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Niedotlenienie miesnia sercowego u kierowcy przyczyng wypadku
drogowego. Metoda immunohistochemiczna C9 w diagnostyce
wczesnego zawatu miesnia sercowego

Myocardial ischemia of the driver as a cause of a road accident.

Immunohistochemical C9 staining method in diagnostics of early myocardial

infarction.
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Przedstawiono przypadek weryfikowania zmian chorobo-
wych jako przyczyny wypadku drogowego, w ktérym, wsku-
tek obrazen ciata, $mier¢ ponidst kierowca — sprawca wy-
padku. Przeprowadzono diagnostyke histopatologiczna
wycinkéw miesnia sercowego pobranych w czasie sek-
cji zwiok. Pobrane wycinki barwiono rutynowo hematok-
sylina i eozyng (H/E), metoda Nielsena-Selye’go i meto-
da immunohistochemiczng C9 w celu poszukiwania
zmian weryfikujacych hipoteze o mozliwym wczesnym
niedotlenieniu migsnia sercowego. Uzyskane wyniki
w barwieniu rutynowym, a zwtaszcza w metodzie immu-
nohistochemicznej wykazaty obraz przemawiajacy za
uszkodzeniem migsnia sercowego, tym samym znajdu-
jac morfologiczny wyktadnik ttumaczacy przyczyne nie-
prawidtowego zachowania kierowcy.

The authors presented a case of verification of pathologic
changes as a cause of traffic accident where the driver —
culprit was a fatal victim due to multiple injuries.
Histopathological examination of postmortem samples
of myocardium was conducted, using haematoxylin-
eosin, Nielsen-Selye and immunohistochemical C9
staining methods for the reason of verifying a hypothesis
about possible myocardial ischemia triggering the
accident. Results of “routine” (H&E) and — especially -
immunohistochemical C9 staining showed myocardial

damage due to ischemia, which was a morphological
piece of evidence showing the cause of “misbehaviour”
of the driver.

Stowa kluczowe: immunohistochemia, uktad do-
petniacza, wczesne niedotlenienie miesnia serco-
wego

Key words: immunohistochemistry, complement
compound, early myocardial ischaemia

Wypadek drogowy jako zdarzenie losowe moze
by¢ wynikiem réznych przyczyn, ktérych poszuki-
wanie jest przedmiotem p6zniejszego, wielospecja-
listycznego postepowania [1]. W klasyfikacjach
przyczyny wypadkéw grupuje sie w kategoriach np.
zewnetrzne i wewnetrzne, badz obiektywne i subiek-
tywne [2]. W przypadku zdarzen skutkujgcych
$miercig uczestniczgcego lub uczestniczacych
w nim oso6b przeprowadzane jest badanie po$miert-
ne sgdowo-lekarskie dla stwierdzenia przyczyny
i mechanizmu $mierci. Istotnym, jes$li nie podsta-
wowym, aspektem badania po$miertnego jest tak-
ze zgromadzenie wszystkich mozliwych obserwa-
cji waznych dla rekonstrukcji danego zdarzenia.
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Inne znaczenie tych obserwaciji bedzie w przypad-
ku potracenia, inne w przypadkach os6b z wnetrza
pojazdu [3, 4].

W znaczacej liczbie przypadkow ofiar Smiertel-
nych wypadkéw drogowych, gdy obrazenia wielo-
narzadowe w wystarczajgcy sposob ttumacza przy-
czyne zgonu, a makroskopowe zmiany chorobowe
samoistne nie wskazujg na ewentualno$¢ przyczy-
nienia sie do zaistnienia wypadku, badania dodat-
kowe, a w szczegdlnosci histopatologiczne nie sg
podejmowane. W praktyce naszego Zaktadu wyja-
tek stanowig przypadki $mierci kierowcow. Nawet,
gdy obrazenia sg bardzo rozlegte, jako podstawo-
we obok badania toksykologicznego na obecnos$¢
alkoholu etylowego, traktowane jest badanie histo-
patologiczne wycinkéw narzadéw wewnetrznych,
a przede wszystkim miesnia sercowego.

W ramach prowadzonych w naszej Katedrze
badan naukowych nad zastosowaniem metody
immunohistochemicznej C9 w diagnostyce wcze-
snego zawatu miesnia sercowego, w posmiertnym
badaniu sadowo-lekarskim w przypadkach nagtych
zgondw, zwrociliSmy uwage na mozliwos¢ posze-
rzenia rutynowej diagnostyki histologicznej, takze
w przypadkach zgonow kierowcéw. Czynnik C9
wchodzi w sktad uktadu dopetniacza. Uktad dopet-
niacza stanowi zespét kaskadowo aktywowanych
biatek kragzacych w surowicy i nalezy do systemu
obrony ustroju. Zasada metody immunohistoche-
micznej bazuje na fakcie aktywacji uktadu dopet-
niacza w niedokrwionym mig$niu sercowym we
wczesnych fazach zawatu, w mechanizmie nie-
dokrwienia z nastepowsg reperfuzjg [5]. W niedo-
krwionym miesniu sercowym dochodzi nie tylko do
aktywacji uktadu dopetniacza z powstaniem kon-
cowego kompleksu C5b-9 i odktadania go we widk-
nach, ale takze do tzw. pozawatrobowej syntezy
réoznych czynnikdw dopetniacza w tym takze czyn-
nika C9 [6, 7, 8, 9].

Celem prowadzonych badan byto okreslenie, czy
mozliwym jest uzyskanie wynikéw wskazujacych na
wczesne niedotlenienie miesnia sercowego i wy-
kazanie tego jako mozliwej przyczyny zaistnienia
wypadku. Ponadto poréwnali$my przydatno$¢ do-
tychczas stosowanej metody Nielsena-Selye’go
w diagnostyce wczesnych zmian niedokrwiennych
miesnia sercowego [10, 11].

W pracy prezentujemy jeden z przypadkéw
$mierci kierowcy wskutek obrazen odniesionych
w wypadku drogowym, u ktdérego zastosowana po-
szerzona diagnostyka immunohistochemiczna me-
todg C9 wykazata zmiany przemawiajgce za wcze-
snym niedotlenieniem mies$nia sercowego.
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OPIS PRZYPADKU

W listopadzie 2004 roku we wczesnych godzi-
nach popotudniowych w miejscowo$ci Murownia,
na drodze krajowej pomiedzy Olkuszem a Krako-
wem, doszto do wypadku drogowego. Kierujgcy
samochodem osobowym renault megane mezczy-
zna J. A. lat 73 w miejscu gdzie droga biegta tu-
kiem w prawo, z nieustalonych przyczyn zjechat
nagle na przeciwlegly pas ruchu, wprost pod jada-
cy z przeciwnego kierunku samochod dostawczy
marki mercedes. W wyniku tego doszto do zderze-
nia czotowego pojazddw, a elementy karoserii ude-
rzyly w jadacy za mercedesem samochdd ciezaro-
wy scania. W trakcie wypadku jezdnia byta sucha,
czysta i gtadka, a widoczno$¢ dobra. Zdarzenie
miato miejsce w obszarze niezabudowanym w ro-
zumieniu przepiséw ustawy Prawo o ruchu drogo-
wym. Na skutek odniesionych w wypadku obrazen
J. A. poniost $mieré na miejscu. Badanie technicz-
ne samochodu renault wykazato, ze byt on w petni
sprawny w chwili wypadku. Po analizie materiatu
dowodowego biegty do spraw rekonstrukcji wypad-
kow drogowych ocenit, ze predkos¢ zderzeniowa
samochodu mercedes wynosita okoto 70 km/h,
a predkos$¢ zderzeniowa samochodu renault okoto
80 km/h. Uznat, ze zachowanie sie kierujgcego sa-
mochodem renault, technika i taktyka jazdy, byty
jedyna przyczyna zaistnienia wypadku. Zaréwno
stan techniczny pojazdu jak i warunki drogowe oraz
okolicznosci zdarzenia nie ttumaczyly w zaden spo-
sob przyczyny, dla ktorej J. A. nagle zjechat na prze-
ciwlegty pas ruchu i doprowadzit do zderzenia.

Nastepnego dnia w tut. Zaktadzie przeprowadzo-
no sekcje zwitok J. A. (1706/04). W wyniku badan
posmiertnych stwierdzono, ze przyczyna zgonu byty
obrazenia klatki piersiowej skutkujace wylewami
krwawymi do migzszu ptuc, rozerwaniem worka
osierdziowego, peknieciem $ciany przedniej prawe;j
komory serca i catkowitym okreznym rozerwaniem
$ciany aorty w obrebie tuku z nastepowym krwoto-
kiem wewnetrznym. Warstwowe preparowanie po-
wiok oraz miesni przedniej powierzchni tutowia
wykazato $lady obrazen (uktad podbiegnieé krwa-
wych i ztaman zeber) wskazujace na to, iz kierowca
pojazdu byt zapiety w pasy bezpieczenstwa. Poza
zmianami urazowymi sekcja zwtok wykazata uogél-
niong miazdzyce tetnic do$¢ znacznego stopnia,
bez istotnych zwezen $wiatta w obrebie tetnic wien-
cowych serca, makroskopowo miesien sercowy byt
brunatny, o zachowanej budowie wibkienkowe;j
i potysku. W badaniu toksykologicznym krwi i mo-
czu zmartego nie stwierdzono obecnosci alkoholu
etylowego.
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MATERIAL

Przedmiotem badania byty wycinki z mig$nia
sercowego pobrane podczas sadowo-lekarskiej
sekcji zwtok kierowcy. Poniewaz makroskopowy
obraz miesnia sercowego nie wykazywat zmian
ogniskowych, wycinki zostaty pobrane z pieciu réz-
nych okolic mie$nia sercowego lewej komory ser-
ca. Nie pobierano materiatu z rejonu pekniecia ser-
ca w obrebie prawej komory.

Ryc. 1. Dodatni odczyn immunohistochemiczny C9 w kar-
diomiocytach w rejonie wtdknienia Srédmigzszowego. Po-
wiekszenie 200 x.

Fig. 1. Positive result using C9 immunohistochemistry
staining method of cardiomyocytes at the interstitial fi-
brosis region. Magnification 200 x.

Ryc. 2. Kardiomiocyty z obrazem dodatniego odczynu
immunohistochemicznego C9. Powiekszenie 400x.

Fig. 2. Positive result using C9 immunohistochemistry sta-
ining method. Magnification 400x.
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METODYKA

Whycinki utrwalone w 10% roztworze formaliny
zostaty przeprowadzone wedtug techniki parafino-
wej i zatopione w bloczki histologiczne. Nastepnie
skrojone na skrawki grubosci 4um, tak aby wyko-
nac trzy rodzaje barwien. W kolejnosci wykonano
barwienie rutynowe hematoksyling i eozyng (H/E),
nastepnie barwienie metodg Nielsena-Selye’go
i barwienie metodg immunohistochemiczng C9.

Barwienie metoda Nielsena-Selye’go w modyfi-
kacji Poleya [12], wykonano z uzyciem nastepuja-
cych odczynnikéw: 0,2% fioletu krezylu, oraz 1%
roztworow: kwasnej fuksyny, oranzu G, zieleni me-
tylowej, kwasu szczawiowego, kwasu fosforo-wol-
framowego.

Przygotowano kolejne roztwory: roztwér A: fio-
let krezylu — 10 ml, woda destylowana — 40 ml, kwas
szczawiowy — 0,2 ml, roztwér B: kwas fosforo-wol-
framowy, roztwor C: kwasna fuksyna — 0,2 ml, oranz
G - 0,15 ml, zielen metylowa — 0,15 ml, kwas szcza-
wiowy — 0,2 ml, woda destylowana — 50 ml. Roz-
twory A i C przygotowano w dniu barwienia. Po
odparafinowaniu i nawodnieniu, preparaty barwio-
no przez okotfo 25 minut w roztworze A, w tempera-
turze 36 stopni C. Nastepnie, po przeptukaniu
w wodzie biezacej, bejcowano w roztworze B, w tem-
peraturze 36 stopni C okoto 20 minut. Po tym cza-
sie, preparaty ptukano w wodzie biezgcej, a nastep-
nie impregnowano w roztworze C, w temperaturze
50 stopni C okoto 2 do 3 godzin. Po zabarwieniu,
wycinki utrwalano w 1% kwasie octowym, odwod-
niono i zamknieto w balsamie kanadyjskim.

Barwienie metodg immunohistochemiczng prze-
prowadzono na bazie schematu podanego przez
Dorana i wsp. [13] nieco go modyfikujac. W meto-
dzie wykorzystano nastepujace przeciwciata: | prze-
ciwciato — owcy przeciwko ludzkiemu czynnikowi
C9 (Sheep anti-human C9 IgG, firmy Binding Site,
UK), Il przeciwciato — osta przeciwko owcy znako-
wane peroksydaza (Donkey anti-sheep peroxidase
conjugated IgG, firmy Jackson Immunoresearch,
USA). Do rozcienczania przeciwciat zastosowano
roztwor firmy DAKOCytomation — Antibody Diluent
with Background Reducing Components. Do wy-
krywania peroksydazy wykorzystano zestaw firmy
DAKOCytomation system chromogenu Liquid DAB
Substrate.

Po nawodnieniu preparatéw zablokowano endo-
genna peroksydaze roztworem 3% H202 w bufo-
rze PBS. Po wyptukaniu inkubowano z | przeciw-
ciatem przygotowanym w rozcienczeniu 1:500 w ko-
morze wilgotnej okoto 18 godzin w temperaturze
4 stopni C. Po wyptukaniu w buforze PBS inkubo-
wano z Il przeciwciatem przygotowanym w rozcien-
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czeniu 1:100 w komorze wilgotnej okoto 45 minut
w temperaturze pokojowej. Ponownie wyptukano
w buforze PBS. W nastepnym etapie przeprowa-
dzono reakcje wykrywania peroksydazy — barwie-
nie zestawem DAB wedtug schematu zalecanego
przez producenta. Przeptukano w wodzie destylo-
wanej dwa razy, nastepnie podbarwiono hematok-
syling Meyer’a, wyptukano, odwodniono i zamknigto
balsamem.

WYNIKI

W barwieniu metodg rutynowg (H/E) stwierdzo-
no: cechy przerostu kardiomiocytéw, widknienie
okotonaczyniowe i nasilone, rozlegte widknienie
$rédmiazszowe, pojedyncze kardiomiocyty w rejo-
nie ognisk wiéknienia migzszowego z zatarciem
rysunku prazkowania, pomnozenie komoérek w pod-
$cielisku oraz pogrubienie $cian naczyn ze zweze-
niem $wiatta.

W barwieniu metoda Nielsena-Sely’ego (w mo-
dyfikacji Poley’a) otrzymano wynik ujemny we
wszystkich barwionych preparatach.

W barwieniu metoda immunohistochemiczng C9
stwierdzono dodatni odczyn w rozsianych kardio-
miocytach w dwéch preparatach w rejonie ognisk
widknienia $rédmigzszowego.

DYSKUSJA

Przyczyng zgonu kierowcy w prezentowanym
przypadku byty nie budzace watpliwosci obrazenia
ciata, skutkujace gwattowna, natychmiastowa $mier-
cig na miejscu zdarzenia. Z ustalen biegtego do
spraw rekonstrukcji wypadkéw drogowych wynika-
fo, ze przyczyng wypadku byto zachowanie sie kie-
rowcy. Wyttumaczeniem takiego zachowania mo-
gto by¢ wiele powoddéw. Wérdd rozwazanych przez
nas, zainspirowanych zwtaszcza prowadzonymi
badaniami w przypadkach nagtych zgonéw wska-
zujacych na sercowy mechanizm $mierci, byly na
pierwszym miejscu zaburzenia rytmu serca, w zna-
czgcym procencie majace swe podtoze w niedo-
krwiennym uszkodzeniu mieénia sercowego. Pod-
jete przez nas badania histopatologiczne w zakre-
sie diagnostyki miesnia sercowego miaty na celu
poszukiwanie uchwytnej morfologicznie, ewentual-
nej przyczyny chorobowej, ttumaczacej nieprawi-
dtowe zachowanie kierowcy.

Badanie rutynowe mie$nia sercowego z zasto-
sowaniem barwienia hematoksyling i eozyna wyka-
zato przewlekte, zaawansowane zmiany w mie$niu
sercowym, z przerostem kardiomiocytéw, pogrubie-
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niem $cian naczyn i nasilonym witdknieniem. Jak-
kolwiek pojedyncze kardiomiocyty wykazywaty
zmiany w strukturze, to jednak nie byto to wystar-
czajace do okreslenia genezy tych zmian, a w szcze-
golnosci do diagnozowania wczesnego niedotlenie-
nia.

Poszerzeniem diagnostyki byto zastosowanie
metody Nielsena-Selye’go, jednakze w badaniu
pobranych wycinkéw uzyskano wynik ujemny, kto-
ry, zwazywszy na ograniczenia tej metody [14], tak-
ze nie weryfikowat hipotezy o mozliwym niedokrwie-
niu mie$nia sercowego.

W badaniu immunohistochemicznym metodg C9
uzyskano natomiast wyniki dodatnie, przemawiaja-
ce, zgodnie z przedstawionymi wczes$niej podsta-
wami biochemicznymi wykrywania aktywacji ukta-
du dopetniacza we wczesnym zawale mie$nia ser-
cowego, za niedokrwiennym, wczesnym charakte-
rem zmian. Tym samym uzyskany wynik potwier-
dzit nasza hipoteze o chorobowym podtozu niepra-
widtowego zachowania.

Rozwazenia wymaga jednak zagadnienie posze-
rzania diagnostyki. Czy nie wystarczajace dla wy-
snucia podanych wnioskow, bytoby samo badanie
rutynowe (H/E). Ot6z w naszym przekonaniu, opie-
rajac sie na wynikach wtasnych obserwaciji, a takze
danych z pi$miennictwa, istotne poza geneza zmian
jest takze rozrdznienie zmian przyzyciowych od
posmiertnych, czy tez jak w tym wypadku urazo-
wych. Wtagnie metoda immunohistochemiczna C9
wskazywana jest jako jedna z weryfikujacych, roz-
nicujgcych charakter zmian [15, 16]. Oczywiscie
zwrdci¢ przy tym nalezy uwage na istotny czynnik
Czasu ujawniania sie ,dodatniego” odczynu. W prak-
tycznym zastosowaniu pewno$¢ detekcji wezesne-
go zawatu mieénia sercowego, metoda immunohi-
stochemiczna C9, wzrasta z uptywem czasu od
zainicjowania objawow do $mierci, a kryterium 1 h
podawane jest za realny czas wykrywania zmian
[17]. Przyjecie takich zatozeh daje nam pewnosé,
ze wykazane odczynem zmiany powstaty wcze$niej
przed wypadkiem drogowym, w czasie co najmniej
1 godziny, co kategorycznie wyklucza mozliwos¢
ich powstania zarébwno w chwili wypadku drogo-
wego, jak i w odpowiedzi na urazowe uszkodzenie
miesnia, gdyz z uwagi na rozlegto$¢ obrazen czas
przezycia byt na to zdecydowanie za krétki.

W prezentowanym przypadku zatem tylko dzie-
ki badaniu immunohistochemicznemu metodg C9
moglismy zdiagnozowac niedokrwienny charakter
zmian w miesniu sercowym, tym samym znajdujac
morfologiczny, chorobowy czynnik mogacy ttuma-
czy¢ przyczyne wypadku drogowego.



114

PISMIENNICTWO

1. Bialik Z.: Zespotowe, interdyscyplinarne opi-
niowanie w wypadkach drogowych w $wietle do-
tychczasowej praktyki. Arch. Med. Sad. Kryminol.
1981, 31, 211-215.

2. Jaegermann K., Nasitowski W.: Wypadkowos$¢
drogowa, PZWL, Warszawa 1975.

3. Teresinski G., Madro R.: Ewolucja metod sa-
dowo-lekarskiej rekonstrukcji okolicznosci potracen
pieszych przez pojazdy mechaniczne — mozliwosci
poszerzenia zakresu wnioskowania. Arch. Med.
Sad. Kryminol. 2001, 51, 259-272.

4. Teresinski G., Madro R.: Historia badan
w dziedzinie wypadkowos$ci drogowej. Arch. Med.
Sad. Kryminol. 2001, 51, 249-257.

5. lto W., Schafer H. J., Bhakdi S., Klask R., Han-
sen S., Schaarschmidt S., Schofer J., Hugo F., Ham-
doch T., Mathey D.: Influence of the terminal com-
plement - complex on reperfusion injury, no — re-
flow and arrhythmias: a comparsion between C6
— complement and C6 — deficient rabbits. Cardio-
vasc. Res. 1996, 32(2), 294-305.

6. Hugo F, Hamdoch T., Mathey D., Schafer H.,
Bhakdi S.: Quantitative measurment of SC5b-9 and
C5b-9(m) in infarcted areas of human myocardium.
Clin. Exp. Immunol. 1990, 81, 132-136.

7. Thomsen H., Schulz A., Bhakdi S.: Immuno-
histochemical C5b-9 — complement complex de-
monstration in early stages of myocardial necroses
using paraffin sections. Z. Rechtsmed., 1990, 103(3),
199-206.

8. Yasojima K., Schwab C., McGeer E.G., McGeer
P. L.: Human heart generates complement proteins
that are upregulated and activated after myocardial
infarction. Circ. Res., 1998, 83, 860-869.

9. Yasojima K., Kilgore K. S., Washington R. A.,
Lucchesi B. R., McGeer P. L.. Complement gene

Ewa Rzepecka-Wozniak, Marta Konieczna, Filip Bolechata

Nr 2

expression by rabbit heart. Circ. Res., 1998, 82,
1224-1230.

10. Marek Z.: Diagnostyka sekcyjna i mikrosko-
powa $wiezych zawatdw mies$nia sercowego i ostrej
niewydolnosci krazenia. Pat. Pol., 1968, 19, 433-436.

11. Jaszcz W., Kawecka-Jaszcz K.: O przydat-
nosci metody Nielsena-Selye’go w wykrywaniu
wczesnych zmian martwiczych mieénia sercowego.
Pat. Pol. 1971, 22, 2, 335-345.

12. Poley R. W. Forbes C. D., Hall M. J.: Fuchsi-
nophilia in early myocardial infarction. Arch. Pathol.
1964, 77, 325-329.

13. Doran J. P, Howie A. J., Townend J. N., Bon-
ser R. S.: Detection of myocardial infarcion by im-
munohistological staining for C9 on formalin fixed,
paraffin wax embedded sections. J. Clin. Pathol.,
1996, 49(1), 34-37.

14. Vargas S. O., Sampson B. A., Schoen F. J.:
Pathologic detection of early myocardial infarction:
A critical review of the evolution and usefulness of
modern techniques. Mod. Pathol. 1999, 2, 635-645.

15. Thomsen H., Held H.: Immunohistochemi-
cal detection od C5b-9(m) in myocardium: an aid
in distinguishing infarction — induced ischemic he-
art muscle necrosis from other forms od lethal my-
ocardial injury. Forensic Sci. Int., 1995, 71, 87-95.

16. Fechner G., Bajanowski T., Brinkmann B.:
Immunohistochemical alterations after muscule trau-
ma. Int. J. Leg. Med. 1993, 105, 203-207.

17. Piercecchi-Marti M. D., Lepidi H., Leonetti G.,
Vire O., Cianfarani F., Pellissier J. F.: Immunosta-
ining by complement C9: a tool for early diagnosis
of myocardial infarction and application in forensic
medicine. J. Forensic Sci., 2001, 46(2), 328-334.

Praca powstata w ramach prowadzonych w latach
2004-2005 badan wtasnych Wt/213/P/L.



