. Spulung in circa 1000ul Tris-Puffer
9. 100ul biotinylated link; 30 Minuten (LSAB 2-System, AP; DAKO K0676)
10. Spilung in circa 1000yl Tris-Puffer

11.100ul Streptavidin Alkalische Phosphatase; 30 Minuten (LSAB 2-System,
AP; DAKO K0676)

12.Spulung in circa 1000yl Tris-Puffer

13.Tropfen Fuchsin Chromogen + 3 Tropfen Fuchsin Activating Agent
aufgefullt mit Fuchsin Buffered Substrate (LSAB 2-System, AP; DAKO
K0676)

14.2xSpilung in destilliertem Wasser
15.Kernfarbung in Hamalaun; 45 Sekunden

16.2xSpilung in destilliertem Wasser
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Eindeckung:

Die Objekttrager wurden um die gefarbten Schnitte herum getrocknet und
anschlielBend mit wassrigem Eindeckmedium (Aquatex/MERCK) und Deckblatt

versehen.

2.2.2 Farbung der Schnitte fir fluoreszenzmikroskopische
Detektionsmethode (CLSM)

Vorbehandlung zur Entparaffinierung der Schnitte:

1) 15 Minuten Entparaffinierung in Xylol

2) 15 Minuten in Aceton

3) 15 Minuten in einem Aceton/Puffer—Gemisch im Verhaltnis 1:1
4) Spulung in Tris-Puffer

Demaskierung:

a) P-Selektin (CD62P) = 15 Minuten mit Proteinase K
b) CD 31 = 3x5 Minuten in der Mikrowelle mit Citrat-Puffer
Blockierung:
5) Blockierung mit 100ul 5 %iger BSA; 20 Minuten
6) circa 1000l Tris-Puffer

Farbung zur CLSM-Beurteilung:

7) 100ul des mit 1 %ger BSA-LOsung verdinnten Primarantikérpers: P-
Selektin=CD62P (DAKO) bzw. CD31 (DAKO); 30 Minuten

8) circa 1000l Tris —Puffer

9) 100ul des mit 1 %ger BSA-LOosung verdinnten Sekundarantikoérpers
=FITC (DAKO); 30 Minuten
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10)2xSpilung in destilliertem Wasser

Eindeckung:

Die Objekttrager wurden um die gefarbten Schnitte herum getrocknet und
anschlieBend mit wassrigem Eindeckmedium (=Vectashield mounting medium

for immunfluorenscence) und Deckblatt eingedeckt.

2.2.3 Auswertung und Dokumentation

Die Auswertungen der immunhistochemischen Reaktionen erfolgten am
Lichtmikroskop (P-Selektin/CD62P—-70 Falle, VCAM-1/CD106-72 Falle, VEGF
Ab-3/JH121-7 Falle und PDGFR, alpha Ab-1-6 Falle) und am Konfokalen
Laser-Scanning-Mikroskop (Leica TCS SP: P-Selektin/FITC-96 Féalle sowie
CD31/FITC-96 Falle). Hierbei wurde die Lichtmikroskopie als vororientierende
Malnahme gewabhlt, bei der lediglich eine Teilmenge der zu untersuchenden
Konjunktiven verwandt wurde. FiUr die Untersuchungen mit dem Konfokalen
Laser-Scanning-Mikroskop wurden zwei Einzelfarbungen mit P-Selektin/FITC
und CD31/FITC vorgenommen. Die erworbenen Daten wurden mit dem
zugehdrigen Bildbearbeitungsprogramm bearbeitet. Aufgrund der lichtoptischen
Ergebnisse in der vororientierenden Untersuchung wurde die Expression von P-

Selektin am Konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (CLSM) gepruft.

Bei dem verwendeten Laser-Scanning-Mikroskop (Leica TCS SP) wurden zwei
Kanale benutzt, so dass zwei Fluoreszenzsignale (Doppelmarkierungen) im
identischen Praparat simultan oder sequentiell gescannt und anschlie3end
digital zu einem Bild rekonstruiert werden konnten. Der Sekundarantikdrper
FITC markierte die Endothelien grin (ex/em: 488nm/500-550nm), wahrend die
Eigenfluoreszenz die Erythrozyten rot erscheinen liel3 (ex/em: 568nm/580-
630nm).

2.2.4 Analyse der immunhistochemischen Farbung
Die Auswertung im Hinblick auf die P-Selektin—Expression erfolgte

semiquantitativ unter Berlcksichtigung von Intensitdt und Vorkommen positiv

reagierender Endothelzellen. Erst oberhalb eines Schwellenwertes von 15
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Prozent P-Selektin-positiver Gefal3querschnitte wurde das Ergebnis auch als
positiv gewertet, das heift eine erhdhte P-Selektin-Expression angenommen &
19201 Da Rhexisblutungen in der Konjunktiva aufgrund des geringen &uferen
Widerstandes bevorzugt im lockeren Bindegewebe zu finden sind, galt diesem
Bereich das groldte Interesse. Die dargestellten Ergebnisse beziehen sich
infolgedessen ausschliel3lich auf Rupturstellen mit Blutungen und ihrer
Umgebung.

Eine Einteilung in Intensitat der Farbung erfolgte in:

@] = keine Farbung
[+] = schwache Féarbung
[++] = moderate Farbung
[+++] = starke Farbung

Die Auszahlung der Gefal3e erfolgte im Umfang von 15 Gesichtsfeldern (40er
Objektiv). Die durchschnittlich gefarbten GefaRendothelien wurden ins
Verhdltnis zu den insgesamt vorhandenen intakten und geschadigten Gefal3en
gesetzt (immunhistochemisch nachgewiesene GefalRendothelien mit Anti-

CD31), wobei ein Schwellenwert von 15 Prozent berucksichtigt wurde:
< 15 % der GefalRe = negativer Befund

noch physiologisch normale Konjunktiva
> 15 % der Gefale = positive Endothelantwort

erhohte P-Selektin-Expression

2.2.5 Statistische Methoden

Die Datenerfassung erfolgte mit Microsoft Excel 2002. Die statistische
Ausarbeitung der Daten wurde mithilfe der Software SPSS fir Windows Version
12,0 von Wolfgang Pabst vom Institut flir Medizinische Informatik,
Arbeitsgruppe Medizinische Statistik der Universitat Giessen durchgefuhrt. Die

Darstellung der qualitativen Merkmale erfolgte gem&af den drei untersuchten
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Gruppen mithilfe von Kreuztabellen mit dem Chi-Quadrat-Test bzw. der

Errechnung der Irrtumswahrscheinlichkeit.
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3 ERGEBNISSE

3.1 LICHTMIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNG MIT VCAM-1

Beim Uberblick tber das Gesamtmaterial bei der lichtmikroskopischen
Untersuchung der konjunktivalen Endothelien mit Anti-CD106=Anti-VCAM-1
zeigte sich eine Uberwiegend schwache Gefal3antwort (siehe Tabelle 5).
Moderate oder starke endotheliale Farbungen lieBen sich nur vereinzelt
eruieren. Signifikante Unterschiede im Allgemeinen zwischen den einzelnen
Gruppen und im Besonderen zwischen den unterschiedlich langen

Uberlebenszeiten nach vital entstandener GefaRlasion zeigten sich nicht.
TABELLE 5 ENDOTHELIALE GEFARREAKTIONEN BEI VCAM-1

(LICHTMIKROSKOPIE)

Die Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die Intensitit der Nachweisbarkeit der endothelialen

GefalRreaktionen in den einzelnen Gruppen.

Gruppen Fall- keine schwache moderate starke
zahl Farbung Farbung Farbung Farbung

I. Kontrollgruppe 15 7 8

Il. Artefakte 5 1 4

I1l. Petechien positiv

Sekunden 15 5 6 2

Minuten 33 10 18 2 3
Stunden 3 1 - 1

Tage 1 1

Gesamt 72 25 36 5 6

Wie Tabelle 5 dargestellt, zeigten sich in der Kontrollgruppe mit mechanisch

unverletzten GefalRendothelien (n=15) keine bis schwache Anfarbungen.



Ergebnisse 34

Die GefalRe der artefiziell entstandenen Rupturen (n=5) aul3erten sich nahezu
ausnahmslos mit einer schwachen Anfarbung, nur in einem Fall wurde keine

Reaktion beobachtet.

Bei einer Uberlebensdauer im Minutenbereich (n=33) fiel eine tberwiegend
schwache Farbung an den Endothelzellen auf. An 18 der insgesamt 33
untersuchten Bindeh&aute konnte diese beobachtet werden, im Vergleich zu
zehn Féllen ohne endotheliale Reaktion. Moderate oder gar starke Farbungen
zeigten sich hier nur in Einzelfadllen. An den konjunktivalen Endothelzellen mit
sekundenlanger Uberlebensdauer (n=15) zeigte sich meist keine oder nur eine
schwache Endothelantwort. Auch hier stellten moderate und starke Reaktionen
die Ausnahme dar. Die Falle mit einer Uberlebenszeit von Stunden (n=3)
zeigten keine bis eine starke Reaktion. Ein Fall mit einer Uberlebenszeit von

Tagen wies einen negativen Befund auf.

Bei den orientierenden Untersuchungen von VEGF und PDGFR mittels

Lichtmikroskopie ergaben sich folgende Resultate.

3.2 LICHTMIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNG MIT VEGF UND
PDGFR

Die beiden konjunktivalen Gewebeproben aus der Kontrollgruppe (n=2) wiesen
bei der Untersuchung mit VEGF keine endothelialen Reaktionen auf, wahrend
die Auspragung der Farbung hinsichtlich PDGFR mit schwacher bis moderater

Intensitat ausgemacht werden konnte.

Die Augenbindehaut mit den artefiziell entstandenen Petechien (n=1) zeigte bei
VEGF keine Gefalreaktion, bei den Untersuchungen mit PDGFR reagierten die

Endothelien mit moderater Farbeintensitat.

An den GefaRen mit einer Uberlebenszeit im Minutenbereich (VEGF:
n=4/PDGFR: n=3) konnten bei VEGF mit Ausnahme eines Falles mit
schwacher endothelialer Reaktion ausschlief3lich negative Befunde festgestellt
werden. Hier war es zu einem Schadelhirntrauma mit gleichzeitiger

Strangulation gekommen. Mittlere oder starke Gefalireaktionen traten in keinem
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der Falle auf. Bei der Untersuchung mit PDGFR ergab sich neben zwei
negativen Befunden auch eine moderate Reaktion. Hier war es zu einem Grand

Mal gekommen.

Konjunktivale GefaRBendothelien mit einer Uberlebenszeit von Sekunden
wurden nicht mit in die orientierende Untersuchung einbezogen, da die
Expression von VEGF bekanntermal3en vor allem in der spéaten
Wundheilungsphase nachgewiesen werden konnte 8. Uberlebenszeiten von
Stunden und Tagen wurden aufgrund der prospektiv zu erwartenden geringen
Fallzahl nicht untersucht. Weiterfuhrende Untersuchungen kommen
insbesondere in dieser spaten Phase der Wundheilung in Betracht und bieten

Ruckhalte fur eventuell folgende Arbeiten.

3.3 LICHTMIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNG MIT P-SELEKTIN

TABELLE 6 ENDOTHELIALE GEFARREAKTIONEN BEI P-SELEKTIN
(LICHTMIKROSKOPIE)

Die Tabelle zeigt eine Ubersicht tiber die Intensitat der Nachweisbarkeit der endothelialen

GefalRreaktionen in den einzelnen Gruppen.

Gruppen Fall- keine schwache moderate starke
zahl Farbung Farbung Farbung Farbung

I. Kontrollgruppe 14 1 2 5 6

II. Artefakte 5 - 5

Ill. Petechien positiv

Sekunden 15 4 6 3 2
Minuten 33 4 14 3 12
Stunden 3 - 1 1 1
Gesamt 70 9 28 12 21

In der Kontrollgruppe der lichtmikroskopischen Untersuchungen mit P-Selektin
waren in der Regel an den mechanisch unbeschadigten Endothelien (n=14)

uberwiegend Farbungen von moderater bis starker Intensitat, in zwei Fallen eine
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schwache Gefal3reaktion zu verzeichnen (siehe Tabelle 6). Hier war es in beiden
Fallen zu einem Myokardinfarkt (Autolyse [+]) gekommen. An einer durch Hitze
geschadigten Konjunktiva war keine endotheliale Reaktion nachweisbar.

Bei den artefiziell entstandenen Blutungen (n=5) zeigte sich, wie in Tabelle 6 zu

sehen ist, eine schwache Anfarbung der Endothelien.

Die minutenlang Uberlebten Gefal3schaden der Gruppe Petechien positiv (n=33)
aulBerten sich in 14 Fallen (42,4 %) mit einer schwachen Antwort der
Endothelzellen. Moderate und starke Reaktionen fielen in 15 (45,5 %) der
insgesamt 33 untersuchten Falle auf (siehe Tabelle 6). An den Endothelzellen
von vier Konjunktiven konnte in dieser Gruppe keine Reaktion beobachtet
werden. drei davon zeigten eine hochgradige Gefal3stauung. An den
GefaRendothelzellen der Konjunktiven mit einer Uberlebenszeit von Sekunden
(n=15) lieRen sich keine, schwache, aber auch moderate und starke positive
Endothelreaktionen feststellen. Die Konjunktiven mit einer Uberlebenszeit im
Stundenbereich (n=3) zeigten je eine schwache, eine moderate und eine starke
Farbung (siehe Tabelle 6). Es wurden lichtoptisch keine Gewebeproben mit

einer tagelangen Uberlebenszeit untersucht.

Bei der lichtmikroskopischen Untersuchung von konjunktivalem Gewebe mit
Anti-CD62P=Anti—P-Selektin konnten im Hinblick auf die Farbeintensitaten
zwischen den einzelnen Gruppen zwar keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden. Es waren aber bei den vital entstandenen
Endothelverletzungen oftmals starke Intensitdten vorhanden (siehe Tabelle 6).
In der Gruppe der minutenlang tberlebten Gefal3lasionen wurden in 45,5 % der
Falle moderate (++) und starke (+++) Farbungen ermittelt. Artefakte wiesen
dagegen lediglich schwache Intensitaten auf, wahrend andererseits bei vital
entstandenen Gefalllasionen und maximaler Stauung ebenfalls schwache
Befunde vorlagen. Um weitere Aufklarung zu leisten, wurden die Konjunktiven
mit dem Konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (CLSM) genauer untersucht,
wobei hier zusatzlich zur Intensitat der Farbung auch die Anteile der Gefal3e mit
P-Selektin-positiver Reaktion unter Berlicksichtigung eines Schwellenwertes

von 15 Prozent erfasst wurden.
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3.4 FLUORESZENZMIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNG MIT P-
SELEKTIN

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der Konjunktiven erwies
sich Anti-P-Selektin, wie von den lichtmikroskopischen Voruntersuchungen zu
vermuten stand, als stabil und technisch gut anzuwenden. Im Hinblick auf die
praktische Anwendung in forensischen Histologie-Laboren stellt es somit eine

gute Moglichkeit fir Routineuntersuchungen dar.

Waren Petechien an den Konjunktiven nachweisbar, so fanden sich
Gefalreaktionen an benachbarten Endothelzellen im Bereich des lockeren
Bindegewebes und uUberwiegend positive Reaktionen im Bereich der
Rupturstellen (siehe Abbildung 4). Unter Berlcksichtigung einer 15-prozentigen
Schwelle positiver Geféal3e konnten folgende Untersuchungsergebnisse ermittelt

werden (siehe Tabelle 7 vgl. Negativkontrolle in Abbildung 10):
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TABELLE 7 ENDOTHELIALE GEFARREAKTIONEN BEI P-SELEKTIN
(FLUORESZENZMIKROSKOPIE)

Die Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die Intensitit der Nachweisbarkeit der endothelialen
GefalRreaktionen in den einzelnen Gruppen, unter Berticksichtigung einer Schwelle
15 Prozent positiver GefélRRe. Sie zeigt Unterschiede in der P-Selektin-Expression in den drei

untersuchten Gruppen (p = 0,005).

Gruppen Fall- <15% der schwache moderate starke
zahl GefalRe Farbung Farbung Farbung

|. Kontrollgruppe 19 17 - 2

II. Artefakte 12 12 - -

Ill. Petechien positiv

Sekunden 15 14 1 -

Minuten 34 7 - 6 21
— bei Ersticken/

Strangulation 10 8 - - 2
Stunden 5 4 - - 1
Tage 1 1 - -

Gesamt 96 63 1 8 24

Die in Tabelle 7 dargestellten Ergebnisse zeigen Unterschiede in der P-
Selektin-Expression in den drei untersuchten Gruppen. In der Gruppe der vital
entstandenen Petechien mit minutenlanger Uberlebenszeit war eine erhohte
Expression von P-Selektin festzustellen. Die statistisch berechnete
Irrtumswabhrscheinlichkeit p kann hierfir mit 0,005 angegeben werden. Beim
statistischen Vergleich von Artefakten mit intravital entstandenen Gefaf3lasionen
hinsichtlich der endothelialen Expression von P-Selektin ergibt sich eine
Irrtumswabhrscheinlichkeit von 0,022.

Bei der Kontrollgruppe war in der Regel, in 17 von 19 Fallen, eine schwache bis
moderate P-Selektin-Reaktion in 1,8-15 % (durchschnittich 7,6 %) der
GefalRquerschnitte zu verzeichnen (siehe Tabelle 7 und Abbildung 5). In zwei
Fallen, einmal mit einer lokalen Infektion, einmal bei Tumortherapie mit Gabe
von Metamizol, trat eine moderate Reaktion in 21,3-25,3 % der
GefalRanschnitte auf (siehe Tabelle 7 und Abbildung 9). Da Anti-P-Selektin bei
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noch in Granula gespeichertem P-Selektin keine detektierbare Reaktion in der
Immunfarbung induziert, muss es sich hierbei um bereits an der Zelloberflache
exprimiertes P-Selektin handeln. Hier waren auch intravasale P-Selektin-

positive Thrombozytenaggregate fassbar (siehe Abbildung 3 und Abbildung 9).

Bei den postmortal produzierten Petechien (n=12) inklusive dem Fall, bei dem
lediglich funf Stunden zwischen Tod und Produktion des Artefakts lagen,
konnten zwischen 1,2 % und 11,8 % positive (durchschnittlich 6,4 %)
Gefal3querschnitte angetroffen werden, wobei hier eine schwache bis moderate
Endothelreaktion gegeben war (siehe Tabelle 7). Hierbei betraf die schwache
Reaktion die Anfarbung von einzelnen Zellen im Gefal3querschnitt. Lokal, also
an den Rupturstellen der GefaRe, konnte keine P-Selektin-positive
GefalBwandreaktion oder die  Bildung entsprechend reagierender
Thrombozytenaggregate festgestellt werden (siehe Abbildung 2, Abbildung 3
und Abbildung 8). Das seltene Auftreten von Artefakten in der
rechtsmedizinischen Praxis (zwolf Falle in sechs Jahren) fuhrt zur geringen
Fallzahl in dieser Gruppe.

Petechien bei Todesfallen mit einer Uberlebenszeit von einigen Minuten (n=44)
wiesen in 29 Fallen zwischen 15,2 % und 98,5 % positive Gefal3querschnitte
(durchschnittlich 36,7 %) auf (siehe Tabelle 7). Die Reaktionen waren hier mit
moderat bis stark anzugeben (siehe Abbildung 2 und 4). Im Bereich der
GefalRwandlasionen war eine endotheliale Reaktion fassbar. Zudem waren
intraluminale P-Selektin-positive Thrombozytenaggregate (in 31,8 %) zu
verzeichnen (siehe Abbildung 3 und Abbildung 4). In 15 Fallen stellte sich keine
bzw. eine unterhalb des Schwellenwerts von 15 % gelegene Anfarbung von
Gefal3querschnitten dar (1,2-11,9 %, durchschnittlich 5,8 %). Hier bestand
jeweils eine maximale Stauung, wobei die GefalBwande mitunter ausgedinnt
und von Erythrozyten Uberstrahlt erschienen (siehe Abbildung 6 und Abbildung
7). In zwei Fallen stellten sich auch hier intraluminale Thrombozytenaggregate
dar. Die Blutungen waren in diesen Fallen ebenfalls stark ausgepragt. Gerade
hierunter waren auch insbesondere die Falle mit einem massiven Angriff gegen

den Hals zu verzeichnen. Ihnen kommt somit eine gesonderte Bedeutung zu.

An GefaRlasionen bei Féllen, bei denen die Uberlebenszeit im

Sekundenbereich einzuordnen war (n=15), traten teils schwache, aber sonst
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Uberwiegend starke positive endotheliale Reaktionen bei 1,0-11,8 %
(durchschnittlich 4,3 %) der GefalRquerschnitte auf (siehe Tabelle 7).
Intraluminale Thrombozytenaggregate stellten sich in drei Fallen dar. Lediglich
in einem Fall wurde die Schwelle von 15 % Uberschritten (schwache Reaktion
bei 18 % reagierender Gefal3e). Hier war es zu einem kombinierten

Schadelhirn- und Thoraxtrauma gekommen.

Bei den funf Fallen mit einer stundenlangen Uberlebenszeit wurden in vier
Fallen 3-10 % meist stark positiv gefarbte Gefal3anschnitte angetroffen (siehe
Tabelle 7). In einem Fall waren 42,6 % der GefalRanschnitte stark angefarbt
(siehe Tabelle 7 und Abbildung 2). Hier war es zu einem kardiogenen Schock
nach Behandlungsfehler gekommen. Intraluminale Blutgerinnsel stellten sich in
einem Fall dar. Ein Fall mit einer Uberlebenszeit von zehn Tagen zeigte eine

moderate Farbung bei 7,1 % der Gefal3querschnitte.
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FALLE MIT MODERATER BIS STARKER ENDOTHELREAKTION (IN %)

Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Félle mit moderater bis starker Endothelreaktionen in

Bezug auf die Gesamtzahl der Falle pro Gruppe unter Beriicksichtigung einer Schwelle 15 Prozent

positiver GefalRquerschnitte.

ABBILDUNG 3
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PROZENTUALE VERTEILUNG INTRALUMINALER GERINNSEL

Die Graphik zeigt, in wie vielen Féllen bezogen auf die Gesamtzahl pro Gruppe intraluminale

Gerinnsel (in %) nachzuweisen waren, unter Berlicksichtigung einer Schwelle 15 Prozent

positiver Gefalquerschnitte.
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ABBILDUNG 4 FLUORESZENZMIKROSKOPISCHE DARSTELLUNG (CLSM) VON P-
SELEKTIN AN VITAL ENTSTANDENEN KONJUNKTIVALEN PETECHIEN

65 Jahre, mannlich, Ertrinken, Uberlebenszeit Minuten, starke Farbung, 34 % der GefaRanschnitte

(a) Leica TCS SP, PL FLUOTAR 40,0 x 1,00 OIL (249pm)2 X 6pm, P-Selektin-positive GefalBwande
(ﬂ) und in der Nahe eine Thrombozytenaggregation (), hier mit P-Selektin-negativem
Endothel ()

(b) Leica TCS SP, HCX PL APO 63,0 x 1,32 OIL (158pm)2 x 8um, Rupturstelle mit endothelialer
P-Selektin-Expression (m) und P-Selektin-positivem Thrombozytenaggregat (3)



Ergebnisse 43

ABBILDUNG 5 FLUORESZENZMIKROSKOPISCHE DARSTELLUNG (CLSM) VON P-
SELEKTIN AN UNVERLETZTEN KONJUNKTIVEN

(@) Leica TCS SP, HCX PL APO 63,0 x 1,32 OIL (158pm)2 X 3um, 84 Jahre, mannlich, zentrale Dys-
regulation, unverletzte Konjunkvtiva, schwache Farbung, 11 % der GefalRanschnitte; schwach
P-Selektin-positive GefaRwand (m))

(b) Leica TCS SP, HCX PL APO 63,0 x 1,32 OIL, (158|.|m)2 X 3um, 45 Jahre, mannlich, Ertrinken,

unverletzte Konjunktiva, schwache bis moderate Farbung, 1,8 % der GefaRanschnitte, moderat

P-Selektin-positive GefaBwand (m))
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ABBILDUNG 6 FLUORESZENZMIKROSKOPISCHE DARSTELLLUNG (CLSM) VON P-

SELEKTIN AN VITAL ENTSTANDENEN KONJUNKTIVALEN PETECHIEN,
STARK GESTAUTE GEFARE

78 Jahre, weiblich, Halskompression, Uberleben Minuten; schwache Farbung, 1,8 % der GefaR

anschnitte

(@)

(b)

Leica TCS SP, HCX PL APO 63,0 x 1,32 OIL (158pm)2 X 11um, maximale Stauung, P-Selektin-
negativ (I)

Leica TCS SP, PL FLUOTAR 40,0 x 1,00 OIL (249um)2 x 6um, GefaRendothelien ebenfalls
P-Selektin negativ (m®), benachbarte Endothelzellen vereinzelt mit positiver Reaktion ()
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ABBILDUNG 7 FLUORESZENZMIKROSKOPISCHE DARSTELLING (CLSM) VON P-
SELEKTIN AN VITAL ENTSTANDENEN PETECHIEN, MASSIVE
CONGESTION DER GEFARE UND RUPTURSTELLE

53 Jahre, mannlich, Atypisches Erhangen, Uberleben Minuten, schwache Farbung, 2,7 % der GefaR

anschnitte

(a) Leica TCS SP, PL FLUOTAR 40,0 x 1,00 OIL (249}1m)2 X 6um, stark gestautes GefalR mit
positiver Endothelreaktion (m)), GefaRe in der Nachbarschaft mit P-Selektin-negativen Endo-
thelien (m)

(b) Leica TCS SP, HCX PL APO 63,0 x 1,32 OIL (84um)2 X 9um, P-Selektin-positive Ruptur-

stelle ()
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ABBILDUNG 8 FLUORESZENZMIKROSKOPISCHE DARSTELLUNG VON P-SELEKTIN
AN POSTMORTAL ENTSTANDENEN GEFARLASIONEN

28 Jahre, mannlich, Intoxikation; postmortale Liegezeit: 1 Tag; schwache Farbung, 1,4 % der Gefafld

anschnitte

(a) Leica TCS SP, HCX PL APO 63,0 x 1,32 OIL (79um)2 X 9um, Rupturstelle ohne P-Selektin-
Expression (m»)

(b) Leica TCS SP, PL FLUOTAR 40,0 x 1,00 OIL, Zoom 1,5, (166um)* x 8um, einzelne Zellen im
GefaRanschnitt positiv (m))
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ABBILDUNG 9 FLUORESZENZMIKROSKOPISCHE DARSTELLUNG (CLSM) VON P-
SELEKTIN AN EINER UNVERLETZTEN KONJUNKTIVA MIT LOKALER
ENTZUNDUNGSREAKTION

28 Jahre, mannlich, Myokarditis, Konjunktivitis bei unverletzter Konjunktiva, moderate Farbung,

21,3 % der GefaRanschnitte

Leica TCS SP, PL FLUOTAR 40,0 x 1,00 OIL, (249um)2 X 4pm, lokale Entziindungsreaktion mit
P-Selektin-positiven GefaRwanden (m) und intraluminalen Thrombozytenaggregaten (IB),

benachbartes Gefal? ohne Endothelfarbung ()
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ABBILDUNG 10 NEGATIVKONTROLLE

Leica TCS SP, PL FLUOTAR 40,0 x 1,00 OIL, (250pm)2 X 8um, Endothelien ohne Anfarbung (m)
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4 DISKUSSION

Konjunktivale Petechien sind bereits seit dem 19. Jahrhundert Gegenstand der
Diskussion, nehmen sie doch im Hinblick auf die Abgrenzbarkeit von
Lagerungsartefakten zu den Folgen intravitaler mechanischer Gewalt gegen
den Hals, eine wichtige Rolle in der rechtsmedizinischen Praxis ein. Es konnte,
wie bereits lange vermutet, mithilfe des Konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops
experimentell gesichert werden, dass Rhexisblutungen das patho-
morphologische Korrelat zu konjunktivalen Stauungsblutungen darstellen und
der Ausgangspunkt somit in der mechanischen Schadigung des
GefaRBendothels liegt [“®!. Diese Umstande der GefaRverletzung filhren, wenn
die Verletzung im Leben gesetzt wurde, zu einer Kaskade von komplexen
Wundheilungsvorgangen. Sowohl die an der Schadigung beteiligten als auch
die umliegenden Endothelzellen exprimieren vermehrt Interleukine, Selektine
und Wachstumsfaktoren, um die Reparatur und somit die Wiederherstellung
des Endothels zu unterstiitzen. Es existieren bereits Untersuchungen tber die
Nachweisbarkeit verschiedener Adhéasionsmolekile wie P-Selektin, VCAM-1
und VEGF an menschlichen Hautwunden, aber auch an Konjunktiven wurden

Erfahrungen von Seiten der Augenchirurgie gesammelt.

4.1 VCAM-1

Untersuchungen an menschlichen Hautwunden geben die friheste
immunhistochemische Nachweisbarkeit von VCAM-1 mit 30 Minuten, die
regelmaRige Nachweisbarkeit ab eineinhalb Stunden an % %%, Untersuchungen
von Dressler et al. wiesen eine stark positive Reaktion von VCAM-1 friihestens
drei Stunden und spatestens dreieinhalb Tage nach der Verletzung in
menschlichen  Hautwunden aus  Obduktionsgut und  chirurgischem
Wundexzisionsmaterial nach *° ??. Da das menschliche konjunktivale Gewebe,
wie eingangs dargestellt, ein sehr reagibles ist und Wundheilungsvorgénge hier

schneller verlaufen als in der menschlichen Haut, war die Méglichkeit zu prtfen,
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ob bereits zu friheren Zeitpunkten eine verstarkte Expression von VCAM-1 zu

beobachten ist.

Unsere Ergebnisse zeigen jedoch bei Uberlebenszeiten bis Stunden nach vital
entstandener Verletzung keine verstarkte VCAM—-1-Expression. Wie in Tabelle
5 dargestellt, kennzeichnen schwache Endothelreaktionen sowohl die verletzten
Endothelien bei Uberlebenszeiten im Bereich von Sekunden als auch die im
Bereich von Minuten. Artefakte und Kontrollpraparate fielen ebenfalls durch
schwache GefaRantworten auf. Stark positive Gefal3farbungen waren bei vital
entstandenen Endothellasionen hingegen nur in Einzelféllen zu verzeichnen.
Wir konnten das Adhasionsmolekl in der Konjunktiva mit lichtmikroskopischen
Untersuchungen zwar bereits bei Uberlebenszeiten von Sekunden und Minuten
nach Endothellasion nachweisen (siehe Tabelle 5). Eine Steigerung seiner
Expression, die eine Abgrenzung zu Kontrollen und Artefakten erméglicht héatte,
war jedoch bis auf Ausnahmen nicht festzustellen. Untersuchungen zufolge
wurden l6sliche VCAM-1-Level zwar auch im Serum Gesunder nachgewiesen,
auf eine gezielte Expression an den Endothelzellen der Augenbindehaut bei
intakten GefaRen lasst sich in der Literatur jedoch kein Hinweis finden 29
Trotzdem lieBen sich sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der Gruppe der
artefiziell entstandenen Petechien neben negativen Befunden auch schwach
positive  Reaktionen nachweisen, welche bei intravital verletzten

GefalRendothelien keine verstarkte VCAM-1-Expression erkennen lassen.

Unsere Ergebnisse bestatigend konnte auch bei Untersuchungen zur Inzision
menschlicher Konjunktiva unter sterilen Bedingungen unabhéngig von der
Zeitspanne zwischen Entstehung und Entnahme der Gewebeprobe keine
Veranderung der VCAM-1-Expression beobachtet werden 1. Sterilitat ist auch
bei der petechialen Rhexisblutung zu vermuten, so dass unter Umstanden die
gleichen Voraussetzungen gelten. Auch an intravital rupturierten
KapillargefaRen der Augenbindehaut scheint die Produktion von VCAM-1 im
Vergleich zu mechanisch unbeschadigten Endothelien und artefiziell
entstandenen Lasionen keine signifikante Veranderung zu erfahren und somit
keinen malgeblichen Einfluss auf die frihe Wundheilung zu haben. Die
lichtmikroskopische Untersuchung von VCAM-1 an Gefal3endothelien von

petechialen Bindehautblutungen eignet sich infolgedessen nicht zur
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Einschatzung von frihen Wundheilungsvorgangen. Auf weiterfiihrende
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen wurde aufgrund der mangelnden

Differenzierungsmoglichkeit verzichtet.

4.2 VEGF uND PDGFR

Die Untersuchung der VEGF- und PDGFR-Expression an konjunktivalen
Endothelien kann bei der geringen Gesamtmenge nur einen orientierenden
Charakter besitzen. An menschlichen Konjunktiven mit vital entstandener
Gefalllasion war der Wachstumsfaktor VEGF nach vital induzierter
Endothelverletzung und minutenlanger Uberlebenszeit nur in einem Fall
immunhistochemisch ~ schwach  nachzuweisen.  Kontrollpraparate  und
Konjunktiven mit artefiziell entstandenen Blutungen zeigten keine Reaktionen
auf Anti-VEGF. Weiterfuhrende licht- und fluoreszenzmikroskopische
Untersuchungen konnten moglicherweise die Untersuchungsergebnisse von
Hayashi et al. bestatigen. Sie konnten VEGF an menschlichen Hautwunden
vereinzelt bereits Stunden nach Verletzung, haufiger jedoch mit zunehmendem
Wundalter ab vier Tagen und signifikant zwischen dem siebten und vierzehnten
Tag nachweisen. Es liegen Ergebnisse vor, dass VEGF bis einschlief3lich 21.

Tag nach Wundentstehung beobachtet werden kann 22,

GefalRantworten auf Anti-PDGFR geben in den ersten immunhistochemischen
Untersuchungen keine Hinweise auf eine verstarkte Expression des
Wachstumsfaktors unter initial vital entstandenen Endothellasionen und
minutenlanger Uberlebenszeit. Schwache bis moderate Farbungen konnten
auch bei artefiziell entstandenen Gefaldverletzungen und in der Kontrollgruppe

nachgewiesen werden.

Um genauere Aussagen Uber die Expression von VEGF und PDGF treffen zu
kénnen, sind weiterfihrende Untersuchungen insbesondere in der spaten
Phase der Wundheilung (Stunden und Tage) notwendig. Allerdings erschienen
diese aufgrund zu erwartender geringer Fallzahlen (funf Falle/ein Fall mit
Uberlebenszeit von Stunden/Tagen innerhalb von sechs Jahren), zurzeit wenig

Erfolg versprechend.
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4.3 P-SELEKTIN ALS VITALITATSPARAMETER

P-Selektin wird bei Endothelschadigung und nach Aktivierung durch Thrombin
und Histamin innerhalb von Minuten an der Zelloberflache préasentiert und fihrt

37 Eine zusétzliche Synthese des P-Selektins

zur Adhasion von Leukozyten |
wird nochmals durch Zytokine wie Interleukin-1 (IL-1) oder den
Tumornekrosefaktor o (TNF-a) innerhalb der ersten zwei Stunden nach
Aktivierung erreicht. Es war somit zu erwarten, dass P-Selektin in diesem

Zeitraum immunhistochemisch starker detektierbar ist > 66 67. 681,

Bei den lichtmikroskopischen Untersuchungen war bei den Vvitalen
Endothelverletzungen an den Konjunktiven hinsichtlich der unterschiedlich
langen Uberlebenszeit in den einzelnen Gruppen im Hinblick auf die Intensitat
keine Differenzierung mdglich (siehe Tabelle 6). Zwar wurden bei den
minutenlang Uberlebten GefalRrupturen auch mittlere und starke Reaktionen
ermittelt, diese waren jedoch, insbesondere im Vergleich zu Kontrollgruppe und
Artefakten nicht in ausreichender Anzahl vorhanden, um signifikante
Unterschiede erkennen zu konnen. Bei den Artefakten waren lediglich
schwache Intensitdten zu vermerken. Andererseits zeigten sich schwache
Intensitaten auch bei maximaler Stauung. Von der Untersuchung mit dem
Konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (CLSM) war bei stabilem und technisch
gut anzuwendendem Antikorper (Anti-P-Selektin) weitere Aufklarung zu

erwarten.

Bei den fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurde gemafR der
Annahme, Gefal3rupturen bei konjunktivalen Stauungsblutungen folgen den
Gesetzmaliigkeiten der Wundheilung steriler Gefaliverletzungen entsprechend
augenchirurgischen Erfahrungen, bei minutenlanger Uberlebenszeit eine
erhdhte Expression von P-Selektin an den GefalRen der Augenbindehéute und
besonders der Rupturstellen festgestellt (siehe Tabelle 7, Abbildung 2 und
Abbildung 4). Hier waren eine moderate bis starke Farbauspragung, haufig in
Kombination mit intensiv reagierenden intraluminalen Thrombozytenaggregaten
zu erkennen (siehe Abbildung 3 und Abbildung 4), wobei die starke Intensitat
intraluminaler Aggregate vermutlich in der deutlich hoheren Konzentration von

P-Selektin innerhalb der Thrombozyten im Vergleich zum Endothel begrindet
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liegt 1> 66 67 881 ‘\wjie auch Untersuchungen an Hautwunden zeigen, richtet sich
die Expression von P-Selektin nach den zeitlichen Vorgangen der Wundheilung.
Nach rascher Expression, Minuten (circa drei) nach Endothelschadigung und
einem Anstieg von P-Selektin, folgen nach Stunden (circa zwolf) wieder der

[18. 19. 201  Nach diesen

Abfall und eine verminderte Nachweisbarkeit
Voruntersuchungen an der Haut nicht anders zu erwarten, war an unserem
Kollektiv bei einer Uberlebenszeit von Stunden/Tagen keine verstarkten P-
Selektin-Expression im Bereich der Rupturstelle mehr nachzuweisen (siehe
Tabelle 7). Die Ergebnisse der tagelang Uberlebten Gefal3lasionen lassen aber

aufgrund der geringen Anzahl keine genaue Aussage zu.

Es stellt sich hier nun die Frage, warum gerade bei
Erstickungstodesfallen/Fallen mit mechanischer Gewalteinwirkung gegen den
Hals und intensivem Stauungssyndrom bei einer Uberlebenszeit von Minuten
negative Befunde auffallen (siehe Abbildung 6 und Abbildung 7). Durch den
ansteigenden venodsen Druck bei mechanischem Verschluss der Venen bei
offenen Arterien und/oder beim Ankampfen oder Schreien gegen den
Widerstand der verschlossenen aul3eren Atemwege im Sinne eines Valsalva-
Effektes kommt es zu einer massiven Stauung in den GefalRen. Diese stellen
sich  mikroskopisch bis zum Bersten gefullt dar und lassen
fluoreszenzmikroskopisch oftmals keine oder aber nur eine strichférmig
ausgezogene mitunter in sich unterbrochene hauchdinne Gefal3wand
abgrenzen. Hier sind ursachlich mechanisch gedehnte Wéande zu vermuten.
Der Negativbefund ware z.B. durch die mechanische Veradnderung an der
Zellmembran, auf der P-Selektin von Weibel-Palade-bodies eigentlich
freigesetzt und prasentiert wird, mdoglicherweise aber auch durch ein
Uberlagerungsartefakt durch die Fluoreszenz der Erythrozyten zu erklaren [© 1,
Dartber hinaus ist bei dem erhohten Blutaufkommen auch an gesteigerte

enzymatische Abbau- und Auswaschprozesse zu denken 89,

Lichtmikroskopische Untersuchungen von Ortmann und Brinkmann weisen auf
eine Verminderung der P-Selektin—-Synthese an Endothelien chronisch
entziindeten Lungengewebes hin [741 Ursachlich diskutiert werden sowohl eine
Metabolisation als auch ein verstarkter enzymatischer Abbau des Selektins .

Ein physiologischer enzymatischer Abbau fur die zellmembranassoziierten
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Selektine konnte bereits verifiziert werden 3. Es steht also zu vermuten, dass
unterschiedlich intensiv ausgepragte Endothelreaktionen unterschiedliche
Stadien der Wundheilung widerspiegeln. Befindet sich die Wundheilung in einer
fortgeschrittenen Phase, so ist gleichzeitig mit einem vermehrten
enzymatischen Abbau des Selektins und einer schwacheren oder gar negativen

Reaktion an den Endothelien zu rechnen.

Bei postmortal durch Lagerung entstandenen Petechien und mechanisch
unversehrten Gefal3en war unter Ausschluss lokaler Prozesse wie
beispielsweise Entziindungen, welche ebenfalls mit erhdhter Expression des
Adhasionsmolekils einhergehen kénnen (siehe Abbildung 9), keine erhdhte
Aktivitdt nachvollziehbar (siehe Tabelle 7, Abbildung 5 und Abbildung 8). Die
postmortal entstandenen Gefal3lasionen zeigten bei unseren Untersuchungen
an den Endothelzellen im Bereich der Rupturstelle ausnahmslos keine
Reaktionen auf Anti-P-Selektin (siehe Abbildung 8). Eine vermehrte Expression
des endothelialen Adhé&sionsmolekils war auch an den Ubrigen Gefal3en in
diesen Fallen nicht nachzuweisen. Insofern erbrachten die
immunhistochemischen Untersuchungen mit dem Konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop (CLSM) einen Zusammenhang zwischen vitaler Entstehung
konjunktivaler Rhexisblutungen und einer erhéhten endothelialen P-Selektin-
Expression mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,022.

Eine Abgrenzung von vital entstandenen zu lagerungsbedingten artefiziellen
Blutungen ist nach den Untersuchungen nur bei positivem Befund mdglich, also
bei einer P-Selektin positiven Endothelreaktion an der Rupturstelle, unter
Umstanden auch mit intraluminalen P-Selektin positiven
Thrombozytenaggregaten, und einer P-Selektin-Expression an mehr als 15
Prozent der benachbarten GefaRquerschnitte. Folglich kann die vermehrte
Expression als Differentialkriterium zwischen vital und postmortal entstandenen
Lasionen genutzt werden und bietet eine entscheidende Hilfe bei der
Bewertung unklarer Halsbefunde in Zusammenhang mit Bauch- und/oder

Kopftieflage.

Eine nachweislich erhdhte P-Selektin-Expression (P-Selektin-positive Reaktion
an der Rupturstelle, gegebenenfalls mit P-Selektin-positiven intraluminalen

Thrombozytenaggregaten und mehr als 15 Prozent P-Selektin-positive
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GefaRanschnitte in der Umgebung) bei konjunktivalen Stauungsblutungen
spricht  fur eine  minutenlange  Uberlebenszeit und ist, auch
differentialdiagnostisch bei Bauch- und/oder Kopftieflage, als Vitalparameter

anzunehmen.

Einem negativen Befund kommt fur sich alleine gesehen eine nur
eingeschrankte Aussagekraft zu. Hier sind die dbrigen Anknupfungstatsachen
wie beispielsweise die Einnahme von Medikamenten (Heparin, Gluko-
kortikoiden), Konsum von Alkohol und/oder Drogen und/oder Befunde wie
autolytische Veranderungen oder massive Stauung der GefaRe mit
enzymatischen Abbauprozessen in eine individuelle Fallbewertung mit

einzubeziehen 2 431,
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5 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Die CLSM-Befunde mit multiplen Rupturen in der vendsen Endstrombahn
weisen die konjunktivale Petechie als Rhexisblutung aus, wie schon nach
theoretischen Uberlegungen und praktischen Erfahrungen in der modernen
Rechtsmedizin seit langer Zeit angenommen wird. Hierbei ergaben sich,
abgesehen von Krankheitsbildern mit direkten GefalRwandschaden, keine
Unterschiede darin, in welchem Kontext sie entstanden waren, das heif3t ob sie
im Rahmen eines mechanischen Angriffs gegen den Hals, bei einer anderen
nicht natiurlichen Todesursache wie z.B. Schadelhirntrauma, bei natirlichen
Todesarten, wie z.B. Herzinfarkt oder aber als Lagerungsartefakt beobachtet

wurden.

Zur Frage der Vitalitat, die sich immer dann ergibt, wenn man z.B. an
Bauchlage und/oder Kopftieflage denkt, und auch gegebenenfalls zur
Einschatzung des Wundalters, wurde die Anwendbarkeit von endothelialen
Adhé&sionsmolekilen (P-Selektin, VCAM-1, VEGF, PDGFR) anhand eines
rechtsmedizinischen Untersuchungskollektivs (P-Selektin: Petechien positiv:
n=65, Petechien negativ.: n=19; Artefakte: n=12; VCAM-1: Petechien positiv:
n=52; Petechien negativ: n=15; Artefakte: n=5; VEGF/PDGFR, orientierend :

Petechien positiv: n= 4/3, Petechien negativ: n=2/2; Artefakte: n= 1/1) gepruft.

Bei dem zeitlich engen Fenster (Uberlebenszeit: Sekunden bis Minuten) war im
Hinblick auf die lichtmikroskopische Untersuchung von VCAM-1, VEGF,
PDGFR an dem hier untersuchten Autopsie-Material mit Leichenliegezeiten
zwischen circa funf Stunden und dreizehn Tagen und quasi sterilen
Gegebenheiten bei der Verletzung, sozusagen von innen heraus, keine

Aussage zu Vitalitdt und Wundalter zu treffen.

Zusammenfassend ist  hinsichtlich  der  fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchung (CLSM) der Expression von P-Selektin eine positive Reaktion (P-
Selektin-positive Endothelreaktion an der Rupturstelle, gegebenenfalls mit P-
Selektin-positiven intraluminalen Thrombozytenaggregaten, und mehr als 15

Prozent P-Selektin-positive benachbarte GefalRanschnitte), auch
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differentialdiagnostisch bei Bauch und/oder Kopftieflage, als Vitalitatsparameter
anzunehmen und spricht fir eine minutenlange Uberlebenszeit. Einem
negativen Befund kommt nur eingeschrankte Aussagekraft fir sich alleine zu.
Hier sind die tbrigen Anknupfungstatsachen und Befunde in eine individuelle

Fallbewertung einzubeziehen.
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6 ABSTRACT

CLSM-results with multiple ruptures in the venous terminal vessels define the
conjunctival petechiae as rhexis-hemorrhage, which had been hypothesized for
a long time, both on the basis of theoretical considerations and practical
experience in forensic medicine. Disregarding disease patterns with direct
damage of vessel walls, no differences with respect to context of origin could be
found, i.e. whether they were observed in the context of a mechanical attack to
the throat, of another non-natural course of death such as craniocerebral injury,
of natural courses of death such as cardiac attack, or as an artefact because of

the position of the body.

With respect to the question of vitality, which always comes up when one thinks
e.g. of prone position and/or low position of head, and possibly also with
regards to wound age estimation, the applicability of endothelial adhesion
molecules (P-selectin, VCAM-1, VEGF, PDGFR) by means of a forensic
research collective (P-selectin: petechiae positive: n=65, petechiae negative:
n=19; artefacts: n=12; VCAM-1: petechiae positive: n=52; petechiae negative:
n=15; artefacts: n=5; VEGF/PDGFR: petechiae positive: n=4/3, petechiae

negative: n=2/2; artefacts: n=1/1) was tested.

Due to the narrow time frame (survival time: seconds to minutes), the
examination with optical microscope of VCAM-1, VEGF, PDGFR carried out
with the autopsy material here used (post-mortem interval of approximately five
hours to thirteen days, and quasi-sterile conditions of injury) no statement could
be made with regards to vitality and wound age.

In summary, a positive reaction with respect to fluorescence microscopic
examination (CLSM) of P-selectin expression (P-selectin-positive endothelial
reaction at the place of rupture, possibly with P-selectin-positive intraluminal
thrombocyte aggregations, and more than 15 % of P-selectin-positive
neighboring blood vessel sections), also differential-diagnostically in case of
prone position or when the head is lower than the rest of the body, is to be

considered as vitality parameter and indicates a survival time of some minutes.
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A negative result seen on its own has only limited significance. Here the other
pertaining facts and findings have to be taken into account for an individual

assessment of the case.
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Herstellung der Stamm- und Gebrauchslésungen

BSA-LAsung (5 %ig):
500mg BSA (Rinderserum — Albuminfraktion V, Fettsaure — frei; Roche)

10ml Tris-Puffer

Citrat-Puffer
Stammldsung A:
19,29 Zitronenséaure
1000ml destilliertes Wasser
Stammldsung B:
29,419 Natriumcitrat
1000ml destilliertes Wasser
9ml Stammlésung A
41m| Stammldsung B

auf 500m| mit destilliertem Wasser auffullen
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EDTA-Puffer
> 99 % Ethylendinitrilotetraessigsaure Dinatriumsalz-Dihydrat
0,0005 % Schwermetalle (Pb)
0,372g auf 1000ml destilliertes Wasser
PBS-Puffer (ICN Biomedicals Inc. Cat. No.: 2810305)
1 Tablette auf 100ml destilliertes Wasser
Tris-Puffer (DAKO Cat. No.: S 1968)

1 Packchen auf 5000ml destilliertes Wasser
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