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1 Einleitung und Fragestellung

Im kriminalistischen Alltag hat sich gezeigt, dass Personen haufig nicht nur
durch ein Tatwerkzeug, sondern gleich durch mehrere verletzt werden. In
diesem Fall ist es jedoch nicht nur von entscheidender Bedeutung die
Reihenfolge der Verletzungen aufzuzeigen, sondern auch nachzuweisen
welche Verletzungen durch welches Tatwerkzeug verursacht worden sind. Wird
zum Beispiel ein Opfer bei einem Schusswaffenangriff von mehreren Angreifern
getroffen, so ist es moglich, dass nur einer der Schitzen einen todlichen
Schuss bspw. ins Herz gesetzt hat, die anderen jedoch nicht. Die genaue
Klarung des Tathergangs ist in solchen Fallen von entscheidender
rechtsmedizinischer Relevanz.

Etablierte molekularbiologische Untersuchungen der biologischen Spuren an
Geschossen kdnnen derzeit zwar im Rahmen einer DNA-Analyse zeigen, ob
ein betreffendes Tatwerkzeug (hier: eine Kugel) auf das Opfer eingewirkt hat
(Karger et al. 1996 a), nicht jedoch welche Organe hierbei in Mitleidenschaft
gezogen wurden. Dabei belegen Case Reports, dass ein solcher Nachweis
prinzipiell moglich ist (z. B. Smith & Harruff 1988). Ferner belegen vereinzelte
Studien die Moglichkeit eines Nachweises biologischer Spuren durch
zytologische Techniken (Di Maio et al. 1986, Nichols & Sens 1990, Knudsen
1993), aber systematische Untersuchungen unter kontrollierten Bedingungen
wurden hierzu bisher nur fir die Gewinnung von DNA an Geschossen
beschrieben (Karger et al. 1996 a).

Die grolde Zahl an Veroffentlichungen Uber spurenkundliche Untersuchungen im
Zusammenhang mit Schussverletzungen belegt deren Bedeutung im
kriminalistischen Alltag. Es wurden bereits unzahlige Verfahren beschrieben,
die zur Klarung von Tathergangen regelmalig wichtige Informationen liefern
(Stein et al. 2000, Karger 2001, Jussila et al. 2005, Rendle 2005, um nur einige
aus den letzten Jahren zu nennen). Schie3t bspw. ein Schitze mit einer
Schusswaffe auf eine andere Person, dann hinterlasst die Waffe auf Geschoss
und Patronenhulse einen umfangreichen Spurenkomplex. Bei Selbstlade-

pistolen hinterlassen bspw. der Schlagbolzen, der StoRboden des



Verschlusses, die Auszieherkralle sowie der Auswerfer Spuren auf der
Patronenhulse. Auch beim Magazinieren und Zubringen der Patrone entstehen
oft schon charakteristische Spuren auf der Hulse noch bevor Uberhaupt ein
Schuss gefallen ist. Die hierbei hinterlassenen Spuren kdénnen nicht nur zur
Schusswaffensystembestimmung eingesetzt werden, sondern erlauben es in
aller Regel ohne Weiteres die Hullse der Waffe zuzuordnen, aus welcher sie
ausgeworfen wurde. Ferner werden auf dem Geschol} selber bspw. durch das
Laufinnere (v. a. bei gezogenen Laufen) Spuren hinterlassen, welche es im
Allgemeinen ermaoglichen ein sichergestelltes Geschoss zweifelsfrei einer
bestimmten Tatwaffe zuzuordnen, aus der es abgefeuert wurde.
Schwierigkeiten ergeben sich hier vor allem bei Waffen mit nicht gezogenen
Laufen wie bspw. bei Flinten (Schrotgewehre), bei denen ein Nachweis jedoch
uber die verwendete Munition und die differierenden Durchmesser der
verwendeten Schrote verschiedener Schitzen gelingen kann. Verformungen
am Geschoss konnen ggf. weitere Hinweise zur Klarung des Tathergangs
liefern, z. B. dann, wenn die Kugel vor dem Auftreffen durch ein anderes Objekt
abgelenkt wurde (Karger 2001). In der Literatur ist z. B. ein Fall beschrieben, in
dem ein operativ entferntes Geschoss starke Verformungen aufwies, welche
darauf hinwiesen, dass es vor dem Auftreffen auf das Opfer durch ein anderes
Objekt abgelenkt wurde (Huelke 1977). Auf dem Geschoss konnten Reste von
Algen nachgewiesen werden, die identisch waren mit den Algen an einer
Hauswand, die am Tatort sichergestellt werden konnten. Der Weg der Kugel
konnte so zweifelsfrei nachvollzogen werden.

Ferner lassen Spuren an den potentiellen Schutzen selber (z. B.
Schmauchspuren auf Kleidung und Korper) haufig einen Rickschluss daruber
zu, ob diese Uberhaupt die Waffe abgefeuert haben kénnen (Zeichner 2003).
Daruber hinaus verraten Spuren am Opfer Details Uber den Hergang der Tat.
Das Schmauchspurenmuster gibt z. B. bei relativen und absoluten
Nahschussen Aufschluss Uber die vermutliche Schussentfernung des Schitzen
(Zeichner 2003). Die Lage und der Eintreffwinkel der Geschosse geben
Hinweise auf den Winkel und die Position von Selbigem bei Abgabe des

Schusses.



Tragt man alle diese Details zusammen ergibt sich meist schon ein recht
genaues Bild Uber den Tathergang. Das diese Informationen aber nicht
ausreichen um jede Tat zweifelsfrei zu rekonstruieren wird deutlich, wenn man
sich komplexere Tathergange anschaut. Im Falle eines Angriffes durch mehrere
Personen wie zuvor geschildert (zwei Tater mit jeweils einer Schusswaffe) kann
es sehr schwierig werden festzulegen, welche Handlung von welchem Tater flr
den Tod eines Menschen letztlich ursachlich war. Dazu musste die Schusslage
jedes einzelnen Schusses den einzelnen Tatern entsprechend zugeordnet
werden kénnen. Die betreffenden Kugeln den jeweiligen Waffen zuzuordnen
bereitet, wie zuvor erwahnt, in der Regel keine grofien Schwierigkeiten. Die zu
schlieBende Beweiskette lautet aber Verletzung — Geschol — Tatwaffe — Tater
(Karger 2001). Geht man von Durchschissen aus, so mussten die einzelnen
Kugeln also den jeweiligen Verletzungen des Opfers zugeordnet werden
kénnen. Wie zuvor an einem Einzelfall beschrieben hinterlassen Gegenstande,
die ein Geschoss beruhrt, offensichtlich nachweisbare Spuren auf Selbigem,
wie im Fall der Ablenkung der Kugel durch eine mit Algen bewachsene
Hauswand. Auch dass prinzipiell Zellen des Opfers auf Kugeln zurlickbleiben
konnen, die dann eine DNA-Analyse ermoglichen, wurde bereits erwahnt.
Fraglich ist allerdings, ob und vor allem wie zuverlassig Zellen der getroffenen
Organe eines Opfers an den Geschossen zuruckbleiben. Mit dem Nachweis
eben solcher Zellen konnte man eindeutig zeigen, welche Organe die
aufgefundenen Projektile verletzt haben. AnschlieRend kénnten die Geschosse
durch einen Ballistiker untersucht und den verwendeten Tatwaffen zugeordnet
werden, um die notwendige Beweiskette zu schliel3en.

Die Notwendigkeit eines Nachweisverfahrens, welches eine Verbindung von
Schussverletzungen und vorgefundenen Projektilen erlaubt, belegen z. B.
bislang ungeklarte Falle der Staatsanwaltschaft in Bayern, bei denen Personen
von mehreren Kugeln und wahrscheinlich mehreren Schitzen getroffen wurden,
der genaue Hergang der Taten aber aufgrund widersprichlicher Aussagen nie
geklart werden konnte (Diederichs 1997). Grund hierfir war, dass die

Zuordnung der Verletzungen an den Opfern zu den infrage kommenden



Schutzen im Nachhinein nicht mehr gelang, weil nicht mehr nachgewiesen
werden konnte, welcher Schiitze welche Verletzung verursacht hatte.

Ziel dieser Arbeit ist es daher zu prufen, welchen Beitrag immunzytochemische
Verfahren dazu leisten kdnnen, ebensolche mit bisher etablierten Verfahren
meist nicht zu klarenden Sachverhalte aufzuklaren. Es soll untersucht werden,
ob und wenn ja wie haufig gentigend Zellen an den Geschossen zurtickbleiben,
um diese immunzytochemisch aufzuarbeiten und die Organzugehdrigkeit der
betreffenden Zellen nachzuweisen. Hierzu sollen insbesondere QD-PEP
Geschosse der Fa. MEN herangezogen werden, Projektile, welche z. B. im
Rahmen des Polizeidienstes als mannstoppende Munition verwendet werden.
Dabei soll ebenfalls die Brauchbarkeit von verschiedenen Asservierungs-
verfahren (Abstrichverfahren bzw. Asservierung der Zellen mittels adhasiver
Folie) Uberprift und deren Ergebnisse miteinander verglichen werden. Die
Organzugehdrigkeit der am Geschoss sichergestellten Zellen wird durch den
Nachweis organspezifischer Proteine im Rahmen immunzytochemischer
Farbeverfahren nachgewiesen. Hierbei werden bestimmte organspezifische
Antigene zuerst mit Antikdrpern detektiert, und anschlieRend werden diese
Antigen-Antikérper-Komplexe durch Chromogene farblich dargestellt und
sichtbar gemacht. Zur spezifischen immunzytochemischen Markierung der
Zellen wurden monoklonale Antikorper gegen ein mitochondriales Antigen in
den Leberparenchymzellen zum Nachweis von Hepatozyten, sowie Antikorper
gegen kardiales Troponin | zur spezifischen Detektion von Kardiomyozyten als
Primar-Antikorper verwendet, da die entsprechenden Antigene sich als
hochspezifisch fur diese beiden Organe erwiesen haben.

Die im Rahmen der Arbeit beschriebenen und angewendeten Verfahrensweisen
sollen nicht dazu dienen, eines der etablierten und bereits beschriebenen
spurenkundlichen Verfahren im Falle von Schussverletzungen abzulésen. Sie
sollen vielmehr als Erganzungen verstanden werden, welche es ermdglichen
sollen in komplizierten Fallen wertvolle zusatzliche Informationen zu erhalten,
die zur Klarung eines Tathergangs beitragen konnen. Auch hier wird in
Ubereinstimmung mit Janssen und vielen anderen Autoren die Ansicht

vertreten, dass eine primar ganzheitliche Erfassung aller makroskopischen und



mikroskopischen Befunde (an Tater, Waffe, Kleidern und Opfer) anzustreben
ist, um am Ende ein mdglichst genaues Bild von einer Tat zu erhalten (Janssen
1977, Pollak 1982, Sitiene et al. 2004).

2 Material

2.1 Organe

Die fur die Schussversuche verwendeten Herzen, Lebern sowie die verwendete
Haut waren ausschlief3lich tierischen Ursprungs. Sie stammten von Schweinen,
welche ohnehin im Schlachthof in Gdppingen geschlachtet worden sind. Die
Organe (insb. die Lebern) waren urspringlich fir den Verzehr bestimmt. Sie
wurden uns vom Schlachthof explizit fur unsere Versuche uberlassen. Eines
Votums der Tierschutzorganisation bedurfte es daher nicht.

Menschliche Kadaver (Leichen) oder Leichenteile wurden zu keinem Zeitpunkt
fur die hier beschriebenen Versuche herangezogen.

Die Ethikkommission der Universitat Tubingen hat die geplanten Versuche im

Vorfeld gepruft und genehmigt.

2.2 Material aus den Asservaten des Institutes

Fiar die im Rahmen der Farbungen mitgefuhrten Negativkontrollen wurden im
Institut vorratige Schnitte weiterer Organe (Milz, Niere, Lunge) verwendet. Alle
diese Gewebeproben stammten ebenfalls von Schweinen. Menschliche
Gewebe oder Gewebereste aus den Asservaten des Institutes wurden fur die

hier beschriebenen Versuche zu keinem Zeitpunkt verwendet.

2.3 Gelatine

Verwendet wurde herkdmmliche Schweinegelatine der Firma Max Linnmann,
Goethestr. 9, 40237 Dusseldorf. Sie ist erhaltlich Uber das Internet in 1 kg
Industriepackungen (Linnmann 2007).

Fir die Versuche wurde der kristallklare Aspik des Typs "PIK-AS" der Qualitat
"Sonderklasse" (Typ A), hergestellt aus Schweineschwarten, verwendet. Seine

Gallertfestigkeit betragt laut Herstellerangaben 300 Bloom.



2.4 Labormaterialien

2.4.1 Gerate

e Brutschrank Fa. Memmert, 37 °C

e Brutschrank Fa. Memmert, 72 °C

e Kuhlschrank Liebherr Premium (ca. 4 °C) mit integriertem
Tiefkhlschrank

e Leitz Aristoplan Mikroskop mit JVC Digital Camera KY-F75U

e Mikrowelle

e pH-Meter

e Vortex

2.4.2 Weiteres Zubehor

e Feuchte Kammer

e Eppendorf Hutchen

o Glaspipette 50 ml

e Marienfeld HistoBond® Objekttrager (adhasiv) fur Abstrichpraparate

e Messzylinder

e Objekttragerschalen

e Pasteurpipetten

e Pipettenspitzen (gelb, blau)

e Polizei Spurensicherungsband

e R. Langenbrinck Objekttrager (geschnitten) fir Polizei Spuren-
sicherungsband

e Reagenzréhrchen 5 und 10 ml

e Reaktionsgefalle mit zugehorigen Standern

e Spritzflasche 1000 ml mit Aqua dest.

o Sterile Wattestabchen der Fa. Schmeiser (fur Abstriche)

e Varipette 2 - 10 yl (Fa. Eppendorf)

e Varipette 50 - 250 ul (Fa. Eppendorf)

e Varipette 20 - 1000 uL (Fa. Hamilton)



2.4.3 Chemikalien und Reagenzien

(In alphabetischer Reihenfolge)

> 1%BSA in TBS:

(zum Verdiinnen der AK)

Herstellung:
1 % Rinderserumalbumin in 99 % Tris-Puffer gelost, im Kuhlschrank

gelagert

> 3%BSAin TBS:

Herstellung:
3 % Rinderserumalbumin in 97 % Tris-Puffer geldst, im Kuihlschrank

gelagert

> Biotin-Blocking System:

(Gebrauchsfertig bezogen von der Fa. Dako)

Set bestehend aus:
e Avidin-Solution (0.001 % in PBS-Puffer)
e Biotin-Solution (0.001 % in PBS-Puffer)

» DAB-+: (Chromogen), in Verbindung mit Streptavidin-HRP, Farbe braun
(DAB-Substrate-Chromogen System der Fa. Dako)

Set bestehend aus:
e DAB+ Chromogen
e DAB+ Substrate Buffer



Herstellung von 2 ml Chromogengemisch:
2 Tropfen DAB+ Chromogen in Eppendorf Hitchen geben und mit 2 ml
DAB+ Substrate Buffer mischen. Losung vor Anwendung fur 2 min.

reagieren lassen.

Dualblock:
(Gebrauchsfertig bezogen von der Fa. Dako)

Genaue Bezeichnung:

Dual Endogenous Enzyme Block

Verwendungszweck:
Blockt endogene Peroxidase (mit H2O,) und alkalische Phosphatase (mit

Levamisol)

Achtung: Dualblock ist bei ca. 4 °C im Kuhlschrank zu lagern.

Fuchsin: (Chromogen), in Verbindung mit Streptavidin-AP, Farbe rot
(Fuchsin-Substrate-Chromogen System der Fa. Dako)

Set bestehend aus:
e fFuchsin+ Chromogen
o Aktivierlbsung

e Fuchsin+ Substrate Buffer

Herstellung 2 ml Chromogenlésung:

3 Tropfen Fuchsin+ in mitgeliefertes Mischbehaltnis geben und 3 Tropfen
Aktivierlosung hinzugeben. Losung kurz mischen und 2 min. reagieren
lassen. Danach Gemisch mit Substrate Buffer auf 2 ml auffillen. Es

entsteht eine gelblich klare Losung.



Achtung: Chromogen erst kurz vor der Verwendung herstellen, da nur
30 min. haltbar.

Hamatoxylin: (Syn.: Mayers Hdmalaun)

(Gebrauchsfertig bezogen von der Fa. AppliChem)

Verwendungszweck:

Hamatoxylin wird zur Gegenfarbung der Praparate verwendet (farbt Zell-
und Gewebestrukturen, wie z. B. Zellkerne, Mitochondrien, Myelin,
Elastin und Kollagenfasern). Zellkerne erscheinen blauschwarz, alle

anderen Strukturen blau.

Kaisers Glyceringelatine:

(eigene Herstellung)

zum Eindeckeln der Praparate, gelagert bei 37 °C im Brutschrank

Inhaltsstoffe:
e 10 g Gelatine Gold 180 Bloom (Fa. Roth)
e 70 ml Glycerin (60,1 g verdinnt mit Aqua dest. auf 70 ml)
e 0,1 g Phenol
e Aqua dest.

Herstellung:

Gelatine Gold in 60 ml Aqua dest. I6sen. Danach 70 ml Glycerinldsung
hinzugeben. Zu 100 g dieser Mischung 0,1 g Phenol hinzugeben und
unter Erwarmung ruhren, bis die Losung klar geworden ist. Anschlie3end
kann die fertige Gelatine heil3 abfiltriert werden und im Brutschrank bei

37 °C gelagert werden.



» PBS-Puffer (pH 7,2): zum Ldsen der Zellen im Abstrichverfahren

(eigene Herstellung)

Inhaltsstoffe fiir 1 | Stammlbésung:
e 1,44g Na®*HPO4 (Dinatriumhydrogenphosphat)
e 0,249 KH?PO4 (Kaliumdihydrogenphosphat)
e 8g NaCl (Natriumchlorid)
e 0,2g KCI (Kaliumchlorid)
e 1 N NaOH (Natronlauge)

e Aqua dest. zum Verdunnen

Herstellung der Stammlésung:

Zuerst das Dinatriumhydrogenphosphat und das Kaliumdihydrogen-
phosphat in 1000 ml Aqua dest. 16sen. Dann das Natriumchlorid und das
KCl hinzugeben. AnschlieBend den pH-Wert mit 1 N Natronlauge
(NaOH) auf 7,2 einstellen.

Herstellung der Gebrauchslésung:

50ml PBS-Stammlésung mit 950ml Aqua dest. Verdinnen.

Achtung: Gebrauchslésung bei ca. 4 °C im Kuhlschrank aufbewahren.

» Streptavidin-AP (Fa. Dako) in Verbindung mit Fuchsin als Chromogen

zur Sichtbarmachung der entstandenen AG-AK Komplexe (Hepatozyten

in Lebergewebe erscheinen rot)

» Streptavidin-HRP (Fa. Dako) in Verbindung mit DAB+ (Diamino-
benzidin) als Chromogen zur Sichtbarmachung der entstandenen AG-AK

Komplexe (Kardiomyozyten in Herzgewebe erscheinen braun)
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» TBS-Puffer (0,05 M) pH 7,6: (Syn.: Tris-Puffer)

(eigene Herstellung)

Inhaltsstoffe:
e 500ml 1 M Tris-HCI Losung
e 87g NaCl (Natriumchlorid)

e Aqua dest. zum Verdlunnen

Herstellung der Stammlésung (0,5 M):
NaCl in 500 ml 1 M Tris-HCI Losung I6sen und mit HCI pH-Wert auf 7,6
einstellen. AnschlieRend mit Aqua dest. auf 1000 ml auffallen. Nach

erneuter Prifung des pH-Wertes Lésung in Lagerungsbehalter abflllen.

Herstellung der Gebrauchslésung:

0,5 M Stammldsung 1:10 mit physiologischer Kochsalzlésung (76,5 g
NaCl in 9 | H20 = 0,85%ige NaCl-Lésung) verdunnen. Danach nochmals
pH-Wert Uberpriufen und ggf. auf 7,6 einstellen. Die Gebrauchslésung
(0,05 M) wird im Kuhlschrank gelagert und sollte binnen 48 h verwendet

werden.

» TBST-Puffer (0,05%ig):
(eigene Herstellung)

Inhaltsstoffe fiir 2 | Konzentrat:
e 12,2 g Tris-Base
e 74 ml1NHCI
e 153 g NaCl (Natriumchlorid)
e 10 ml Tween 20

e Aqua dest. zum Verdinnen
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Herstellung Konzentrat

Tris-Base, NaCl und Tween 20 in 2 | bidestilliertem Aqua dest. 16sen.
Anschlieend den pH-Wert mit HCI auf 7,6 einstellen.

Herstellung Gebrauchslésung:

Konzentrat 1:10 mit Aqua dest. verdinnen und anschlielend

gebrauchsfertige Losung bei ca. 4 °C im Kuhlschrank lagern.

2.4.4 Verwendete Antikorper

Monoclonal Mouse-Anti-Human-Hepatocyt
Clone OCH1ES.2.10 Ig G1 kappa (Fa. Dako)

Monoclonal Mouse-Anti-Cardiac-Troponin |
Ig G1 [2D5] (Fa. Dako)

Kaninchen-Anti-Mouse biotinyliert (Fa. Dako)

Mouse Ig G1 fur Auslasskontrollen (Fa. Dako)
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2.5 Verwendete Schusswaffen

Fir den Beschuss der Organe bzw. der Gelatineblocke wurden folgende

Pistolen des Kalibers 9 mm Para / Luger verwendet:

% Sig Sauer P 226 in Alljagd-Ausfuhrung
% Walther P 5

2.6 Geschosse

Alle in dieser Arbeit verwendeten Geschosse gehdren dem gangigen Kaliber 9
mm Para / Luger (9 x 19 mm) an, welches aus Kurzwaffen (in der Regel
Pistolen) verschossen wird. Im Laufe der Versuche wurden insgesamt drei
verschiedene Geschosstypen dieses Kalibers verwendet, wobei der Fokus
dieser Arbeit auf die QD-PEP Geschosse der Fa. MEN gelegt wurde.

Die anderen Geschosstypen (VMG und HSG) wurden nur exemplarisch
herangezogen um zu zeigen, dass sich die an den PEP-Geschossen
gemachten Beobachtungen durchaus auch auf andere Geschosstypen
ubertragen lassen. Alle der genannten Projektile sind Teil moderner Patronen.
Eine typische moderne Patrone (s. Abbildung 1) hat folgende charakteristische

Bestandteile:

1. Das Geschoss (Syn. Kugel / Projektil), welches durch die
Treibladung beschleunigt wird;

2. Die Patronenhllse, die alle Teile zusammenhalt;

3. Das Treibmittel, zum Beispiel Schiel3pulver oder Kordit;

4. Die Auszieherrille, die als Teil der Patronenhilse zum Entladen
bendtigt wird;

5. Das Zundhutchen, welches das Treibmittel entzindet.
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Von all diesen Teilen wird nur das Geschol3 (Nr. 1) gezielt beschleunigt und ist
fur die eigentliche Wirkung und Gefahrlichkeit einer Waffe verantwortlich.
Genau dieser Teil der Patrone ist auch Gegenstand der in dieser Arbeit

gemachten Untersuchungen.

Abbildung 1 — Aufbau einer Patrone

Im Folgenden werden die verwendeten Geschossarten, insbesondere die
hauptsachlich verwendeten PEP-Geschosse, hinsichtlich ihrer

charakteristischen ballistischen Eigenschaften naher beleuchtet.

2.6.1 QD-PEP Geschosse der Fa. MEN (PEP)

Hierbei handelt es sich um speziell fir den Polizeieinsatz entwickelte

Deformationsgeschosse, welche aufgrund ihres Verwendungszwecks

auch als mannstoppende Munition bezeichnet werden. Ilhre

Bezeichnung (QD-PEP) steht fir Quick Defense Polizei-Einsatz-

Patrone, im Folgenden nur noch kurz PEP genannt. Das PEP-
Abbildung  Geschoss zeigt aufgrund seines Aufbaus (s. Abbildung 2) ein vollig
2-PEP anderes Energieabgabeverhalten im Korper als beispielsweise
Volimantelgeschosse (VMG), welche z. B. aus fur den Kriegsdienst bestimmten
Pistolen der Bundeswehr verschossen werden. Das 5,9 g schwere
Deformationsgeschoss aus Tombak (CuZns) hat an der Geschossspitze eine
5,3 mm grolRe, 8 mm tiefe Offnung, welche durch ein Hartplastikkiigelchen mit

einem Durchmesser von 5,6 mm verschlossen ist. Beim Eindringen in ein
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Zielmedium wird das Kugelchen in den dahinter liegenden Hohlraum
hineingedriickt und gibt so die fur die Deformation (Aufpilzen) relevante Offnung
an der Geschossspitze frei. Das PEP-Geschoss steht damit aufgrund seiner
speziellen ballistischen Eigenschaften zwischen Rundkopf-
Vollimantelgeschossen und Hohlspitzgeschossen (Stein et al. 2006).

Unter Mannstoppwirkung versteht man eine solche Wirkung einer Waffe, die
den Betroffenen sofort handlungsunfahig machen soll. Dies wird bei den PEP-
Geschossen durch ihr Verhalten hinsichtlich ihrer Verformung und der damit
verbundenen Energieabgabe im Zielkdrper erreicht. Dabei wurden die
Geschosse so konzipiert, dass sie mdglichst 80 - 100 % ihrer Auftreffenergie im
Ziel abgeben, um bei der getroffenen Person eine maximale Wirkung zu
erzielen und die Wahrscheinlichkeit eines Durchschusses und der damit
verbundenen maoglichen Gefahrdung weiterer Personen hinter der Zielperson zu
minimieren (Damm 1996). Gerade dies war bei den in der Vergangenheit im
Polizeidienst verwendeten Vollmantel-Geschossen ein groldes Problem (Luer
1999, Baller 2000).

Auch ihre Verwendung in Flugzeugen ist mdglich, da die verbleibende
kinetische Energie von PEP-Geschossen nach einem Durchschuss (max. 20 %)
in aller Regel nicht ausreicht um eine Bordwand noch zu durchschlagen und
damit die Sicherheit an Bord weiter zu gefahrden. Die Eindringtiefe in Gelatine
soll laut Herstellerangaben mindestens 20 cm und hochstens 30 cm betragen
(s. Datenblatt der Fa. MEN im Anhang, S. 88).

Charakteristisch fur PEP-Geschosse sind eine kontrollierte Deformation (durch
Aufpilzung des Projektils von 9 auf max. 15 mm Durchmesser, sowie die
Stabilitat des Verformungsgeschosses, die eine Fragmentierung (Zerlegung in
Einzelteile wie z. B. Splitter) im Zielkérper bewusst verhindern soll. Verwendung
finden diese und ahnliche Patronen wie die Action 1 von Dynamit Nobel bereits
seit den 80er Jahren in der Terrorismus- und Verbrechensbekampfung bei den
Spezialeinheiten SEK und MEK der deutschen Polizei (Scholzen 2000). Sie
werden hier auch bei Geiselnahmen fir einen finalen Rettungsschuss
eingesetzt. Fur den normalen Polizeidienst wurde die PEP dann als erste

Patrone mit Deformationsgeschoss am 29.9.1999 in Rheinland-Pfalz durch den
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Minister Walter Zuber eingeflhrt, nachdem die bis dahin in allen Landern
verwendeten Vollmantelgeschosse sich hierfur als ,nur bedingt geeignet"
erwiesen hatten. Die ubrigen Bundeslander folgten diesem Vorbild innerhalb
weniger Monate.

Da die PEP speziell fir den Einsatz im Polizeidienst konzipiert wurde, musste
sie einer ganzen Reihe von Forderungen genugen, wie sie bspw. in der
Technischen Richtlinie der Polizei NRW genau spezifiziert und am 11.6.1999
durch einen Beschluss der Innenministerkonferenz festgelegt worden sind

(Langer 2004). Davon seien hier nachfolgend einige exemplarisch genannt:

e Geringe Gefahrdung Unbeteiligter

e Geringe Abprallergefahr

e GrolRe Energieabgabe auf Weichziele zur Erzeugung der Angriffs-
und Fluchtunfahigkeit

e Keine Splitterbildung

e Ausreichende Wirkung beim Beschuss von Hartzielen und
Fahrzeugreifen
(Scholzen 2000, Stein et al. 2006)

2.6.2 Hohlspitzgeschosse (HSG)

Zusatzlich zu den PEP-Geschossen wurde noch ein weiteres
Deformations-Geschoss in die Versuche mit einbezogen: Das

Hohlspitz-Geschoss (engl. Hollow point, s. Abbildung 3). Hierbei

handelt es sich um ein in der Jagd haufig fir Fangschisse
Abbildung 3 verwendetes Projektil, welches aber aufgrund seiner guten
—-HSG ballistischen Eigenschaften und seiner geringen Durchschlagskraft
auch sehr gerne von Sportschutzen verwendet wird, weil es eine hohe
Prazision besitzt und die Wahrscheinlichkeit von Querschlagern durch die
effiziente Energieabgabe im Ziel minimiert wird. HSG werden sowohl aus Lang-

als auch aus Kurzwaffen verschossen.
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Charakteristisch fur sie ist ihr deutlich starkeres Deformationsverhalten im
Vergleich zu bspw. PEP-Geschossen. Sie kénnen sich beim Treffen von harten
Gegenstanden wie z. B. Knochen komplett in einzelne Splitter fragmentieren.
Daher zahlen sie zur Gruppe der Zerlegungsgeschosse. HSG geben ihre
Energie optimal an das umliegende Gewebe des Zielkérpers ab. Dennoch sind
Durchschusse bei dieser Projektilart keine Seltenheit.

Auffalliges Merkmal dieser Geschossart ist, dass die Geschossspitze
ausgehohlt ist. In der Regel bedeckt der Mantel die Innenseite der
Geschossspitze nicht mehr, sodass der Bleikern dort frei liegt. Dies fuhrt zu
einer schnellen Deformation des Geschosses schon bei geringen
Eindringtiefen. HSG zeichnen sich daher durch eine hohe Energieabgabe
bereits bei geringer Penetrationstiefe aus und sind deshalb in ihrer Eindringtiefe

recht eingeschrankt.

2.6.3 Vollmantelgeschosse (VMG)

Bei Vollmantelgeschossen (Engl. Full Metal Jacket) handelt es

sich um Projektile, welche sich durch ihre besondere Stabilitat
auszeichnen. Diese wird dadurch erreicht, dass der Bleikern

des Geschosses (in Abbildung 4 schwarz dargestellt) von einem

Abbildung 4 Kupfer- oder Messingmantel umgeben ist. Dieser Mantel
- VMG verhindert sowohl das Zersplittern als auch die Verformung des
Bleikerns nach dem Auftreffen auf ein weiches Ziel. DarUber hinaus sorgt er fur
eine stabilere Flugbahn sowie einen verbesserten Schutz des Laufes vor Abrieb
durch das weichere und damit abriebsstarkere Blei. Auch das Treffen eines
harteren Zieles wie z. B. Knochen fuhrt in der Regel nicht zu starken
Verformungen des Geschosses. VMG werden bis zu einem Kaliber von 20 mm
verschossen. Die hier exemplarisch verwendeten Vollmantelgeschosse des
Kalibers 9 x 19 mm Luger mit Rundkopf der Fa. Ruag Ammotec mit einem
Geschossgewicht von 8,0 g erzeugen aufgrund der oben genannten
Eigenschaften meist einen recht glatten Schusskanal und fuhren aufgrund ihrer

geringen Energieabgabe im Zielkérper in der Regel zu Durchschussen,
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einhergehend mit charakteristischem Einschussloch, schmalen Schusskanalen
ohne Kavernenbildung und einer Ausschussoffnung (Wirth & Strauch 2000).
VMG geben je nach Quelle nur zwischen 20 und 56 Prozent ihrer Energie auf
ein Weichziel (z. B. eine getroffene Person) ab und sind daher durchaus in der
Lage Gelatineblécke von einem Meter und mehr zu durchschlagen (Baller
2000). Selbst wenn man den gunstigsten Fall, namlich 56 % Energieabsorption
im Primarziel, zugrunde legt, so reichen die restlichen 44 % (in unserem Fall
immerhin 0,44 * 518 J = 228 J, s. Datenblatt der Fa. Ruag Ammotec im
Anhang) dennoch aus um noch weitere Personen hinter dem eigentlichen Ziel
todlich zu verletzen.

Aufgrund dieser hohen Durchschlagskraft und ihrer Ubereinstimmung mit der
Haager Landkriegsordnung werden diese Geschosse fur den militdrischen
Gebrauch bevorzugt verwendet (z. B. in den Sturmgewehren der NATO (Kal.
5,56 mm) und der GUS (Kal. 5,45 mm)). Im Polizeidienst werden diese
Geschosse nicht mehr eingesetzt, da sie sich hier aufgrund ihrer mangelnden
Mannstoppwirkung und der erheblichen Gefahrdung unbeteiligter Dritter durch
Querschlager oder Durchschisse als ungeeignet erwiesen haben (Dicke 1999).
Dennoch haben VMG noch eine erhebliche Bedeutung im kriminalistischen
Alltag, da sie nicht nur beim Militdr, sondern gerade auch bei illegalen Waffen
sehr weit verbreitet sind. Ebenfalls werden VMG in nahezu samtlichen gangigen
Jagdkalibern hergestellt und aufgrund ihrer guten Tiefenwirkung und der
geringen Wildbretzerstérung haufig fur die Grol3wildjagd verwendet (Klups
2003).
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3 Methodik

3.1 Versuchsplanung und Durchfiihrung

Bezuglich des experimentellen Designs wurde bei den Versuchen auf eine
schrittweise Vorgehensweise zurtickgegriffen. Dabei sollte der Versuchsaufbau
in zunehmender Weise realitatsnah gestaltet werden. Etwaige Einflussfaktoren,
die fur das Endergebnis relevant sein konnten (wie z. B. Abstreifeffekt der
Haut), sollten maglichst realistisch simuliert werden.

Nachdem entsprechend Kapitel 3.4.3 die Spezifitdt der Farbemethoden fur
Schweineorgane nachgewiesen worden war, konnten nun die ersten
Schussversuche durchgefuhrt werden.

In einem ersten Schritt wurde nun zunachst auf dem Schiel3stand der LPD
Tudbingen rein auf die Organe geschossen. Dazu wurden die Herzen bzw.
Lebern zunachst an einem Faden frei schwebend in der Luft aufgehangt.
Anschlie®end wurden die Kugeln nacheinander aus einer Distanz von ca. zwei
Metern durch die Organe geschossen und in einem hinter dem Organ
aufgebauten Kugelfang, welcher mit Watte gefullt war, aufgefangen. Ziel dieses
Versuchsaufbaus war es zu prifen, ob Uberhaupt Zellen auf den Projektilen
zuruickbleiben, die man spater im Labor untersuchen kann. Ebenfalls sollte im
Rahmen dieser Versuche geklart werden, welches das beste Verfahren zur
Gewinnung der Zellen ist: das Abstrichverfahren oder die Asservierung der
Zellen mit Hilfe der Spurensicherungsfolie der Polizei (s. Abschnitt 3.3).
Nachdem diese Versuche erfolgreich durchgefuhrt worden waren und der
Nachweis von Zellen durchweg bei allen Geschossen gelang, sollten die
Versuche in einem nachsten Schritt noch realistischer gestaltet werden. Hierzu
sollte das die Organe in vivo umgebende Gewebe mdglichst genau nachgestellt
werden. Realistischer ware sicherlich der Beschuss einer menschlichen Leiche
gewesen, aber dies verbot sich aus ethischen Grunden. Dennoch sollten die
Versuchsbedingungen maglichst realistisch sein. Deshalb wurden die Organe
fur die nachfolgenden Versuche in hoch konzentrierte Gelatinebldcke

gegossen, die dann auf ca. 4 °C heruntergekuhlt wurden.
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Gelatine ist das ballistische Zielmedium, welches dem Dichteverhaltnis von
Muskelgewebe am besten entspricht. Genau aus diesem Grund wird dieses
Material standardmafig in der Erprobung und Entwicklung von Geschossen
eingesetzt. Wissenschaftler konnen die Wirkung im menschlichen Korper so
optimal simulieren, ohne dabei auf tierische Kadaver oder menschliche Leichen
zuruckgreifen zu mussen. Die durchgeflhrten Testschiisse geben ebenfalls
Auskunft Uber das Energieabgabeverhalten eines Geschosses in vivo. Der in
der Gelatine ohne Weiteres nachzuvollziehende Risslangenverlauf lasst exakte
Ruckschlisse auf die Energieabgabe im Zielkdrper zu. Ferner kann man die
Gelatineblocke bei ausreichender Lange auch hervorragend als Kugelfang
verwenden. Auf dieses Verfahren wurde auch in den nachfolgenden Versuchen
zuruckgegriffen. Hauptvorteil war, dass die Kugeln nicht mit Watte verunreinigt
wurden, welche sich bei den ersten Schussversuchen teilweise an den Zellen
auf den Geschossen festsetzte und dann die weitere Verarbeitung der Zellen im
Labor erschwerte. Ein weiterer Vorteil des Beschusses von Gelatineblocken
war, dass sich der Schusskanal exakt nachvollziehen lie3 und man so ohne
Weiteres sicher sagen konnte, ob das betreffende in den Block gegossene
Organ auch wirklich getroffen wurde (s. Abbildung 17 und Abbildung 18 im
Anhang). Nach dem Beschuss wurden die Gelatineblocke in das Institut fur
Rechtmedizin der Universitdt Tubingen transportiert, wo die Geschosse
schonend entfernt wurden.

Nachdem auch in diesem Verfahren auf allen Geschossen erfolgreich die
gesuchten Zellen nachgewiesen werden konnten, wurden die Organe in einem
letzten Schritt zusatzlich mit Schweinehaut umwickelt, bevor sie in die
Gelatineblocke gegossen wurden. Hierdurch sollte der Abstreifeffekt der Haut
bestmoglich simuliert werden. Dabei befand sich Haut sowohl vor als auch
hinter dem Organ, sodass die Kugel erst die Haut durchstollen musste, dann
Gelatine und Organe penetrierte um schliellich wieder durch die Haut
auszutreten, ganz so wie bei einem realen Durchschuss. Auch hier wurden die
Geschosse in der Gelatine aufgefangen.

Parallel wurden bei den letztgenannten Versuchen auch Herzen und Lebern in

Blocke hintereinander gegossen. Ziel war es hierbei mit einer Kugel beide
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Organe zu treffen. AnschlieRend sollte im Rahmen einer Doppelfarbung der
Versuch unternommen werden, beide Gewebearten nebeneinander
immunzytologisch nachweisen zu konnen. Schliel3lich ist es in der Praxis
durchaus moglich, dass eine Kugel gleich mehrere Organe durchschlagt. Dies
gilt insbesondere dann, wenn sie von einem Knochen oder anderen Strukturen
von ihrer eigentlichen Flugbahn abgelenkt wird.

Alle Schussversuche wurden unter standardisierten Bedingungen und mit einer
Schussentfernung von ca. zwei Metern durchgefuhrt.

Am Ende stand die Auswertung aller Ergebnisse, um die Zuverlassigkeit des
untersuchten Verfahrens statistisch nachweisen zu kénnen.

Den mitwirkenden Beamten der Landespolizeidirektion in Tubingen sei an
dieser Stelle nochmals fur ihre tatkraftige Unterstitzung bei dieser Arbeit
gedankt, ohne die Versuche in diesem Rahmen wohl nicht mdglich gewesen

waren.

3.2 Herstellung der Gelatineblocke

Gelatine ist das Medium, welches standardmallig fur die Simulation von
weichen Korpern bei Schussversuchen zur Untersuchung des Verhaltens und
der Energieabgabe eines Geschosses bei ballistischen Untersuchungen
eingesetzt wird. Allerdings findet sich in der Literatur eine Vielzahl
unterschiedlicher Rezepturen zur Herstellung einer Gelatine mit ,optimaler
Konsistenz® zur Simulation menschlichen oder tierischen Gewebes (Fackler &
Malinowski 1988). Dabei wird zum Teil auf spezielles Ballistik-Gel (gelegentlich
auch ,ballistische Gelatine“ genannt) zurlickgegriffen, teilweise wird aber auch
einfache, hochkonzentrierte Speisegelatine (Aspik) verwendet. Dabei
unterscheiden sich die unterschiedlichen Gelatinearten nicht nur durch ihre
Herkunft (Schwein, Rind, etc.), sondern vor allem auch durch ihre
Gallertfestigkeit, welche in Bloom gemessen wird. Die Bloomwerte von Gelatine
schwanken je nach Hersteller zwischen 50 und 300 Bloom, wobei die
Gelierfestigkeit umso hoher wird, je hoher der Bloomwert ist. Der Versuch einer

Standardisierung fur Schussversuche wurde unter anderem von Fackler und
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Malinowski mit dem sog. Fackler-Schema unternommen, laut Schyma &
Schyma einem internationalen Standard, der es Traumatologen in aller Welt
ermoglichen soll, ihre Ergebnisse direkt miteinander zu vergleichen (Fackler &
Malinowski 1988, Schyma & Schyma 1999). Dieser Mischung sei allerdings
kritisch entgegengestellt, dass sie sich in unseren Versuchen als zu weich
erwiesen hat und deshalb der hier vertretenen Ansicht nach nicht annahernd
der Konsistenz von Muskelgewebe entspricht. Deshalb wird durchaus haufig
auf hoher konzentrierte Gelatinelosungen zuruckgegriffen. So ist z. B. fur die
Prifung von polizeilicher Munition des Kalibers 9 x 19 mm die Verwendung
eines ganz bestimmten Mischungsverhaltnisses von spezieller ballistischer
Gelatine der Firma Deutsche Gelatinefabriken Stoess & Co GmbH,
Gammelsbacherstr. 2, 69412 Eberbach, der Qualitat ,Platin Super®
vorgeschrieben (Polizeifuhrungsakademie 2001).

In unserem Fall entschieden wir uns flir die Verwendung von Speisegelatine der
Firma Max Linnmann. Es handelte sich hierbei um den in ein Kilogramm
Industriepackungen erhaltlichen kristallklaren Aspik des Typs "PIK-AS" der
Qualitat "Sonderklasse" (Typ A), hergestellt aus Schweineschwarten, welcher
laut Herstellerangaben eine Gallertfestigkeit von 300 Bloom aufweist. Da diese
Gelatine einen deutlich hoheren Bloomwert aufweist, als die oben genannte
ballistische Gelatine, braucht sie auch nicht so hoch konzentriert zu werden. Wir
rechneten daher im Vorfeld mit einer optimalen Konzentration von 10 - 15
Gew.-% Aspikpulver in Wasser.

Um das optimale Mischungsverhaltnis fur unsere Versuche bestimmen zu
konnen, wurden zunachst Testblocke unterschiedlicher Konzentrationen
gegossen, welche dann auf ihre Festigkeit und Konsistenz hin untersucht
wurden. (Testreihe mit 900 g, 1000g, 1200g, 1500 g und 2000 g jeweils gelost
in entsprechenden Wassermengen zu einer Gesamtmasse von 11 kg), sodass
Mischungsverhaltnisse von (Gelatinemasse : Gesamtmasse) 0,9:11, 1:11,
1,2:11, 1,5:11 und 2:11 zustande kamen. Die Gelatine wurde hierzu als
lauwarme Loésung bei maximal 40 °C im Wasserbad gelost. AnschlieRend
wurden die Blocke weitgehend analog dem Fackler-Schema auf eine

Temperatur von ca. 4 °C heruntergekuhlt.
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Dabei erwies sich ein Verhaltnis von 1,5:11 (1500 g Aspik auf 9500 g Wasser)
als optimal, also eine 13,6%ige Lésung. Dies entsprach ziemlich genau unseren
zuvor genannten Erwartungen. Bei der 2:11 Mischung I0ste sich das
Aspikpulver nicht mehr vollstandig im Wasser und der resultierende
Gelatineblock war schon zu brichig. Der Block mit dem 1,5:11
Mischungsverhaltnis dagegen war von fester Konsistenz, guter Belastbarkeit,
nicht bruchig und bei einem Testbeschuss mit PEP-Geschossen wurden 40 cm
lange Blocke nicht durchschlagen. Somit waren Blocke dieser Konsistenz als
Kugelfang geeignet. Daher wurde diese Konzentration fur alle Blocke bei den

nachfolgenden Versuchen verwendet.

3.3 Verfahren zur Gewinnung der Zellen

Zur Gewinnung der Zellen im Labor und ihrer weiteren Verarbeitung wurden im
Laufe der Versuche verschiedene Verfahren getestet, wovon sich das
Abstrichverfahren aufgrund der guten Ergebnisse und der geringsten

Verunreinigung bei den Endergebnissen als beste Methode herausstellte.

— " Zum einen wurde versucht die Zellen mit der
Spurensicherungsfolie der Polizei von den Geschossen
abzulésen und diese dann mit Doppelklebefolie auf

Objekttrager zu bringen, dort trocknen zu lassen und im

i . Anschluss daran diese zu farben (s. Abbildung 5). Vor der
Abbildung 5 - Folie

Farbung sollte der Bereich der Folie, auf dem die Zellen

vermutet werden, mit einem Dako-Pen® umrahmt werden, damit ein

reibungsloser Farbungsvorgang gewahrleistet werden kann. Andernfalls besteht

die Gefahr, dass die aufgebrachten Reagenzien nicht ausreichend auf die

Zellen einwirken kdnnen, weil sie vom Objekttrager herunterfliessen.
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Als zweite Variante wurden die Zellen versuchsweise mit

& 37/ einem Abstrichverfahren gewonnen. Hierzu wurden die
¥l . Geschosse mit einem Tupfer, welcher zuvor in 200 ul PBS-
0 ' »/ Puffer getrankt worden war, abgestreift (s. Abbildung 6) und
u dann in einer Pufferlésung geldst. Die in dieser Emulsion

Abbildung 6 — Abstrich gelésten Zellen konnten anschlielend mit einer
Pipette aufgesaugt und auf einen Objekttrager
gebracht werden. Als kleine Variation hiervon ist es ebenfalls mdglich, die Kugel
oder Teile von ihr einfach in einer PBS - Pufferldésung zu baden, abzuwaschen
und die dann in diesem Medium geldsten Zellen wiederum mit einer Pipette auf
einen adhasiven Objekttrager zu ubertragen und dort eintrocknen zu lassen. Es
empfiehlt sich hierbei den Teil des Objekttragers, auf dem die Zellen spater zu
sehen sein sollen, im Vorfeld mit einem Dako-Pen® zu umrahmen, um ein
herunterfliessen des Zellmaterials vom Objekttrager zu verhindern.
Im Abstrichverfahren besteht die Moglichkeit, die in dem Medium gel6sten
Zellen auf einen kleinen Bereich des Objekttragers zu konzentrieren, was die
Auswertung im Nachhinein erheblich erleichtern kann. Den Trocknungsvorgang
kann man durch Inkubation der Objekttrager bei 72 °C im Brutschrank erheblich
beschleunigen, ohne dass dabei das spatere Ergebnis der Farbungen in
Mitleidenschaft gezogen wird. Im Anschluss daran wurden die nun auf den

Objekttragern fest haftenden Zellen gefarbt.

3.4 Histologie und Immunhistochemie

3.4.1 Zytologie und Histologie

Die Histologie ist ein Teilgebiet der Medizin bzw. der Biologie, welche auf
mikroskopischer Ebene menschliche, tierische und pflanzliche Gewebe
untersucht. Man konnte sie auch als die Lehre von biologischen Geweben und
der Art, in der die einzelnen Bestandteile strukturell und funktionell miteinander
verbunden sind bezeichnen (Stevens & Lowe 1992). In der Histologie werden
mikrometerdiinne Schnitte von Geweben hergestellt, auf adhasive Objekttrager

gebracht und die auf dem Objekttrager haftenden Gewebeverbande im
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Anschluss gefarbt. In der Zytologie wird Analoges mit einzelnen Zellen
gemacht, welche z. B. durch Abstriche gewonnen wurden (Bsp: PAP-Abstriche
in der Gynakologie). Die Zytologie stellt also die Lehre von der Zelle, ihrem
Aufbau sowie ihrer einzelnen Kompartimente und Organellen dar.

Farbungen dienen dazu bestimmte Strukturen wie bspw. Zellkerne,
Zellorganellen oder durch immunhistochemischen Verfahren bestimmte
Antigene sichtbar zu machen und darzustellen. Deshalb werden je nach
Untersuchungsziel in der Praxis eine ganze Reihe unterschiedlicher Farbungen
angewandt, abhangig davon welche Strukturen mit der entsprechenden
Farbung sichtbar gemacht werden sollen und welche nicht.

Im Anschluss an die Farbungen werden die angefarbten Zellen bzw.

Zellverbande dann unter dem Mikroskop naher betrachtet.

3.4.2 Immunhistochemie / Inmunzytochemie

Die Immunhistochemie ist eines der bedeutendsten und modernsten Verfahren
in der modernen Histopathologie. Durch immunhistochemische Verfahren ist es
moglich, die Verteilung bestimmter Antigene auf oder in Zellen am
histologischen Schnitt oder an zytologischen Materialien (dann auch
immunzytochemisches Verfahren genannt) auf Objekttragern hochspezifisch
sichtbar zu machen. Dabei macht man sich die spezifische Bindung von
Antikorpern (AK) an die Epitope der betreffenden Antigene zu nutze. Antikorper
sind in vivo von B-Zellen bzw. Plasmazellen als Reaktion auf das Eindringen
von Antigenen gebildete Abwehrstoffe (Noll 2000).

Das Prinzip einer immunzytochemischen Untersuchung sei hier anhand eines
Beispiels kurz erlautert:

Zu Beginn werden die zu untersuchenden Zellen oder Zellverbande zuerst auf
Objekttrager gezogen und fur die Farbung aufbereitet (bspw. ist nach Formalin-
Fixierung meist eine Demaskierung der gesuchten Antigene notwendig).
Danach werden die zu untersuchenden Zellen eine bestimmte Zeit mit
spezifischen ,primaren“ AK gegen die gesuchten Antigene inkubiert. Um diese
nun an die Antigene gebundenen AK sichtbar zu machen, kann man entweder

den primaren AK im Vorfeld schon mit einem Farbstoff oder Enzym koppeln
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(schnellere ,direkte* Methode), oder man verwendet einen sekundaren,
konjugierten (,markierten”) Antikorper (Briicken-AK) gegen den Primaren,
welcher an einen Farbstoff oder an ein Enzym gekoppelt ist oder anderweitig in
einem weiteren Schritt einen Farbstoff binden kann (,indirekte” Methode). Auf
das indirekte Nachweisprinzip wurde auch bei den im Rahmen dieser Arbeit
gemachten Farbungen zurlckgegriffen. Je nach Farbung kann es noch
notwendig sein eine Reihe von zusatzlichen Schritten z. B. zur Ausschaltung
von Storeffekten und unspezifischen Nachweisen zusatzlich durchzufuhren.

Bei indirekten immunzytochemischen Nachweisverfahren werden meist primare
AK tierischen Ursprungs (z. B. Maus-lg G) verwendet, welche in einem zweiten
Schritt durch markierte Standard-Sekundar-AK (z. B. Hase-Anti-Maus-lg G)
oder Brucken-AK in Verbindung mit weiteren Substraten sichtbar gemacht
werden. Ein solcher Brlcken-AK kann fur alle spezifischen Primar-AK des
betreffenden Tieres (in diesem Fall der Maus) verwendet werden, ganz gleich
gegen welche Strukturen sich der Primar - AK richtet. Sekundar - AK sind oft
kommerziell erhaltlich und daher kostengunstiger.

Als AK finden in der Immunzytochemie Antiseren oder AK aus eben solchen
Seren Verwendung, oder aber monoklonale AK, welche man durch die
Zichtung von Hybridomazellen gewinnt.

Seren erhalt man durch Immunisierung eines Tieres. Dabei wird das Tier dem
Antigen ausgesetzt, welches daraufhin Immunglobuline gegen die applizierten
Antigene produziert. Im einfachsten Fall kann ein solches Serum eine Blutprobe
des Tieres mit den darin enthaltenen polyklonalen AK ohne die zellularen
Bestandteile sein.

Monoklonale AK dagegen gewinnt man aus der Zichtung von Hybridomazellen.
Das sind Zellen, die die Wachstumseigenschaften von Tumorzellen mit der
Spezifitat von AK bildenden Zellen (Plasmazellen) vereinen. Hierdurch gewinnt
man nur die spezifischen AK, die eben diese Zellen produzieren. Solche
monoklonale AK gegen spezifische Herz- bzw. Leberantigene aus Zellen
tierischen Ursprungs (Maus) wurden auch in unseren Versuchen verwendet.

AK bleiben allerdings nicht nur auf den gesuchten Antigenen haften, sondern

binden oft auch noch unspezifisch an Strukturen, die eigentlich nicht
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nachgewiesen werden sollen. Dies liegt zum einen daran, dass der Schnitt eine
gewisse Klebrigkeit aufweist, der die AK unselektiv an den Zellen haften lasst,
zum anderen aber auch daran, dass selbst die monoklonalen AK oft auch noch
an andere als die gesuchten Strukturen binden (z. B. bei einer Bindung von
Proteinen der Zellen an den konstanten Teil der AK). Um auf diesem Wege
keine falsch positiven Ergebnisse zu erhalten werden im Vorfeld solche
Strukturen durch Reagenzien (z. B. Normalalbumin oder Seren von der
Spezies, von der der Sekundar-AK stammt) ,,geblockt".

Im Fall niedriger Konzentrationen der nachzuweisenden Antigene kann man
den Versuch unternehmen, das Ergebnis durch den Einsatz von sogenannten
,verstarkern® zu verbessern. Dies kann z. B. durch die Bindung gleich mehrerer
Farbstoffkomplexe an den markierten Brucken-AK geschehen.

FUr unsere Versuche wurde auf die LSAB-Methode zurickgegriffen, welche
aufgrund ihrer zeitlichen Stabilitat, ihrer hohen Sensitivitat und ihrer Spezifitat
des Streptavidin-Konjugates haufig der ebenfalls weit verbreiteten ABC-
Methode vorgezogen wird, obwohl sie nicht die Maoglichkeit der
Signalverstarkung nach dem zuvor geschilderten Prinzip bietet.

Bei der LSAB-Methode (Labeled-Strept-Avidin-Biotin Methode) macht man sich
die Affinitat von Avidin zu Biotin zunutze. Avidin ist ein 68 kDa Glykoprotein,
welches vier Bindungsstellen fur Biotin besitzt. Es wurde ursprunglich aus
Huhnereiweily gewonnen, aber aufgrund der teils unspezifischen Reaktionen
dieses Proteins wurde es weitestgehend durch Streptavidin ersetzt, welches auf
gentechnischem Weg aus Bakterien der Spezies Streptococcus avidinii
gewonnen wird. Biotin ist ein wasserlOsliches Protein, welches sich leicht
kovalent an den Brucken-AK binden lasst und somit die Verbindung zum
Streptavidin-Enzym-Komplex herstellen kann.

Im Einzelnen funktioniert die LSAB-Methode wie folgt:

Der spezifische Antikdrper gegen das gesuchte Antigen wird durch einen mit
Biotin konjugierten sekundaren Antikorper lokalisiert. Auf diesen Schritt folgt die
Hinzugabe eines Streptavidin-Enzym-Konjugates (hier: Streptavidin-HRP bzw.
Streptavidin-AP), welches das am sekundaren AK kovalent gebundene Biotin

bindet. Die fur die Farbung bendtigten Enzyme (Alkalische Phosphatase (AP)
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und Meerrettichperoxidase (HRP)) sind also (im Gegensatz zur ABC-Methode)
direkt an das Streptavidin gekoppelt.

\\'x’ LSAB-Komplex
Sekundarantikorper biotinyliert =
Kaninchen anti Maus // .x.:

Primérantikérper Maus

Abbildung 7 - Prinzip der LSAB-Methode (Noll 2000)

Der spezifische Antikorper, der sekundare Antikdrper und der Streptavidin-
Enzym-Komplex werden dann in einem letzten Schritt mit einem geeigneten
Substrat (Chromogen) farblich dargestellt (s. Abbildung 7). Die im Rahmen
dieser Arbeit verwendeten Chromogene sind DAB+ (braun) und Fuchsin (rot).
Die LSAB-Methode ist derzeit eine der spezifischsten und durch seine

Handhabung bevorzugten Methoden in der Immunhistochemie (Noll 2000).

3.4.3 Nachweis der Organspezifitat der Farbungen

In Vorversuchen wurde im Institut bereits die Organspezifitat der jeweiligen
Farbungen anhand einer komplexen Versuchsreihe getestet. Dabei wurden die
hier verwendeten immunzytochemischen Farbungen auf zahlreiche Gewebe
sowohl menschlichen wie auch tierischen Ursprungs (Schwein) angewendet. Im
Zuge dessen wurden verschiedene Organproben (Nieren-, Lungen-, Milz-,
Skelettmuskel, Pankreas sowie Hirngewebe) als Negativkontrolle
herangezogen. Es handelte sich hierbei um Paraffinschnitte aus den
Asservaten des Institutes, welche normalerweise im Rahmen routinemalliger
Kontrollfarbungen verwendet werden. Zunachst wurden diese mit einer Xylol-
Ldsung und einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert. Danach wurden die
Antigene in der Mikrowelle demaskiert und die endogene Peroxidase Aktivitat
mit 3 % H>O; in destilliertem Wasser geblockt. Die verwendeten Antikdrper

waren Anti-HepPar1 (Fa. Dako) zur spezifischen Farbung von Leberzellen,
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sowie Anti-Troponin | zur spezifischen Farbung von Herzzellen. Es handelt sich
bei den verwendeten Antikdrpern um monoklonale Antikorper der Maus, welche
in einer BSA Pufferlosung 1:200 verdunnt wurden. In beiden Fallen wurden die
gebundenen Antikorper in einem zweiten Schritt durch eine Polymerlésung mit
einem Sekundarantikdrper sichtbar gemacht (Meerrettich Peroxidase Komplex
gebunden an rabbit-anti-mouse Antikérper = DAKO EnVision System). Um die
unspezifische Bindung von Antikorpern (AK) an Fc-Rezeptoren zu minimieren
wurden die Gewebeproben im Vorfeld mit einem gepufferten Ziegenserum
behandelt (Lésung: 1:100 in 3 % BSA Puffer). Im Anschluss wurden die
entstandenen Antigen-Antikorper-Komplexe mit Diaminobenzidin sichtbar

gemacht.

Tabelle 1 — Organspezifische Immunreaktion von Gewebe aus Mensch und Schwein nach
Anfarbung mit dem Anti-HepPar1-Antikorper bzw. dem Anti-Troponin I-Antikérper
(Wehner et al. 2007)

Anti-HepPar1-AK | Anti-Troponin I-Antikorper

Mensch | Schwein | Mensch Schwein
Leber + + -- -
Herz - -- + +
Niere - - - -
Milz - - - -
Lunge - -- - --

Skelettmuskel | -- - - -

Pankreas -- -- -- --

Gehirn - - - -

Durch die Farbungen an den Schweineorganen sollten mdgliche
gewebeunspezifische Kreuzreaktionen zwischen den verwendeten Antikorpern
der Firma Dako und den Zellstrukturen tierischen Ursprungs ausgeschlossen
werden, da diese Antikorper schliellich fur die Farbung menschlichen Gewebes
entwickelt und getestet wurden. In den Versuchen konnte zweifelsfrei gezeigt
werden, dass die verwendeten Kits der Firma Dako nicht nur spezifisch fur

menschliches Gewebe sind, sondern auch fur das Gewebe von Schweinen (s.
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Tabelle 1). Die verwendeten Antikérper Anti-Troponin | und Anti-HepPar1
kénnen demnach sowohl beim Menschen wie auch beim Schwein fur die
spezifische Markierung von Herz- bzw. Lebergewebe verwendet werden. Alle
anderen Gewebe lielen sich durch die entsprechenden Farbungen nicht
anfarben (Wehner et al. 2007).

3.5 Farbeprotokoll

Bei dem hier angewendeten Markierungsverfahren handelt es sich um die
LSAB-Methode (s. Abschnitt 3.4.2). Da diese auf einem Streptavidin-Biotin-
Detektionssystem beruht, ist aufgrund des hohen Gehalts an endogenem Biotin
in den zu untersuchenden Geweben zunachst eine Streptavidin-/ Biotin-
Blockierung durchgefuhrt worden. Anschlieliend wurden noch die Aktivitaten
von endogener Peroxidase und alkalischer Phosphatase durch einen Dualblock
der Firma Dako blockiert, da diese ebenfalls unspezifische Markierungen
hervorrufen konnen. Aulierdem wurden die Schnitte danach noch mit
Rinderserumalbumin (3 % BSA in TBS) inkubiert, um unspezifische Bindungen
an Fc-Rezeptoren zu reduzieren. Im Anschluss an diese Blockierungsschritte
wurden die Schnitte mit den Primarantikorpern (1:200 verdunnt in BSA-Puffer)
inkubiert. Zum Nachweis von Hepatozyten dienten Anti-HepPar1-Antikorper, fur
die Detektion von Kardiomyozyten wurden Antikdrper gegen kardiales Troponin
| verwendet. Die entstandenen Antigen-Antikdrper-Komplexe wurden
anschlieRend durch konjugierte Sekundarantikérper in Verbindung mit
Chromogenen sichtbar gemacht. Die Wahl unterschiedlicher Streptavidin-
Enzym-Konjugate (Streptavidin-HRP bzw. Streptavidin-AP) in Verbindung mit
dazu passenden Chromogenen (DAB+ bzw. Fuchsin) machte auch in
Doppelfarbungen eine eindeutige Unterscheidung von Herz- und Leberzellen
moglich. Auf diese Weise erschienen Herzzellen braun und Leberzellen rot und
lieBen sich damit eindeutig differenzieren. In einem letzten Schritt wurden die
Praparate noch mit Hamatoxylin fur 2 Minuten gegengefarbt und anschlielend
fur 7 Minuten unter flieRendem Leitungswasser geblaut.

Die exakten Farbevorschriften sind in Kapitel 9.4 im Anhang abgedruckt.
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3.6 Auswertung

3.6.1 Vorgehensweise

Im Allgemeinen wurden die Geschosse maoglichst zeithah nach dem Beschuss
aus dem Kugelfang bzw. den Gelatineblécken geborgen und zur weiteren
Untersuchung im Labor jeweils einzeln in kleine Behaltnisse verbracht. Im
Labor wurden die Geschosse, die unmittelbar nach den Versuchen untersucht
werden konnten, einzeln nacheinander hervorgeholt und im Abstrichverfahren
bzw. mit der Spurensicherungsfolie auf biologische Gewebespuren untersucht.
Die Geschosse, die nicht sofort bearbeitet werden konnten, wurden zur
spateren Untersuchung bei ca. 4 °C in einem Kuhlschrank gelagert, um einer
eventuellen Zersetzung der nachzuweisenden Antigene vorzubeugen.

Sobald die vermuteten Zellen bzw. Zellreste auf Objekttrager gebracht worden
waren wurde mit den Farbungen begonnen. Im Anschluss an die Farbungen
wurden die Ergebnisse zumeist binnen 24 Stunden unter dem Mikroskop
ausgewertet. Dazu wurden zunachst die Positiv-/ Negativ- bzw.
Auslasskontrollen auf ihre Korrektheit Uberpriuft, denn nur wenn diese auch
funktioniert hatten war eine Auswertung der Farbungen mdglich. War dies der
Fall wurden alle weiteren Praparate auf ihr Ergebnis hin Uberprift. Als positiv
wurde ein Praparat gewertet, wenn eindeutig rot angefarbte Leberzellen bzw.
braun angefarbte Herzzellen auf den Objekttragern zu finden waren.
Theoretisch hatte hierflir schon eine einzelne, eindeutig angefarbte Zelle mit
passender Zellstruktur und Morphologie ausgereicht. Es waren aber in der
Mehrzahl der Falle ganze Ansammlungen von Zellen zu finden, die den
jeweiligen Herkunftsorganen eindeutig zuzuordnen waren. Anschlielend
wurden die mit Nummern versehenen Objekttrager in Praparatekasten
archiviert.

Im Rahmen der Versuche wurden insgesamt 150 PEP-Geschosse abgefeuert,
davon 70 auf Herzen, 70 auf Lebern sowie 10 durch beide Organe. Daruber
hinaus wurden 10 HSG sowie 20 VMG verwendet.

In Kapitel 9.3 im Anhang sind die einzelnen Schritte der Versuchsauswertung

noch einmal schematisch dargestellt.
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3.6.2 Positiv-/ Negativ- und Auslasskontrollen

Da in den im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Versuchen spezifisch ganz
bestimmte Gewebeantigene nachgewiesen werden sollten, musste auch
sichergestellt werden, dass die Farbungen ordnungsgemal funktioniert haben.
Hierzu wurden nicht nur im Vorfeld Versuche durchgeflhrt, die die Spezifitat der
Farbungen auch fur Schweineorgane nachweisen sollten, sondern es waren
noch weitere Malnahmen erforderlich, um bei jeder einzelnen Farbung
sicherzustellen, dass diese funktioniert hat. Unspezifische Anfarbungen konnen
bei immunhistochemischen Verfahren gelegentlich vorkommen, ohne dass sich
dabei die Grunde hierflr im Nachhinein immer klaren lassen. Sie kdnnen aber
nur dann entdeckt werden, wenn auch IMMER Negativkontrollen mit gefarbt
werden. Auch falsch-negative Befunde sind moglich. Zum Ausschluss Letzterer
bendtigt man Positivkontrollen.

Als potentielle Grinde fur fehlgeschlagene Farbeversuche seien hier
exemplarisch eine Kontamination von Negativkontrollen mit dem anzufarbenden
Antigen oder eine Verwechslung von Reagenzien genannt. Aber auch eine
unzureichende Blockierung von gewebeeigenen Strukturen wie zum Beispiel
der endogenen Peroxidase kann je nach Farbung zu falsch positiven
Ergebnissen und unspezifischen Anfarbungen fihren. Daher ist es zwingend
notwendig bei JEDER Farbung parallel zumindest eine Positivkontrolle und eine
Negativkontrolle mitzufuhren. Die Grinde hierfur seien nachfolgend kurz
erlautert:

,Eine immunhistochemische Farbung ist genau dann richtig’, wenn sie das
gesuchte Antigen an allen Stellen seines Vorkommens anzeigt und uberall dort
negativ ausfallt, wo das gesuchte Antigen nicht vorhanden ist* (Schleyer 1995).
Um diesen Nachweis erbringen zu konnen bedient man sich in der Regel
zumindest einer Positivkontrolle (z. B. Schnitte von Herz- bzw. Leber) und einer
Negativ- / Auslasskontrolle (Noll 2000).

Die Positivkontrolle soll hierbei sicherstellen, dass die Antigendarstellung
gelungen ist. Hierzu wird eine Probe mitgefarbt, bei der bekannt ist, dass das
gesuchte Antigen auf jeden Fall vorhanden ist. Diese Positivkontrolle muss

dementsprechend auch positiv anfarben, damit dieser Nachweis als erbracht
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angesehen werden kann. In unserem Fall wurden hierflr histologische Schnitte
von Lebern und Herzen vom Schwein herangezogen. Diese wurden auf einen
Objekttrager verbracht und anschlieRend gefarbt. So konnte fur jede Farbung
der Nachweis erbracht werden, dass die Antigen-Darstellung gelungen ist,
wenn diese Positivkontrolle auch wirklich positiv ausfiel. Bei den
Doppelfarbungen mussten Positivkontrollen beider beschossenen Organe (Herz
und Leber) mitgefuhrt werden.

Negativkontrollen sollen dazu dienen falsch-positive Befunde auszuschliefl3en.
Hierbei werden Gewebeschnitte oder Zellen gefarbt, die bekanntermal3en nicht
das nachzuweisende Antigen enthalten. Fur die Negativkontrollen wurden im
Institut vorratige Schnitte anderer als der gesuchten Organe (z. B. Milz, Niere
etc. vom Schwein) bei jedem Versuch mitgefarbt. Fur den Nachweis der
Spezifitat des fur die Farbung verwendeten Antikdrpers mussten diese
Negativkontrollen auch negativ ausfallen.

Zusatzlich wurden bei jeder Farbung noch Auslasskontrollen durchgeflhrt,
welche in der Literatur haufig auch als Negativkontrollen bezeichnet werden
(Schleyer 1995). Hierbei wird der fur die Farbung verwendete Primar-AK
entweder weggelassen oder durch einen ,nicht passenden® AK ersetzt. Auch
hierbei darf das Zellmaterial im Anschluss keine Markierung aufweisen, sich
also nicht anfarben. Fur die Auslasskontrollen wurden direkte Abstriche aus den
Organen gewonnen, allerdings wurde der Primar - AK ersetzt durch die hierfur

eigens empfohlene Negativkontrolle der Fa. Dako, einem Maus Ig G Antikorper.
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4 Ergebnisse

4.1 Nachweis von Kardiomyozyten an PEP-Geschossen

Im Falle der PEP-Geschosse trafen von insgesamt 70 abgefeuerten
Geschossen 48 das Organ und waren somit auswertbar. Bei allen diesen 48
Geschossen gelang der spezifische Nachweis von Herzzellen. Die Erfolgsquote
lag demnach bei 100 % (s. Tabelle 10 im Anhang). Die gesuchten Zellen waren
in den meisten Fallen schon auf den ersten Blick zu erkennen (s. Abbildung 8),
wenngleich ganze ,Zellrasen®, wie sie zum Teil nach dem Beschuss von Lebern
mit PEP-Geschossen zu beobachten waren, eher die Seltenheit darstellten.
Gelegentlich konnten von den Geschossen sogar regelrechte Zellbrocken
sichergestellt werden, bei denen die typische histologische Morphologie von
Herzgewebe unter dem Mikroskop noch deutlich zu erkennen waren (im
Gewebeverband: quergestreifte Muskelzellen mit typischen, mittelstandigen

Zellkernen, disci intercalares etc.)

Abbildung 8 — Herzzellen von PEP-Geschoss asserviert durch Spurensicherungsfolie der

Polizei mit Wattefaden aus Kugelfang
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4.2 Nachweis von Hepatozyten an PEP-Geschossen

Auch die Auswertung der Schussversuche auf Lebern ergab eine
Nachweisquote von 100 %. Auch hier wurden insgesamt 70 Schuss
abgegeben, die hdhere Ausbeute von 57 auswertbaren Geschossen erklart sich
aus der OrgangrofRe, da Lebern deutlich leichter zu treffen waren.

Bemerkenswert war die zumeist sehr grol3e Anzahl nachweisbarer Zellen und
Gewebetrimmer an den Projektilen. Auf den Objekttragern waren nach
entsprechender Farbung haufig regelrechte Zellrasen zu erkennen. Die
Auswertung war dann oft schon nach dem ersten Blick ins Mikroskop moglich
(s. Abbildung 9). Das Lebergewebe scheint aufgrund der geringeren Dichte und
der lockereren Struktur noch besser an den Geschossen haften zu bleiben als
Herzgewebe. Die Gewebespuren waren meist schon makroskopisch auf den
PEP-Geschossen zu erkennen. Auch hier ergab die Auswertung einen
Nachweis von biologischen Spuren hepatozellularen Ursprungs in 100 % der

Falle (s. Tabelle 11 im Anhang).

Abbildung 9 — Leberzellen von PEP-Geschoss (Abstrich)
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4.3 Nachweis von Herz- und Leberzellen an PEP-

Geschossen (Doppelfarbung)

Im Falle der Versuche beide Organe mit nur einer Kugel zu treffen waren sechs
von zehn Schussversuchen erfolgreich. Die im Anschluss durchgefuhrten
Doppelfarbungen erwiesen sich in der Auswertung als nicht ganz unkompliziert,
da die in groRer Anzahl auf den Praparaten vorhandenen Leberzellen haufig die
Herzzellen Uberlagerten. Dennoch war es in den Randbereichen der Praparate
gut moglich, Leber und Herzzellen nebeneinander ins Sichtfeld zu ricken (s.
Abbildung 10). An allen sechs auswertbaren Geschossen war es somit
problemlos moéglich sowohl Leber- als auch Herzzellen spezifisch und eindeutig
nachzuweisen (s. Tabelle 2). Der Vorteil von Mehrfachfarbungen ist, dass man
mit nur einem Abstrich ein Projektil gleich auf mehrere Zellarten Uberprufen
kann. Dies kann im Hinblick auf die in der Praxis haufig doch sehr begrenzte

Anzahl verfugbarer biologischer Spuren von Vorteil sein.

Tabelle 2 — Auswertung der Schussversuche auf Herz und Leber

Nr. | Obj. Nr. |Organ | Aufbau | Kugel | Methodik | AK | Erg.
1 121 H+L |in Gelatine| PEP | Abstrich l::_P: :
2| 122 | H+L |in Gelatine| PEP | Abstrich 'f: :
3| 123 | H+L |in Gelatine| PEP | Abstrich 'f: :
4| 124 | H+L |in Gelatine| PEP | Abstrich 'f: :
5| 125 | H+L |in Gelatine| PEP | Abstrich 'f: :
6| 126 | H+L |in Gelatine| PEP | Abstrich 'f: :
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Abbildung 10 - Herzzellen (s. Pfeile) und Leberzellen (Kreis) nebeneinander nach
Doppelfarbung
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4.4 Statistische Auswertung der Versuche mit PEP-

Geschossen

Zahlt man alle PEP-Geschosse zusammen, an denen der Versuch des
Nachweises von Leber oder Herzgewebe erfolgt ist, so ergibt sich fur die
Gesamtanzahl der auswertbaren Versuche, bei denen das Organ getroffen

wurde, und damit den Gesamtumfang der Stichprobe eine Fallzahl von n = 111.

Fur die Erfolgswahrscheinlichkeit ergibt sich dementsprechend bei 111
positiven Nachweisen (Doppelfarbungen nur einfach gezahlt) und keinem

negativen Ergebnis:

p=111/111 =100 %,

da alle Nachweise positiv ausfielen.

Flr das exakte 95 % - Konfidenzintervall ergibt sich fur eine Binomialverteilung
nach Clopper-Pearson 96.73 % als untere Schranke und 100 % als obere
Schranke. Diese Schranken enthalten den wahren Wert mit einer
Wahrscheinlichkeit von 95 %. Fur eine Binomialverteilung mit n=111 und
p=95% wird ein Wert von 111 nur mit einer Wahrscheinlichkeit von 0.337 %

erwartet.

Fir den Fall der PEP-Geschosse kann man somit sagen, dass mit dem hier
untersuchten Verfahren der Nachweis von spezifischen biologischen Spuren an
Geschossen des Typs PEP zumindest im Falle von Leber- bzw. Herztreffern mit

sehr hoher Wahrscheinlichkeit gelingt.
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4.5 Versuche mit weiteren Geschossen

Um exemplarisch zu zeigen, dass die betreffenden Erkenntnisse auch auf
andere Geschosstypen ubertragbar sind, wurden im Laufe der Versuche auch
noch andere Geschosstypen des Kalibers 9 mm untersucht. Hierbei handelte es
sich um Vollmantelgeschosse (VMG) sowie Hohlspitzgeschosse (HSG). Dabei
zeigte sich, dass ein Nachweis bei beiden dieser Geschosstypen ebenfalls
gelingen kann, allerdings war der Abstreifeffekt bei den Vollmantelgeschossen
augenscheinlich héher als bei den verwendeten Deformationsgeschossen. Dies
aulderte sich vor allem darin, dass auf den Objekttragern weniger und vor allem
eher vereinzelte Zellen nachzuweisen waren. Dennoch blieben in allen Fallen
genugend biologische Spuren auf den Geschossen haften, um einen
spezifischen Nachweis des betreffenden Gewebes zu ermdglichen. Auch hier
lieBen sich die Zellen mit den genannten Farbemethoden spezifisch anfarben.
Im Unterschied zu den meisten Deformationsgeschossen, bei denen
Gewebereste oft schon mit dem bloRen Auge zu erkennen waren, war dies bei
den VMG nicht der Fall. Die Geschosse schienen blank zu sein. Dennoch lohnt
sich anscheinend der Versuch Zellen auf diesen nachzuweisen, denn nach den
Abstrichen waren auf allen Objekttragern Zellen zu sehen und auch die

Spurensicherungsfolie brachte positive Resultate.
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4.5.1 Hohlspitzgeschosse (HSG)

Da den Hohlspitzgeschossen von den verwendeten Geschosstypen die mit
Abstand starkste Deformation widerfahrt, bieten sie auch neben scharfen
Kanten genugend Hohlraume, in denen sich Zell- und Gewebereste fangen und
haften bleiben kdnnen. Dadurch wird der Nachweis biologischer Spuren
erheblich erleichtert. Haufig fanden sich unter dem Mikroskop auf den
Objekttragern regelrechte Zellrasen (s. Abbildung 12).

Anhnlich wie bei den PEP-Geschossen waren auch hier meist schon
makroskopisch Spuren organischen Ursprungs zu sehen. Die Auswertung der
gewonnenen und im Anschluss gefarbten Praparate erwies sich hierbei
erwartungsgemal als unproblematisch. Die Ergebnisse der Auswertung sind in
Tabelle 3 aufgefuhrt. Ein Nachweis des beschossenen Organs war auch hier in
allen Fallen problemlos moglich. Die Ergebnisse der Spurenauswertung unter
dem Mikroskop sind exemplarisch in Abbildung 11 und Abbildung 12

dargestellt.

Tabelle 3 — Auswertung der Schussversuche mit Hohlspitzgeschossen

Nr.| Obj. Nr. | Organ | Aufbau | Kugel | Methodik | AK | Erg. |
1 23 Herz | nur Organ | HSG | Abstrich | T.1 | +

2 55 Herz |In Gelatine| HSG | Abstrich | T.I | +

3 56 Herz |In Gelatine| HSG | Abstrich | T.1 | +

4 58 Herz |In Gelatine| HSG | Abstrich | T.I | +

5 61 Herz |In Gelatine| HSG | Abstrich | T.I | +

6 62 Herz |In Gelatine| HSG | Abstrich | T.I | +

7 24 Leber | nur Organ | HSG | Abstrich |[HP1| +
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Abbildung 12 — Leberzellen von HSG (Abstrich)
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4.5.2 Vollmantelgeschosse (VMG)

Die Auswertung der Vollmantelgeschosse erwies sich grundsatzlich als etwas
schwieriger, da hier auf den Geschossen nur ganz vereinzelt Zellen und
Gewebereste zuruckblieben. Dennoch waren auf allen Geschossen eindeutig
Zellen des gesuchten Gewebes nachzuweisen, sodass zumindest exemplarisch
gezeigt werden konnte, dass das hier angewendete Verfahren auch bei
Geschossen, die sich nicht deformieren, zum Erfolg fihren kann.

Die Ergebnisse der Auswertung der Schussversuche mit VMG sind in Tabelle 4
aufgefuhrt und mikroskopische Praparate der Auswertung von VMG sind

exemplarisch in Abbildung 13 und Abbildung 14 zu sehen.

Tabelle 4 — Auswertung der Schussversuche mit Vollmantelgeschossen

Nr.| Obj. Nr. | Organ | Aufbau | Kugel | Methodik | AK | Erg. |
1 2 Herz | nur Organ | VM Folie T.1| +

2 3 Herz | nur Organ | VM Folie T.1| +

3 11 Herz | nurOrgan | VM | Abstrich | T.1 | +

4 17 Herz | nurOrgan | VM | Abstrich | T.1 | +

5 48 Herz |In Gelatine| VM | Abstrich | T.1 | +

6 5 Leber | nurOrgan | VM Fole |HP1| +

7 6 Leber | nur Organ | VM Folie HP1| +

8 14 Leber | nurOrgan | VM | Abstrich |[HP1| +

9 21 Leber | nurOrgan | VM | Abstrich [HP1| +
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Abbildung 13 — Herzzellen von VMG (Abstrich)
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Abbildung 14 — Leberzellen von VMG (Abstrich)
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4.6 Kreuzproben

In Ergénzung zu den Negativkontrollen und den zahlreichen Farbungen, die
bereits im Vorfeld anhand von Asservaten des Institutes durchgeflhrt wurden,
um Kreuzreaktivitdten zwischen den Antikdrpern und den jeweiligen Geweben
auszuschliellen (s. Tabelle 1), wurde auch bei der Untersuchung der
Geschosse der Vollstandigkeit halber noch einmal eine Kreuzprobe zwischen
Leber und Herzgewebe durchgefuhrt. Die Zellen wurden durch Abstriche von
den Geschossen gewonnen. Anschlielend wurde das Vorhandensein von
Zellen unter dem Mikroskop kontrolliert, bevor die Farbungen durchgefuhrt
wurden. Die Zellen von dem Projektil, mit dem auf ein Herz geschossen worden
war, wurden mit einem AK gegen HP1 inkubiert und die von dem Projektil,
welches durch eine Leber geschossen wurde, mit AK gegen Troponin |. Als
Ergebnis ergaben die Farbungen erwartungsgemal jeweils keine spezifischen
Nachweise fur Leber- bzw. Herzgewebe (s. Tabelle 5). Dies spricht wiederum

fur die Spezifitat der Farbungen.

Tabelle 5 — Ergebnisse der Kreuzprobe

Nr. | Obj. Nr. |Organ| Aufbau | Kugel | Methodik | AK | Erg.
18 Leber |nurOrgan| VM | Abstrich | T.1 | -
2 19 Herz |nur Organ| PEP | Abstrich |HP1| -
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4.7 Kontrollfarbungen

Positive und negative Kontrollen sind in der Immunhistochemie notwendig, ,um
die Methodik und die dabei verwendeten Reagenzien zu Uberpriifen und eine
Qualitatssicherung zu gewahrleisten“ (Noll 2000). Ohne diese Kontrollen kann,
wie bereits in Abschnitt 3.6.2 erlautert, nicht sichergestellt werden, dass die
Farbungen auch wirklich funktioniert haben.

Nachfolgend seien daher die Ergebnisse der stets mitgeflihrten Kontroll-

farbungen kurz erlautert.

4.7.1 Positivkontrollen

Der Nachweis der gesuchten Antigene gelang bei den Positivkontrollen, ganz
gleich nach welcher der oben beschriebenen Methoden die Zellen gewonnen
wurden, in 100 % der Falle (s. Tabelle 6). Falsch-negative Befunde konnten

damit fir alle Farbungen ausgeschlossen werden.

Tabelle 6 — Positivkontrollen zu den Farbungen

Nr. |F.-Nr. [Organ| AK |Erg.|
1 1 Herz | T.I +
2 1 Leber | HP1 +
3 2 Herz | T.I +
4 2 Leber | HP1 +
5 3 Herz | T.I +
6 4 Herz | T.I +
7 5 Herz | T.I +
8 6 Herz | T.I +
9 7 a Leber | HP1 +
10 (7b Leber | HP1 +
11 |8 Leber | HP1 +
12 |9 Leber | HP1 +
13 |9 Herz T. | +
14 10 Leber | HP1 +
15 |11 Leber | HP1 +

45



4.7.2 Auslasskontrollen

Bei den Auslasskontrollen gab es bei einem Farbeversuch (F.-Nr. 7 a, s.
Tabelle 7) eine positive, unspezifische Anfarbung der Auslasskontrolle. Eine
unspezifische (falsch-positive) Anfarbung von Zellen auf den zu
untersuchenden Objekttragern konnte somit nicht mehr eindeutig
ausgeschlossen werden. Es war daher erforderlich, die Gewinnung der Zellen
in einem erneuten Abstrichverfahren zu wiederholen und diese Praparate im
Anschluss erneut zu farben (F.-Nr. 7 Db). Hierbei funktionierten alle
Kontrollfarbungen wie vorgesehen und auch die zu untersuchenden Praparate
wiesen noch genugend Zellen auf, um eindeutig positive Ergebnisse zu
erhalten. Der Grund fur die unspezifische Anfarbung konnte im Nachhinein nicht

eindeutig geklart werden.

Tabelle 7 — Auslasskontrollen zu den Farbungen
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In Abbildung 15 ist eine Auslasskontrolle im Vergleich zu einer positiven
Anfarbung von Leberzellen zu sehen. Abbildung 16 zeigt entsprechendes flr

erfolgreich markierte Herzzellen.
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Abbildung 16 — Herzzellen (positiv, li.) vs. Auslasskontrolle (negativ, re.)
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4.7.3 Negativkontrollen
Auch die Negativkontrollen gelangen in 100 % der Falle (s. Tabelle 8).

Obwohl aufgrund der in den Vorversuchen bereits nachgewiesenen Spezifitat
der Farbungen fur die Organe Herz und Leber hier keine positiven Anfarbungen
zu erwarten waren, wurde bei jeder Farbung der Vollstandigkeit halber noch
eine Negativkontrolle mitgeflhrt, in der Schnitte von Milz, Leber oder Lunge
vom Schwein in gleicher Weise wie die von den Geschossen gesicherten Zellen
gefarbt wurden.

Falsch positive Markierungen traten erwartungsgemaf nicht auf.

Tabelle 8 — Negativkontrollen zu den Farbungen

Nr. F.-Nr. | Organ | AK | Erg. |
1 1 Milz HP1 -
2 1 Milz T.1 -
3 2 Lunge | HP1 -
4 2 Lunge | T.I -
5 3 Niere T. 1 -
6 4 Lunge | T.I -
7 5 Milz T.1 -
8 6 Milz T.1 -
9 7 a Niere | HP1 -
10 7b Niere | HP1 -
11 8 Niere | HP1 -
12 9 Lunge | HP1 -
13 9 Lunge | T.I -
14 10 Milz HP1 -
15 11 Niere | HP1 -
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4.8 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die durchgefuhrten Schussversuche und deren Auswertung zeigen, dass an
den Geschossen des Typs PEP regelmalig ausreichend Zellen haften bleiben,
um nach Sicherung selbiger auf einem Objekttrager, sei es im
Abstrichverfahren oder durch Asservieren mittels Spurensicherungsfolie, die
Zellen immunzytochemisch zu farben und deren Organzugehdrigkeit zu
bestimmen.

Abstreifeffekte durch Haut oder umliegendes Muskelgewebe (hier: simuliert
durch die Gelatine) hatten anscheinend keinen allzu groRen Einfluss auf die
resultierenden Ergebnisse. Eine eindeutige Bestimmung der
Organzugehdrigkeit sichergestellter Zellen war in allen Fallen und bei allen
verwendeten  Geschosstypen mdglich. Durch den Beschuss von
Gelatineblocken konnte durch den Verlauf des Schusskanals sichergestellt
werden, dass die Geschosse die Organe auch wirklich getroffen hatten.
Fehlversuche konnten so verworfen werden.

An PEP-Geschossen waren haufig schon makroskopisch Zellen bzw.
Gewebereste erkennbar (s. Abbildung 20). Gerade im Abstrichverfahren war es
hierdurch nicht selten moglich, durch die Konzentration der Zellen im Rahmen
der Eintrocknung auf dem Objekttrager einen dichten Zellrasen zu erzeugen.
Dies machte eine Auswertung des Ergebnisses meist sehr einfach. In manchen
Fallen war die Auswertung allerdings erst durch genaues Hinschauen maoglich,
vor allem dann, wenn nur wenige Zellen auf dem Objekttrager gesichert werden
konnten.

Auch in den Versuchen mit anderen Geschosstypen des Typs HSG bzw. VMG
konnte exemplarisch gezeigt werden, dass beide Verfahren, sowohl das
Abstrichverfahren wie auch das Anwenden der Spurensicherungsfolie,
zuverlassig eindeutige Ergebnisse liefern kénnen. HSG und VSG wurden
stellvertretend fur Zerlegungsgeschosse (HSG) bzw. formstabile Geschosse
(VMG) verwendet. Erwartungsgemals war bei den VMG die Ausbeute an
anfarbbaren Zellen deutlich geringer. Nichtsdestotrotz verblieben auch auf

diesen Projektilen gentugend Zellen, um diese selektiv anfarben zu kénnen.
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5 Diskussion

5.1 Epidemiologie

Aktuelle Zahlen des Bundeskriminalamtes belegen die hohe Anzahl von
Straftaten, bei denen in Deutschland von Schusswaffen Gebrauch gemacht
wird. So wurden im Jahr 2006 Uber 4500 Straftaten registriert, bei denen eine
Schusswaffe verwendet wurde (Polizeiliche Kriminalstatistik 2006). Dabei
entfallen Uber ein Drittel der Falle auf gefahrliche und schwere Korperverletzung
und Straftaten gegen das Leben.

Bei Totungsdelikten, die innerhalb von Deutschland vertubt wurden, schwankt
der Anteil der Straftaten bei denen eine Schusswaffe als Tatwerkzeug
verwendet wurde je nach Studie zwischen 19 und 30 % (Rammelsberg &
Nowak 1999, Leistler 2006). Im aul3ereuropaischen Ausland ist der Anteil in der
Regel sogar weitaus hoher. In den USA werden bspw. 60 - 70 % der
Fremdtotungen mit Schusswaffen begangen (Chapman 1996, Dahlberg et al.
2004, Rosengart et al. 2005). In der Turkei waren es 63 % (Azmak et al. 1998),
in Kolumbien sogar 90 % (Cardona et al. 2005). Die eindeutigen Unterschiede
zwischen den genannten Landern lassen sich mit der von Land zu Land
unterschiedlichen Waffengesetzgebung sowie den Unterschieden hinsichtlich
der Verfugbarkeit von Waffen erklaren. Nichtsdestoweniger belegen diese
Zahlen die Bedeutung von Toétungsdelikten mit Schusswaffen, auch fur Lander
wie Deutschland mit einer im internationalen Vergleich sehr restriktiven
Waffengesetzgebung.

Fremdtotungen mittels Schusswaffe erfolgen oftmals unter mehrfacher
Schussabgabe. Dabei kommen aufgesetzte Schisse genauso vor wie Schiusse
aus geringer oder weiterer Entfernung. Die Trefferlokalisation linksthorakal-
vorne ist die in Deutschland am Haufigsten zu beobachtende (Rammelsberg &
Nowak 1999), aber auch die Leber wird aufgrund ihrer GrofRe nicht selten in
Mitleidenschaft gezogen. Selbst bei Unfallen wird in Uber einem Drittel der Falle
der Korperstamm getroffen (Karger et al. 1996 b). Herz- und Leberschisse sind

daher von hoher rechtsmedizinischer Relevanz und Schussverletzungen dieser
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Organe sind im Allgemeinen als lebensgefahrlich einzustufen. Aus diesem
Grund wurden diese beiden Organe auch in unseren Versuchen verwendet.
Bezlglich der Art der verwendeten Waffen ist auffallig, dass in der weit
uberwiegenden Anzahl der Falle Kurzwaffen wie Pistolen oder Revolver
verwendet werden. Dies geschah z.B. in der Zeit von 1993 bis 1999 in 77 % der
im Einzugsbereich der Rechtsmedizin Mdunster registrierten Falle (Leistler
2006). In anderen Untersuchungen lag der Gebrauch von Kurzwaffen zwischen
65 und 80 % (Karger et al. 2002, Rammelsberg & Nowak 1999). In Uber 80 %
der Falle wurden illegale Waffen verwendet, meist in den gangigen Kalibern
7,65 mm und 9 mm Para / Luger. Daher wurde auch in dieser Arbeit auf
gangige Kurzwaffen des Kalibers 9 mm zurtckgegriffen, was eine Anwendung
der untersuchten Methoden bei Kugeln anderen Kalibers jedoch keineswegs
ausschlie®t, wie einzelne Studien bereits belegen (Nichols & Sens 1990,
Knudsen 1993).

5.2 Ergebnisse

Im Rahmen der durchgefuhrten Versuche konnte eindeutig gezeigt werden,
dass immunzytochemische Verfahren einen zuverlassigen Weg darstellen um
nachzuweisen, welche Organe eine bestimmte Kugel durchschlagen hat. Durch
den vergleichsweise groflen Umfang der Stichprobe konnte gezeigt werden,
dass ein solcher Nachweis im Falle von PEP - Geschossen, wie sie seit 1999
im Polizeidienst verwendet werden, mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit gelingt.
Ein Nachweis der getroffenen Organe war in allen der 111 mit PEP-
Geschossen durchgefuhrten Versuche moglich, bei denen das Organ
ordnungsgemal getroffen wurde.

Aber auch bei den alternativ verwendeten Geschossen des Typs VMG oder
HSG war ein Nachweis in allen Fallen moglich, so dass zumindest
exemplarisch gezeigt werden konnte, dass die angewendeten Verfahren auch
hier zum Erfolg fihren kénnen. Dies belegen auch Untersuchungen und Case
Reports in denen bereits gezeigt werden konnte, dass der Nachweis von
biologischen Spuren an Vollimantel- bzw. Hohlspitzgeschossen prinzipiell
gelingen kann (Smith & Harruff 1988, Nichols & Sens 1990, Knudsen 1993).
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Bei dem hier angewandten Markierungsverfahren handelt es sich um die LSAB-
Methode. In Voruntersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass dieses
Verfahren sowohl beim Menschen wie auch beim Schwein hervorragend zum
spezifischen Nachweis der Organherkunft von Leber- bzw. Herzzellen
herangezogen werden kann (Wehner et al. 2007). Fir die im weiteren Verlauf
durchgefuihrten Versuche konnte daher ausschlieBlich auf Schweineorgane
zuruckgegriffen werden. Der Beschuss von menschlichen Leichen verbot sich
aus ethischen Uberlegungen, da von ihm keine weitergehenden Erkenntnisse
zu erwarten gewesen waren.

Zur spezifischen immunzytochemischen Markierung der Zellen wurden
monoklonale AntikOrper gegen ein mitochondriales Antigen von Epithelzellen
der Leber (HepPar1) zum Nachweis von Hepatozyten (Leberzellen), sowie
Antikérper gegen kardiales Troponin | zur spezifischen Detektion von
Kardiomyozyten (Herzmuskelzellen) als Primar-AK verwendet, da die
entsprechenden Antigene sich als hochspezifisch fur diese beiden Organe
erwiesen haben:

Troponin | ist ein 23 kDa schweres Protein und bildet zusammen mit den
Troponinen T und C eine von drei Untereinheiten des Troponin-Komplexes der
quergestreiften Muskulatur. Es ist dort an Actin und Tropomyosin gebunden
(Hansen & Rossen 1999) und mafgeblich fur die kalziumabhangige Regulation
der Actin-Myosin-Wechselwirkung bei der Muskelkontraktion verantwortlich
(Loffler 2003). Die kardialen Troponine | und T unterscheiden sich strukturell
von den entsprechenden Troponinen in der Skelettmuskulatur und sind somit
kardiospezifisch. Das bedeutet, dass sie nur in der Herzmuskulatur vorkommen.
Diesen strukturellen Unterschied macht man sich nun bei der
immunhistochemischen ldentifikation von Herzmuskelgewebe zunutze, da es
moglich ist AK spezifisch nur gegen die kardialen Troponine | bzw. T zu
synthetisieren. Ein solcher AK der Fa. Dako wurde fur die hier angewandten
immunzytochemischen Detektionsverfahren verwendet.

Als Laborparameter wird Troponin | im klinischen Alltag bereits standardmafig
zur Diagnose bzw. zum Ausschluss von Herzinfarkten herangezogen (Falahati
et al. 1999, Maisel et al. 2000).
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Auch in der Rechtsmedizin wurde Troponin | als maoglicher biochemischer
Marker zur post-mortem Diagnose von friihen Herzinfarkten als mdgliche
Todesursache vor einigen Jahren ins Feld gefuhrt (Hansen & Rossen 1999).
Spatere Untersuchungen zeigten aber, dass Troponin | zwar nach Herzinfarkten
im Serum und im Perikard erhéhte Konzentrationen aufweisen kann, dass dies
jedoch auch bei anderen Todesursachen der Fall ist, sodass die Spezifitat
dieses Parameters fur diesen Zweck nicht allzu grol3 zu sein scheint (Pérez-
Carceles et al. 2004).

Troponin | ist essentieller Bestandteil des Herzens und kommt dort immer vor.
Daher ist es im Falle der PEP-Geschosse nahezu ausgeschlossen, dass ein
Geschoss das Herz getroffen hat, wenn der spezifische Nachweis von
Herzzellen nach dem hier beschriebenen Verfahren nicht gelingt, sofern die
Geschosse innerhalb weniger Stunden nach der Tat einer Analyse zugefuhrt
werden konnten. Dies gilt nicht mehr, wenn die Zersetzung der Proteine schon
zu weit fortgeschritten sein konnte, da im Falle einer Zersetzung der Troponine
eine Auswertung auch negativ ausfallen kann, obwohl das Geschoss das Herz
getroffen hat.

HepPar1 ist ein Antigen, welches spezifisch flr Leberzellen ist (Amarapurkar et
al. 2006). Es lasst sich sowohl in normalen Leberzellen wie auch in
neoplastischen Leberzellen (bspw. bei hepatozellularen Karzinomen)
nachweisen. Hierbei hat sich die Detektion von HepPar1 als nutzlichen Marker
zur Differenzierung von Leberzellkarzinomen (HCC) von Metastasen anderer
Tumoren und Cholangiokarzinomen herausgestellt (Zhen et al. 2003,
Amarapurkar et al. 2006, Shiran et al. 2006). Neuere Studien haben gezeigt,
dass sich das betreffende Antigen nur in den Mitochondrien der
Leberparenchymzellen detektieren lasst (Pang et al. 2006). Erst kirzlich gelang
der Nachweis, dass es sich bei HepPar1 um ein mitochondriales Enzym des
Harnstoffzyklus mit einer GroRe von 165 kDa handelt, namlich um die
Carbamoylphosphatsynthetase 1 (CPS1). Die CPS1 ist entscheidend an der
Harnstoffzyklus-Regulation in den Mitochondrien beteiligt (Butler et al. 2008).
Das erklart auch die hohe Spezifitat von HepPar1 fur die Leber, da sich der

Harnstoffzyklus nur dort abspielt. Er ist damit anderen Markern fur eine
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hepatozellulare Differenzierung wie bspw. AFP oder CEA vorzuziehen, da diese
regelmallig auch in anderen Geweben (z. B. Mukosazellen des Darms,
Keimzelltumoren, etc.) nachgewiesen werden konnen.

Im Falle der Leber kdonnte im Gegensatz zu Herzzellen der Nachweis von
Leberzellen an Geschossen nach dem hier beschriebenen Verfahren unter
Umstanden allerdings auch dann negativ ausfallen, wenn die Kugel die Leber
getroffen hat und das Geschoss rechtzeitig einer Untersuchung zugefuhrt
wurde, falls die Leber bspw. durch eine Leberzirrhose in ihrer Syntheseleistung
schon so weit eingeschrankt ist, dass sie nicht mehr in der Lage ist ausreichend
HepPar1 zu synthetisieren. Besteht ein solcher Verdacht, so konnte man einen
Schnitt der Leber des Opfers immunhistochemisch farben, um sich Klarheit zu
verschaffen. Fallt dieser Markierungsversuch negativ aus, dann ist von einem
Versuch des Nachweises von Leberzellen an den Geschossen nach dem hier
beschriebenen Verfahren abzusehen, da ein positiver Nachweis in diesem Fall
praktisch ausgeschlossen ist, unabhangig davon ob die Leber getroffen wurde
oder nicht.

Die Ummantelung der Organe mit Haut sowie das Eingielen Selbiger in
Gelatineblocke waren bei allen Geschosstypen fir das Ergebnis
augenscheinlich nur von untergeordneter Bedeutung. Der Nachweis von
biologischen Spuren an den Geschossen wurde hierdurch nicht signifikant
erschwert. Einzig bei den VMG schienen grundsatzlich und unabhangig vom
Versuchsaufbau eher vereinzelt Zellen nachzuweisen zu sein, was sich
wahrscheinlich durch die glattere Oberflache dieser Projektilart erklaren lasst,
die vermutlich daftr verantwortlich ist, dass quantitativ entsprechend weniger
biologische Spuren an den Kugeln selbst haften blieben. Bei Deformations-
bzw. Zerlegungsgeschossen dagegen entstehen im Schusskanal oft Licken
bzw. scharfe Kanten, an denen sich Gewebespuren sammeln konnen. Dies
begunstigt die spatere Gewinnung von Zellen, welche oft schon makroskopisch
auf den Geschossen zu erkennen waren (s. Abbildung 20).

Ganz allgemein war in nahezu allen Fallen zu beobachten, dass Leberzellen
tendenziell leichter und vor allem in groRerer Zahl nachzuweisen sind als

Herzzellen. Dies liegt vermutlich daran, dass Muskelgewebe einen deutlich
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starkeren Zellverbund aufweist als bspw. das vergleichsweise lockere
Lebergewebe. Wahrscheinlich bleiben deshalb mehr Leberzellen an den
Geschossen haften. Die Organgrof3e konnte jedoch auch eine Rolle spielen, da
die Leber einen deutlich groReren Durchmesser aufweist als das Herz und die
Kugeln daher einen langeren Weg durch das Organ zurlcklegen missen, wenn
sie dieses durchdringen. Aufierdem scheinen die Leberzellen auf den
Projektilen einen grolReren Zellschaden durch die Wucht der Geschosse
davonzutragen als die Herzmuskelzellen, was auch schon Nichols & Sens in
ihren Studien aufgefallen ist (Nichols & Sens 1991). Die Geschoss-
geschwindigkeit kdnnte ebenfalls einen nicht unerheblichen Einfluss auf die
Intaktheit der gewonnenen Zellen haben. Bei der Benutzung von ,high velocity®
und ,high performance® Projektilen kann der Schaden an den Zellen unter
Umstanden deutlich grélRer ausfallen, als bei den hier verwendeten ,low
velocity® Geschossen (ebd.). Dies kénnte eine Gewinnung von biologischen
Spuren an Hochgeschwindigkeitsprojektilen und ihre anschlieliende Analyse
unter Umstanden erschweren, jedoch sind positive Ergebnisse auch hier nicht
ausgeschlossen, so dass der Versuch eines spezifischen Nachweises
biologischer Spuren auch bei Hochgeschwindigkeitsprojektilen zu empfehlen
ist.

Kreuzreaktionen bzw. falsch positive Ergebnisse durch die Verwendung von
Schweinegelatine kdénnen ausgeschlossen werden, da die Gelatine nach
Herstellerangaben aus reinem natirlichem Kollagen (Gerusteiweild der
Knorpelzellen, der Sehnen und des Bindegewebes vom Schwein) hergestellt
wird (Linnmann 2007). Da die verwendeten Antikdrper sich hochspezifisch
gegen Antigene des Herzens bzw. der Leber richten und reines natirliches
Kollagen weder Troponine noch die detektierten hepatischen mitochondrialen
Antigene enthalt, eignete sich Gelatine hervorragend fur die Versuche.

Die Beschaffenheit der Geschosse wird durch die hier angewendeten
Untersuchungsmethoden nicht beeintrachtigt. Daher steht einer nachfolgenden
ballistischen Untersuchung der Projektile zur eindeutigen Zuordnung zu
eventuell infrage kommenden Tatwaffen durch einen Kriminologen oder

Ballistiker nichts im Wege.
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Aulerdem konnte in Vorversuchen bereits gezeigt werden, dass auch nach den
immunzytochemischen Farbungen DNA an gefarbten Zellen nachweisbar ist
und eine DNA-Bestimmung zum Beispiel im Rahmen einer STR-Typisierung
ohne Probleme mdglich ist (Wehner et al. 2007). Sollte die Menge
nachweisbarer nuklearer DNA hierfur einmal nicht ausreichen, so kann auch
versucht werden mittels einer Bestimmung der mitochondrialen DNA zum Ziel
zu gelangen, da diese in groferer Kopienzahl in den Zellen vorliegt (Szibor et
al. 2000). Dabei kdénnen einzelne Zellen bspw. mittels ,laser microdissection®
wieder von den Objekttragern gewonnen und dann weiterverarbeitet werden (Di
Martino et al. 2004 a und b). Die Farbungen haben also auf die Gewinnung und
Analyse der vorhandenen DNA nachweislich keinen Einfluss. Eine Zuordnung
der Zellen zu einem oder mehreren infrage kommenden Opfern im Falle
mehrerer verletzter Personen ist also problemlos mdglich.

Fir die PEP-Geschosse werden laut Herstellerangaben beim Beschuss von
Gelatine maximale Eindringtiefen von 30 cm angegeben, allerdings zeigte sich
in den Versuchen, dass durchaus auch Eindringtiefen von 40 cm und mehr
mdglich sind. Grund hierfur kénnte moglicherweise der geringere Widerstand
der in die Blécke eingegossenen Organe im Vergleich zu Blécken aus reiner
ballistischer Gelatine sein. Dies zeigt, dass Durchschusse in der Praxis bei den
PEP-Geschossen durchaus moglich sind, eine Erfahrung, die nach
systematischen Beschussversuchen auf Schweinekadaver bereits beschrieben
worden ist. Hier kam es bei 23 von 50 Fallen (46 % der Falle) zu
Durchschussen (Stein et al. 2006). Allerdings reicht die verbleibende Energie in
der Regel nicht aus, um eine weitere Person ernsthaft zu gefahrden (ebd.
2006).

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die hier beschriebenen
immunzytochemischen Verfahren einen wertvollen Beitrag zur Klarung von
Totungsdelikten  nicht nur bei  Messerstichen, sondern auch Dbei
Schussverletzungen und moéglichen Kombinationen aus diesen leisten konnen.
Auch wenn Ansatze existieren, charakteristische Geschosseintrittswunden und
Schmauchpartikelspuren mit haufig verwendeter Munition und den am

haufigsten verwendeten Waffen zu korrelieren (Stein et al. 2006, Lepik &
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Vasiliev 2005), so kann ein wirklicher Nachweis des die Lasion verursachenden
Geschosses auf diese Weise nur in Einzelfallen erfolgen.

Das hier beschriebene Verfahren bietet dagegen eine zuverlassige Moglichkeit,
an einer sichergestellten Kugel den Nachweis zu erbringen, ob Herz und/oder
Leber als Vertreter zweier lebenswichtiger Organe von dieser Kugel getroffen
wurden oder nicht. Letztlich 1asst sich dieses Verfahren durch den alternativen
Einsatz weiterer AK, welche sich spezifisch gegen andere Gewebstypen wie
bspw. Milzgewebe richten, erweitern. So kann ein spezifischer Nachweis unter

Umstanden auch fiur die tbrigen Organe und Gewebstypen erfolgen.

5.3 Fehlerquellen

Grinde fur Fehler in der Immunhistochemie sind vielfaltig, meist methodischer
Art und in den seltensten Fallen lasst sich die Ursache im Nachhinein
bestimmen. Allgemeine Fehlerquellen entstehen vor allem durch Unachtsamkeit
und betreffen z. B. das Verwechseln von Antikdrpern, das Auslassen von
Reaktionsschritten oder die falsche Verdunnung der Antikorper. Da es sich bei
den im Rahmen dieser Versuche angefarbten Zellen um Nativmaterial handelt
kommt zumindest eine Uberfixation des Gewebes nicht in Betracht. Auch eine
Paraffinierung des Gewebes erfolgte nicht. Gelegentlich fuhrt zu heiRes Paraffin
zu einer Denaturierung der Proteine und kann damit die Ergebnisse einer
immunhistochemischen Farbung negativ beeinflussen.

Falsch negative Immunreaktionen kdnnen auftreten, wenn die
Trocknungstemperatur mehr als 60 °C betragt, da das Antigen ab dieser
Temperatur zerstort werden kann (Noll 2000). Die kurze Antrocknungszeit der
Abstrichpraparate im Brutschrank bei 72 °C schien in unserem Fall allerdings
keinen Einfluss auf die Ergebnisse zu haben. Hierbei sollte jedoch darauf
geachtet werden, dass die Zellen nur fur eine kurze Zeit dieser Temperatur
ausgesetzt werden und nur so lange, bis die Zellen auf den Objekttragern
eingetrocknet sind, da sonst eine Denaturierung der Proteine nicht
ausgeschlossen werden kann. Zu einer Hemmung der Farbentwicklung kann es
auch bei Verwendung Natriumazid-haltiger Spulpuffer in hohen Konzentrationen

kommen, da Natriumazid die Bindung der Peroxidase an sein Substrat
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verhindern kann. Unndtige Hintergrundreaktionen konnen durch ausreichend
lange Spulzeiten vermieden werden. Als Grundsatz gilt hierbei, dass nicht zu
viel gespult werden kann, nur zu wenig (Noll 2000).

Um die Wahrscheinlichkeit methodischer Fehler zu minimieren wurde in
unserem Fall ein einheitliches Markierungsprotokoll verwendet (s. Abschnitt 9.4)
und mogliche Fehlerquellen in regelmafigen, kurzfristigen Abstanden tberpruift.
Insbesondere jede negative Immunreaktion ist vor diesem Hintergrund kritisch
zu betrachten und gegebenenfalls nachzuprufen.

Bei unseren Versuchen trat in einem Fall eine falsch-positive
immunzytochemische Markierung der Auslasskontrolle auf (s. Tabelle 7). Als
mogliche Ursache kommt hier bspw. eine unzureichende Blockierung
zelleigener Strukturen bei der Auslasskontrolle infrage, oder aber ein Fehler bei
der Markierung an sich durch ein irrtimliches Vertauschen von Reagenzien.
Moglich ist aber auch eine Interaktion zwischen dem als Negativkontrolle
verwendeten Ig G Antikorper der Firma Dako und dem gefarbten Gewebe. Des
Weiteren kommen unter Anderem unspezifische Chromogen-Gewebe-Addukte
in Betracht. Der wahre Grund lie® sich jedenfalls im Nachhinein nicht mehr
klaren.

Eine im Anschluss durchgefuhrte erneute Gewinnung von Zellen von den
untersuchten Geschossen und die anschlieBende Farbung Selbiger ergaben
eindeutige Nachweise von Zellen der jeweils beschossenen Organe. Ein
solches Vorgehen ist daher im Allgemeinen zu empfehlen, falls eine
immunzytochemische Farbung nicht ordnungsgemal® funktioniert hat. Die
Resultate des vorangegangenen Markierungsversuchs wurden in unserem Fall
verworfen, sie hatten aber dennoch fir eine DNA-Analyse verwendet werden

konnen. Einzig und allein das Ergebnis der Farbung war nicht verwertbar.
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5.4 Zeitabhangige Nachweisbarkeit der betreffenden

Antigene

Um die zeitabhangige Nachweisbarkeit der betreffenden Antigene HepPar1 und
Troponin | zu bestimmen, wurden im Vorfeld Versuche an Zellen mit
unterschiedlichen Liegezeiten durchgefuhrt. Dabei wurden die in diesem Fall
von Messerklingen sichergestellten frischen Zellen erst nach Liegezeiten
(ungeklhlt) bis zu einem Monat auf Objekttrager verbracht und anschlielend
gefarbt. Hierbei stellte sich heraus, dass bereits nach 3 Tagen unspezifische
Hintergrundfarbungen eintraten, welche aber noch keine Bedeutung fur die
Auswertbarkeit der betreffenden Ergebnisse hatten.

Nach 13 Tagen Liegezeit war eine Auswertung aufgrund der bereits zu weit
fortgeschrittenen Degeneration der nachzuweisenden Gewebeproteine nicht
mehr moglich (Wehner et al. 2007).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die zu untersuchenden Geschosse nach den
Schussversuchen bis zur Aufarbeitung bei ca. 4 °C im Kuhlschrank gelagert.
Hierdurch konnten in Einzelfallen auch noch nach mehr als 3 Wochen
eindeutige Ergebnisse erzielt werden, da die getrockneten und gekihlten Zellen
mitsamt ihrer spezifischen Gewebsstrukturen auf den Projektilen hierdurch
erwartungsgemaly weit weniger schnell zu degenerieren schienen. Nach 4
Wochen war ein Nachweis jedoch auch hier nicht mehr moglich.

Aufgrund  dieser begrenzten zeitlichen  Nachweisbarkeit der zur
organspezifischen Markierung herangezogenen Antigene empfiehlt es sich
daher, sichergestellte Geschosse, die einer Analyse zugeflhrt werden sollen,
gekuhlt zu lagern und schnellstmoglich  weiterzuverarbeiten, damit
immunzytochemische Verfahren Uberhaupt noch fur einen Nachweis der
Organzugehdrigkeit der sichergestellten Zellen genutzt werden kénnen.

Einmal gefarbt kdbnnen die Ergebnisse dann fir langere Zeit (mehrere Jahre)
aufbewahrt werden, ohne dass sich das Endergebnis der Farbungen hierbei
noch weiter verschlechtert. Es empfiehlt sich jedoch, Abstrichpraparate
einzudeckeln, um eine weitere Verschmutzung bzw. Verunreinigung des

Objekttragers im Nachhinein zu verhindern.
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5.5 Erganzende Nachweismoglichkeiten der einer Kugel

zuzuordnenden Schussverletzung

Wahrend der Versuche wurden zwei Phanomene beobachtet, die eine
erganzende Moglichkeit bieten konnen, den Weg, den eine bestimmte Kugel
genommen hat, der Kugel selber zuzuordnen. Dies betrifft wie nachfolgend
erlautert Uberwiegend Teilmantel- bzw. Zerlegungsgeschosse.

In zwei Fallen konnte beobachtet werden, dass Teile eines Geschosses sich im
Wundkanal vom Rest der Kugel I6sten und dort zurtckblieben.

Zum einen wurde eine Kugel, die in einem etwas zu steilen Winkel auf den
Gelatineblock traf, am Boden der Tischplatte, auf der der Block gelagert war, in
eine andere Richtung abgelenkt. Hierbei l0ste sich das blaue Kugelchen,
welches sich bei den PEP-Geschossen an der Spitze des Projektils befindet,
und verblieb an Ort und Stelle (s. Abbildung 22). In diesem Fall ist es
offensichtlich, dass der betreffende Wundkanal von einem PEP-Geschoss
verursacht wurde und somit nur ein Schuitze fur die Verletzung verantwortlich
sein kann, der auch ein solches Geschoss verwendet hat. Diese Information ist
jedoch nur dann von Nutzen, wenn nicht alle infrage kommenden Schutzen
PEP-Geschosse verwendet haben.

Der zweite Fall betrifft die HSG stellvertretend flr Zerlegungsgeschosse.
Hierbei konnte ein Splitter eines Hohlspitzgeschosses (s. Abbildung 23) in der
linken Herzkammer eines in einen Gelatineblock eingegossenen Herzens
gefunden werden. Auch hier kann in dem Fall nur ein Schitze infrage kommen,
welcher ein solches Geschoss verwendet hat. In beiden der oben genannten
Falle kann so unter Umstanden bei der Klarung eines Tathergangs schon im
Vorfeld geklart werden, wer als Schutze infrage kommt. Die Heranziehung von
Metallpartikeln zum Verbinden eines bestimmten Projektils mit einer
verursachten Eintrittswunde nach eben diesem Prinzip wurde in der Literatur
bereits beschrieben (Zeichner 2003). Dennoch ist die immunzytochemische
Aufarbeitung und Untersuchung der Geschosse auch hier zu empfehlen, da sie
eindeutige Evidenz zu liefern imstande ist und so ggf. bestehende Zweifel zu

beseitigen vermag.
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5.6 Verfahren zur Zellgewinnung

Bezlglich des direkten Vergleichs der Ergebnisse von Abstrichen und Folie war
zu beobachten, dass beide Verfahren sich prinzipiell dazu eignen ein Geschoss
zu untersuchen. Spezifische Nachweise der gesuchten biologischen Spuren
waren in allen Fallen und bei jedem Munitionstyp der verwendet wurde maoglich.
Allerdings haben die im Abstrichverfahren gewonnenen Ergebnisse den Vortell,
dass sie eingedeckelt werden kdnnen. Das erleichtert die spatere Archivierung
der Ergebnisse und verhindert nachtragliche Verunreinigungen des
Objekttragers. Die Spurensicherungsfolie dagegen adsorbiert Uber einen
langeren Zeitraum in nicht unerheblichem MalRe Schmutzpartikel z.B. aus der
Luft.

Aulerdem ist es bei der Gewinnung von Abstrichen leichter mdglich die
teilweise nur vereinzelt vorzufindenden Zellen auf eine kleine Flache auf einem
Objekttrager zu konzentrieren, indem man diese vorher mit einem Dako-Pen
umrahmt und die Suspension mit den biologischen Spuren auf dieser Flache
auf dem Obijekttrager eintrocknen lasst. Eine solche Mdglichkeit bietet die
Spurensicherungsfolie nicht, was eine nachtragliche Auswertung erschweren
kann.

Die Gewinnung von DNA aus dem sichergestellten Zellmaterial ist in beiden
Fallen madglich. Keines der beiden Verfahren unterliegt hierbei
Einschrankungen. Fir den Fall der Spurensicherungsfolie beschreiben Hall und
Fairley in einem Artikel sogar ein Verfahren, in dem Folie, welche bereits fur
den Nachweis von Schmauchspuren verwendet wurde, auch zur Extraktion von
DNA herangezogen werden kann (Hall & Fairley 2004). Sie erzielten hierbei
eine 80%ige Erfolgsrate bei der Extraktion von DNA von einem Mini Tape. Die
Moglichkeit einer DNA-Typisierung von biologischen Spuren an Vollmantel- und
Hohlspitzgeschossen wurde daruber hinaus bereits vor einiger Zeit beschrieben
(Karger et al. 1996 a). Hier lag die Erfolgsquote sogar bei 100 % der
untersuchten Geschosse. Eine Kugel mit einem Opfer zu verbinden, welches
durch diese verletzt wurde, erwies sich also als vergleichsweise

unproblematisch.
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Die Gewinnung der DNA von Objekttragern nach Abstrichverfahren wurde
bereits in unseren Vorversuchen erfolgreich durchgefihrt (Wehner et al. 2007)
und gehort zu den Standardverfahren in der Rechtsmedizin.

Bei samtlichen Versuchen konnten biologische Spuren stets unmittelbar beim
ersten Anlauf von den Geschossen gewonnen und nachgewiesen werden.
Sollte doch mal ein Ergebnis negativ ausfallen, so kann immer noch versucht
werden einen erneuten Abstrich vom Geschoss zu gewinnen und diesen dann
zu farben. Unter Umstanden fuhrt das dann zum gewunschten Ergebnis. Ein
solches Vorgehen war hier jedoch in keinem Fall notwendig. In besonders
schwierigen Fallen kann auch versucht werden, biologische Spuren an
Geschossen unter dem Elektronenmikroskop gezielt zu lokalisieren und im
Anschluss zur zytologischen Untersuchung zu entnehmen. Ein solches
Verfahren stellten Di Maio et al. bereits vor etwa 20 Jahren vor. Ebenfalls
beschrieb er die Mdglichkeit, durch die Erfassung des Roéntgenspektrums,
welches von den adsorbierten Spuren am Geschoss bei diesem Verfahren
ausgesendet wird, bereits erste Hinweise auf die chemische Zusammensetzung
der Spuren zu bekommen (Di Maio et al. 1986).

In der Literatur werden dartber hinaus noch weitere Verfahren beschrieben, mit
denen es prinzipiell moglich ist biologische Spuren von Geschossen zu
asservieren. So schlagt bspw. Nichols vor, die Waschlosung, welche man nach
dem Reinigungsvorgang von Kugeln vor ballistischen Untersuchungen in der
Vergangenheit meist verworfen hat, mit einem zytologischen Filter der
PorengrofRe 5 uym zu filtern (Nichols & Sens 1990). So erhalt man auf der einen
Seite ein fur weitere Untersuchungen aufgereinigtes Geschoss, auf der anderen
Seite aber auch Spuren, die im weiteren Verlauf zytologisch aufgearbeitet
werden kénnen. Des Weiteren ist es mdglich, groRere Zellansammlungen, die
sich unter Umstanden in den Rinnen und Furchen von Deformations-
geschossen sicherstellen lassen, in Paraffinblocke einzubetten und
anschlie3end histologisch aufzuarbeiten. Dieses Verfahren kann grundsatzlich
auf jedes groRere Gewebefragment angewendet werden und wurde ebenfalls
bereits von Nichols & Sens erfolgreich durchgefuhrt (ebd. 1990). Letztlich ist

das angewendete Verfahren zur Gewinnung der Zellen nur von untergeordneter
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Bedeutung flr das Ergebnis, solange es durch selbiges moglich ist, die Spuren
auf einen Objekttrager zu bringen und im Anschluss immunzytologisch
aufzuarbeiten. Es sollte jedoch darauf geachtet werden, dass dies maoglichst
schonend geschieht, um eine anschliefiende Auswertung nicht zu erschweren.
Entscheidender fur den Erfolg ist weniger das Verfahren der Spurensicherung,
sondern eher dass die Aufarbeitung zeitnah geschieht, bevor die Degeneration

der Antigene zu weit fortgeschritten ist.
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5.7 Schlussfolgerung aus der Arbeit

Wie die Versuche eindeutig zeigen konnten stellen immunzytochemische
Verfahren eine zuverlassige Moglichkeit dar an Geschossen nachzuweisen,
welche Organe diese verletzt haben. Dementsprechend sollte in komplizierteren
bzw. nicht eindeutigen Fallen bei mehreren Schussverletzungen an einem oder
mehreren Opfern der Versuch unternommen werden, die Zellen auf den
sichergestellten Projektilen anhand von Farbeverfahren wie den hier
beschriebenen ihrer jeweiligen Herkunft zuzuordnen. Da die beschriebenen
Verfahren in keinem Fall limitierend far bereits etablierte
Untersuchungsmethoden bei Schussverletzungen im rechtsmedizinischen
Alltag sind, ist ein Versuch im Zweifelsfall immer anzuraten.

Limitiert wird das hier beschriebene Verfahren allerdings durch ein zeitliches
Raster, da wie gezeigt werden konnte ein positiver Nachweis mittels der hier
verwendeten Antikérper nur innerhalb von 13 Tagen unter schlechten
Lagerungsbedingungen (z.B. bei Zimmertemperatur) bzw. bestenfalls noch
nach maximal 4 Wochen bei trockener Lagerung im Kuhlschrank zu erwarten
ist. Eine zeithahe Analyse der Zellen an sichergestellten Geschossen ist daher
in jedem Fall zu empfehlen und sollte bei einer Uberschreitung der zuvor

genannten Liegezeiten unterbleiben.
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6 Zusammenfassung

Wird ein Opfer durch mehrere Tatwerkzeuge verletzt, so ist es von hochster
Relevanz nachzuweisen, welches Tatwerkzeug welche Verletzung verursacht
hat. Umso bedeutender wird dieser Nachweis im Falle mehrerer infrage
kommender Tater, wenn man eindeutig beweisen moéchte, welcher Tater fur
welche Verletzungen des Opfers verantwortlich ist, auch vor dem Hintergrund
dass haufig nicht alle Verletzungen zwangslaufig auch potentiell
lebensgefahrlich  sind. Dieser Sachverhalt ist gerade auch bei
Schussverletzungen relevant, wenn z.B. das Opfer einmal durch das Bein und
einmal durch das Herz getroffen wurde. Im Falle von Durchschissen war ein
solcher Nachweis in der Vergangenheit haufig nicht moglich, da die Zuordnung
der Schusskanale zu den betreffenden Schutzen im Nachhinein nicht mehr
gelang.

Geht man davon aus, dass die Geschosse am Tatort aufgefunden werden
konnen, wie es nicht selten der Fall ist, dann musste fur eine eindeutige
Zuordnung der Verletzungen des Opfers zu den Schitzen das Geschoss
seinem jeweiligen Schusskanal am Opfer sowie einer Tatwaffe und einem
Schutzen eindeutig zugeordnet werden kdnnen.

Immunzytochemische Verfahren stellen, wie die Ergebnisse zeigen, eine
effektive Maoglichkeit dar, Verletzungen des Opfers eindeutig einem
Schusskanal zuzuordnen, falls beim Opfer von den Kugeln unterschiedliche
Organe getroffen wurden. Im Falle der PEP-Geschosse ist es mit sehr hoher
Wahrscheinlichkeit moglich Herz- bzw. Leberzellen an den Geschossen
nachzuweisen, falls diese Organe getroffen wurden.

Der spezifische Organnachweis erfolgte im Rahmen dieser Arbeit Uber die
Markierung herz- bzw. leberspezifischer Gewebeproteine mittels geeigneter
Antikorper (Anti-kardiales-Troponin-I bzw. Anti-HepPar1) und anschlieRender
»oichtbarmachung” dieser Antigen-Antikorper-Komplexe mittels eines
geeigneten Chromogens. Ein solcher Nachweis ist Grundvoraussetzung dafur,
dass eine Verletzung nach dem hier geschilderten Verfahren am Ende auch

eindeutig einem Tater zugeordnet werden kann. Dabei wurden die Zellen

65



sowohl im Abstrichverfahren mit feuchter Watte, als auch durch
Spurensicherungsfolie, wie sie von der Polizei verwendet wird, asserviert.
Aufgrund der Organspezifitat der untersuchten Proteine bedeutet der Nachweis
eines Antigens an einem Projektil, dass Selbiges auch das Organ verletzt hat.
So kann im Falle von mehreren Schussabgaben durch mehrere Schitzen
gezeigt werden, welches konkrete Geschoss nun welche Durchschuss-
verletzungen verursacht haben kann. Haben die aufgefundenen Organe
verschiedene Gewebe durchdrungen, was die Regel darstellt, so ist die
eindeutige Zuordnung eines Schusskanals nach dem hier beschriebenen
Verfahren mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit moglich.

Das Geschoss einer der infrage kommenden Tatwaffen zuzuordnen, mit
welcher es abgefeuert wurde, bereitet meist keine groReren Schwierigkeiten, da
die Verfeuerungsspuren am Projektil hierflr in aller Regel ausreichen. Kann die
Tatwaffe dann noch einem Schitzen zugeordnet werden, so ist die Beweiskette
(Verletzung — Opfer — Tatwaffe — Tater) geschlossen, die fur einen eindeutigen
Nachweis erforderlich ist (Karger 2001).

Fir den Fall der Durchsetzung unterschiedlicher Gewebearten beim Opfer kann
eine Zuordnung der biologischen Spuren an den Geschossen also das bisher in
solchen Fallen haufig fehlende Glied der oben genannten Beweiskette
schliefen und eine Zuordnung einzelner Schussverletzungen am Opfer zu den

daflr verantwortlichen Tatern ermdglichen.
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7 Glossar

Biotinyliert Mit Biotin Uber eine kovalente Bindung gekoppelt

Chromogen Farbstoff

Deformationsgeschoss | Ein Geschoss, welches nach dem Auftreffen auf das
Ziel seine Form verandert und daher ein verandertes
Energieabgabeverhalten im Ziel entwickelt (Beispiel:
PEP Geschosse)

Durchschuss Das Projektil durchschlagt den Korper (Ein- und
Ausschuss) (Penning 2006)

Epitop Der die Spezifitat eines Antikérpers bestimmende
Bereich eines Antigens (Noll 2000), hier kann ein
spezifischer AK binden

Fangschuss Schuss, mit dem ein verwundetes Tier zur Strecke
gebracht werden soll

Faustfeuerwaffe Waffe, die mit einer Hand abzufeuern ist (z.B. Pistole,
Revolver)

Geschoss Korper, der geschossen (beschleunigt) wird

Kinetische Energie

Beschreibt die Bewegungsenergie eines Geschosses
und ist abhangig von der Sprengladung der Patrone
sowie der Masse des Geschosses (m)

(E(kin)=1/2 * m *V?)

Kugel

Aus der Jagersprache: Synonym fur Geschoss

Magazinieren

Vorgang des Beladens des Magazins (meist einer

Pistole) mit Patronen

Monoklonale AK

Identische AK, welche alle von Klonen einer einzelnen
ursprunglichen Plasmazelle produziert werden und die
sich gegen ein bestimmtes Epitop eines Antigens

richten

Patrone

Zusammengesetzt aus Patronenhulse, Geschoss,

Spreng-/Treibladung und ggf. noch weiteren
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Bestandteilen (s. Abbildung 1)

Polyklonale AK

Antikorper, welche sich gegen verschiedene Epitope
eines bestimmten Antigens richten, die aber nicht nur

von einem Plasmazellklon abstammen

Projektil

Synonym zu Kugel / Geschoss / Schusskorper

Schmauch

die  Ruckstande des  Mduindungsfeuers  einer
Schusswaffe, im Wesentlichen gebildet durch
Verbrennungsprodukte des Anzindsatzes und der
Treibladung der Munitionspatrone, vor allem in der

Forensik auch als Schmauchspur bezeichnet

Sensitivitat

Verhaltnis aller als negativ erfassten Falle eines
Verfahrens zu allen wirklich negativen Fallen (Maf3 fur
die Empfindlichkeit)

Spezifitat

Verhaltnis aller als positiv erkannten Falle einer
Methode, eines Tests oder eines AK zu allen richtig
positiven Fallen (Noll 2000)

Teilmantelgeschoss

Kern ist teilweise ummantelt, die Spitze des
Geschosses allerdings nicht. Dies fuhrt zur
Deformierung bzw. in manchen Fallen sogar zur

Zerlegung des Geschosses (Schwerd 1992)

Vortex

Schuttler fur Reagenzgefal’e und Tubes

Zerlegungsgeschoss

Teilmantelgeschoss, welches so konstruiert ist, dass
es sich im Zielkérper in einzelne Splitter zerlegt und so
moglichst 100 % seiner kinetischen Energie an den

Korper abgibt
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9 Anhang

9.1 Legende zu Tabellen

Tabelle 9 — Legende zu Tabellen in Textteil und Anhang

Kirzel Werte und Bedeutung

Nr. Laufende Nummer der relevanten Praparate

Obj. Nr. entspricht der Nr. des Objekttragers im Praparatekasten

Organ spezifiziert das beschossene Organ
Leber
Herz
L+H Schuss durch Leber und Herz

Aufbau beschreibt den Versuchsaufbau (s. Kapitel 3.2)
nur Organ Organe wurden an Bindfaden aufgehangt und beschossen
in Gelatine Organe wurden in Gelatineblécke gegossen und beschossen
mit Haut Organe wurden mit Haut umwickelt und dann in Gelatineblécke

gegossen und beschossen
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AK

Farbungsverfahren mit entsprechendem Antikérper, der zur Markierung der

Antigene verwendet wurde

HP1 Anti-HepPar1
T.1 Anti-Troponin |
H (-) Markierung wie T. |, aber ohne Primar-AK (Auslasskontrolle)
L(-) Markierung wie HP1, aber ohne Primar-AK (Auslasskontrolle)
(=) (4 Wie Doppelfarbung, aber ohne Primar-AK (Auslasskontrolle)
Kugel Geschossart
PEP = Polizeieinsatzpatrone
HSG = Hohlspitzgeschoss
VMG = Vollmantelgeschoss
Methodik beschreibt das angewendete Verfahren der Zellgewinnung
Folie Spurensicherungsfolie der Polizei
Abstrich Abstrichverfahren wie in Kapitel 3.3 naher erlautert
F.-Nr. Fortlaufende Nr. der nacheinander durchgefiihrten Farbereihen, jede mit mind.
jeweils einer Positiv-/ Negativ- und Auslasskontrolle
Erg. Gibt das Ergebnis der Auswertung an

Positiv entspricht +

Negativ entspricht -
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9.2 Versuchsergebnisse bei PEP-Geschossen

Tabelle 10 — Auswertung der Schussversuche auf Herzen

Nr.| Obj. Nr. |Organ| Aufbau | AK|Kugel | Methodik | Erg. |
1 1 Herz | nur Organ PEP Folie
2 9 Herz | nur Organ PEP | Abstrich
3 10 Herz | nur Organ PEP | Abstrich
4 15 Herz | nur Organ PEP | Abstrich
5 26 Herz |in Gelatine PEP | Abstrich
6 27 Herz |in Gelatine PEP | Abstrich
7 28 Herz |in Gelatine PEP | Abstrich
8 29 Herz |in Gelatine PEP | Abstrich
9 30 Herz |in Gelatine PEP | Abstrich

10 31 Herz [in Gelatine
11 32 Herz |in Gelatine
12 33 Herz |in Gelatine
13 34 Herz [in Gelatine
14 35 Herz |in Gelatine
15 36 Herz |in Gelatine
16 37 Herz |in Gelatine
17 38 Herz [in Gelatine
18 39 Herz [in Gelatine
19 40 Herz |in Gelatine
20 41 Herz |in Gelatine
21 42 Herz [in Gelatine
22 43 Herz [in Gelatine
23 44 Herz |in Gelatine
24 45 Herz |in Gelatine
25 46 Herz [in Gelatine
26 47 Herz [in Gelatine
27 50 Herz |in Gelatine
28 51 Herz |in Gelatine
29 52 Herz [in Gelatine
30 53 Herz |in Gelatine
31 57 Herz |in Gelatine
32 59 Herz |in Gelatine
33 60 Herz |in Gelatine
34 63 Herz [in Gelatine
35 64 Herz |in Gelatine
36 65 Herz |in Gelatine
37 66 Herz [in Gelatine
38 68 Herz | mit Haut

39 69 Herz | mit Haut

40 70 Herz | mit Haut

41 71 Herz | mit Haut

42 72 Herz | mit Haut

43 73 Herz | mit Haut

44 74 Herz | mit Haut

45 75 Herz | mit Haut

PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich
PEP | Abstrich

b P ol o o o o o o o e o P o o o P o o o P o o o o o o P e e o P o o o P o o P o o o o P o

+l+ |+ |+ |+ ||+ [+ |F |+ |+ + |+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+ |+ ]|+ |+ ]|+ ]|+]|+][+]|+]|+][+]|+|+]|+]|+|+]+]|+][+]+]|+]+]+
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46 76 Herz | mitHaut |T.|| PEP | Abstrich +
47 77 Herz mitHaut |T.1| PEP | Abstrich +
48 78 Herz mitHaut |T.1| PEP | Abstrich +

Tabelle 11 — Auswertung der Schussversuche auf Lebern

Nr.| Obj.Nr. | Organ| Aufbau | AK | Kugel | Methodik | Erg. |
1 4 Leber | nur Organ | HP1| PEP Folie +
2 12 Leber | nur Organ | HP1| PEP | Abstrich +
3 13 Leber | nur Organ | HP1| PEP | Abstrich +
4 20 Leber | nur Organ | HP1| PEP | Abstrich +
5 81 Leber |in Gelatine | HP1| PEP | Abstrich | +
6 82 Leber |in Gelatine | HP1| PEP | Abstrich +
7 83 Leber |in Gelatine | HP1 | PEP | Abstrich +
8 84 Leber |in Gelatine | HP1| PEP | Abstrich +
9 85 Leber |in Gelatine | HP1| PEP | Abstrich +
10 86 Leber |in Gelatine | HP1| PEP | Abstrich | +
11 87 Leber |in Gelatine | HP1| PEP | Abstrich +
12 88 Leber |in Gelatine | HP1 | PEP | Abstrich +
13 89 Leber |in Gelatine | HP1| PEP | Abstrich | +
14 90 Leber |in Gelatine | HP1| PEP | Abstrich +
15 91 Leber |in Gelatine | HP1| PEP | Abstrich +
16 92 Leber |in Gelatine | HP1| PEP | Abstrich +
17 93 Leber |in Gelatine | HP1| PEP | Abstrich +
18] 101 Leber |in Gelatine | HP1| PEP | Abstrich | +
19| 102 Leber |in Gelatine | HP1| PEP | Abstrich +
20| 103 Leber |in Gelatine | HP1 | PEP | Abstrich +
21 104 | Leber |in Gelatine | HP1| PEP | Abstrich | +
22| 105 | Leber [in Gelatine | HP1| PEP | Abstrich +
23| 106 Leber |in Gelatine | HP1| PEP | Abstrich +
241 107 Leber |in Gelatine | HP1| PEP | Abstrich +
25| 108 | Leber [in Gelatine | HP1| PEP | Abstrich +
26| 109 [ Leber [in Gelatine|HP1| PEP | Abstrich | +
271 110 Leber |in Gelatine | HP1| PEP | Abstrich +
28| 111 Leber |in Gelatine | HP1 | PEP | Abstrich +
29| 112 | Leber [in Gelatine |HP1| PEP | Abstrich | +
30| 113 | Leber |in Gelatine |HP1| PEP | Abstrich +
31 114 Leber |in Gelatine | HP1| PEP | Abstrich +
32| 115 | Leber |in Gelatine |HP1| PEP | Abstrich +
33| 130 | Leber | mitHaut |HP1| PEP | Abstrich +
34| 131 Leber | mitHaut |HP1| PEP | Abstrich | +
35| 132 | Leber | mitHaut |HP1| PEP | Abstrich | +
36| 133 Leber | mit Haut |HP1| PEP | Abstrich +
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37| 134 Leber | mitHaut |HP1| PEP | Abstrich +
38| 135 | Leber | mitHaut [HP1| PEP | Abstrich | +
39| 136 | Leber | mitHaut |HP1| PEP | Abstrich +
40| 137 Leber | mitHaut |HP1| PEP | Abstrich +
41 138 Leber | mitHaut |HP1| PEP | Abstrich +
421 139 Leber | mitHaut |HP1| PEP | Abstrich +
43| 140 | Leber | mitHaut |HP1| PEP | Abstrich | +
441 141 Leber | mitHaut |HP1| PEP | Abstrich +
45| 142 Leber | mitHaut |HP1| PEP | Abstrich +
46| 143 | Leber | mitHaut |HP1| PEP | Abstrich | +
47 | 144 Leber | mitHaut |HP1| PEP | Abstrich +
48| 145 | Leber | mitHaut |HP1| PEP | Abstrich +
49| 146 Leber | mitHaut |HP1| PEP | Abstrich +
50| 147 Leber | mitHaut |HP1| PEP | Abstrich +
51 148 | Leber | mitHaut |HP1| PEP | Abstrich | +
52| 149 Leber | mitHaut |HP1| PEP | Abstrich +
53| 150 Leber | mitHaut |HP1| PEP | Abstrich +
54| 151 Leber | mitHaut |HP1| PEP | Abstrich | +
55| 152 | Leber | mitHaut |HP1| PEP | Abstrich +
56| 153 Leber | mitHaut |HP1| PEP | Abstrich +
57| 154 Leber | mitHaut |HP1| PEP | Abstrich +
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9.3 Auswertungsschema

Positivkontrolle

positiv?
| |
Ja Nein
Negativkontrolle alle Ergebnisse
negativ? verwerfen
| |
Ja Nein
Auslasskontrolle alle Ergebnisse
negativ? verwerfen
| |
Ja Nein

Ergebnisse alle Ergebnisse
auswerten verwerfen

falls angefarbte

Zellen vorhanden

NEGATIV,

wenn keine pos.

Zellen vorhanden
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9.4 Farbungsvorschriften

9.4.1 Allgemeine Vorschriften:

Alle Inkubationsschritte sollten in einer feuchten Kammer durchgefuhrt werden,
um eine Austrocknung der Praparate zu vermeiden. Vor Zusatz der einzelnen
Antikérper mussen Pufferreste sorgfaltig abgeklopft und evtl. zusatzlich mit
Zellstoff vorsichtig von den Praparaten abgesaugt werden.

Nachdem die Zellen und Gewebereste (falls vorhanden) in der wie in Punkt 3.3
beschriebenen Art und Weise von den Geschossen auf die Objekttrager
gebracht und getrocknet worden sind, konnen sie unmittelbar im Anschluss
nach den nachfolgend beschriebenen Farbeprotokollen markiert und gefarbt
werden. Aufgrund der beschrankten Haltbarkeit der nachzuweisenden Antigene
empfiehlt es sich die Farbungen zeitnah (am besten binnen 24 h)
durchzufihren. Ist dies nicht moglich, so sollten die Objekttrager zumindest bei
ca. 4 °C gelagert werden, bis die Farbungen vorgenommen werden kénnen.

Bei jeder Farbung ist zumindest eine Positiv- und eine Negativ-/

Auslasskontrolle parallel mitzufihren.

9.4.2 Nachweis Troponin | an Nativ-Material (LSAB-
Methode)

Verwendete Reagenzien:

Blocking-Reagenzien:
» Biotin - Blocking System (Fa. Dako)
» Dualblock (Fa. Dako)
» 3% BSAin TBS

Wasch- bzw. Pufferldsungen / Verdinnungsmedien:

» PBS-Puffer 1 Molar pH 7,2: eigene Herstellung, verwendet zum Ldsen

der Zellen im Abstrichverfahren
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» TBS-Puffer: eigene Herstellung
» TBST-Puffer: Verdinnung aus vorratigem Konzentrat
» Verduinnungsmedium fur AK: 1 % BSA in TBS

Verwendete AK:
» Primar-AK: (1:200 verdinnt in 1 % BSA in TBS)
o Monoclonal Mouse Anti Cardiac Troponin | Ilg G1 [2D5] (Fa. Dako)
» Sekundar-AK: (1:200 verdunnt in 1 % BSA in TBS)
o Kaninchen Anti Mouse biotinyliert (Fa. Dako)

» Negativkontrolle: Mouse Ig G1 (Fa. Dako)

Sonstige Reagenzien:
» Streptavidin-HRP (Fa. Dako)
» Chromogen: DAB+ (Diaminobenzidin)

» Hamatoxylin zur Gegenfarbung

Farbevorschrift:

1. Anfeuchtung:

Die Zellen auf der Spurensicherungsfolie bzw. auf den Objekttragern
zunachst fur 7 min. in destilliertes Wasser (Im Folgenden: Aqua dest.)

einbringen.
2. Avidin-/ Biotin-Blockierung:

jeweils Flasche 1 und Flasche 2 des Biotin-Blocking Systems der Fa.

Dako fur 10 min in der feuchten Kammer einwirken lassen, danach

abklopfen
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. Spulen mit TBS-Puffer

zweimaliges Spulen in TBS-Puffer fur jeweils 5 min.

. Dualblock

Inkubation der Schnitte fur 20 min mit jeweils 100 pl der
Blockierungslosung bei Raumtemperatur, um eine unspezifische Bindung

der Antikorper zu unterbinden.

. Waschen mit TBST-Puffer

Einbringen (Waschen) der Schnitte fur 5 min in TBST-Puffer, danach

Wiederholung dieses Vorgangs in neuer Lésung fur weitere 5 min.

. 3% BSAin TBS

Inkubation der Schnitte mit jeweils 100 yl 3%igem BSA in TBS fur 15
min. (bei frischen Zellen kann auch 1%iges BSA in TBS verwendet

werden)

. Monoclonal Mouse Anti Cardiac Troponin | Ig G1 [2D5] / Mouse Ig G1-
AK (Negativkontrolle)

Inkubation der Zellen flr 30 min. bei 37 °C mit einer 1:200 in 1 % BSA in
TBS verdinnten Loésung des oben genannten Primar-AK

(Auslasskontrolle: Mouse Ig G1-AK in entsprechender 1:200

Verdlinnung statt Primar-AK).
Alternativ ist auch eine Inkubation tUber Nacht bei 4 °C im Kihlschrank

maoglich.
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8. Waschen (analog zu Punkt 5)

9. Kaninchen-Anti-Mouse AK biotinyliert

Inkubation der Zellen mit dem ebenfalls 1:200 in 1 % BSA in TBS

verdunntem, konjugiertem Sekundar-AK bei 37 °C fur 20 min.

10.Waschen (analog zu Punkt 5)

11. Streptavidin-HRP

Inkubation der Zellen mit Streptavidin-HRP in der feuchten Kammer flr

15 min.

12.Einmaliges Spulen in TBST-Puffer fur 5 min., anschliefend noch einmal
fur 5 min. in TBS-Puffer. Wahrenddessen Chromogenmischung (DAB+)
herstellen (s. Punkt 13).

13.Chromogen: DAB+

Inkubation der Zellen mit der frisch angesetzten Chromogenmischung flr

6 min.

14.Zweimaliges Spulen der Zellen mit Aqua dest. fur jeweils 5 min.

15.Gegenfarbung mit Hamatoxylin fir 2 min., anschlielend unter

flieRendem Leitungswasser fur 7 min. blauen

16. Eindeckeln der Abstrichpraparate mit Glyceringelatine

Eine positive Reaktion ist an einer braunlichen Farbung im Bereich des

Antigens zu erkennen.
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9.4.3 Nachweis HepPar1 an Nativ-Material (LSAB-
Methode)

Verwendete Reagenzien:

Blocking-Reagenzien:
» Biotin-Blocking System (Fa. Dako)
» Dualblock (Fa. Dako)
» 3% BSAin TBS

Wasch- bzw. Pufferlésungen / Verdinnungsmedien
» PBS-Puffer 1 Molar pH 7,2: eigene Herstellung, verwendet zum Ldsen
der Zellen im Abstrichverfahren
» TBS-Puffer: eigene Herstellung
» TBST-Puffer: Verdinnung aus vorratigem Konzentrat
» Verdinnungsmedium fur AK: 1 % BSA in TBS

Verwendete AK:
» Primar-AK: (1:200 verdinnt in 1 % BSA in TBS)
o Monoclonal Mouse Anti Human Hepatocyt Clone OCH1ES Ig G1
kappa (Fa. Dako)
» Sekundar-AK: (1:200 verdunnt in 1 % BSA in TBS)
o Kaninchen Anti Mouse biotinyliert (Fa. Dako)
» Negativkontrolle: Mouse Ig G1 (Fa. Dako)

Sonstige Reagenzien:
» Streptavidin-AP (Fa. Dako)
» Chromogen: Fuchsin

» Hamatoxylin zur Gegenfarbung
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Farbevorschrift:

Bei der Farbung zum Nachweis von HepPar1 kann mit zwei Ausnahmen analog
zur Farbevorschrift in Abschnitt 9.4.2 verfahren werden. Diese ergeben sich aus
der Verwendung eines unterschiedlichen Primar-AK, sowie eines anderen
Biotin-Detektionssystems bestehend aus einem anderen Streptavidin-Enzym-
Konjugates (Streptavidin-AP), sowie eines anderen Chromogens (Fuchsin).
Dies soll vor allem die Moglichkeit von Doppelfarbungen eréffnen, wie in
Abschnitt 9.4.4 naher erldutert wird.

Infolgedessen ergeben sich Anderungen bei den nachfolgenden Punkten:
(Punkte 1. - 6. analog zu Abschnitt 9.4.2)
7. Monoclonal Mouse Anti Human Hepatocyt Clone OCH1E5 Ig G1
kappa / Mouse Ig G1-AK (Negativkontrolle)
Inkubation der Zellen fur 30 min. bei 37 °C mit einer 1:200 in 1 % BSA in

TBS verdinnten Loésung des oben genannten Primar-AK

(Auslasskontrolle: Mouse Ig G1-AK in entsprechender 1:200

Verdinnung statt Primar-AK).
Alternativ ist auch hier eine Inkubation Uber Nacht bei 4 °C im

Kdhlschrank moglich.

(Punkte 8. - 10. analog zu Abschnitt 9.4.2)

11. Streptavidin-AP

Inkubation der Zellen mit Streptavidin-AP in der feuchten Kammer fur 15

min.
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12.Einmaliges Spulen in TBST-Puffer fir 5 min., anschlieRend noch einmal
fur 5 min. in TBS-Puffer. Wahrenddessen Chromogenmischung
herstellen (s. Punkt 13).

13.Chromogen: Fuchsin

Inkubation der Zellen mit der frisch angesetzten Chromogenmischung fur

12 min.

(Punkte 14. - 16. analog zu Abschnitt 9.4.2)

Eine positive Reaktion ist an einer rotlichen Farbung im Bereich des

Antigens zu erkennen.

9.4.4 Doppelfarbung auf Troponin | und HepPar1 an

Nativ-Material

Die Doppelfarbung ist im Prinzip eine Aneinanderreihung beider zuvor
erlauterten Einfachfarbungen unter Verwendung zweier unterschiedlicher
Detektionssysteme zur spateren Unterscheidung der beiden verschiedenen,
dabei entstehenden Antigen-Antikdrper-Komplexe. Die Farbungen sind
weitgehend analog zu den zuvor beschriebenen, es ergeben sich lediglich ein
paar leichte Variationen der beschriebenen Vorschriften, welche nachfolgend

kurz aufgezeigt werden sollen.
Verwendete Reagenzien:
Blocking-Reagenzien:

» Biotin-Blocking System (Fa. Dako)

» Dualblock (Fa. Dako)
> 3% BSAin TBS
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Wasch- bzw. Pufferlésungen / Verdiinnungsmedien

>

A\

PBS-Puffer 1 Molar pH 7,2: eigene Herstellung, verwendet zum Ldésen
der Zellen im Abstrichverfahren

TBS-Puffer: eigene Herstellung

TBST-Puffer: Verdinnung aus vorratigem Konzentrat
Verdinnungsmedium fir AK: 1 % BSA in TBS

Verwendete AK:

>

>

>

>

1. Primar-AK: (1:200 verdunnt in 1 % BSA in TBS)
o Monoclonal Mouse Anti Human Hepatocyt Clone OCH1ES5 Ig G1
kappa (Fa. Dako)
2. Primar-AK: (1:200 verdinnt in 1 % BSA in TBS)
o Monoclonal Mouse Anti Cardiac Troponin | Ig G1 [2D5] (Fa. Dako)
Sekundar-AK: (1:200 verdunnt in 1 % BSA in TBS)
o Kaninchen Anti Mouse biotinyliert (Fa. Dako)
Negativkontrolle: Mouse Ig G1 (Fa. Dako)

Sonstige Reagenzien:

>

YV V V VY

Streptavidin-AP (Fa. Dako)
Streptavidin-HRP (Fa. Dako)
Chromogen: DAB+ (Diaminobenzidin)
Chromogen: Fuchsin

Hamatoxylin zur Gegenfarbung

Farbevorschrift:

Punkte 1. - 13. analog zu Abschnitt 9.4.2

AnschlieRend:

Punkte 7. - 16. analog zu Abschnitt 9.4.3
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9.5 Datenblatt der QD-PEP (Fa. MEN)

Polizei-Einsatz-Patrone QD-PEP
9 mm x 19, schadstoffarm

PG PE P Artikel-Nr. 230285

~,

]'.i_wlir-'

' o

29,69

ey

Deformiertes Geschoss
nach Eindringen in Gelatine

Technische Daten:

Masse der Ausziehkraft: =300N
Patronenhillse: 3,85 g (59 grs)

P = 2.jo0 bar
Geschossmasse: 509 (90 qrs)

Geschoss-
Treibladungsmasse:  ca. 0,50 g (8 grs) geschwindigkeit: V3= 420 £ 15 m/s
Patronenmasse: €a.10,25 g (158 grs) Ldnge des

Messrohres: gemaf Technischer
Material der Richtlinie 100 mm
Patronenhiilse: Messing
Material des
Geschosses: Tombak
Geschosstyp: Deformationsgeschoss
Treibladungspulver: einbasig oder zwelbasig
Anziindhiitchen: Boxer, schadstoffarm

Eindringtiefe in 20 %ige Gelatine: min. 2o cm, max. 30 cm. Energieabgabe max. 6o Jiem. Eindringtiefe in mit PVC-beschichtetem
Polyestergewebe bedeckter Gelatine: max. 30 cm. Keine Geschosszerlequng.

Technische Anderungen vorbehalten.
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9.6 Datenblatt der Geco VM-Munition (Fa. Ruag Ammotec
Firth)

Bestell-Nr Kaliber Geschoss Geschoss- Zindung . Lauf: Fluggeschwindigkeit Aufireffenergie Einzel-

gewicht léinge {m/s) . ) . packg.

g mm) V.V 95 50

GECO-Pistolenpatronen

m 32 07| [p—— 35

1212321

| mass36)

| 314843

AL s — 9mm
- Luger X Run

2313835

n2322| § . A5 Volmoek 149 Ambess 125 262
Avto - Rundkopf
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9.7 Bildbeilage

Abbildung 17 — PEP-Geschosse im Gelatineblock mit Schusskanal

Abbildung 18 — Beschossenes Herz (1 Treffer, 2 Fehlversuche)
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Abbildung 19 - Kugel mit makroskopisch sichtbaren biologischen Spuren im
Gelatineblock

L

Abbildung 20 - Kugel mit makroskopisch sichtbaren Zellen nach Entfernung aus dem
Gelatineblock im Labor

91



tTe”

HEEPIHEE LA
e A R

Abbildung 21 — Die verwendeten Geschosse nach Beschuss eines Gelatineblocks und
Entfernung aus Selbigem (v.l. PEP, HSG, VMG)

Abbildung 22 — Kiigelchen eines PEP-Geschosses am Boden eines Gelatineblocks, an

dem das Geschoss durch eine Spanplatte abgelenkt wurde

Abbildung 23 - Splitter eines HSG, welcher sich vom Geschoss Ioste
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