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1. Einleitung

1.1 Vitalitat und Wundalterbestimmung

Die Bestimmung der Vitalitdt und des Alters einer Wunde sind in der forensischen
Diagnostik von groRer Bedeutung. Dem Rechtsmediziner werden Fragen Uber den
Zusammenhang von Wunden und der Todesursache gestellt. Zum einen mussen
Aussagen uber die Verletzungsart der Haut gemacht werden. Es ist moglich, dass
Strangulationsmarken nur blass ausgebildet sind und im weiteren postmortalen Verlauf
verschwinden (Adelson 1974; Gordon et al. 1988). Zum anderen wird der
Rechtsmediziner haufig mit der Frage konfrontiert, ob die Verletzungen ante- oder

postmortem entstanden sind und wie lang die Uberlebenszeit war (Madea et al. 2014a).

Nach der Definition von Orsos (1935) Iasst sich die Vitalitat in vitale Reaktionen, Prozesse
und Zeichen gliedern.

Vitale Reaktionen beziehen sich auf lokale Gewebsreaktionen an dem Ort der Verletzung.
Vitale Prozesse setzen ein noch funktionierendes Organsystem voraus. Die Funktionen
des Nervensystems, des Herz-Kreislaufsystems und des Respirations- und
Gastrointestinaltrakts sind noch intakt. Es reagieren nicht nur Zellen und Gewebe,
sondern der gesamte Organismus.

Vitale Zeichen sind beispielsweise eine arterielle Spritzspur oder Blutaspiration, die auf
eine vitale Entstehung der Verletzung zuruackgefuhrt werden konnen. (Madea et al. 2014a)

Die Vitalitat einer Wunde steht im engen Zusammenhang mit der Wundheilung. Nach
einer Verletzung konnen die Veranderungen in der frlihen Phase sowohl als vitale
Reaktionen, wie auch als beginnende Wundheilung beschrieben werden (Madea et al.
2014a). Es werden verschiedene Prozesse eingeleitet, die fur eine Reparatur des
geschadigten Gewebes sorgen. Die Wundheilung verlauft in allen Geweben ahnlich und
Iasst sich in Phasen gliedern. Dieser in Phasen separierbare Ablauf ermdglicht somit eine
Bestimmung des Wundalters. Das Wundalter entspricht dem Zeitraum zwischen dem
Zeitpunkt des Traumas und dem Zeitpunkt des Todes. (Kondo und Ishida 2010)
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1.2 Haut

1.2.1 Aufbau und Funktion der Haut

Die Haut ist mit einer Oberflache von 1,6 - 2 m? das groRte Organ des menschlichen
Korpers und bedeckt seine gesamte Oberflache. Die Dicke der Haut betragt beim
Erwachsenen ohne Subkutis 1,5 - 4 mm (Rassner 1978). Es handelt sich um ein
»ochichtenorgan® mit drei charakteristischen Hautschichten (s. Abb. 1): der Epidermis
(Oberhaut), der Dermis (Lederhaut) und der Subcutis (Unterhaut) (Montagna et al. 1992).
Zusatzlich befinden sich Hautanhangsgebilde in der Haut. Darunter fallen Haare mit den
sich anschlieBenden Talgdrisen, Schweildrisen und Nagel (Lullmann-Rauch und
Paulsen 2003).

Die Hauptfunktion der Haut besteht in der Bildung einer Barriere. Sie ist die Abgrenzung
zwischen der Umwelt und dem Organismus. Sie schutzt vor Infektionen, aber auch vor
mechanischen und thermischen Verletzungen oder chemischen Noxen. Aufderdem sorgt
die Haut fur einen kontrollierten Stoffaustausch und eine regulierte Korpertemperatur.
Beispielsweise werden Wasser, aber auch Salze und Stoffwechselprodukte
ausgeschieden und aufgenommen (Rassner 1978; Lullmann-Rauch und Paulsen 2003).

1.2.2 Aufbau der Epidermis

Die Epidermis (griechisch: epi - Uber, darauf; derma - Haut) ist die Oberhaut und besteht
aus einem mehrschichtig verhornendem Plattenepithel. Die vorherrschenden Zellen sind
die Keratinozyten, die 90 % der Epidermis ausmachen und verschiedene
Differenzierungsschritte durchlaufen (Eckert und Welter 1996).

Die Epidermis gliedert sich in vier Schichten, die durch die unterschiedlichen
Differenzierungsstadien der Keratinozyten charakterisiert werden konnen.

Die unterste epidermale Schicht ist das Stratum basale (Basalzellschicht), die direkt auf
der Basallamina sitzt und aus einer Reihe von prismatischen Zellen besteht. Im Stratum

basale befinden sich die epidermalen Stammzellen und es kommt zur Zellteilung.
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Dem Stratum basale schliel3t sich das Stratum spinosum an, welche auch aufgrund des
Aussehens der Zellen als Stachelzellschicht bezeichnet wird und welche fur die Synthese
des Keratohyalins zustandig ist.

Im Anschluss folgt das Stratum granulosum, in dem die Keratinozyten ihren Zellkern
verlieren und zu Korneozyten umgewandelt werden. Im Stratum corneum, der obersten
Schicht, befinden sich die Hornzellen, auch Korneozyten genannt, die als Ziel der
Differenzierung beschrieben werden konnen. Die stark abgeflachten Korneozyten (ca.
0,5 ym dick und 30 ym lang) enthalten keinen Kern und Organellen mehr. (Eckert und
Rorke 1989; Fuchs und Raghavan 2002; Lullmann-Rauch und Paulsen 2003; Montagna
et al. 1992)

Es findet eine standige Erneuerung statt. Es werden neue Keratinozyten aus den unteren
Schichten zur VerflUgung gestellt, nachdem die obersten Korneozyten abgeschilfert
werden. Dieser sogenannte Desquamationsprozess dauert vier Wochen (O’Shaughnessy
und Christiano 2004).

Neben den Keratinozyten sind in der Epidermis noch andere Organellen zu finden. Sie
machen nur 10 % der Epidermiszellen aus, sind jedoch auch von essentieller Bedeutung:
melaninbildenden Zellen des Pigmentsystems (Melanozyten), Zellen des Immunsystems
(Langerhans-Zellen) und Zellen des peripheren Nervensystems (Merkel-Zellen) (Rassner
1978).

1.2.3 Aufbau der Dermis

Die Dermis gliedert sich in zwei Etagen: die papillare Dermis (Stratum papillare) und die
retikulare Dermis (Stratum reticulare). Im Gegensatz zur Epidermis ist die Dermis
durchblutet und somit fur die Versorgung der Epidermis verantwortlich. Durch die Papillen
wird die Austauschflache maximiert. Daruber hinaus weist die Dermis Zellen der
Immunabwehr (Monozyten, Makrophagen und Mastzellen), aber auch Nerven und
Hautanhangsgebilde (Schweil3- und Talgdrisen, Haare) auf (Rassner 1978; Lullmann-
Rauch und Paulsen 2003).
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1.2.4 Aufbau der Subkutis

Die Subkutis als Verbindung zwischen Kutis und tiefer liegenden Schichten (Faszien,
Periost) setzt sich aus lockerem Binde- und Fettgewebe zusammen. Der Anteil des
Fettgewebes variiert und funktioniert als Druckpolster oder zur Speicherung von Energie

und Warme. In dem Fettgewebe liegen zudem die Leitungsbahnen.
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Abb. 1: schematischer Aufbau der Haut. (Dorethy S 2020)

1.3 Gewalteinwirkungen auf die Haut

1.3.1 Allgemein

Es gibt diverse Formen hinsichtlich der Gewalteinwirkung auf die Haut. Man unterscheidet
im Wesentlichen zwischen mechanischer und thermischer Gewalt. Unter die
mechanische Gewalt fallen Schuss, Strangulation, stumpfe und scharfe Gewalt (Madea
et al. 2012). Die genaue Zusammensetzung des Kollektivs, welches mechanische und



13

thermische Gewalt beinhaltet, wird unter 2.1 ndher beschrieben. Jedoch soll hier bereits
Bezug auf die vorliegenden Arten der Verletzungen genommen werden. (Madea et al.
2012)

1.3.2 Biss

Eine Bissverletzung zeichnet sich durch Schiurfungen, Einblutungen und Perforation der
Haut aus. Es gibt zwei Arten von Bissverletzungen: Abwehrbiss und Saugbiss. Wahrend
sich beim Abwehrbiss die oberste Hautschicht an der Innenseite der Zahnbdgen befindet,
wird beim Saugbiss die Epidermis aufgrund des Wegziehens an die Aullenseite der
Zahnbogen geschoben (Madea und Dettmeyer 2007; Madea et al. 2012).

1.3.3 Brandwunde

Die Schadigung der Haut durch die Einwirkung von Hitze Iasst sich in Abhangigkeit von
der Tiefe in verschiedene Grade einteilen (s. Abb. 2). Die Schadigung ist bei der
Verbrennung |. Grades epidermal, bei der Verbrennung Il. Grades dermal, bei der
Verbrennung Ill. Grades transdermal und bei der Verbrennung IV. Grades betrifft die
Verbrennung zusatzlich das Unterhautfettgewebe. Postmortal kann es auch zu
Veranderungen der Haut kommen, indem die Haut einrei3t (Madea und Dettmeyer 2007;
Madea et al. 2012).
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Schicht Grad
Epidermis I
lla.
Dermis
llb.
Subkutis [
Muskel V.

Abb. 2: Verbrennungsgrade und betroffene Hautschichten: Verbrennung |. Grades
epidermal, Verbrennung Il. Grades dermal, Verbrennung lll. Grades transdermal,
Verbrennung IV. Grades Subkutis (aus Madea 2007)

1.3.4 Exkoriation

Eine Exkoriation (lateinisch: excoriare - abhauten) oder Hautabschirfung ist ein flachiger
Substanzdefekt der Haut, der durch eine tangentiale Kraft entsteht (s. Abb. 3). Der
Substanzdefekt betrifft meist die obersten Schichten. In Schirfrichtung kénnen sich
Epithelschippchen ablésen (Madea und Dettmeyer 2007; Madea et al. 2012) und im
Randbereich der Wunde ablagern. Das Gewebe trocknet und es entsteht brauner Schorf
an der Oberflache. Wunden, die nicht bis in die Dermis reichen, heilen innerhalb von ein
paar Tagen ab. Tritt die Verletzung kurz vor oder nach Eintritt des Todes auf, so bildet
sich eine lederartige Abschlrfung mit gelbbrauner, rotbrauner oder dunkelbrauner Farbe
(Madea et al. 2014b).



15

Epithel-
morane

~a

Hornschicht

Abb. 3: Exkoriation mit abgehobenen Epithelschippchen; mit Genehmigung von
Zollinger 2020

1.3.5 Hautvertrocknung

Hautkompressionen, die die oberste Hautschicht betreffen, vertrocknen postmortal.
Beispielsweise kommt es im Rahmen von Reanimationen zu Kompressionen. Mithilfe der
Farbe der Wunde konnen Aussagen uber das Alter gemacht werden. Sie konnen sich
verharten und zudem gelblich-braunlich werden (Madea und Dettmeyer 2007; Madea et
al. 2012).

1.3.6 Kalteerythem

Ein Kalteerythem zahlt neben den hellroten Totenflecken zu den typischen aufReren
Befunden bei einem Tod durch Unterkihlung. Der Pathomechanismus ist bisher unklar.
Es handelt sich um blau-livide Hautverfarbungen an hypostasefreien Arealen des
Korpers, haufig an der Streckseite des Kniegelenks oder Uber dem Handrucken (Madea
und Dettmeyer 2007; Madea et al. 2012).
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1.3.7 Quetsch-Risswunde

Riss-, Quetsch- und Platzwunden gehdren zu den penetrierenden Hautverletzungen
durch stumpfe Gewalt. Wird ein starker Zug auf die Haut ausgeubt, so entsteht eine
Risswunde (s. Abb.4). Ein starker Druck auf die Haut fihrt zu einer Quetschwunde
(Madea und Dettmeyer 2007; Madea et al. 2012). Im Rahmen einer flachenhaften
Gewalteinwirkung auf die Haut entstehen Gewebsbrucken im Wundgrund. Daruber
hinaus kdnnen bei einer Kontinuitatsdurchtrennung der Haut Fremdkorper in der Wunde
zu finden sein, welche Ruckschlusse auf das Tatwerkzeug ermoglichen (Madea und
Dettmeyer 2007; Madea et al. 2012).

Morphologische Kriterien einer
Kontinuitatsdurchtrennung der Haut
durch stumpfe Gewalt

Durchtrennung unregelmassiger nicht vertrocknete
der Haut Wundrand Wundwinkel

in die Wunde ragende

Haarwurzel Blutunterlaufung

1~ der Wundrander

Gewebsbrlicke in der
Wundtiefe

Abb. 4: Morphologische Kriterien einer Kontinuitatsdurchtrennung der Haut durch
stumpfe Gewalt; mit Genehmigung von Prof. Dirnhofer
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1.3.8 Schnitt

Zusammen mit der Stich- und Hiebverletzung wird die Schnittverletzung zu den
Verletzungen durch scharfe Gewalt gerechnet. Aufgrund der scharfen Gewalteinwirkung
kommt es zu gemeinsamen charakteristischen Merkmalen. Es zeigen sich eine
Gewebedurchtrennung unterschiedlichen Ausmalies, gerade glattrandige Wundrander
und die Abwesenheit von Gewebebricken (Madea und Dettmeyer 2007; Madea et al.
2012).

Schnittverletzungen lassen sich von Stichverletzungen abgrenzen, denn sie sind im
Gegensatz zu ihnen, bezogen auf die Hautoberflache, langer und weniger tief.

Daruber hinaus kann zwischen Schnittverletzungen, die selbst (s. Abb. 5) oder fremd
beigebracht wurden (Vergleich s. Tab. 1) unterschieden werden. Selbst beigebrachte
Verletzungen sind symmetrisch, oberflachlich und parallel angeordnet. Sie sind haufig an
den Armen, der Brust- und Bauchhaut zu finden. Empfindliche Regionen, wie
beispielsweise das Gesicht, werden ausgespart. Die Einstichstelle ist entkleidet und
Abwehrverletzungen fehlen. Fremd beigebrachte Verletzungen erstrecken sich Uber den
gesamten Korper und sparen keine empfindlichen Regionen aus. Der Einbezug der
Kleidung und das Vorkommen von Abwehrverletzungen ist haufig (Madea und Dettmeyer
2007; Madea et al. 2012).

\ign ’
J
/

Abb. 5: Lokalisationen selbstbeigebrachter Verletzungen (aus Madea und Dettmeyer
2007).
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Tab. 1: Merkmale selbst- und fremdbeigebrachter Verletzungen (Madea et al. 2012).

Selbstbeibringung Fremdbeibringung
e symmetrisch e Uber den gesamten Korper
Anordnung e parallel
e gruppiert
e oberflachlich
e Arme, Brust- und e Uberall
o Bauchhaut e empfindliche Regionen
Lokalisation e empfindliche nicht ausgelassen
Regionen
ausgelassen
e leicht e schwer
Starke der Verletzung
e dem Links-/ e unterschiedliche Verlaufe
Verlauf Rechtshander moglich
entsprechend
e nicht mit einbezogen e mit einbezogen
Kleidung
e keine e deutliche
Abwehrverletzung Abwehrverletzungen,
z.B.:
Unterarmstreckseiten
1.3.9 Schuss

Eine Schussverletzung entsteht beim Auftreffen des Projektils auf das Gewebe. Bei einer
Geschossgeschwindigkeit von 50 m/sec kommt es zu einer Perforation aller
Hautschichten. Bezuglich der Schussdistanz wird zwischen absolutem Nahschuss,
relativem Nahschuss und Fernschuss differenziert. Der absolute Nahschuss bedeutet,
dass die Waffenmindung dem Korper aufgesetzt war. Beim relativen Nahschuss betragt
die Schussentfernung weniger und beim Fernschuss mehr als einen Meter. Zudem
konnen Ein- und Ausschuss voneinander unterschieden werden. Wenn die Haut das

primare Ziel war, liegen beim Einschuss ein Abstreif- und Kontusionsring vor und es ist
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moglich, dass Gewebsteile in den Korper hineinragen (Madea und Dettmeyer 2007;
Madea et al. 2012).

1.3.10 Strangulation

Strangulation bezeichnet eine Kompression des Halses von auflen und kann aus
rechtsmedizinischer Sicht in Erhangen, Erwirgen oder Erdrosseln unterteilt werden. Beim
Erwurgen und Erdrosseln liegt meist eine Fremdeinwirkung zugrunde, wohin gegen
Erdrosseln auch auf einen Suizid zurickgefuhrt werden kann (Doberentz et al. 2009;
Madea und Dettmeyer 2007; Madea et al. 2012).

Beim Tod durch Erhangen lassen sich zwei Formen unterscheiden: das typische und das
atypische Erhangen (s. Abb.6). Das typische Erhangen ist charakterisiert durch eine freie
Suspension, das heil3t der Korper berihrt den Boden nicht. Das Strangwerkzeug steigt
zur Nackenmitte symmetrisch an und die Verknotung befindet sich mittig im Nacken. Die
Strangfurche befindet sich an der Halsvorderseite, da dort das Strangwerkzeug am
starksten bei freier Suspension in die Haut einschneidet. Vendse und arterielle Gefalde
werden unterbunden und es treten keine Stauungsblutungen auf (Madea und Dettmeyer
2007; Madea et al. 2012).

Beim atypischen Erhangen ist das Strangwerkzeug in jeder anderen Lage zu finden
(submental, an der Halsseite) oder es liegt keine freie Suspension vor. Lediglich der
venose Blutfluss ist unterbunden, da die Kraft zur Unterbrechung der arteriellen Zufuhr
nicht ausreicht. Somit lassen sich Stauungsblutungen und Petechien nachweisen.
Beispielsweise kommt es zu Stauungsblutungen im Bereich der Mundvorhofschleimhaut,
der Augenlidbindehaute und retroaurikular. Die Blutstauung an den inneren Organen zeigt
sich meist an der Leber und an einer akuten Dilatation des rechten Ventrikels. Hierbei
werden Krafte von mehreren Kilogramm benotigt (Madea und Dettmeyer 2007; Madea et
al. 2012).
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typisches Erhangen atypisches Erhangen

Abb. 6: typisches und atypisches Erhangen nach Ponsold 1967, gezeichnet von Anna
Blumberg

1.4 Hitzeschockproteine

1.4.1 Die Rolle von Chaperonen

Hitzeschockproteine (Hsp) gehoren zur Gruppe der molekularen Chaperone. Chaperone
sorgen fur eine korrekte Proteinfaltung und verhindern eine Proteinaggregation.
Proteinaggregationen entstehen, wenn sich die hydrophoben Seitenketten ungefalteter
Proteine zusammenlagern. Chaperone verhindern diese Fehlfaltung, in dem sie sich an
die hydrophoben Enden der Polypeptidkette anlagern. Das Wort ,Chaperone” leitet sich
aus dem Franzdsischen ,le chaperon® ab und bedeutet ,die Anstandsdame®. Es wurde
erstmalig von Laskey et al. (1978) beschrieben. Sie hoben die Eigenschaft von
Nukleoplasmin hervor, unproduktive Interaktionen zwischen Desoxyribonukleinsdure
(DNA) und Histonen zu umgehen. (Agashe und Hartl 2000; Feder und Hofmann 1999;
Quan und Bardwell 2012; Walter und Buchner 2002)

Nach Hendrick und Hartl (1993) wird ein molekulares Chaperon heutzutage wie folgt
definiert: Ein Chaperon ist ein Protein, welches zeitweise mit einer instabilen
Konformation eines anderen Proteins in Verbindung steht, es stabilisiert und durch
reguliertes Binden und Losen dessen korrektes Schicksal in vivo unterstitzt, sowohl durch



21

Faltung (im Anschluss an die de novo Synthese, Transit durch eine Membran oder
stressinduzierte Denaturierung), Oligomerisierung, Interaktion mit anderen zellularen
Komponenten, intrazellularen Transport oder proteolytischen Verdau entweder

eigenstandig oder mit der Unterstutzung von Kofaktoren.
1.4.2 Vorkommen und Funktion von Hitzeschockproteinen

Beschrieben wurden Hsp erstmalig von Ritossa im Jahre 1962 durch Experimente an der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster. Damals wurde die Expression der Hsp auf Hitze
zuruckgefuhrt. Heute ist bekannt, dass diverse Stressfaktoren zu einem verstarkten
Anstieg fuhren. Beispiele sind hypo- und hyperthermale Effekte, aber auch Stimuli wie
Energiearmut oder Ischamie (Ciocca et al. 1993; Craig 1985; Doberentz et al. 2014,
Doberentz 2017; Feder und Hofmann 1999; Ritossa 1962). Hsp sind sowohl in jedem
Organismus, als auch in nahezu allen zellularen Bereich aufzufinden (Parsell und
Lindquist 1993).

Wird auf die Zelle durch einen der bereits beschriebenen Faktoren Stress ausgeubt,
kommt es aufgrund der Bildung von Hitzeschockfaktoren (Hsf) zur Induktion der Hsp
(Ciocca et al. 1993). Unter normalen physiologischen Bedingungen ist der Hsf in Form
eines Monomers im Zellkern und im Zellplasma lokalisiert. Die Stressfaktoren fuhren
dazu, dass sie sich als Transkriptionsfaktoren zu Trimeren im Zellkern formieren, sich an
Hitzeschock-Elemente (Hse) der DNA binden und eine Transkription der Hsp-Gene
bewirken (Morimoto 1993; Sorger 1991). Hsf-1 und Hsf-2 sind die am besten
beschriebenen Hitzeschockfaktoren. Hsf-1 reguliert die stressabhangige Induktion
schneller als Hsf-2 (Mathew et al. 1998).

Anhand ihrer molekularen Masse und ihrem Aufbau lassen sich die Hsp in verschiedene
Familien klassifizieren (s. Tab.2). Insgesamt gibt es funf Familien: Hsp110, Hsp90, Hsp70,
Hsp60 und Hsp27 (Jee 2016; Jolly und Morimoto 2000; Lindquist 1988; Madden et al.
2008).
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Tab. 2: Ubersicht Uber die Familien der Hitzeschockproteine (nach Madden et al. 2008).

Hsp-Familie Lokalisation in der Zelle Hauptfunktion
Hsp27 Zytoplasma und Nukleus Stabilisierung von Mikrofilamenten
Hsp60 Mitochondrien Schutz und Reparatur von Proteinen
Hsp70-Familie
Hsp72 : .

Zytoplasma und Nukleus Proteinfaltung und Zytoprotektion

Fsp73 Zytoplasma und Nukleus Proteintranslokation
Hsp75 Mitochondrien Proteintranslokation
Hsp78 Endoplasmatisches Retikulum | Zytoprotektion und Proteintranslokation

1.4.3 Hitzeschockprotein 27

Hsp27 ist mit seinem Molekulargewicht von 27 kDa Bestandteil der Gruppe der kleinen
Hitzeschockproteine (small heat schock proteins: sHsp). Neben ihrem geringen
Molekulargewicht ist diese Gruppe durch eine a-Kristallin-Domane an ihrem C-terminalen
Ende charakterisiert. Zudem sind die sHSP unabhangig von Adenosintriphosphat (ATP)
(Haslbeck et al. 2005; Kato et al. 2011, Doberentz 2017). Hsp27 besitzt die Eigenschaft
zu phosphorylieren und zu oligomerisieren. Im dephosphorylierten Zustand kann Hsp27
Oligomere mit einer Grofde von bis zu 1000 kDa bilden. Die Oligomerisation spielt eine
wichtige Rolle bei der Regulation der Chaperonaktivitat (Mehlen und Arrigo 1994; Wang
et al. 2014).

Ohne AuslUbung von Stress auf die Zelle wird Hsp27 in der Epidermis exprimiert. Mit
zunehmender Differenzierung der Keratinozyten steigt die Expression des Proteins an
und im Stratum corneum ist es nicht mehr immunhistochemisch nachweisbar. Hierfur gibt

es verschiedene Erklarungsansatze. Zum einen kann es mit der Umwandlung zu
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Korneozyten erklart werden. Eine weitere mogliche Ursache ist der Einbau von Hsp27 in
die Matrix der Korneozyten, wodurch das Protein fur die immunhistochemische Reaktion
nicht mehr verfugbar ist (Jonak et al. 2006; Trautinger et al. 1995). Daruber hinaus
postulieren neue Studien einen Zusammenhang zwischen der Hsp27-Expression und

altersabhangigen Hautveranderungen (Haslbeck et al. 2005, Rassow et al. 2012).
1.4.4 Hitzeschockprotein 60

Hsp60 ist in den Mitochondrien lokalisiert, besitzt eine molekulare Masse von 60 kDa und
besteht aus 14 Monomeren, die zusammen eine fassartige Struktur formen. Unter ATP-
Bindung kommt es zum Schluss des Fasses. In Zusammenarbeit mit dem Co-Chaperon
Hsp10 wandelt sich das fehlgefaltete Protein unter ATP-Hydrolyse um und wird
anschliellend wieder freigesetzt (Beck et al. 2000; Georgopoulos und Welch 1993;
Rassow et al. 2012).

1.4.5 Hitzeschockprotein 70

Die Hitzeschockproteine der Hsp70-Familie haben eine molekulare Masse von 70 bis
78 kDa und stellen bis zu 2 % der gesamten zellularen Proteine dar (Katschinski 2018).
Es qibt verschiedene Typen der Hsp70-Familie, die in menschlichem Gewebe
vorkommen und in verschiedenen Bereichen einer Zelle lokalisiert sind. Hsp72 und
Hsp73, die im Zytoplasma und Nukleus lokalisiert sind, stellen die Hauptvertreter der
Hsp70-Familie dar. Hsp72 wird durch Stress induziert und Hsp73 wird konsekutiv in den
Zellen gebildet (Feige und Polla 1994; Welch 1992). Darlber hinaus gibt es Hsp75,
lokalisiert in den Mitochondrien, und Hsp78, lokalisiert im Endoplasmatischen Retikulum
(Madden et al. 2008).

Zusammen mit dem Co-Chaperon Hsp40 unterstutzt Hsp70 die Faltung neuer Proteine
und die Reparatur falsch konformierter und denaturierter Proteine. Hsp70 ist ATP-
abhangig und kann in zwei Zustanden vorliegen: Zum einen gebunden an ATP und mit
einer hohen Affinitat an Proteine, zum anderen gebunden an Adenosindiphosphat (ADP)
und mit einer geringeren Affinitat an Proteine (Agashe und Hartl 2000; Beck et al. 2000;
Daugaard et al. 2007; Doberentz et al. 2017; Rassow et al. 2012; Welch und Feramisco
1984).
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Hsp70 ist bereits Gegenstand vieler Studien. Laplante et al. (1988) untersuchte die
Expression von Hsp70 in der Haut von Mausen wahrend der Wundheilung. Sechs
Wochen alten narkotisierten Mausen wurden Hautwunden hinzugefugt. 24 Stunden bis
21 Tage nach der Verletzung wurden intakte und verletzte Haut als Proben entnommen.
Die Ergebnisse zeigten eine Expression von Hsp70 in den oberflachlichen, aber auch in
den tiefen Schichten der Epidermis.

Hsp72 als Mitglied der Hsp70-Familie konnte von Trautinger et al. (1993) sowohl unter
stressfreien, als auch unter stressinduzierten Bedingungen in der Epidermis detektiert
werden. Unter stressfreien Bedingungen war Hsp72 in der Epidermis, jedoch nicht in der
Dermis zu finden. Unter Einwirkung von Hitze kam es zu einem Anstieg der Hsp72-
Expression in der Epidermis und in den dermalen Kompartimenten. Weitere Studien
zeigten, dass die Hsp72-Expression auch im Rahmen von induzierter Kalte zunimmt
(Holland et al. 1993).

1.5 Aquaporine

1.5.1 Vorkommen und Funktion

Die Aquaporine (Agp) gehoren zur Familie der Wasserkanale. lhre Entdeckung gelang
Peter Agre und seinen Kollegen an der Johns-Hopkins-Universitat in Baltimore im Jahre
1992 durch Zufall, als sie an Proteinen der Erythrozytenoberflache forschten. Sie
erkannten, dass Aquaporine den Transport von Wasser und kleineren Molekulen wie
Glycerol durch biologische Membranen ermoglichen. Der von lhnen identifizierte erste
Wasserkanal wurde CHIP28 genannt und ist heute unter dem Namen Aquaporin 1 (Agp1)
bekannt. Fur ihre Entdeckung erhielt Peter Agre 2003 den Nobelpreis fur Chemie (Agre
2004; Liu und Agre 2013).

Es existieren 13 Klassen von Aquaporinen bei Saugetieren, wobei sie sich anhand ihrer
Funktionen in verschiedene Klassen einteilen lassen. Die klassischen Aquaporine (Agp1,
2, 4) sind nur fur Wasser permeabel. Die Aquaporinkanale Aqp3, 7, 9 und 10 werden auch
Aquaglyercoporine genannt und sind zusatzlich in der Lage Glycerol zu transportieren.
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Eine weitere Klasse stellen die Aquaporine Agp6, 8, 11 und 12 dar, deren Funktion noch
nicht abschlieRend geklart ist (Rojek et al. 2008; Verkman 2002).

Als Familie der Wasserkanale sind die Aquaporine mafigeblich an der Regulation des
Wasserhaushaltes im menschlichen Organismus beteiligt (Verkman 2002). Viele der
Aquaporinkanale kommen in epithelialen und endothelialen Geweben mit aktivem
Flussigkeitstransport vor. Einige der Aquaporinkanale lassen sich aber auch in Geweben
finden, die nicht am aktiven Flussigkeitstransport beteiligt sind. Beispielsweise in der
Epidermis, im Skelettmuskel, im Fettgewebe oder den Erythrozyten (Hara-Chikuma und
Verkman 2008; Verkman 2012). In Abhangigkeit von ihrem Vorkommen erfullen die
Aquaporinkanale zahlreiche wichtige physiologische Aufgaben. Beispielsweise regulieren
sie die Harnkonzentrierung (Agp1 - 4), den Liquor (Agp4), oder die exokrine
Drusenfunktion (Agp5) (Guo et al. 2013; Tradtrantip et al. 2009; Verkman 2008; Verkman
2012; Verkman et al. 2011).

1.5.2 Struktur

Die Aquaporinkanale haben ein Gewicht von 30 kDa und lagern sich in der Zellmembran
zu einem Tetramer zusammen. Jedes Monomer besteht aus sechs a -Helices, die durch
insgesamt funf Schleifen miteinander in Verbindung stehen. Sowohl der NH2- , als auch
der COOH-Terminus liegen intrazellular. Die Schleifen A, C und E sind auf der
extrazellularen und die Schleifen B und D auf der intrazellularen Seite zu finden. Die
Schleifen B und E beinhalten die Aminosauresequenz Asparagin, Prolin und Alanin.
Untersuchungen von Jung et al. zeigten (s. Abb.7), dass diesen hochkonservierten NPA
motifs (Asparagin-Prolin-Alanin) eine zentrale Bedeutung fur den Wassertransport zu
kommt. Sie bilden die Wasserpore. Pro Sekunde passieren 3 x 10° Molekile den
Wasserkanal (Jin Sup Jung et al. 1994; Pollard und Earnshaw 2007; Walz et al. 1997).
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Hemipore-1 Hemipore-2

Extrazellular

Lipid-
Doppelschicht

Intrazellular

HOOC Sanduhr

Abb. 7: Sanduhrenmodel, Struktur der Aquaporine (nach Jung et al. 1994).

1.5.3 Expression der Aquaporine in der Haut

Die Anwesenheit von Agp1 und Agp3 in der Haut konnte erstmalig durch
immunhistochemische Studien an Ratten durch Frigeri et al. (1995) und Matsuzaki et al.
(1999) gezeigt werden. Aqp3 wurde in den epidermalen Keratinozyten exprimiert. Die
Expression von Agp3 war unabhangig von der jeweiligen Hautlokalisation und Dicke der
Epidermis. Die Expression des Wasserkanals war in den basalen und intermediaren
Schichten intensiver und mitzunehmender Differenzierung der Keratinozyten nahm die

Expression ab. Agp1 war um die dermalen Kapillaren lokalisiert.

Auch in der menschlichen Epidermis ist Aqp3 in den epidermalen Keratinozyten zu finden.
Dies zeigten Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Sougrat et al. (2002) an
menschlicher und rekonstruierter Epidermis. Auch hier farbte sich Agp3 in allen Schichten
mit epidermalen Keratinozyten an. Das Stratum corneum, welche wasserundurchlassig

ist und als Barriere zwischen dem menschlichen Organismus und der Umwelt steht, weist
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keine Keratinozyten und Agp3-Kanale auf. Somit kann angenommen werden, dass Agp3
in Bezug auf die Hydration der Epidermis eine entscheidende Rolle spielt. Es verhindert
einen osmotischen Gradienten Uber die verschiedenen Schichten der Haut. Weitere
Studien an menschlicher Haut kamen zu dem Ergebnis, dass Agp3 in der Epidermis und
Aqgp1 um die dermalen Kapillaren lokalisiert ist. Beispielsweise wiesen die Proteine in der
Studie von Marchini et al. (2003) an Neugeborenenexanthemen diese Lokalisation auf.

Aqp3 transportiert Glycerol, das fur die Regulation der Hautfeuchtigkeit von zentraler
Bedeutung ist. Mausen ohne Agp3-Kanal und somit auch ohne Glycerol im Stratum
corneum wiesen eine trockene Haut auf. Somit ist der Aqgp3-Kanal mit der
Transportfahigkeit von Glycerol fur eine regulierte Hydratation, Elastizitat und
Zellproliferation der Haut verantwortlich (Hara-Chikuma und Verkman 2005, Bollag et al.
2020). Dies zeigt sich zudem in der Studie von Korany et al. (2019), wo Agp3 in
geringerem Umfang bei der Hauterkrankung des bullésen Pemphigoids vorlag. Beim
bullésen Pemphigoid, einer chronischen Autoimmunerkrankung, bilden sich IgG-
Autoantikorper gegen die basalen Keratinozyten. Es kommt zur Ausbildung von grol3en,
subepidermalen Blasen.

Aqp3 ist ein verlasslicher Marker fur die forensische Diagnostik in Bezug auf antemortem
Brandfalle. In der Mitte der Verbrennungswunde fehlt Aqp3 und im Bereich der
Brandwundenkante kommt es zur verstarkten Expression (Sebastian et al. 2015).

Aqp3 greift in den Prozess der Wundheilung ein. In Experimenten an Aqp3-defizienten
Mausen wurde deutlich, dass die Wundheilung bei diesen Mausen verzogert war. Nach
dem Beibringen von Hautschnittwunden, wurde die Zeit der Wundheilung an Wildtyp-
Mausen und denen ohne Agp3-Kanal gemessen. In Wildtyp-Mausen zeigte sich direkt
nach der Verletzung, an Tag eins und an Tag drei eine vermehrte epidermale
Zellmigration im Bereich der Wundrander (Hara-Chikuma und Verkman 2008a).

Immunhistochemische Untersuchungen von Agp1 und Aqp3 der Arbeitsgruppe von Ishida
et al. (2018a) konnten bereits einen Zusammenhang zwischen der Expression der
Wasserkanale und verletzter Haut im Rahmen von Strangulationen aufzeigen. Das
Kollektiv setzte sich aus 35 Erhangungsfallen und 21 Strangulationsfallen mit einem
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postmortalen Intervall von weniger als drei Tagen zusammen. Die intakte Haut der
gleichen Falle wurde als Kontrolle verwendet. Es konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen den Aqgp1-positiv gefarbten Blutgefalden der verletzten und der intakten Haut
festgestellt werden. Aqp3 farbte sich hingegen in der verletzten Haut nach
Strangulationen verstarkt in der Epidermis an. Die intakte Haut des Kontrollkollektivs
zeigte eine sehr geringe Agp3-Expression der Keratinozyten. Dartber hinaus ergaben die
Untersuchungen von Ishida et al., dass es keine Verbindung zwischen dem Geschlecht,
dem Alter oder dem postmortalen Intervall mit der Starke der Expression von Aqp3 gibt.
Bei Ishida et al. (2018a) betrug P = 0,01 und P < 0,05 wurde als signifikant angenommen.

Agp1 und Agp3 kdnnen zudem zur genaueren Bestimmung des Wundalters verwendet
werden (Ishida et al. 2018b). Die 55 Hautverletzungen wurden nach ihrem Wundalter in
Gruppen eingeteilt. In Gruppe | betrug das Wundalter null bis drei Tage, in Gruppe Il vier
bis sieben Tage, in Gruppe Il neun bis 14 Tage und in Gruppe IV 17 bis 21 Tage. Es
zeigte sich, dass Agp1 in Gruppe | nur gering nachzuweisen ist. In Gruppe Il (vier bis
sieben Tage) ist die Aqp1-Expression am starksten ausgepragt und sinkt danach wieder.
Ahnlich verlief die Expression von Agp3. In unverletzter Haut und bei verletzter Haut mit
einem Wundalter geringer als einen Tag war die Expression des Proteins gering. In
Gruppe Il und Il war Agp3 verstarkt exprimiert. In Gruppe IV war die Exprimierung
reduziert.

1.6 Fibronektin

1.6.1 Vorkommen und Funktion

Der Name Fibronektin stammt aus dem lateinischen ,fibra“ (Faser) und ,conectere®
(verknupfen). Fibronektin kommt ubiquitar in Geweben vor und spielt bei zahlreichen
physiologischen Prozessen eine bedeutende Rolle. Es ist beispielsweise an der
Wundheilung, Zelladhasion und -migration und Geweberegeneration beteiligt (Grinnell et
al. 1981; Repesh et al. 1982; Ruoslahti 1988).

Es gibt zwei Varianten des Fibronektins, das plasmatische und das zellulare Fibronektin.
Das im Zellplasma lokalisierte Fibronektin liegt bei einer Konzentration von 300 pg/ml und
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wird von den Hepatozyten synthetisiert (Hormann 1982; Tamkun und Hynes 1983). Das
zellulare Fibronektin existiert in Form von Fibrillen in der extrazellularen Matrix. Es wird
groRtenteils von Fibroblasten, aber auch von Endothelzellen, Makrophagen und
Chondrozyten gebildet (Mouw et al. 2014; Ruoslathi und Vaheri 1974; Jaffee und Mosher
1978; Alitalo et al. 1980).

1.6.2 Struktur

Fibronektin ist ein dimeres Protein mit einem Molekulargewicht von 45 kDa, dessen
Monomere uber Disulfidbricken am C-Terminus miteinander verbunden sind. Jedes
Monomer setzt sich aus drei verschiedenen Arten von Modulen zusammen, die sich in
ihrer Funktion unterscheiden. Zusammen stellen sie 90 % der Aminosauresequenz des
Fibronektins dar (Loffler und Petrides 1997; Mosher 1993; Ruoslahti et al. 1982).

Sowohl die zwolf Typ I-Module, die sich aus 40 Aminosaureresten zusammensetzen, als
auch die zwei Typ II-Module, die aus 60 Aminosaureresten bestehen, binden an Kollagen.
Das Typ IllI-Modul wiederholt sich 15 - 17 Mal und besitzt die charakteristische
Bindungsstelle fur Integrine mit den Aminosauren R, G, D (Arginin, Glycin und
Asparaginsaure, sogenannte RGD-Regel). Mithilfe dieser verschiedenen Domanen und
Bindungsstellen fur Integrin und Kollagen schafft Fibronektin eine Verbindung zwischen
den Zellen und der extrazellularen Matrix. Durch alternatives Splicing liegen uber 20
verschiedene Isoformen des Fibronektins vor (Mouw et al. 2014; Pankov und Yamada
2002; Potts und Campbell 1994; White et al. 2008).

1.6.3 Expression von Fibronektin in der Haut

Fibronektin ist bereits Gegenstand verschiedener Studien, aus welchen sich wichtige
Ruckschlusse auf das Protein und seinen Zusammenhang zur Haut herstellen lassen (s.
Tab. 3). Grinnell et al. (1981) untersuchten die Expression von Fibronektin wahrend der
Wundheilung. Meerschweinchen wurden Hautschnittwunden zugefugt und sowohl funf
Stunden nach der Verwundung, als auch an Tag eins bis acht wurden Proben
entnommen. Es zeigte sich, dass Fibronektin bereits in der Wunde mit einem Wundalter
von funf Stunden vorliegt und Fibronektin eine wichtige Komponente der Wundheilung
darstellt. Repesh et al. (1982) kamen mit seinen Versuchen an Ratten zu einem ahnlichen
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Ergebnis. Die Ratten wurden getdtet und Schnittwunden mit einem Wundalter von einem,
zwei, drei, vier, funf und acht Tagen wurden untersucht. Fibronektin konnte im
Fibringerinnsel nachgewiesen werden und ist somit eine wichtige Komponente in der
frihen Wundheilung.

Fibronektin kann nach Erkenntnissen von Betz et al. (1992) zur Beurteilung der Vitalitat
von Hautverletzungen verwendet werden. Es zeigte sich immunhistochemisch, dass es
zu einer verstarkten Expression in Fallen mit kurzer Uberlebenszeit kommt. In zehn von
17 vitalen Wunden mit einem vitalen Wundalter von bis zu einer halben Stunde liel3 sich
Fibronektin vermehrt nachweisen. Fibronektin fand sich im Bereich des Wundrandes,
aber auch in tieferen Schichten. Wunden mit einem Wundalter von bis zu drei Wochen
wiesen alle ein typisches Reaktionsmuster im Wundgebiet auf, was auf die Rolle von
Fibronektin bei der Wundheilung zurtuckgefuhrt wurde. Zudem postulierten Betz et al.
(1993) eine postmortale Expression des Proteins am Wundrand, welche aufgrund der

Lokalisation von den Fallen mit vitalen Hautverletzungen abgegrenzt werden konnte.

Fieguth et al. (2003) sehen in Fibronektin auch einen Vitalitatsmarker bei kurzer
Uberlebenszeit. Das Kollektiv der immunhistochemischen Studie von Fieguth et al. setzte
sich aus 46 Fallen mit operativ versorgten Wunden und 13 Fallen mit unmittelbar
Todesfolge zusammen. Fibronektin farbte sich in Wunden mit einem Wundalter von 20
Minuten an. In den Fallen mit unmittelbarer Todesfolge, zum Beispiel beim
Flugzeugabsturz oder Zuguberfahrung, zeigte sich keine Expression des Proteins.

Hinsichtlich der postmortal erh6hten Expression von Fibronektin stehen die Ergebnisse
von Betz et al. im Kontrast zu Fechner et al. (1993). Diese untersuchten die
immunhistochemische Expression an mechanisch beschadigtem Skelettmuskel. Eine
positive postmortale Reaktion blieb aus. Kurz nach einer intravitalen Verletzung stieg
Fibronektin im Bereich der Schadigung an und es kam im spateren Verlauf auch zu einem
Anstieg in der Umgebung. Fur den Anstieg unmittelbar posttraumatisch zahlen Fechner
et al. zwei mogliche Grunde auf. In der frihen Phase bedingt durch den aktiven Transport
aufgrund der noch vorhandenen Zirkulation. In der spaten Phase bedingt durch die eigene
lokale Bildung von infiltrierenden Zellen.
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Grellner et al. (1998) fuhrten immunhistochemische Untersuchungen an Schweinen
durch. Kurz nach Eintritt des Todes wurden den Schweinen Schnittwunden hinzugeflugt.
Grellner et al. schlielen sich der Meinung Fechners an, denn es konnten keine
postmortalen positiven Reaktionen der Muskulatur hinsichtlich der Fibronektin-Expression
detektiert werden. Die Verwendung von Fibronektin als Vitalitatsmarker wird als kritisch
betrachtet. In lediglich elf von 36 Falle konnte eine deutliche und in sieben Fallen eine
mallig ausgepragte Expression von Fibronektin in der Haut beschrieben werden. Zudem
entspricht die postmortale Expression nicht der von Betz beschriebenen schwachen
Expression, sondern zeigte sich kraftig und in die Umgebung ausstrahlend. Nach Grellner
et al. lasst sich somit die postmortale Expression nicht von einer von Betz postulierten
vitalen Reaktion unterscheiden.

Untersuchungen von Capatina et al. (2013), aber auch von Ortiz-Rey et al. (2002) sehen
die Verwendung von Fibronektin als Vitalitatsmarker kritisch und schreiben Fibronektin
eine geringe Sensitivitat zu. Die Studie von Capatina et al. umfasst 17 Falle mit kurzer
Uberlebenszeit. Die positive Expression von Fibronektin im Bereich der Epidermis war
gering und laut Capatina et al. ist eine grof3ere Studie fur evidentere Ergebnisse notig, die
individuelle Faktoren wie Begleiterkrankungen oder Todesumstande mit in Betracht zieht.
Ortiz-Rey et al. untersuchten die Expression von Fibronektin und Tenascin an
menschlichen Hautwunden. Ihr Kollektiv bestand aus 48 vitalen und zehn postmortalen
Wunden. Das Wundalter der vitalen Wunden lag zwischen drei Minuten und acht Stunden.
In 39,4 % der vitalen Falle zeigte sich eine immunhistochemische Expression im Bereich
des Wundrandes.

Legaz et al. (2018) sehen in Fibronektin einen geeigneten Vitalitatsmarker. Sie fanden in
ihrem Kollektiv von 15 Hautverletzungen nach Strangulation eine starke positive Reaktion
des Proteins in der Basalmembran und im interstitiellen Bindegewebe. In der
Kontrollgruppe mit unverletzter Haut zeigte sich eine leichte Expression von Fibronektin.
(Legaz et al. 2018)
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Tab. 3: Zusammenfassung der Studien Betz et al. (1992), Fieguth et al. (2003), Fechner
et al. (1993), Grellner et al. (1998), Capatina et al. (2013), Oritz-Rey et al. (2002), Legaz
et al. (2018).

Untersuchungs- Zusammensetzung
Ergebnis
gruppe des Kollektivs
e Expression bei kurzer
53 vitale Wunden, Uberlebenszeit (Wundalter bis zu 30
Betz et al. 6 postmortale Minuten)
Wunden e postmortale Expression kann von

vitaler Expression abgegrenzt werden
e Expression bei kurzer
Uberlebenszeit (Wundalter bis zu 20

46 operative

mit unmittelbarer : : — :
Todesfolge . I.<e|ne Expression bei Fallen mit
unmittelbarer Todesfolge
15 Elle von e Expression nach 30 Minuten
. e keine postmortale Expression
Fechner et al. mechanisch
beschadigter

Skelettmuskulatur

e geringe Expression (11 von 36
Fallen)

e postmortale Reaktion nicht von
vitaler Reaktion abgrenzbar

postmortal

Grellner et al. beigebrachte
Schnittverletzungen
an Schweinen

e Expression in Fallen mit kurzer
_ Uberlebenszeit gering, geringe
Capatina et al. 17 Hautwunden Sensitivitat

e 39,4 % der vitalen Wunden

. 48 vitale Wunden, zeigten Expression, geringe
Oritz-Rey et al. 10 postmortale Sensitivitat
Wunden

e |eichte positive Expression in der

U9kl il Basalmembran und im interstitiellen

nach . .
Legaz et al. Strangulation, a:dtegewebe in der unverletzten
15 Falle u

o starke Expression in den

unverletzter Haut Strangulationsmarken




33

1.7 Das Prinzip der Inmunhistochemie

Die Verwendung und der Stellenwert von immunhistochemischen Farbemethoden in der
forensischen Diagnostik ist in den letzten Jahren zunehmend gewachsen. Erstmalig
wurden Antigene von Coons und seinen Kollegen mithilfe direkter Immunfluoreszenz
nachgewiesen. Seitdem wurden weitere direkte und indirekte Methoden etabliert (Coons
et al. 1941).

Die Immunhistochemie beruht auf dem Prinzip der Antigen-Antikorper-Reaktion (s.
Abb.10). Die direkte Methode verwendet nur einen AntikOrper, der an ein Substrat
gebunden ist. Nach dem Auftragen auf das Gewebe bindet der Antikorper an das
gesuchte Antigen und |0st eine Farbreaktion aus. Die indirekte Methode setzt sich aus
mindestens zwei Schritten zusammen und ist, verglichen mit der direkten Methode,
praziser. Zunachst wird ein spezifischer Erstantikdrper aufgebracht, der sich mit dem zu
untersuchenden Antigen verbindet. Im nachsten Schritt wird ein Zweitantikdrper
hinzugefugt, der sich gegen den Erstantikorper richtet. An diesen Zweitantikorper ist ein
Enzym gekoppelt. Durch die Zugabe des Substrates auf das Gewebe wird mithilfe der
Enzym-Substrat-Reaktion eine Farbung ausgelost. Es entsteht ein rotfarbiges Prazipitat,
das als indirekter Nachweis fur das zu untersuchende Antigen gilt (Coons 1955).

Eine indirekte Methode, die haufig verwendet wird ist die Avidin-Biotin-Komplex (ABC)
Methode. Hierbei ist der Erstantikorper unkonjugiert und der Zweitantikorper wird mit dem
Vitamin Biotin verbunden. Der Enzymkomplex setzt sich aus biotinylierter Peroxidase und
Avidin zusammen. Da Avidin die Fahigkeit besitzt vier Molekule Biotin zu binden, kdnnen
mit dieser Methoden an jeden Zweitantikorper mehrere Markermolekule indirekt binden
(Ramos-Vara 2005).

Die ABC-Methode fluhrt bei der Farbung haufig zu falsch positiven Signalen, da Avidin
aufgrund des isoelektrischen Punktes an negativ geladene lecithinahnliche Strukturen
bindet. Aufgrund dessen wird die Labeled-Streptavidin-Biotin-Methode bevorzugt
angewandt. Streptavidin, welches sich vom Bakterium Streptomyces avidinii ableitet, hat
einen neutralen isoelektrischen Punkt und geht keine Verbindung mit Lecitin ein (Ramos-
Vara 2005).



34

* <«——— Streptavidin-HRP

2°Antikorper-Biotin —————

1°Antikorper =

4N

4 Antigen aus Gewebe

Abb. 8: Mechanismus der Immunhistochemie (nach Genecopoeia 2018).

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Die Vitalitatsbestimmung von Wunden ist ein wichtiger Aspekt in der forensischen
Diagnostik. Es ist wichtig, jegliche Art von verletzter Haut zu identifizieren und mit der
Todesursache in Verbindung zu setzen. In manchen Fallen mechanischer und
thermischer Gewalteinwirkung ist die Erkennung der verletzten Haut nach dem Tod
jedoch nicht eindeutig. Beispielsweise konnen Strangulationsmarken nur blass
ausgebildet sein und im weiteren postmortalen Verlauf verschwinden (Gordon et al.
1988).

In der Vergangenheit konnten bereits verlassliche Marker von einigen unabhangigen

Untersuchungsgruppen durch Studien zur Vitalitat detektiert werden.

Im Rahmen dieser Dissertation soll durch immunhistochemische Untersuchungen
herausgestellt werden, ob unterschiedliche Proteine bei verschiedenen Arten
mechanischer und thermischer Gewalteinwirkung im Bereich der verletzten Haut
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exprimiert werden und ob sich diese Expression signifikant von unverletzter Haut aus dem
Kontrollkollektiv unterscheidet. Somit soll herausgefunden werden, ob sie als
Vitalitatsmarker verwendet werden kdnnen. Hierbei fokussiert sich die Studie auf die
Hsp27, 60, 70, Fibronektin, Agp1 und 3.

Zudem soll untersucht werden, ob die Parameter Alter, BMI, Geschlecht, das postmortale
Intervall, die Agoniedauer und die Art der Verletzung des Studienkollektivs die Expression

verandern.
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2. Material und Methoden

2.1 Zusammensetzung Studienkollektiv

Das Studienkollektiv dieser Untersuchungen umfasst 51 Verstorbene. Die Obduktionen
wurden im Institut fir Rechtsmedizin des Universitatsklinikums Bonn im Zeitraum von
2016 bis 2018 durchgefuhrt. Faulnisveranderte Leichname wurden vom Kollektiv

ausgeschlossen.

Die 51 Todesfalle setzen sich aus 38 mannlichen (74,5 %) und 13 weiblichen (25,5 %)
Verstorbenen zusammen. Die Altersspanne liegt zwischen 19 und 95 Jahren
(Altersdurchschnitt: 54,7 Jahre) (s. Tab.4).

Tab. 4: Ubersicht tiber das Studienkollektiv.
Anzahl mannlich / weiblich Altersspanne Altersdurchschnitt

51 38/13 19 - 95 54,7

Die studienrelevanten Informationen wurden aus den Sektionsprotokollen enthnommen.
Von Bedeutung war hierbei die Art der Verletzung, die Todesursache, das Alter, das
Geschlecht, die GroRRe, das Gewicht, die Lokalisation der verletzten Haut und das
postmortale Intervall bis zur Obduktion. Das postmortale Intervall ist der Zeitraum vom
Todeszeitpunkt bis zur Obduktion. In Fallen, wo kein exakter Todeszeitpunkt ermittelt
werden konnte, wurde der Zeitpunkt gewahlt, wo der oder die Verstorbene zuletzt
gesehen worden ist. In einem Fall konnte aufgrund der Todesursache (Leichnam mit
massiver Korperzerstorung durch Zuganfahrung) keine Information zu Grof3e und

Gewicht gewonnen werden.

Daruber hinaus wurde die Agoniedauer bestimmt. Die Agoniedauer beschreibt den
Zeitraum von der Entstehung der Verletzung bis zum Todeszeitpunkt. Hier erfolgte die
Einteilung in sehr kurz (Sekunden), kurz (Minuten), lang (Stunden) und sehr lang (Tage).

Bei den 51 Todesfallen kam es zu in 47 Fallen zu einer mechanischen Gewalteinwirkung

und in vier Fallen zu einer thermischen Gewalteinwirkung auf die Haut. Die
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Gewalteinwirkung stellt jedoch nicht zwangslaufig die Todesursache dar. Die geschadigte

Haut wurde im Rahmen der Obduktion als Gewebeprobe enthnommen und in Formalin

fixiert.

Da die Epidermis im Laufe des Farbevorganges nicht in allen 51 Fallen erhalten geblieben

ist, variiert die Fallanzahl der jeweiligen Proteine. Tabelle 5 zeigt die Zusammensetzung

des Studienkollektivs

Tab. 5: detaillierte Zusammensetzung des Studienkollektivs.

1 Biss WO e 40| 53 |1,71|18,13 | kurz| <1 | Oberarm
aulden
Verbrennen in
2 | Brandwunde | Kombination mit 21| 62 |1,86|17,86 | kurz 2 uberall
CO-Vergiftung
Verbrennen in
3 | Brandwunde | Kombination mit 75| 71 |1,60|27,66 | kurz 2 uberall
CO-Vergiftung
| Brmreer | USROG 30| 86 |1,76|27,76 |kurz| 3 | Finger
vergiftung ’ ’ 9
—_ Polytrauma nach sehr .
5 | Exkoriation Zugerfassung 48| 75 (1,83(22,40 kurz 3 uberall
L Polytrauma nach sehr .
6 | Exkoriation Verkehrsunfall 78| 85 | 1,54 35,84 lang 2 uberall
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- akute Koronar- Kopf,
7 | Exkoriation nsuffiziens m 59| 85 1,73/28,40 lang | 4 | .\ iitar
Polytrauma mit sehr
8 | Exkoriation ZerreiBungdes |m |77 | 80 |1,56|33,00 K 5 Uberall
urz
Halsmarks
Wange,
L Schadel-Hirn- Schulter,
9 | Exkoriation Traoma m 49| 49 [1,65(17,92 kurz| 5 Ellen-
bogen
10| Exkoriation | AKute Koronar-— 154149419 73137.00 kurz| 2 | Kopf
insuffizienz
11| Exkoriation Polytrauma m 73| 59 |1,72|20,04 | kurz| 1 Kopf
Haut- :
12 Ersticken w (89| 74 |1,62|28,20 | kurz| 2 Hals
vertrocknung
13 neu Reinfarkt m |74 60 |1,70(20,90 | lan 5 Brust
vertrocknung ’ ’ g
14| Haut Lungenembolie |\ 1 g7 | 47 |1 57(18.95(lang| 1 | Brust
vertrocknung beidseits
15| Haut | Verblutennach |, |5g|107/1,85/31,26|lang| 3 | Brust
vertrocknung innen
qr| InEwi makroskopisch | | 19| 76 |1,81|23.20|lang| 4 | Brust

vertrocknung

unklar
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Haut- Subarachnoidal-
17 vertrocknung blutung m (47| 90 |1,78|28,47 |lang| 5 Brust
Haut- :
18 vertrocknung Reinfarkt m |73|130|1,83|38,82|lang| 5 Brust
Haut- makroskopisch
19 vertrocknung unklar m (48| 75 |1,78|23,67 |lang| 3 Brust
Haut- makroskopisch
20 vertrocknung unklar w 29| 83 |[1,60|32,42|lang| 4 Brust
Haut- makroskopisch
21 vertrocknung unklar m 36| 84 |1,75|27,43|lang| 3 Brust
Haut- Verbluten nach
22 vertrocknung innen w 67| 76 |1,62|28,96|lang| 2 Brust
Haut- makroskopisch
23 vertrocknung unklar m (42| 54 |1,55|22,48 |lang| 3 Brust
Kalte- . Knie-
24 erythem Unterklhlung w 58| 62 |1,72|21,09|lang| 19 gelenk
Kalte- . Knie-
25 erythem Unterkihlung m 68| 80 |1,64|29,74|lang| 9 gelenk
Quetsch- Verbluten nach
26 Risswunde aulen m 56| 88 |1,69|30,64 lang| 5 Kopf
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Quetsch- Verbluten nach
27 Risswunde aulen m (45| 65 |1,80|20,06(lang| 5 Kopf
Quetsch- makroskopisch
28 Risswunde unklar m (52| 91 |1,80(28,09(lang| 5 Kopf
| CHEEED Herzinfarkt | m |66 | 84 [1,75|27.43  kurz| 7 | Kopf
Risswunde ’ ’
Quetsch- Schadel-Hirn-
30 Risswunde Trauma m |[71| 80 |1,80(24,69 | kurz| 4 Kopf
Quetsch- Schadel-Hirn-
31 Risswunde Trauma m [50| 92 |1,75|30,04 | kurz| 3 Kopf
Quetsch- Schadelbasis-
32 Risswunde bruch m (49| 80 |1,75|25,96 | kurz| 2 Kopf
Quetsch- Verbluten nach
33 Risswunde innen m|73| 78 [1,7425,76 | kurz| 2 Kopf
Quetsch- Verbluten nach
34 Risswunde aulen m |42 | 87 |1,76|28,09 | kurz| 9 |Unterarm
Quetsch- :
35 Risswunde Reinfarkt w 75| 61 |1,65|22,41 | kurz| 3 Kopf
o | (DLEEEIS Herzinfarkt | m |38| 97 |1,81(29,70|lang| 6 | Kopf

Risswunde
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Quetsch- e
37 Risswunde Peritonitis m 52| 63 |1,73|21,05|lang| 4 Kopf
gg| ‘Quetsch- | Schadel-Him- | 15510411 75(3383|kurz| 3 | Kopf
Risswunde Trauma
3g| Quetsch- | Verblutennach | 3| 59 |172/20,04(lang| 3 | Kopf
Risswunde innen
Massive Korper-
40| Quetsch- | tsrungdurch [m (54|70 | 7 | 7/ |38 4 | uberall
Risswunde kurz
Zuganfahrung
ag| CHEEEE Polyttauma | m |31| 71 |1,70(24.57|3*"| 5 | Kopf
Risswunde kurz
42|  Schnitt Verbluten nach |\ 19| 43 |150(19,11|kurz| 3 |, KOPT:
innen Nacken
43|  Schnitt Verbluten nach | | 45 1119(1,68(42,16| kurz| 3 [, Hals
innen Unterarm
44| Schuss | verblutennach | 140124 11 80(21,88| kurz| <1 | Ober
aulden schenkel
sehr
45 Schuss Kopfdurch-schuss | m |95| 68 |1,73 22,72 Kurz 8 Kopf
46| Strangulation | 2YPISCNeS | 157 | 65 |1,63|24,46 | kurz| 5 Hals

Erhangen
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47 | Strangulation aé{ﬁ;‘;h:: w |55| 59 |1,56|24,16 | kurz| 2 Hals
48 | Strangulation E’rﬂ:ggzi m|42| 73 [1,75/23.84 | kurz| 6 | Hals
49| Strangulation aé{ﬁ;‘;h:: m |81 73 |1,69(2556 [ kurz| 5 | Hals
50 | Strangulation g‘;":ggzi w |41(125|1,65|45,77|lang| 4 | Hals
51 | Strangulation Ersticken m | 35]105(1,70|36,40 | kurz| 3 Hals

2.2 Zusammensetzung des Kontrollkollektivs

Bei den Gewebeproben des Kontrollkollektivs handelt es sich um die augenscheinlich

unverletzte Bauchhaut des unter 2.1 beschriebenen Studienkollektivs.
2.3 Vorbereitung des histologischen Materials

Bei den Obduktionen wurden die Gewebeproben entnommen und in 4 % -igem Formalin
fixiert. Bevor die Proben in Paraffin eingebettet wurden, wurden sie im Autotechnikon
(Firma Shandon, Modell Citadell 1000) entwassert. AnschlieBend wurden die
Gewebeblécke am Mikrotom (Firma Leica, Modell Jung HN 40) zugeschnitten, auf
Objekttrager (Firma Superior, Histobond) aufgebracht und anschlieRend Uber 48 Stunden
bei 37 °C getrocknet.
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Fir die weitere immunhistochemische Farbung musste zunachst das Paraffin entfernt
werden. Dafur wurden die Gewebeschnitte fur 20 Minuten in Xylol getaucht und danach
in eine absteigende Alkoholreihe (2 x 100 %, 2 x 96 %, 2 x 70 %, 2 x 50 %) gelegt und
anschliefend in TRIS-Puffer gespult. Auf diese Weise wurde das Paraffin nach und nach

aufgeldst und nur das eingebettete Organ blieb zurick.

Durch die Fixierung von Formalin lagen die Antigene nicht frei vor. Durch ein 30-minutiges
Kochen in Citratpuffer in einer Mikrowelle wurde die Anfarbbarkeit der Schnitte verbessert.
Danach wurden die Schnitte bei Raumtemperatur 20 Minuten abgekuhlt und erneut in
TRIS-Puffer gespuilt.

2.4 Immunhistochemische Farbung

Die Farbung erfolgte nach dem Prinzip der Immunhistochemie (siehe 1.7) in Abhangigkeit
von den jeweiligen Proteinen. Es wurden verschiedene Antikorper verwendet (Tabelle 6).

Bei den Proteinen Agp1, Aqp3 und Fibronektin wurde am ersten Tag nach dem Auftropfen
der Peroxidase-Block-Losung der spezifische Erstantikorper aufgetragen und
anschliefend Uber Nacht inkubiert (s. Tab.6). Bei Aqp 1 handelt es sich um den Mouse
monoclonal antibody von Abcam, bei Agp 3 um den Polyclonal rabbit antibody von Abcam
und bei Fibronektin um den Rabbit anti-human antibody von Dako. Am nachsten Tag
wurde der ZweitantikOrper auf das Praparat aufgetragen.

Die Hitzeschockproteine Hsp27, 60, 70 wurden mit der bereits beschriebenen LSAB-
Methode gefarbt. Der spezifische Erstantikorper wurde auf die Gewebsschnitte
aufgetragen und anschlielRend Uber Nacht inkubiert. Am zweiten Tag wurde zunachst der
biotinylierte Zweitantikorper und anschlieRend der Streptavidinkomplex hinzugegeben.
Mit dem Substrat wurde letztendlich die Expression erzielt. Unter 6.1 findet sich ein

detailliertes Farbeprotokoll.
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Tab. 6: verwendete Antikorper der einzelnen Proteine.

Farbung Erstantikorper Verdiinnung Zweitantikorper

Mouse anti-heat shock protein
Hsp27 |27 monoclonal antibody, NCL- 1:20
Hsp27, abcam

LSAB2 System-HRP- Kit,
Code K0675, von Dako

Mouse anti-Hsp60 clone 1, 1:400 LSAB2 System-HRP- Kit,

HSPO0 | Sigma Aldrich Code KO0675, von Dako

Heat shock protein 70 mouse
Hsp70 | monoclonal antibody, NCL- 1:25
Hsp70, abcam

LSAB2 System-HRP- Kit,
Code K0675, von Dako

Dako Envision+, Dual
1:100 Link System, Code
K4063

Mouse monoclonal antibody,
Agp1
abcam

Rabbit polyclonal antibody, DEL® S SR, BUEL

Aqgp3 1:500 Link System, Code
Lol K4063
: . : . Dako Envision+, Dual
Fibronektin S:Eg't I AT [Fseoe i, 1:100  |Link System, Code
K4063
HE-
Farbung d d d

Die Positivkontrollen entstammen von unterschiedlichen Geweben und wurden bei jedem

immunhistochemischen Farbedurchlauf mitgefarbt (s. Tab.7).

Tab. 7: Positivkontrollen der einzelnen Proteine.

Farbung Positivkontrolle
Hsp27 Haut
Hsp60 Niere
Hsp70 Haut
Agp1 Niere
Agp3 Niere

Fibronektin Tonsille
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2.5 Fotografie und mikroskopische Auswertung

Die lichtmikroskopische Beurteilung der Praparate erfolgte bei 400-facher VergroRerung.
Fotografiert wurde mit dem Fotoapparat Olympus Model-Nummer: E520 bei maximaler
Belichtung des Mikroskops (Stufe 10). Die Belichtungszeit betrug 1/160 Sekunde, der
Lichtwert lag bei 1,7 Schritten.

Die mikroskopische Auswertung der immunhistochemisch angefarbten Schnitte erfolgte

semiquantitativ.

Bei den Aquaporinen und Hitzeschockproteinen wurden in Anlehnung an Ishida et al.
(2018a) sowohl 10 Gesichtsfelder von der Epidermis, als auch von der Dermis nach dem
Zufallsprinzip ausgewahlt. Beim Betrachten der Epidermis wurde das Verhaltnis von
angefarbten Keratinozyten zu den dargestellten Keratinozyten prozentual angegeben.
Beim Betrachten der 10 Gesichtsfelder der Dermis wurden die positiv gefarbten Kapillaren
pro Gesichtsfeld gezahlt. Somit wurde bei jedem Fall fur jedes Protein die
durchschnittliche relative Expression der Epidermis und die durchschnittliche Anzahl
positiv gefarbter Kapillaren pro Gesichtsfeld berechnet. Anschlielend wurden die
Ergebnisse der einzelnen Falle zusammengerechnet und die gesamte durchschnittliche

Expression fur jedes Protein ermittelt.

Das Protein Fibronektin wurde in Anlehnung an Capatina et al. (2013) ausgewertet. Es
wurde die Expression in der Epidermis und in der extrazellularen Matrix beobachtet und
wie folgt eingeteilt: negativ (keine Expression) = 0; schwach positiv (Expression sichtbar
in 400-facher Vergroflerung) = 1; stark positiv (Expression sichtbar in 200-facher

Vergrolerung).
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Abb. 9: Studienkollektiv, Aqp3, Quetsch-Risswunde, relative Aqp3-Expression der
Epidermis: 100 %, 400-fache VergréRerung.



47

Abb. 10: Studienkollektiv, qu3 Hautvertrocknung, relative qu3 Expresswn der
Epidermis: 50 %, 400-fache VergréRerung.
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Abb. 11: Studienkollektiv, Aqp1, Schnittverletzung, Anzahl Agp1-positiver Blutgefalle:
3, 400-fache Vergrofierung.
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Abb. 12: Kontrollkollektiv, Agp1, Schussverletzung, keine Expression, 400-fache
Vergrélerung.
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Abb. 13: Studienkollektiv, HE-Farbung, Quetsch-Risswunde, 400-fache Vergroferung.
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2.6 Statistische Auswertung

Hinsichtlich der Aquaporine und Hitzeschockproteine wurde zunachst fur jedes Protein
der Mittelwert und die Standardabweichung fur die Expression der Epidermis und der

Blutgefalie berechnet.

Zur Uberpriifung der statistischen Signifikanz wurde der t-Test (n>30) fir unabhangige
Stichproben und der Mann-Whitney-U-Test (n<30) verwendet. P < 0,05 wurde als
signifikant angenommen (Verwerfung der Nullhypothese). Die Voraussetzungen zur
Anwendung dieser Signifikanztests werden erflllt. Es handelt sich bei den Stichproben
der verletzten und der intakten Haut um zwei unabhangige Stichproben. Dartber hinaus
sind Varianzgleichheit und annahernd gleiche StichprobengroRen gegeben. Von einer
Normalverteilung kann man nach dem zentralen Grenzwertsatz der Mathematik
ausgehen. Bei Berechnungen, in denen die Anzahl der Falle kleiner gleich 30 ist, wird der
Mann-Whitney-U-Test verwendet. Ist die Anzahl der Falle grof3er 30, kommt der t-Test fur

unabhangige Stichproben zum Tragen.

Zusatzlich wurde die Relation zwischen der Agp3-Expression der Epidermis und dem
Kollektiv ausgewertet. Hierbei wird auf unterschiedliche Korrelationskoeffizienten
zuruckgegriffen, da unterschiedliche Skalenniveaus vorliegen. Insgesamt wurde die
Verbindung des Alters, des Geschlechts, der Verletzungsart, des BMIs, der Agoniedauer

und des postmortalen Intervalls mit dem Aqp3-Kollektiv naher betrachtet.

Fur das Alter, den BMI und das postmortale Intervall wurde der Pearson-
Korrelationskoeffizient verwendet, da hier metrisch skalierte Daten mit der metrisch
skalierten Aqp3-Expression verglichen wurden. Beim postmortalen Intervall wurde Fall 10
nicht berucksichtigt, da es sich um einen Ausreil3er handelt.

Bei der Agoniedauer handelt es sich um ein ordinal skaliertes Merkmal, weshalb der
Korrelationskoeffizient nach Spearman verwendet werden muss (Vergleich von metrisch
skalierten Daten mit ordinal skalierten Daten).

Die Relation des Geschlechts und der Verletzungsart mit der Aqp3-Expression wurde mit
dem Eta-Koeffizienten berechnet. Der Eta-Koeffizient erlaubt eine Berechnung des

Zusammenhangs zwischen nominal skalierten und metrisch skalierten Merkmalen.
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Die Werte der Korrelationskoeffizienten liegen zwischen null bis eins, wobei null keinen
Zusammenhang und eins einen starken Zusammenhang bedeutet. Liegt der
Korrelationskoeffizient im negativen Bereich von minus eins bis null spricht dies fur einen
negativen Zusammenhang. Nach der Interpretation nach Cohen besagt ein
Korrelationkoeffizient r = 0,1 eine geringe, r = 0,3 eine mittlere und r = 0,5 eine hohe
Korrelation.

Aufgrund der multiplen Korrelationstests wurde das Signifikanzniveau mit Hilfe der
Bonferroni-Korrektur von p<0,05 auf p<0,000714 korrigiert. Das Kkorrigierte
Signifikanzniveau ergibt sich in dem das angestrebte Signifikanzniveau (0,05) durch die
Anzahl der Korrelationstests (7 — Agp3-Expression getestet mit Kontrollgruppe, Alter,

Geschlecht, BMI, postmortalem Intervall, Verletzungsart und Agoniedauer).
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3. Ergebnis

3.1 Allgemein

Die Ergebnisse der durchschnittlichen relativen Expression der Epidermis und die
durchschnittiche Anzahl der gefarbten BlutgefaRe der Aquaporine und der
Hitzeschockproteine werden in Tabelle 8 und 9 dargestellt.

Die Positivkontrollen, die in jedem Farbedurchlauf mitgefarbt wurden, wiesen keine
Auffalligkeiten auf.

Tab. 8: : Ubersicht der mikroskopischen Auswertung der einzelnen Proteine mit Angabe

des Mittelwertes der relativen Epidermisexpression, der Standardabweichung und der
Signifikanz des t-Tests in der Epidermis.
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Tab. 9: Ubersicht der mikroskopischen Auswertung der einzelnen Proteine mit Angabe
des Mittelwertes der durchschnittlichen Anzahl an Blutgefalen pro Gesichtsfeld, der
Standardabweichung und der Signifikanz des t-Tests in der Dermis.

Die Auswertung von Fibronektin in Anlehnung an Capatina et al. (2013) wird in Tabelle
12 aufgefihrt.

3.2 Expression von Hitzeschockprotein 27

Hsp27 farbte sich in der Epidermis der verletzten Haut zu 60,55 % und in der
Kontrollgruppe zu 73,60 % an. Durchschnittlich waren in der Dermis der verletzten Haut
1,02 BlutgefaRe pro Gesichtsfeld angefarbt. In der Kontrollgruppe lag die Anzahl der
positiv gefarbten Blutgefalie pro Gesichtsfeld bei 0,97 Blutgefalien.
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Abb. 14: durchschnittliche relative Hsp27-Expression pro Gesichtsfeld der Epidermis,
Studienkollektiv.

<

Abb. 15: Studienkollektiv, Hsp27, Schussverletzung, relative Hsp27-Expression der
Epidermis: 100 %, 400-fache VergréRerung.
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Abb. 16: Anzahl durchschnittlich gefarbter Hsp27-BlutgefalRe pro Gesichtsfeld in der
Dermis, Studienkollektiv.
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3.3 Expression von Hitzeschockprotein 60

Hsp60 farbte sich in der Epidermis der verletzten Haut zu 5,56 % und in der
Kontrollgruppe zu 8,89 % an. Durchschnittlich waren in der Dermis der verletzten Haut
0,16 Blutgefale pro Gesichtsfeld angefarbt. In der Kontrollgruppe lag die Anzahl der
positiv gefarbten Blutgefalie pro Gesichtsfeld bei 0,08 Blutgefalen.

15% -
p=0,5

—
o
X

8,89%

5,56%

5% A

Hsp60-Expression (%)

0% -
verletzte Haut Kontrolle

Abb. 18: durchschnittliche relative Hsp60-Expression pro Gesichtsfeld der Epidermis,
Studienkollektiv.
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Abb. 19: Studienkollektiv, Hsp60, Exkoriation, relative Hsp60-Expression der
Epidermis: 0 %, 400-fache VergréRerung.
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Abb. 20: durchschnittliche Anzahl Hsp60-gefarbter Blutgefalle pro Gesichtsfeld in der
Dermis, Studienkollektiv.
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3.4 Expression von Hitzeschockproteins 70

Hsp70 farbte sich in der Epidermis der verletzten Haut zu 5,65 % und in der

Kontrollgruppe zu 10,59 % an. In der Dermis waren keine Blutgefalle angefarbt.

15% -
p=0,125

9 10,59%
= 10%
o
7
(7/]
o
=3
i 5,65%
o
S 5% A
[72]
T

0% -

verletzte Haut Kontrolle

Abb. 21: durchschnittliche relative Hsp70-Expression pro Gesichtsfeld der Epidermis,
Studienkollektiv.
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Abb. 22: Studienkollektiv, Hsp70, Hautvertrocknung, keine Expression der Epidermis
oder der Blutgefalie in der Dermis, 400-fache VergrdRerung.

Abb. 23: Studienkollektiv, HE-Farbung, Hautvertrocknung, 400-fache Vergréfierung.
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Abb. 24: Studienkollektiv, Hsp70, Quetsch-Risswunde, keine Expression der Epidermis
oder der Blutgefalie in der Dermis, 400-fache VergrdRerung.

3.5 Expression von Aquaporin 1

Der Wasserkanal Aqp1 farbte sich in keinem der Falle positiv in der Epidermis an.
Durchschnittlich waren in der Dermis der verletzten Haut 1,32 Blutgefal3e pro Gesichtsfeld
angefarbt. In der Kontrollgruppe lag die Anzahl der positiv gefarbten Blutgefalie pro
Gesichtsfeld bei 0,74 Blutgefalen.
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Abb. 25: durchschnittliche Anzahl Aqp1-gefarbter Blutgefalle pro Gesichtsfeld in der
Dermis, Studienkollektiv.
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Abb. 26: Studienkollektiv, Aqp1, Hautvertrocknung, Anzahl Agp1-positiver Blutgefalle:
12, 400-fache Vergrofierung.
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Abb. 27: Studienkollektiv, Aqp1, Hautvertrocknung, Anzahl Aqp1-positiver Blutgefalle:
5, 400-fache Vergrofierung.




3.6 Expression von Aquaporin 3

62

Im Gegensatz zu den anderen untersuchten Proteinen zeigte sich bei Aqp3 vor allem in

den Keratinozyten der Epidermis eine verstarkte Expression. Das Kollektiv von Agp3 setzt

sich aus den folgenden 21 Fallen (Tabelle 10) zusammen.

Tab. 10: detaillierte Zusammensetzung des Agp3-Studienkollektivs

Wange,
1|  Exkoriation | Schadel-Hirn- 49| 49 [1,65[17,92 | kurz ST,
Trauma Ellen-

bogen

2 |Hautvertrocknung Ersticken 89| 74 11,6228,20 | kurz Hals
3 |Hautvertrocknung | "19°0eMOO | w |67 | 47 | 1,57 18,95 lang Brust
4 |Hautvertrocknung | V™21 20N |, |58 1107 1,85 31,26 | lang Brust
5 | Hautvertrocknung | M2<1OSKOPISON |y [ 99 | 83 11,60 32,42 | lang Brust
6 |Hautvertrocknung | M2K/OSKOPISON | 1 |36 | 84 | 1,75| 27,43 lang Brust
7 |Hautvertrocknung Reinfarkt 7311301,83|38,82 | lang Brust
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8 |Hautvertrocknung Reinfarkt m |74| 60 [1,70/20,90 |lang| 5 Brust
9 | Hautvertrocknung mak[ﬁjg‘r"s‘;h m[19] 76 |1,81]23,20|lang| 4 | Brust
10| Kalteerythem | Unterkiihlung | m |58 | 62 |1,72]21,09|lang | 19 g’gl‘éf]'k
. .. Knie-
11| Kalteerythem Unterkdhlung | w (68| 80 |1,64|29,74|lang| 9 gelenk
12| ~Quetsch- | Verblutennach| | 15| 65 |1.80(20,06|lang| 5 | Kopf
Risswunde aulien
13| Quetsch- | Verbluten nach| 1751 75 |1 74|25 76|kurz| 2 | Kopf
Risswunde innen
14|  Quetsch- —Verblutennach| 1,51 g7 |176|28,09|kurz| 9 |Unterarm
Risswunde aulien
Quetsch- Schadel-Hirn-
15| o Trauma | M [55]104/1,75/33,83 |kurz| 3 | Kopf
5 ClsiEen Schadel-Him- |\ 1551 92 | 1,75(30,04 3 | Kopf
Risswunde Trauma kurz
17 Schnitt Verbluten nach | 139 | 43 |150(19,11|Kkurz| 3 | [OP"
innen Nacken
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18|  Schuss | verblutennach) 1,5 74 |180|21,88|Kkurz| <1 | Ober
aullen schenkel
Kopfdurch- sehr
19 Schuss Uss 95| 68 |1,73(22,72| =1 8 | Kopf
20| Strangulation Ersticken 35/105(1,70 (36,40 | kurz | 3 Hals
21| Strangulation pEEs 42|73 |1,75(23,84 |kurz| 6 | Hals
Erhangen
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Insgesamt war die Epidermis in der Gruppe der verletzten Haut zu 70,48 % angefarbt. In
der Kontrollgruppe lag die Expression der Keratinozyten bei 42,98 %. In der Dermis der
verletzten Haut waren durchschnittlich 0,1 Blutgefale pro Gesichtsfeld angefarbt. In der
Kontrollgruppe lag die Anzahl der positiv gefarbten Blutgefale pro Gesichtsfeld bei 0,12
Blutgefallen.

In 19 der 21 Falle konnte die Lokalisation der verletzten Haut eindeutig zurickverfolgt
werden. In 2 Fallen gab es mehrere Korperstellen mit verletzter Haut, wobei die

Bauchhaut nicht tangiert wurde.

100% -
90%
80%
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0% -

p=0,001

70,48%

42,98%

Aqp3-Expression (%)

verletzte Haut Kontrolle

Abb. 28: durchschnittliche relative Aqp3-Expression der Epidermis pro Gesichtsfeld,
Studienkollektiv.
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Abb. 29: Studienkollektiv, Aqp3, Exkoriation, relative Aqp3-Expression der Epidermis:
100 %, 400-fache VergroéRerung.

Abb. 30: Studienkollektiv, Agp3, Schussverletzung, relative Aqgp3-Expression der
Epidermis: 100 %, 400-fache VergréRerung.
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Abb. 32: Studienkollektiv, Aqgp3, Kalteerythem, relative Aqp3-Expression der
Epidermis: 100%, 400-fache VergréRerung.
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Abb. 33: durchschnittliche Anzahl Aqp3-gefarbter Blutgefalle pro Gesichtsfeld in der
Dermis, Studienkollektiv.

3.7 Zusammenhang zwischen Aqp3-Expression und Studienkollektiv

Es wurde Uberprift, ob sich die Aqp3-Expression von verletzter Haut signifikant von
unverletzter Haut aus dem Kontrollkollektiv unterscheidet und somit als Vitalitatsmarker
bei mechanischer und thermischer Gewalteinwirkung verwendet werden kann. Zudem
wurde untersucht, ob verschiedene Eigenschaften, wie das Alter, der BMI, das
Geschlecht, das postmortale Intervall und die Agoniedauer einen Einfluss auf die Agp3-
Expression haben. Die Ergebnisse wurden mithilfe des Pearson-, des Spearman- und des
Eta-Korrelationskoeffizienten berechnet (s. Tab.10).

Die Korrelation zur Agp3-Expression nach Pearson betrug beim Alter -0,20, beim BMI
(=kg/ m?) 0,28 und beim postmortalen Intervall -0,27. Die Signifikanz betrug dabei beim
Alter 0,39, beim BMI 0,22 und beim postmortalen Intervall 0,25. Es lasst sich festhalten,
dass bei diesen Parametern eine geringe nicht signifikante Korrelation der relativen
Expression der Epidermis vorliegt (s. Abb. 40 - 42). Hinsichtlich des Alters und des
postmortalen Intervalls muss zudem von einem negativen Zusammenhang gesprochen

werden. Das heillt, desto junger der/die Verstorbene ist oder desto geringer das
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postmortale Intervall ist, desto starker ist die Aqp3-Expression. Allerdings sind aufgrund
der hohen p-Werte diese Aussagen als nicht signifikant einzustufen.

Die Agoniedauer mit einer Korrelation von 0,15 nach Spearman weist einen geringen
Zusammenhang zur Aqp3-Expression auf, welche mit einem p=0,5 als nicht signifikant
anzusehen sind. Sie lag in einem Fall im Bereich von Sekunden, in zehn Fallen im Bereich
von Minuten und in zehn Fallen im Bereich von Stunden.

Daruber hinaus wurden auch die unterschiedlichen Arten der Verletzung naher betrachtet
(Abbildung 43). Im Aqp3-Kollektiv lagen acht Hautvertrocknungen, funf Quetsch-
Risswunden, zwei Schusswunden, zwei Strangulationen, zwei Kalteerytheme, eine
Schnittverletzung und eine Exkoriation als Arten der Verletzung vor.

Die Art der Verletzung weist mit einer Korrelation nach Eta von 0,49 eine mittlere
Korrelation zur Agp3-Expression auf. Diese Korrelation ist mit p=0,35 nicht signifikant,
weshalb dieser Zusammenhang als nicht aussagekraftig einzustufen ist.

Tab. 11: Korrelation zur Aqp3-Expression nach Pearson, Spearman und Eta.
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Abb. 34: Zusammenhang zwischen dem Alter und der Aqp3-Expression.
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Abb. 35: Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und der Aqp3-Expression.
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Abb. 36: Zusammenhang zwischen dem BMI und der Aqp3-Expression.



72

100% ° ® ° P
90% | P03 . .
[ }
80% o .
=X 70% ]
[
2 60% .
»
“:5’_ 50% o o
W 40% . .
2
o 30%
<
20%
[ }
10% .
O% T T T T T T T
—— [
5 2 § ¢ E &
5 2 £ & 5§ & E
b = = > D O - |
g S 5 7 @ 2
~ o o) a ©
wl + = — o
o) :(0 CE 5
2 X <
3 2
I D)
-
&

Abb. 37: Zusammenhang zwischen der Art der Verletzung und der Aqp3-Expression
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Abb. 38: Zusammenhang zwischen dem maximalen postmortalen Intervall und der
Aqp3-Expression.

3.8 Expression von Fibronektin

Das Kollektiv setzte sich aus 23 Fallen des ursprunglichen Studienkollektivs mit 51 Falle
aus Tabelle 5 zusammen. Die Fallnummern entsprechen den Fallnummern aus Tabelle
5.

Das Protein Fibronektin farbte sich sowohl in der verletzten Haut als auch in der

Kontrollgruppe nicht in der Epidermis an.

In der extrazellularen Matrix zeigte sich in neun Fallen eine starke Expression (Expression
sichtbar bei 200-facher VergroRerung), in zwei Fallen eine schwache Expression
(Expression bei 400-facher Vergrofierung); und in zwolf Fallen keine Expression. Somit
zeigten elf von 23 Fallen (47,82 %) eine Expression und konnen als positiv angesehen
werden. In der Kontrollgruppe farbte sich die extrazellulare Matrix in funf Fallen stark, in

einem Fall schwach und in 17 Fallen gar nicht an.
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Tab. 12: Ergebnisse Fibronektin; 0 = keine Expression; 1 = schwach positiv (Expression

bei 400-facher

Vergrolerung).

Vergroflerung);

2 = stark positiv

(Expression bei 200-facher

verletzte Haut

Kontrolle

Fall

Extrazellulare
Matrix

Epidermis
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Epidermis

0

0

0
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Studienkollektiv

Kontrolle
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m0 = negativ ®1 =schwach positiv ®m2 = stark positiv
Abb. 39: Ergebnisse Fibronektin; 0 = keine Expression; 1 = schwach positiv (Expression

bei 400-facher VergroRerung); 2 = stark positiv (Expression bei 200-facher
VergréRerung).

Abb. 40: Studienkollektiv, Fibronektin, Schussverletzung, Extrazellulare Matrix = 2;
Epidermis = 0.
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Abb. 41: Studienkollektiv, Fibronektin, Schnlttverletzung, Extrazellulare Matrix = 2;
Epidermis = 0.

Abb42 Kontrollkollektlv F|bronekt|n Strangulatlon Epldermls' = Ok Extrazellularer
Matrix = 0.
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3.9 Kasuistiken der Aqp3-Expression

3.9.1 Kasuistik 1

Ein 27 Jahre alter Mann wurde im Keller seiner Wohnung erhangt aufgefunden. Um den
Hals befand sich eintourig ein Hanfseil mit einem Henkersknoten. Seine Flul3e haben den
Boden nicht mehr berahrt.

Bei der Sektion konnten Befunde festgestellt werden, die charakteristisch fur den Tod
durch Erhangen sind. Die Haut am Hals wies eine ca. 23 cm lange und 3 cm breite und
honiggelb vertrocknete Strangfurche auf. Die Strangfurche ging vom linken Kieferwinkel
aus und verlief oberhalb des Kehlkopfes Uber die rechte Halsseite. Das Strangwerkzeug
passte zu der Strangfurche. Auflerdem zeigten sich Stauungsblutungen in den
Augenbindehauten und der Mundschleimhaut, sogenannte Simonsche-Blutungen im
Lendenwirbelsaulenbereich (Einblutungen in die Zwischenwirbelscheiben) und ein Bruch
des Zungenbeins.

Die Todesursache entspricht einem atypischen Erhangen. Zeichen einer
strangulationsfremden Gewalteinwirkung fehlten, wodurch von einem Erhangen in

suizidaler Absicht ausgegangen wird.

Abb. 43: Strangulationsmarke.
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Abb. 44: Strangulationsmarke.

Abb. 45: Strangulationswerkzeug.

Die immunhistochemische Untersuchung der verletzten Haut im Bereich der Strangfurche
zeigte eine verstarkte epidermale Expression von Agp3.
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Abb. 46: Studienkollektiv, Aqgp3, Strangulation, relative Aqp3-Expression der
Epidermis: 100 %, 400-fache VergroRerung.

3.9.2 Kasuistik 2

Der 40 Jahre alte Mann brach nach einem Schusswechsel mit der Polizei im Wohnzimmer
seiner Wohnung zusammen und der Tod wurde vom hinzugerufenen Notarzt festgestellt.
Zuvor war die Polizei von den Nachbarn gerufen worden, die merkwurdige Gerausche
aus der Wohnung gehort hatten. Die Polizei fand die Frau und die Tochter des Mannes
leblos im Schlafzimmer der Wohnung. Die Frau wies zahlreiche letale Stichverletzungen
auf. Die Tochter wurde mit einem Nylonseil erdrosselt. Der Mann, der sich zunachst im
Badezimmer eingesperrt hatte, griff die Polizeibeamten mit einem Messer an und es kam
zum Schusswaffeneinsatz. Es wurden insgesamt funf Schiusse abgegeben, von denen

drei Schisse den Mann trafen.

Bei der Sektion zeigten sich die multiplen Fernschussverletzungen. Im Bereich des
rechten unteren Bauchquadranten befand sich ein Steckschuss, der zu Verletzungen

zweier Dunndarmschlingen, der linken inneren Beckenarterie und zur Zertrimmerung des



80

Kreuzbeins flhrte. Dartber hinaus lagen zwei Durchschisse im rechten Oberschenkel
vor, die zu keiner Verletzung groRRer Beingefalie flhrten.

Neben den Schussverletzungen, die aus dem Schusswechsel mit der Polizei resultieren,
wies der Leichnam zahlreiche Schnittverletzungen auf. Zum einen fanden sich
halbkreisformige Schnittverletzungen an der Peniswurzel mit fast vollstandiger
Abtrennung des Penis, zum anderen multiple, parallel verlaufende und oberflachliche
Schnittverletzungen an Ober- und Unterarm, am rechten Oberschenkel und an beiden
Halsseiten.

Hinsichtlich der Todesursache mussen sowohl die Schnittverletzungen, die zu einem
Verbluten nach AuRen flhrten, als auch die Bauchschussverletzung, die zu inneren
Blutungen fihrte, in Betracht gezogen werden. Aufgrund dessen kann von einem
kombinierten Geschehen gesprochen werden, wobei als Todesursache die selbst
beigebrachten Schnittverletzungen als tUberwiegend interpretiert werden missen.

Die immunhistochemische Untersuchung der verletzten Haut im Bereich der
Schussverletzung zeigte eine verstarkte epidermale Expression von Aqp3.

Abb. 47: Oberschenkelausschuss.
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Abb. 48: Studienkollektiv, Agp3, Schussverletzung, relative Aqgp3-Expression der
Epidermis: 100 %, 400-fache VergréRerung.

Epidermis, 400-fache Vergrofierung.
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3.9.3 Kasuistik 3

Eine 39-jahrige Frau wurde in einer Blutlache in ihrer Wohnung leblos aufgefunden. Zuvor
soll es eine Streiterei mit dem Ehemann gegeben haben, wobei auch ein Messer zum

Einsatz gekommen sein soll.

Bei der Sektion zeigten sich zahlreiche Zeichen scharfer Gewalt. Die Frau wies mehrfache
feinere Schnittverletzungen der behaarten Kopfhaut im Bereich des Haaransatzes auf.
AuRerdem befand sich eine steckende Messerspitze in der linken Scheitelregion. Die linke
Ohrmuschel mit darstellbarem Wundkanal war in Richtung des Hals inkomplett

abgetrennt.

Eine weitere Stichwunde war Uber dem linken Schlisselbein mit einer Durchtrennung der
ersten Rippe links lokalisiert. Die linke Brusthohle war eroffnet und die linke
Lungenschlagader durchtrennt. Diese Verletzung fuhrte zu einer massiven Blutung und
zusatzlich zu der grof3en Blutlache am Fundort befanden sich ca. 700 ml flussiges Blut in

der linken Brusthohle.

Es lagen mehrfache glattrandige Schnittverletzungen insbesondere an den Beugeseiten
des zweiten bis funften Finger links und solitar am rechten Kleinfinger vor, die als

Abwehrverletzungen eingeordnet werden konnen.

Abb. 50: Schnittverletzung.
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Abb. 51: Studienkollektiv, Agp3, Schnittverletzung, relative Aqp3-Expression der
Epidermis: 100 %, 400-fache VergréRerung.
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Abb. 52: Kontrollkollektiv, Agp3, Schnittverletzung, relative qu3 Expressmn der
Epidermis: 0 %, 400-fache VergréRerung.
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4. Diskussion

4.1 Aligemein

In der forensischen Diagnostik spielt die Bestimmung der Wundvitalitat eine grof3e Rolle.
Der Rechtsmediziner muss zum einen Aussagen uber den Zusammenhang von Wunden
und der Todesursache machen. Zum anderen stellt sich die Frage, ob die Verletzungen
antemortem oder postmortem zustande gekommen sind. Vitale Reaktionen setzen ein
noch funktionierendes Organsystem voraus und somit bedeutet Vitalitat, dass die
Verletzung vor Eintritt des Todes eingetreten ist (Kondo und Ishida 2010; Madea et al.
2014). Im Rahmen dieser Dissertation wurde durch immunhistochemische
Untersuchungen herausgearbeitet, dass Aqp3 ein moglicher Vitalitatsmarker bei jeglicher
Art der Verletzung sein kann. Die anderen Proteine konnen nicht oder nur sehr

eingeschrankt dafur herangezogen werden.
4.2 Hitzeschockproteine

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung der Hsp27, 60 und 70 zeigten,
dass es sich um keine verlasslichen Vitalitatsmarker zum Nachweis von stattgefundener
Gewalteinwirkung handelt. Sowohl bei Hsp60 als auch bei Hsp70 war die Expression in
der Epidermis und in den Blutgefa3en der Dermis gering.

Vor allem die fehlende Hsp70-Expression steht im Kontrast zu bisherigen Ergebnissen
aus Studien von Holland et al (1993) und Trautinger et al. (1993). Diese Studien
postulieren eine Anwesenheit von Hsp72, als Mitglied der Hsp70-Familie. Holland et al.
(1993) fand eine vermehrte Hsp72-Expression in Fallen mit Kalteeinwirkung heraus. In
der Studie von Trautinger et al. (1993) wurde eine Hsp72-Expression sowohl unter
stressfreien als auch unter stressinduzierten Bedingungen nachgewiesen. Die Ergebnisse
dieser Studie zeigen jedoch sowohl bei der intakten Haut als auch bei der verletzten Haut
keine Expression. Hsp60 und Hsp70 konnen daher nicht als Vitalitatsmarker verwendet

werden.

In dieser Studie wies Hsp27 zwar eine Expression in der Epidermis auf. Im
Studienkollektiv lag die relative Expression bei 60,55% und im Kontrollkollektiv bei
73,60%. Es ist aber zu berucksichtigen, dass dies eine andere Ursache haben kann. Eine
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Studie von Sur et al. (2008) fand namlich heraus, dass eine Herunterregulation von Hsp27
zu einer vermehrten Freisetzung von Entzindungsmediatoren, wie Prostaglandinen,
fuhrt. Dadurch kommt Hsp27 eine tragende Bedeutung hinsichtlich des Schutzes der Haut
zu. Bezogen auf diese Studie ist es daher mdglich, dass es aufgrund der mechanischen
und thermischen Gewalteinwirkung zu einer Herunterregulation des Proteins gekommen
ist, um Reparaturvorgange in Gang zu setzten und zu beschleunigen. Dies kann der
Grund fur die Expression von Hsp27 im Studienkollektiv sein.

Grund fur die Hsp27-Expression von 73,60% im Kontrollkollektiv kann sein, dass Hsp27
bereits unter normalen Bedingungen in der Epidermis vorliegt. Hsp27 farbt sich schnell in
der Haut an und deshalb wurde die Haut auch als Organ bei der Positivkontrolle
verwendet. Auch wenn in dieser Studie eine Expression von Hsp27 nachgewiesen wurde,
kann auch Hsp27 aufgrund der beschriebenen Effekte kein verlasslicher Vitalitatsmarker

sein.
4.3 Fibronektin

Das Ergebnis dieser Studie zeigt, dass Fibronektin keinen verlasslichen Vitalitatsmarker
darstellt. Die Ergebnisse der Fibronektinexpression sind mit den Ergebnissen von Ortiz-
Rey et al. (2002) und Capatina et al. (2013) vergleichbar. Das Studienkollektiv von Ortiz-
Rey et al. (2002) setzte sich aus 58 Wunden zusammen und war groRer als das
Studienkollektiv dieser Studie. Die Fibronektinexpression bei Ortiz-Rey betrug bei den
vitalen Wunden 39,4%, in dieser Studie konnte in 11 von 23 Fallen (47,83%) eine
Expression detektiert werden. Es gibt mogliche Erklarungen fur diese geringe Expression
des Fibronektins.

Ortiz-Rey et al. (2002) postuliert einen wichtigen Aspekt fur eine fehlende Expression. In
der Studie von Ortiz-Rey et al. (2002) kam es in 9 von 10 Fallen mit einem Wundalter von
2-4h und verspateter Fixierung zu keiner Expression des Proteins. Dieser Aspekt muss
auch bei dieser Studie in Betracht gezogen werden. Es ist leider unklar, wann genau die
Fixierung der in dieser Studie verwendeten Praparate stattgefunden hat. Die verstrichene
Zeit zwischen Probeentnahme und Fixierung der Praparate ist nicht bekannt. Somit
konnen keine sicheren Ruckschlusse daraus gezogen werden. Allein der Zeitfaktor kann
den moglichen Nachweis einer Expression verhindert haben.
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Ein weiterer Punkt kann aus der Studie von Betz et al. abgeleitet werden. In der Studie
von Betz et al. (1992) konnte Fibronektin im Bereich des Wundgebietes bei Fallen mit
kurzer Uberlebenszeit dargestellt werden. In der hier vorgenommenen Untersuchung fand
sich Fibronektin diffus in der extrazellularen Matrix und zeigte keine Areale mit stark
ausgepragten Bereichen. Dies kann schon allein damit begrindet werden, dass die
Hautproben an der verletzten Stelle nicht zwingend mit dem urspringlichen Wundrand

entnommen wurden.

Die Studie von Fieguth et al. (2003) zeigen einen weiteren Aspekt auf. Fieguth et al.
(2003) beschrieben eine fehlende Expression von Fibronektin in Fallen mit unmittelbarer
Todesfolge und eine vorhandene Expression in Wunden mit einem Alter von 20 Minuten.
Dies spiegelt sich in diesem Studienkollektiv aber nicht wider. In Fallen mit Expression
von Fibronektin zeigte sich in drei Fallen eine sehr kurze Agoniedauer, in drei Fallen eine
kurze Agoniedauer und in funf Fallen eine lange Agoniedauer. Das Studienkollektiv
bestand nicht aus Fallen mit sehr langer Agoniedauer, das heifl3t mit einer Agoniedauer
von mehreren Tagen. Es zeigt sich, dass die Agoniedauer Einfluss auf die Expression von
Fibronektin nimmt. Aufgrund dessen sollten weitere Studien mit Fallen von langerer
Agoniedauer durchgefuhrt werden. Letztendlich bleibt es dabei, dass die Verwendung von
Fibronektin aufgrund der oben beschriebenen Punkte als Vitalitatsmarker stark

eingeschrankt ist.
4.4 Aquaporin 1

Aqgp1 ist als Vitalitatsmarker nicht geeignet, weil sich eine Expression sowohl bei verletzter
als auch intakter Haut zeigte. In dieser Studie farbte Agp 1 in der Dermis der verletzten
Haut 1,32 Agp1-positive Blutgefal3e pro Gesichtsfeld. In der Kontrollgruppe lag die Anzahl
der positiv gefarbten Blutgefalle bei 0,74 Blutgefallen pro Gesichtsfeld. Die gleiche
Anfarbung um die dermalen Kapillaren zeigte sich auch bei Agren et al. (2003) in
Experimenten an der Haut von Ratten. Bei der Studie von Agren et al. (2003) hatte sich
gezeigt, dass aufgrund der geringeren Kapillardichte im hoheren Alter, die Expression

dort verringert ist.
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Wenn diese Ergebnisse der Aqp1-Expression mit den Erkenntnissen von Ishida et al.
(2018a) verglichen werden, zeigt sich bei Ishida et al. eine wesentlich hdhere Aqp1-
Expression der Blutgefalle. Ein Grund hierfur konnte eine unterschiedliche Dichte von
Blutgefalien sein, die von der Lokalisation der Haut abhangig ist. Sowohl bei Ishida et al.
als auch in dieser Studie konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Aqp1-positiv
gefarbten BlutgefalRen der verletzten und der intakten Haut nachgewiesen werden.
Sowohl in der verletzten als auch in der intakten Haut farbten sich die dermalen

Blutgefal’e an. Deshalb eignet sich Agp1 nicht als Vitalitatsmarker.
4.5 Aquaporin 3

Aqp3 erwies sich in dieser Studie als ein moglicher Vitalitatsmarker. Das Ergebnis der
Aqp3-Expression ist vergleichbar mit der Studie von Sugiyama et al. (2001), denn auch
dort konnte man eine Agp3-Expression in den Keratinozyten der Epidermis nachweisen.
In der Studie von Sugiyama et al. (2003) zeigte sich, dass durch Erhdhung des
osmotischen Drucks die Expression von Agp3 in den Keratinozyten ansteigt. Auch in
dieser Studie farbte sich Aqp3 in den Keratinozyten an. Die Aqp3-Expression betrug 70,48
% im Studienkollektiv und 42,98 % im Kontrollkollektiv.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung hinsichtlich der Aqp3-Expression sind ebenfalls mit
den Ergebnissen der Studie von Ishida et al. (2018a) und Prangenberg et al. (2021)
vergleichbar. Es wurden die gleiche Farbemethode und die gleiche Auswertung der
Ergebnisse verwendet. Sowohl diese Studie als auch die Studie von Ishida et al. zeigten
eine Agp3-Expression der Keratinozyten in der Gruppe mit der verletzten Haut nach
Strangulation (Ishida et al. 2018a). Im Vergleich zu dieser Studie kam es bei Ishida et al.
in der Kontrollgruppe mit der intakten Haut zu keiner starken Expression des Proteins.
Obwohl in dieser Studie im Kontrollkollektiv eine Expression vorlag, kann Aqp3 als ein
moglicher Vitalitatsmarker beschrieben werden.

P<0,05 wird als signifikant angenommen und somit lassen sich die Ergebnisse von Ishida
et al. (2018a) mit p= 0,01 als signifikant beschreiben. Mit p=0,001 Iasst sich das Ergebnis

der Agp3-Expression dieser Studie von 70,48% als signifikant beschreiben.



89

Da Agp3 als Vitalitatsmarker eingestuft wird, wurden innerhalb dieser Studie die

Expressionen bezogen auf weitere Aspekte untersucht.
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Abb. 53: Ergebnisse der Untersuchungen von Ishida et al. (2018a) a Aqp1-Expression
b Agp3-Expression.

4.6 Aqp3-Expression in Bezug auf die Art der Verletzung

Die Arbeitsgruppe von Ishida et al. untersuchte 35 Erhangungsfalle und 21
Strangulationsfalle auf die Aqp3-Expression (Ishida et al. 2018a) und konnte einen
Zusammenhang zur Aqp3-Expression feststellen. Auch in dieser Studie konnte neben
dem Ergebnis, dass Agp3 ein Vitalitatsmarker ist, eine mittlere Korrelation zur Art der
Verletzung herausgefunden werden. Im Vergleich zu Ishida et al. (2018a) wurden neben
der Strangulation das Kollektiv um folgende Verletzungen ausgeweitet: Exkoriation,
Hautvertrocknung, Kalteerythem, Quetsch-Risswunde, Schnitt und Schuss. Das Ergebnis
dieser Studie zeigt, dass Aqp3 mit seiner Expression nur eine mittlere Korrelation zur Art
der Verletzung aufweist und somit unabhangig von der Art der Verletzung ist. Mit einem
p=0,35 ist die Korrelation nicht signifikant, was jedoch mit einem grof3eren Studienkollektiv

verbessert werden konnte.
4.7 Aqp3-Expression in Bezug auf die Agoniedauer

In der Studie von Ishida et al. (2018b) konnte ein Zusammenhang zwischen dem
Wundalter und der Agp3-Expression festgestellt werden. Zunachst war die Expression
des Proteins bei einem Wundalter von weniger als einem Tag schwach ausgebildet. Bei
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einem Wundalter von vier bis 14 Tagen war die Aqp3-Expression verstarkt exprimiert und
bei einem Wundalter von 17 bis 21 Tagen reduziert. In dieser Studie zeigte die Aqp3-
Expression eine geringe Korrelation zu der jeweiligen Agoniedauer. Hierbei muss erwahnt
werden, dass die Agoniedauer in einem Fall im Bereich von Sekunden, in zehn Fallen im
Bereich von Minuten und in zehn Fallen im Bereich von Stunden lag. Die verstarkte
Exprimierung, die Ishida et al. (2018b) bei einem Wundalter von vier bis 14 Tagen
postuliert, konnte in dieser Studie aufgrund fehlender Falle mit diesem Wundalter nicht
untersucht werden. Aufgrund dessen sind weitere Studien in diesem Bereich mit Fallen
einer langeren Agoniedauer notwendig, um weitere Aussagen zum Einfluss der

Agoniedauer treffen zu kdnnen.

4.8 Aqp3-Expression in Bezug auf das maximale postmortale Intervall bis zur
Obduktion

In dieser Studie ergab sich eine geringe nicht signifikante Korrelation zwischen der Aqp3-
Expression und der Lange des postmortalen Intervalls. Das postmortale Intervall bezog
sich in diesem Studienkollektiv auf Falle mit einem Intervall von weniger als einem Tag
und einem Intervall bis zu 19 Tagen. Aufgrund der geringen Korrelation lasst sich die
Annahme von Ishida et al. (2018a) zur Bedeutung der Intervalllange nicht bestatigen.
Ishida et al (2018a) verwendete deshalb Falle mit einem postmortalen Intervall von
maximal drei Tagen, um unspezifische Hintergrundverfarbungen zu vermeiden (Kondo et
al. 2002, Hayashi T 2004). In der hier vorgenommenen Untersuchung wurde wegen der
geringen Korrelation zwischen Expression und der postmortalen Intervalllange diese

Begrenzung nicht vorgenommen.
4.9 Limitationen der Studie

Bei den immunhistochemischen Untersuchungen traten die folgenden Limitationen auf.

Als Kontrollkollektiv wurde die intakte Bauchhaut des Studienkollektivs verwendet. Nicht
in allen Fallen war bekannt, an welcher Korperstelle die verletzte Haut enthommen wurde.
Bei dem Aqp3-Kollektiv war in 19 von 21 Fallen die Lokalisation der enthommenen
verletzten Hautprobe bekannt. In diesen Fallen lagen die verletzte Haut und die
Kontrollhaut weit auseinander. In zwei der 21 Falle lagen mehrere Verletzungen der Haut

vor, doch sie waren alle nicht im Bereich der entnommenen Kontrollhaut lokalisiert.
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Es sollte in Betracht gezogen werden, dass es zu einer erhohten Expression in der
Kontrollhaut kommen kann, wenn die Distanz zur verletzten Haut nicht grol3 genug ist.
Wie Grellner et al. (1998) in einer Studie hervorhoben, sind die unterschiedlichen
Reaktionsmuster der Proteine noch nicht abschlieBend geklart. Durch den passiven
Flussigkeitsaustausch durch verletzte Blutgefalle kann es zu einer Infiltration des
umliegenden Gewebes kommen. Dies konnte ein moglicher Erklarungsansatz fur die
erhohte Expression in manchen Fallen im Kontrollkollektiv sein.

AuBRerdem muss auch in Betracht gezogen werden, dass nicht sichtbare
Gewalteinwirkungen der Kontrollhaut vorliegen konnten, was zu einer veranderten

Expression fuhren kdnnte.

Ishida et al. (2018a) benutzt als Primarantikorper bei Agp1 einen rabbit anti-Aqp1
Antikorper und bei Aqp3 den goat anti-Agp3 Antikorper. Dies deckt sich nicht mit den hier
verwendeten Primarantikorpern aus Tabelle 6, weshalb dies als mogliche Limitation in
Betracht gezogen werden sollte. In dieser Studie wurde bei Aqp1 ein monoklonaler Maus-

Antikorper und bei Agp3 ein polyklonaler Kaninchen-Antikdrper benutzt.

Ebenso mussen bei der Interpretation der Studienergebnisse Probleme der
immunhistochemischen Farbung berucksichtigt werden. In beiden untersuchten
Kollektiven (Studienkollektiv und Kontrollkollektiv) stellte die Fragilitat der Hautproben
einen limitierenden Faktor dar. Sowohl das Zuschneiden der Gewebeproben am Mikrotom
als auch der spatere Farbeprozess gestalteten sich teilweise aufgrund der Fragilitat der
Haut als schwierig. Die Fragilitat der Haut fuhrte dazu, dass sich Teile der Epidermis
haufig ablosten und nicht erhalten werden konnten. Aufgrund dessen setzen sich die

Proteine aus unterschiedlich vielen Fallen zusammen.

Ein weiterer Aspekt ist die in dieser Arbeit verwendete Auswertungsmethode. Die hier
verwendete Methode ist als semiquantitativ einzuordnen, da die Beurteilung der
Expression auf der Subjektivitat des Untersuchers beruht. Zur Vertiefung der
Erkenntnisse ware ein quantitatives Auswertungsverfahren des gesamten Objekttragers

anzustreben.
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Ein weiterer limitierender Faktor der Studie stellt die hier vorliegende kleine Stichprobe
dar. Mit einer groferen Fallanzahl konnten weitere wichtige Erkenntnisse gewonnen
werden. Eine Hinzunahme von Fallen mit langerer Agoniedauer ware von Interesse, um
diese mit den Ergebnissen von Ishida et al. (2018b) vergleichen zu kénnen. Ishida et al.
(2018b) beschreibt eine verstarkte Exprimierung bei einem Wundalter von vier bis 14
Tagen, die aufgrund fehlender Proben in diesem Kollektiv nicht abgedeckt werden
konnen. Erganzend konnten Studien mit weiteren Fallen durchgefuhrt werden, bei denen
der Zeitpunkt der Fixierung der Praparate dokumentiert wird. Dies konnte in dieser Studie

ruckwirkend nicht eruiert werden.
4.10 Ausblick

Fur weitere Studien in diesem Gebiet kdnnte es von grolem Interesse sein, ob eine
Korrelation zwischen der Hohe der Expression der Vitalitatsmarker und der Starke der
Gewalteinwirkung besteht. Es konnte ein mittlerer Zusammenhang zwischen den
unterschiedlichen Arten der Verletzung gefunden werden. Aber durch genauere Analyse
der einzelnen Verletzungsarten konnte die Intensitat der Gewalteinwirkung ermittelt
werden. Beispielsweise konnte die Kraftintensitat, die zu einer Quetsch-Risswunde
gefuhrt hat, naher differenziert werden. Eine Quetsch-Risswunde durch einen Sturz aus
groRer HOhe bedeutet eine groliere Krafteinwirkung auf die Haut, verglichen mit einem

Sturz aus dem Stand.

AuRerdem ist die Bestimmung des Wundalters in der forensischen Diagnostik ein
elementarer Bestandteil. Das Wundalter beschreibt das Intervall zwischen Eintritt der
Verletzung und dem Eintritt des Todes. Vor allem in Fallen von Toétungsdelikten,
Korperverletzungen mit Todesfolge oder anfangs Uberlebten Unfallen ist es wichtig, den
genauen Zeitpunkt der Verletzungen festzulegen, um somit weitere Ruckschlusse auf das
Geschehen machen zu konnen.

In dieser Studie konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Agoniedauer und
der Aqgp3-Expression festgestellt werden. Da in den meisten Fallen eine kurze
Agoniedauer vorlag, ware es fur die Zukunft von Interesse weitere Studien mit Hautproben
verschiedener Verletzungsarten durchzufuhren, in denen auch Falle mit langerer
Agoniedauer berucksichtigt werden.
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Zur Vervollstandigung sollten zudem bestatigte postmortal entstandene Verletzungen
zum Kollektiv hinzugefugt werden. Durch Hinzunahme von Fallen mit postmortalen
Verletzungen wie durch Vegetationen oder Tierfrald konnten Ruckschlusse daraus
gezogen werden, ob postmortale Verletzungen eine Veranderung der Aqp3-Expression

bewirken und somit von antemortalen Verletzungen unterschieden werden konnen.
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5. Zusammenfassung

Die Bestimmung der Vitalitat von Wunden ist ein wichtiger Aspekt in der forensischen
Diagnostik. Es ist wichtig, verschiedene Art von verletzter Haut zu identifizieren und mit
der Todesursache in Verbindung zu setzen. Ziel dieser Dissertation war durch
immunhistochemische Untersuchungen herauszustellen, ob die untersuchten Proteine
bei jeglicher mechanischen und thermischen Gewalteinwirkung im Bereich der verletzten
Haut verstarkt exprimiert werden und somit als Vitalitatsmarker in Frage kommen. Es

wurden Hsp27, 60, 70, Fibronektin, Agp1 und 3 immunhistochemisch untersucht.

Hierfir wurden sowohl die verletzte Haut als auch die intakte Bauchhaut als Kontrolle von
insgesamt 51 Fallen naher betrachtet. Es lagen folgende Arten von Verletzungen vor:
Biss, Brandwunde, Exkoriation, Hautvertrocknung, Kalteerythem, Quetsch-Risswunde,
Schnittverletzung, Schussverletzung und Strangulation.

Im Anschluss an die immunhistochemische Farbung erfolgte eine semiquantitative
Auswertung in Anlehnung an Ishida et al. (2018a). Es wurden sowohl zehn Gesichtsfelder
der Epidermis, als auch der Dermis nach dem Zufallsprinzip ausgewanhlt. Beim Betrachten
der Epidermis wurde das Verhaltnis von angefarbten Keratinozyten zu den dargestellten
Keratinozyten prozentual angegeben. In der Dermis wurden die positiv gefarbten
Blutgefalie gezahlt.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass Agp3 als Vitalitatsmarker verwendet werden
kann, denn Aqp3 farbt sich zu 70,48 % in der Epidermis der verletzten Haut an. Im
Kontrollkollektiv lag die Expression der Keratinozyten bei 42,98 %. Es konnte ein geringer
nicht signifikanter Zusammenhang der Agp3-Expression hinsichtlich des Alters, des
Geschlechts, des BMIs, des postmortalen Intervalls und der Agoniedauer des
Studienkollektivs gefunden werden. Im Hinblick auf die Art der Verletzung konnte eine
mittlere nicht signifikante Relation zu der Aqp3-Expression festgestellt werden. Die
anderen untersuchten Proteine wiesen keine signifikante Expression auf und kdnnen nicht

als Vitalitatsmarker angesehen werden.
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Zusammenfassend eignet sich Aqp3 als Vitalitdtsmarker bei mechanischer und
thermischer Gewalteinwirkung bei der Expression der Keratinozyten in der Epidermis. Fur
weitere Aussagen hinsichtlich der Korrelation zu bestimmten Parametern des
Studienkollektivs ist eine grolRere Stichprobe notwendig. Fur weitere Studien in diesem
Gebiet kdnnte es von grofiem Interesse sein, ob die Starke der Gewalteinwirkung mit der
Hohe der Expression der Vitalitatsmarker korreliert. Darlber hinaus konnten Fallen mit
einer langeren Agoniedauer untersucht werden, um somit im weiteren Verlauf zu

schauen, ob die Expression davon abhangig ist.
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6. Anhang

6.1 Farbeprotokoll der immunhistochemischen Farbung

Entparaffinierung: — Xylol (20 Minuten)
— Absteigende Ethanolreihe (2 x 100 %, 2 x 96 %, 2 x 70 %, 2 x 50
%)
— Spulen in TRIS-Puffer (1:10 verdunnt)
Vorbehandlung:  — Kochen des Gewebes in Citratpuffer mit pH 6,0 (Fibronektin, pH
9,0) fur 30 Minuten bei 600 Watt in der Mikrowelle
— 20 Minuten abkuhlen lassen
— Spulen in TRIS-Puffer
LSAB-Methode: = — Schweineserum (1:5 in TRIS-Puffer verdunnt) auftropfen
— 20 Minuten warten
— Schweineserum abkippen
— Erstantikorper (verdunnt in Antibody Diluent von Dako) auftropfen
— Deckglas auflegen
— Inkubation uber Nacht bei 4 °C im Kuhlschrank
— Spulen in frischem TRIS-Puffer
— Objekttrager um den Schnitt herum abwischen
— Spezifischen Zweitantikorper (LSAB-Kit Flasche Nr.1) auftropfen
— Deckglas auflegen
— 30 Minuten bei Raumtemperatur warten
— Spulen in frischem TRIS-Puffer
— Blockingreagenz von Dako zum Abblocken der endogenen
Peroxidase auftropfen
— 5 Minuten warten
— 2 x Spulen in frischem TRIS-Puffer
— AB-Komplex (LSAB-Kit Flasche Nr. 2) auftropfen
— Deckglas auflegen

— 30 Minuten warten
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— Spulen in frischem TRIS-Puffer
— Expression des Antigen-Antikorper-Komplexes mit AEC-Substrat
— standige Mikroskopkontrolle bis zum optimalen Farbeereignis
— Stoppen der Farbung durch Spulen in Aqua dest.
EnVision: — Auftropfen von Peroxidase-Block-Losung
— 20 Minuten warten
— 2x Spulen in frischem TRIS-Puffer
— Erstantikorper (verdunnt in Antibody Diluent von Dako) auftropfen
— Deckglas auflegen
— Inkubation uber Nacht bei 4 °C im Kuhlschrank
— Spulen in TRIS-Puffer
— Auftropfen des Polymer-Systems (DAKO), Zweitantikorper
— Inkubation bei 37 °C in feuchter Kammer fur mindestens 1 Stunde
— Spulen in frischem TRIS-Puffer
— Expression des Antigen-Antikorper-Komplexes mit AEC-Substrat
— standige Mikroskopkontrolle bis zum optimalen Farbeereignis
Kernfarbung: — Anfarben der Kerne mit Hadmalaun nach Meyer fur 15 Sekunden
— Blauen zum Stabilisieren der Kerne: Spulen in Leitungswasser

— Eindecken mit Aquatex®
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