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Immunhistochemische Antigennachweise
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Immunchistochemical antigen identification from mummified tissue particles

Summary. Investigations were carried out on dried tissue samples for the
identification of ABH antigens and human hemoglobin using the indirect
immunoperoxidase technique (PAP). Samples from various organs were
stored at room temperature over a period of 1 year and periodically exam-
ined immunohistochemically. By means of a rehydration medium, blood
group and species identification were successfully demonstrated in the com-
plete experimental series.
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Zusammenfassung. Mit Hilfe der indirekten Immunperoxidasetechnik
(PAP) werden ABH-Antigene und humanes Hémoglobin in getrockneten
Gewebsproben nachgewiesen. Die Proben verschiedener Organe wurden
bei Raumtemperatur iiber einen Zeitraum von 1 Jahr gelagert und regelmai-
Big immunhistochemisch untersucht. Nach Anwendung eines Rehydrations-
mediums gelang im gesamten Untersuchungszeitraum der Blutgruppen- und
Speziesnachweis.

Schliisselworter: ABH-Antigennachweis, Immunhistochemie — Speziesnach-
weis — Mumifizierte Gewebsproben

Einleitung

Spurenkundliche Untersuchungen beschéftigen sich zumeist mit Blut- und Se-
kretspuren. Gelegentlich wird auch die Untersuchung von Gewebeanhaftungen
erforderlich. Uber die histologische Aufarbeitung und Identifizierung mumifi-
zierter Gewebeanhaftungen haben wir kiirzlich berichtet [5]. In Weiterfiithrung
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dieser Untersuchungen ergab sich die Frage, ob aus diesen Materialien auch in-
dividuelle Merkmale und die Spezies nachweisbar sind.

Material und Methoden

AnléBlich der Obduktion wurden reiskorngrofe Gewebspartikel entnommen und in einem of-
fenen Petrischdlchen bei Raumtemperatur aufbewahrt. Organe: Haut, Muskulatur, Hirn-,
Leber- und Nierengewebe. Es handelte sich um 7 Obduktionsfille mit einer postmortalen Au-
tolysezeit von max. 24 Std.

In regelmiBigen Abstinden, zunichst wochentlich und nach zwei Monaten monatlich,
wurden Teile der kodierten Partikel aufgearbeitet und immunhistochemisch untersucht. Die
Blutgruppeneigenschaften wurden anldBlich der Obduktion serologisch bestimmt. Zu Kon-
trollzwecken wurde weiterhin frisches Organmaterial derselben Obduktionsfille sofort in For-
malin fixiert und wie iblich aufgearbeitet.

Die getrockneten Proben wurden vor der histologischen Aufarbeitung in ein Rehydrata-
tionsmedium verbracht:

— Ethanol abs. — 30ml
— Aqua dest. — 50ml
— 0,2 molarer Phosphatpuffer — 20ml

An Stelle des Ethanol kann auch 1%iges Formalin verwendet werden [14].

Die Rehydratationszeiten wurden je nach Mumifizierungsgrad zwischen 12 und 48 Std va-
riiert.

Alternativ erfolgte die Rehydratation zweistufig: 4 Std Suspension in dem Rehydratations-
medium, anschlieBend 5 Min Mikrowellenstimulation in demselben Medium bei 150 Watt [4].

Nach der Rehydratation erfolgte die Fixierung in 4%igem gepufferten Formalin, nachfol-
gend Paraffineinbettung. Die immunhistochemische Darstellung der ABH-Antigene und des
Hamoglobin erfolgte mit monoklonalen Antikérpern nach der PAP-Methode (z.B. [11] und

(3D-
Reagenzien fiir den ABH-Nachweis

— Normal swine serum — Flow laboratories

— Monoclonal mouse, anti-A and -B (Seroclone) — Biotest
— Ulex europacus anti-H — Medac

— Rabbit-anti-mouse IgM — Bionetics

— Anti-Ulex europacus — Medac

— Swine-anti-rabbit-immunoglobulins — Dakopatts

— Peroxidase-anti-peroxidase (rabbit) — Dakopatts

Reagenzien fiir den Hiimoglobin-Nachweis
— Anti-human-Hiamoglobin — Dakopatts

Weitere Reagenzien wie beim ABH-Nachweis.

Die optimalen Antikérperverdiinnungen wurden durch Testung an Titrationsreihen be-
stimmt. Bei der Bewertung war die Reaktivitdt der Erythrozyten und der GefdBendothelien
maBgeblich. Nach dieser Optimierung wurde das Testsystem an positiven und negativen Ge-
webskontrollen getestet. Als negative Gewebskontrollen beim Himoglobin-Nachweis dienten
Gewebsproben von Maus, Ratte, Hund, Schaf, Schwein und Rind.

Ergebnisse

Durch das angegebene Rehydratationsverfahren war eine problemlose histolo-
gische Aufarbeitung und Beurteilung im gesamten Beobachtungszeitraum mog-
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Tabelle 1. Ergebnisse der ABH-Antigenbestimmung
mit der PAP-Technik

Blutgruppe n Tests

pos. neg.
A 3 42 0
B 1 18 0
0 1 20 0
AB 2 34 0

Tabelle 2. Ergebnisse der Anti-human-Hb-Bestimmung
mit der PAP-Technik

Organ Test

pos. neg.
Haut 16 1*
Leber 10 2%
Niere 20 0
Gehirn 16 1*

*Kein Hb vorhanden

lich [5]. Praktisch uneingeschrinkt positiv verliefen die Nachweise der verschie-
denen ABH-Antigene und des Himoglobins. Falsch positive Resultate wurden
nicht beobachtet. Die Identifizierung der ABH-Antigene erfolgte an den ABH-
exprimierenden Zellen, insbesondere an den GefdBendothelien und an den
Erythrozyten (z.B. [10], [11], [12]).

Der Himoglobin-Nachweis war iiber den Beobachtungszeitraum ebenfalls
regelhaft positiv, auch hier waren keine falsch positiven Resultate erzielt wor-
den. Allerdings gilt hier die Einschrénkung, da$ in 4 Fillen der Hamoglobin-
Nachweis nicht erbracht werden konnte — wegen fehlender bzw. praktisch
nicht vorhandener Erythrozyten im Schnitt. Die Ergebnisse sind in den Tabel-
len 1 und 2 sowie in den Abb.1 und 2 dargestellt.

Fiir beide Antigennachweise lieB sich ferner tiber den Untersuchungszeit-
raum eine deutliche Abschwichung der immunhistochemischen Reaktionen
feststellen.

Die Anwendung der Mikrowellenstimulation ermdglichte eine Verkiirzung
der Rehydrationszeit ohne negative Beeinflussung der Untersuchungsergeb-
nisse [2; 5; 6}.

Diskussion

In Vorversuchen wurden verschiedene Rehydratationsmedien iiberpriift [1; 9;
13; 14]. Diese sind stark basisch (pH 11), eignen sich ausgezeichnet fiir eine Re-
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Abb.1. Niere, Blutgruppe A, PAP-Technik, Lagerungsdauer 6 Monate (200 X)

Abb. 2, Speziesnachweis mit anti-human-Hb, Niere, Lagerungsdauer 12 Monate, PAP (160 X)

hydratation, dic ABH-Substanz wird hierdurch jedoch offensichtlich zerstort.
Aus diesem Grund verwenden wir das o.a. neutrale Medium.

Die PAP-Technik zum Nachweis der ABH-Antigene im Schnitt wurde be-
reits vielfach erwihnt [7; 8; 11; 12]. Auch wurde darauf hingewiesen, da sie im
faulnisverinderten Material gelingen kann [10]. DaB dieser Nachweis am mu-
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mifizierten Material {iber derart lange Zeitrdume gelingt, erklért sich wohl aus
der hohen Trockenheit des Gewebes und der hiermit verbundenen Resistenz
gegeniiber mikrobiellen Einfliissen. Diese Feststellung eroffnet Méglichkeiten,
an alteren Mumienorganen sicher die Blutgruppe zu bestimmen. Auf die wider-
spriichlichen Ergebnisse zu dieser Problematik in der Literatur sei hingewiesen.
Diese Widerspriiche erklérten sich zwanglos dadurch, daf die Ergebnisse durch
serologische Methoden gewonnen wurden und damit der Bezug zur Morpholo-
gie fehlte. Serologische Reaktionen werden indes durch die auch bei Bakterien
ubiquitdren ABH-Antigene verfélscht.

Der Befund, daf regelhaft der Hamoglobin-Nachweis gelang, erdffnet wei-
tere Perspektiven: Es passiert in der Praxis nicht allzu selten, daf3 Gewebespu-
ren an Kraftfahrzeugen oder an Schienenfahrzeugen gesichert werden und eine
Auskunft iiber die Spezies im Vordergrund steht. Natiirlich kann man in solchen
Fillen auch Extrakte oder Aufschwemmungen mit nachfolgender serologischer
Reaktion durchfiihren. Die Reaktionen, welche an das Vorhandensein von
Serum gebunden sind, gelingen nach unserer Erfahrung nicht immer. AuBer-
dem wird hierdurch viel, manchmal das gesamte Material zerstort. — In der Kom-
bination histologischer Organnachweise, des Speziesnachweises und des Nach-
weises individueller Merkmale sehen wir, im Vergleich zu der iiblichen Metho-
densystematik, einen entscheidenden Vorteil.

Die Tatsache, daB} sich die Reaktionsstérke mit zunehmendem Spurenalter
abschwicht, ist von einer gewissen Bedeutung. Man sollte als Kontrolle wenig-
stens auch mehrere Monate altes Material mitfithren. Die Notwendigkeit zur
Mitfithrung von Kontrollen, aber auch umfangreiche Erfahrung in immunhisto-
chemischen Untersuchungen ist nachhaltig zu betonen. Aus diesem Grund wird
es auch nicht fiir sinnvoll gehaiten, wenn Angaben iiber die von Charge zu
Charge wechselnden optimalen Serumverdiinnungen gemacht werden.
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