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Ausgehend von den grundlegenden Arbeiten RaEraLLIOS [7—17]
und LiNDNERs [4, 5] liber die Altersbestimmung mechanisch bedingter
Hautwunden untersuchten wir die Frage, inwieweit eine zeitliche Ana-
lyse von Kaniileneinstichen mittels enzymhistochemischer Methoden
moglich ist. Die Bedeutung dieser Fragestellung fiir gerichtsmedizini-
sche Zwecke liegt auf der Hand. Von den Autoren sind bisher vielfach
groBere Traumen bzw. Hautwunden untersucht worden, die besonders
in den spéteren Stadien der Heilung Unterschiede in den Enzymquanti-
téten und eventuell auch -qualitidten gegeniiber einem sich verh&ltnis-
miBig schnell schlieBenden Kaniileneinstich erwarten lassen. Uns kam
es darauf an, auch diese spateren Stadien verhidltnisméaBig sicher fest-
legen zu konnen und iberhaupt eine gewisse Norm fiir die zeitliche
Diagnose der Kaniileneinstiche von 1—2 mm bis zur Heilung aufzustel-
len. Wir untersuchten Stichwunden an der Rattenhaut mit einem Durch-
messer von 1,5 mm und dehnten die zeitliche Bestimmung auf 5 Tage
bis kurz vor dem Abschlufl des Heilprozesses aus.

Neben der moglichst genauen Bestimmung des Auftretens und Ab-
klingens der einzelnen Enzyme interessierte uns besonders die Repro-
duktion der Ergebnisse und die Sicherheit der zeitlichen Bestimmung.
Beziglich des Enzymspektrums haben wir uns im wesentlichen an die
Arbeiten Ramrarrios gehalten. Neu wurde der Nachweis der Naphthol-
AS-Sulfatase und die Verwendung von Naphthol-AS-Phosphat zum
Nachweis der Phosphatasen in die Altersbestimmung hereingenommen.

Methodik
Fiir unsere Versuche wihlten wir gesunde weille Ratten mittleren
Alters. Das Riickenfell wurde mittels einer Schere gekiirzt und unter
leichter Athernarkose jedem Tier entsprechend der Zahl der Enzym-
nachweise Kaniileneinstiche mit einer 1,5 mm im Durchmesser messen-
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den Kaniile in rdumlichen Abstdnden von 1—2 em verabfolgt. Die Ver-
suchstiere wurden nach 2, 4, 8, 16, 32, 64 und 128 Std durch Dekapi-
tieren getotet. Aus der Rickenhaut wurde jede Stichstelle mit einem
1 om? groflen Hautlappen herausgeschnitten und in Baker-Formol
4—>5 Std fixiert. Fir den Nachweis der Dehydrogenasen und der Amino-
peptidase haben wir im Kryostaten Nativschnitte angefertigt. An jedem
Tier wurden die neun angegebenen Enzymreaktionen ausgefithrt. Wir
haben 5 Versuchsserien durchgefithrt; d.h., mit den Vorversuchen im
ganzen mit 40 Ratten gearbeitet.

Folgende Enzymreaktionen wurden an den Stichkanilen getestet:

1. Aminopeptidase nach NacHLAS, CRAWFORD und SELIGMAN zit.
nach PEArsE, 1961.

2. Bernsteinsduredehydrogenase nach Nacuras, 1957 zit. nach
PrARsE, 1961.

3. Laktatdehydrogenase und

4. NAD-Oxidoreduktase nach Hmss wu. Mitarb., 1958 zit. nach
Prarsg, 1961.

5. ATPase nach WacHsTEIN und MEISEL zit. nach PEARSE, 1961.

6. Saure Phosphatase und

7. Alkalische Phosphatase nach BursToxE, 1958.

8. Unspezifische Esterase nach SENITRA und SELIGMAN, 1951.

9. Naphthol-AS-Sulfatase nach WoonsMANN und HarTrRODT, 1964.

Ergebnisse

Die alkalische Phosphatase zeigt 4 Std nach dem Kaniileneinstich
steigende Aktivititen, wobei zundchst vorwiegend die auswandernden
Leukocyten am Wundrand reagieren. Das Maximum ist etwa nach
16 Std mit der typischen Aktivitit der dufleren Zone unter Bildung
eines stark reagierenden Fibroblastenringes erreicht (Abb.1). Dann
folgt ein steiler Abfall. Die positive Ringbildung verschwindet, und im
32-Stundenstadium sind nur noch Restaktivititen und locker verteilte,
aktive Fibroblasten nachweisbar (Abb. 2), die im weiteren Verlauf der
Wundheilung an Zahl abnehmen bzw. ihre Aktivitit verlieren (Abb. 3).

Die Naphthol-AS-Sulfatase ist gleichfalls durch ein Ansteigen der
Aktivitat in der dulleren Zone charakterisiert. Die Leukocyten sind mit
dieser Reaktion nicht zu fassen. Das Maximum ist etwa nach 16 Std er-
reicht (Abb. 4) und nach 64 Std klingt die Reaktion aus.

Die saure Phosphatase zeigt sich nach 4 Std noch als Leukocyten-
und Wundrandreaktion. Nach 8—32 Std steigert sich die Aktivitit zu
einem Maximum in der dulleren Zone. Die absinkende Tendenz ist ge-
ring, denn bis kurz vor AbschluBl der Wundheilung 146t sich in den
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oberen Hautschichten noch eine sehr intensive Reaktion erfassen, die

durch positiv reagierendes Granulationsgewebe und Fibroblasten zu-

stande kommt (Abb. 5)
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Die unspezifische Esterase und die Adenosintriphosphatase sind in
ihrem Verhalten dhnlich. Nach 2 bzw. 4 Std ist zunidchst vorwiegend

eine leukocytire Reaktion, jedoch auch schon ein Ansatz zur Aktivitéts-
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steigerung in der duBeren Zone vorhanden. Das Maximum liegt etwa bei
16—32 Std (Abb. 6) und sinkt dann langsam ab. Die starke Reaktion

des Fibroblasten- und Fibrocytenringes ist besonders bei der Adenosin-
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triphosphatase meist schon makroskopisch als weiter schwarzer Ring
erkennbar.

Eine Aktivititssteigerung der Bernsteinsduredehydrogenase tritt
sehr spat auf. Sie ist in Horizontalschnitten mit Sicherheit erst mach
32 Std direkt am Wundrand nachweisbar und zeigt sich im weiteren
Verlauf wenig verdndert.

Wesentlich wertvoller fiir die Altersbestimmung des Kaniilenein-
stiches sind das Auftreten der NAD-Oxidoreductase und der Lactat-
Dehydrogenase. Nach dem Einstich tritt zunichst der in der inneren
Zone auftretende Reaktionsabfall sehr deutlich zutage. Eine Verstir-
kung der Aktivitit ist erst nach 16 Std nachweisbar mit einer weiteren
Steigerung in den spéteren Stadien. Der Stichkanal bzw. das regenerie-
rende Gewebe wird durch die Enzymreaktion gut markiert (Abb. 7).
Besonders intensiv lassen sich die Epithelzellen durch die Lactat-
Dehydrogenase darstellen (Abb. 8).

Die L-Leucinaminopeptidase ist durch einen sehr gleichméBig an-
und absteigenden Aktivititsverlauf charakterisiert. Das Maximum liegt
etwa bei 1632 Std. Der Beginn des Aktivitdtsanstieges liegt zwischen
2 und 4 Std (Abb. 9).

Die Verteilung der Enzymaktivitdten ist im folgenden Schema noch
einmal zusammengestellt:

Schema
2 4 8 16 32 64 128 Std
1. Aik. Phosph. — Leuko.+ +4+ +4+ -+ + o
2. AS-Sulf. — + 4+ 4+ 4+ + _
3. Saure Phosph. Leuko. Leuko. + + -+ +4++ 4+ FF
4., Esterase Leuko. Leuko.+ 4+ +++ +-+4+ 4+ +
5. ATPase — Leuko.+ 44+ +++ ++4 + -
6. Succinat D. — — — — + + +
7. NAD-Oxidor. — — — + 4+ 1+ +
8. Lactat-D. — — + + ++ -+ N
9. Aminopept. — + ++ +++ A+ +

Abnehmede Aktivititen (innere Zone) wurden in der Tabelle nicht
aufgefiihrt.

Die Kreuze geben den Aktivitdtsgrad der Fibroblasten bzw. des um-
gebenden Gewebes an. Die Bezeichnung Leuko. deutet auf eine positive
Leukocytenreaktion hin bzw. Leuko.+ auf eine Leukocyten- und schwa-
che Fibroblastenreaktion.

Diskussion

Eine einfache, auf histologischen Methoden basierende Untersuchung
von Injektionseinstichen ist uns nur von Borz [2] bekannt. Mit histo-
chemischen Reaktionen lassen sich jedoch die zeitlichen Abstinde auf
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Grund der unterschiedlichen Enzymschwankungen relativ gut charak-
terisieren. Dasg 2-Stundenstadium zeichnet sich nur durch positive aus-
wandernde Leukocyten aus, die mit dem Nachweis der unspezifischen
Bsterase und der sauren Phosphatase gut erfallbar sind. Ein Aktivitats-
anstieg der Aminopeptidase zu diesem Zeitpunkt, wie er von RAERALLIO
[7, 10, 11] angegeben wird, war nur gelegentlich nachweisbar und hat
sicher Beziehung zur GroBe der Wundsetzung.

Nach 4 Std beginnt der Aktivitdtsanstieg der Aminopeptidase, der
Adenosintriphosphatase, der alkalischen Phosphatase und der Esterase
in den Fibroblasten der dufleren Zone.

Eine Abgrenzung gegen das 64-Stunden- und 128-Stundenstadium, in
dem #hnliche, aber absinkende Aktivititen zu verzeichnen sind, ist durch
das Verhalten der sauren Phosphatase und der Dehydrogenasen moglich.
Die saure Phosphatase (Substrat: Naphthol-AS-BS-Phosphat) gibt nach
4 Std eine ausgeprigte Leukocyten-, gegebenenfalls eine positive Wund-
randreaktion. Erst nach 8—128 Std zeigen sich die stark reagierenden
Fibroblastenringe um den Stichkanal, die fir die spiateren Wundhei-
lungsstadien typisch sind.

Nach 8—16 Std steigen die Enzymaktivititen weiter an. Die Diffe-
renzierung dieser beiden Zeitpunkte ist etwas schwierig, da sich auch der
Nachweis der Dehydrogenasen in diesem Zeitpunkt nicht ganz sicher
abgrenzen 1a8t.

Das 32-Stundenstadium ist durch das Verhalten der alkalischen Phos-
phatase charakterisiert. Wihrend 8—16 Std nach dem Kaniileneinstich
starke Aktivitdten in der dufleren Zone in dem typischen Fibroblasten-
ring auftreten, erfolgt nach 16 Std ein steiler Abfall. Am Stichkanal
sind dann nur noch unregelmiBige Anhdufungen positiver Zellen sicht-
bar, die im weiteren zeitlichen Verlauf immer weniger werden und nach
128 Std nur noch ganz vereinzelt auftreten bzw. ihre Aktivitit verlieren.

64 Std nach dem Kaniileneinstich sind nur noch geringe Aktivititen
der Adenosintriphosphatase, der alkalischen Phosphatase und der
Naphthol-AS-Sulfatase bei vergleichsweise hoher Aktivitdt der sauren
Phosphatase, der Lactatdehydrogenase und der NAD-Oxidoreductase
nachzuweisen.

Nach 128 Std, kurz vor der vélligen Abheilung des Kaniilenein-
stiches, sinken die Aktivititen der Enzyme weiter ab. Aber auch hier
war in der oberen Hautzone noch die saure Phosphatase nachweisbar,
wihrend sich im Granulationsgewebe und im Epithel Lactat- und Suc-
cinatdehydrogenase erfassen liefen, ebenso wie die jetzt schon etwas
abfallende NAD-Oxidoreductase. Die von ARGYRIS [I] beschriebenen
bohen Aktivititen der Bernsteinsiuredehydrogenase in den Basal-
schichten des bedeckenden Wundepithels haben wir an Horizontal-
schnitten nicht erfassen kénnen.
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Die Reproduktion der Krgebnisse war im allgemeinen gut, obwohl
der erwihnte Fibroblastenring nicht immer so deutlich ausgeprigt war,
wie ihn z.B. die Abbildungen zeigen. Auch zwischen den einzelnen zeit-
lichen Abstufungen gab es gelegentlich gewisse Uberschneidungen, so
daB fiir eine zeitliche Bestimmuny eines Kaniileneinstiches doch gewisse
Erfabrungen gefordert werden.

Kleine Unterschiede im Auftreten der Enzymaktivititen gegentiber
den Angaben Ramraririos [11] lassen sich auf die Verwendung anderer
Enzymsubstrate wie z.B. bei den Phosphatasen, auf andere Methoden
wie bei dem Nachweis der Adenosintriphosphatase und auf die Grofe der
gesetzten Wunde zurickfihren.

Zusammenfassung

Mittels histochemischer Methoden wird nach Kaniileneinstichen in
die Rattenhaut das Aktivitdtsverhalten einer Reihe von Enzymen unter-
sucht. Durch die zeitlichen Verschiebungen der Maxima und die Aktivi-
tétsunterschiede von 9 Enzymen ist eine relativ genaue Aussage iiber den
Zeitpunkt des Kanfileneinstiches moglich.

Summary
Activity of a series of enzymes is examined by means of histochemical
methods following syringe injections into rat skin. On the basis of tem-
poral changes of the maxima and activity differences of nine enzymes a
relative reliable statement regarding the time of the syringe injection
becomes possible.
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