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Ausgehend yon den grundlegenden Arbeiten t~AEKALLIOS [7---11] 
und LI~D~E~S [4, 5] fiber die Altersbestimmung meehaniseh bedingter 
HHautwunden untersuehten wit die Frage, inwieweit eine zeitliehe Ana- 
lyse von Kanfileneinstiehen mittels enzymhistoehemiseher Methoden 
m6glieh ist. Die Bedeutung dieser Fragestellung ffir gerichtsmedizini- 
sehe Zweeke liegt auf der Hand. Von den Autoren sind bisher vielfaeh 
gr6gere Traumen bzw. I-Iautwunden untersueht worden, die besonders 
in den sp/~teren Stadien der tIeilung Untersehiede in den Enzymqnanti-  
t~ten und eventuell aueh -qualit/tten gegenfiber einem sieh verh/iltnis- 
m~Big sehnell sehliegenden Kanfileneinstieh erwarten lassen. Uns kam 
es darauf an, aueh diese sp/~teren Stadien verhgltnism/~gig sieher fest- 
legen zu k6nnen und fiberhaupt eine gewisse Norm ffir die zeitliehe 
Diagnose der Kanfileneinstiehe yon 1--2 mm bis zur tIeilung aufzustel- 
len. Wit  untersuehten Stichwnnden an der l~attenhaut mit  einem Dureh- 
messer von 1,5 mm nnd dehnten die zeitliehe Bestimmung auf 5 Tage 
bis kurz vor dem Absehlug des Heilprozesses aus. 

Neben der m6gliehst genauen Bestimmung des Auftretens und Ab- 
klingens der einzelnen Enzyme interessierte uns besonders die Repro- 
duktion der Ergebnisse und die Sieherheit der zeitliehen Bestimmung. 
Bezfiglieh des Enzymspektrums haben wit uns im wesentliehen an die 
Arbeiten RAE~:ALLIOS gehalten. Neu wurde der Naehweis der Naphthol- 
AS-Sulfatase und die Verwendung yon Naphthol-AS-Phosphat znm 
Nachweis der Phosphatasen in die Altersbestimmung hereingenommen. 

Methodik 

F f r  unsere Versuche w/ihlten wir gesunde weil3e Rat ten  mittleren 
Alters. Das Rfickenfe]l wurde mittels einer Schere gekfirzt und unter 
leichter Athernarkose jedem Tier entsprechend der Zahl der Enzym- 
nachweise Kanfileneinstiche mit einer 1,5 m m i m  Durchmesser messen- 
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den Kanfile in r/iumlichen Abst/~nden von 1--2 cm verabfolgt. Die Ver- 
suchstiere wurden nach 2, 4, 8, 16, 32, 64 und 128 Std durch Dekapi- 
tieren get6tet. Aus der Rfickenhaut wurde jede Stichstelle mit  einem 
1 cm 2 groBen I-Iautlappen herausgeschnitten und in Baker-Formol 
4- -5  Std fixiert. Ffir den Nachweis der Dehydrogenasen und der Amino- 
peptidase haben wir im Kryos ta ten  Nativschnit te angefertigt. An jedem 
Tier wurden die neun angegebenen Enzymreakt ionen ausgeffihrt. Wir 
haben 5 Versuchsserien durchgeffihrt; d.h., mit  den Vorversuchen im 
ganzen mit 40 Rat ten  gearbeitet. 

Folgende Enzymreaktionen wurden an den Stichkan/~len getestet:  

1. Aminopeptidase nach NACHLAS, CaAWFO~D und SELIG~A~ zit. 
nach PEARSE, 1961. 

2. Bernsteins/~uredehydrogenase nach NAC~LAS, 1957 zit. nach 
P~A~s~, 1961. 

3. Laktatdehydrogenase und 
4. NAD-Oxidoreduktase nach HEss u. Mitarb., 1958 zit. nach 

PEXRSE, 1961. 

5. ATPase nach WACgST~I~ und MEISEL zit. nach PEAnSE, 1961. 
6. Saure Phosphatase und 
7. Alkalische Phosphatase nach B v ~ s T o ~ ,  1958. 
8. Unspezifische Esterase nach SH~ITKA und SELIG~A~, 1951. 
9. Naphthol-AS-Sulfatase nach WOOHSMANN und I-IARTtgODT, 1964. 

Ergebnisse 
Die alkalische Phosphatase zeigt 4 Std nach dem Kanfilcneinstich 

steigende Aktivit/tten, wobei zun/ichst vorwiegend die auswandernden 
Leukocyten am Wundrand reagieren. Das Maximum ist etwa nach 
16 Std mit der typischen Aktivit/it der /~ugeren 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 Restaktivi tgten und locker verteilte, 
aktive Fibroblasten nachweisbar (Abb. 2), die im weiteren Verlauf der 
Wundheilung an Zahl abnehmen bzw. ihre Aktivits  verlieren (Abb. 3). 

Die Naphthol-AS-Sulfatase ist gleichfalls durch ein Ansteigen der 
Aktivit/~t in der/~uBeren 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 saute Phosphatase zeigt sich nach 4 Std noch als Leukocyten- 
und Wundrandreaktion. Nach 8--32 Std steigert sich die Aktivitgt  zu 
einem Maximum in der /iuBeren Zone. Die absinkende Tendenz ist ge- 
ring, denn bis kurz vor Abschlug der Wundheilung lggt sich in den 
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oberen Hautschichten noch eine sehr intensive Re~ktion 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 ~hnlich. Nach 2 bzw. 4 Std ist zun/iehst vorwiegend 
eine leukoeyt/~re Reaktion, jedoeh auch sehon ein Ansatz zurAktivi ta ts-  
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steigerung in der/~u~eren Zone vorhanden. Das Maximum liegt etwa bei 
16--32 Std (Abb. 6) und sinkt dann langsam ~b. Die starke Reaktion 
des Fibroblasten- und Fibrocytenringes ist besonders bei der Adenosin- 



Altersbestimmung von Kaniileneinstichen 257 

t r i phospha ta se  meis t  sehon makroskop i sch  als wei ter  sehwarzer  Ring 
erkennbar .  

Eine Aktivi t i~tss te igerung der  Bernsteinsi~uredehydrogenase t r i t t  
sehr sp/~t auf. Sie is t  in Hor i zon ta l s chn i t t en  mi t  Sieherhei t  erst  naeh  
32 S td  d i rek t  am W u n d r a n d  naehweisbar  und  zeigt sieh im wei teren 
Verlauf wenig ver~nder t .  

Wesent l i ch  wer tvol le r  fiir die A l t e r sbes t immung  des Kanfi lenein-  
st iehes s ind das  Auf t r e t en  der  NAD-Oxido redue t a se  und  der  Lae t a t -  
Dehydrogenase .  Naeh  dem Eins t ieh  t r i t t  zun/~ehst der  in der  inneren 
Zone auf t re tende  I~eakt ionsabfal l  sehr deut l ieh  zutage.  Eine Verst/~r- 
kung  der  Aktivit /~t  is t  erst  naeh  16 S td  naehweisbar  mi t  einer wei teren 
Steigerung in den sp/~teren Stadien.  Der  S t i ehkana l  bzw. das  regenerie- 
rende  Gewebe wird  dureh  die E n z y m r e a k t i o n  gu t  mark i e r t  (Abb. 7). 
Besonders  in tens iv  lassen sieh die Epi the lze l len  durch  die L a e t a t -  
Dehydrogenase  dars te l len  (Abb. 8). 

Die L -Leuc inaminopep t idase  is t  dureh  einen sehr gleiehmgBig an- 
und absteigenden Aktivit~tsverlauf eharakterisiert. Das Maximum liegt 
etwa bei 16--32 Std. Der Beginn des Aktivit/~tsanstieges liegt zwischen 
2 und 4 Std (Abb. 9). 

Die Verteilung der Enzymaktivit/~ten ist im folgenden Schema noeh 
einma] zusammengestellt : 

Schema 

2 4 8 16 32 64 128 Std 

1. Alk. Phosph. --  Leuko.+ + +  + + +  + +  + + - -  
2. AS-Sulf. --  + + +  + + +  + +  + -- 
3. SaurePhosph. Leuko. Leuko. + + +  - - + +  + + +  + +  
4. Esterase Leuko. Leuko.+ + +  + + +  + + +  + +  + 
5. ATPase -- Leuko.+ + +  + + +  + +  + -- 
6. Succinat D. --  -- -- --  + + + 
7. NAD-Oxidor. -- -- + + +  + +  + 
8. Lactat-D. -- -- + + + + + + + + 
9. Aminopept. --  ~- + +  + + +  + + +  + +  + 

Abnehmede  A k t i v i t s  (innere Zone) wurden  in der  Tabel le  n ieht  
aufgefi ihr t .  

Die Kreuze  geben den A k t i v i t g t s g r a d  der  F ib rob l a s t e n  bzw. des um- 
gebenden  Gewebes an. Die Bezeiehnung Lenko.  deu te t  auf eine posi t ive  
Lenkoey t en reak t i on  hin bzw. L e u k o . +  auf eine L e u k o e y t e m  und  schwa- 
ehe F ib rob]as t en reak t ion .  

Diskussion 

Eine einfache, auf his tologisehen Methoden  bas ierende Unte rsuehung  
von In jek t ionse ins t i chen  is t  uns nur  yon BoLz [2] bekann t .  Mit  histo- 
ehemisehen Reak t ionen  lassen sieh jedoch die zei t l ichen Abs tgnde  auf 
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Grnnd der untersehiedliehen Enzymsehwankungen relativ gut eharak- 
terisieren. Das 2-Stundenstadium zeiehnet sieh nur dureh positive aus- 
wandernde Leukoeyten aus, die mit  dem Naehweis der unspezifisehen 
Esterase und der sauren Phosphatase gut erfagbar sind. Ein Aktivit~ts- 
anstieg der Aminopeptidase zu diesem Zeitpunkt, wie er y o n  RAEKALLIO 

[7, 10, 11] angegeben wird, war nur ge]egentlieh naehweisbar und hat  
sieher Beziehung zur GrSge der Wundsetzung. 

Naeh 4 Std beginnt der Aktivit/~tsanstieg der Aminopeptidase, der 
Adenosintriphosphatase, der alkalischen Phosphatase und der Esterase 
in den Fibroblasten der/~uBeren Zone. 

Eine Abgrenzung gegen das 64-Stunden- und 128-Stundenstadium, in 
dem ~hnliehe, aber absinkende Aktivitgten zu verzeichnen sind, ist durch 
das Verhalten der sauren Phosphatase und der Dehydrogenasen mSglieh. 
Die saure Phosphatase (Substrat:  Naphthol-AS-BS-Phosphat) gibt nach 
4 Std eine ausgepr/~gte Leukoeyten-, gegebenenfalls eine positive Wund- 
randreaktion. Erst  naeh 8--128 Std zeigen sieh die stark reagierenden 
Fibrob]astenringe um den Stichkanal, die fiir die sp~teren Wundhei- 
lungsstadien typiseh sin& 

Naeh 8--16 Std steigen die Enzymaktivit/~ten weiter an. Die Diffe- 
renzierung dieser beiden Zeitpunkte ist etwas sehwierig, da sich auch der 
Nachweis der Dehydrogenasen in diesem Zeitpunkt nieht ganz sieher 
abgrenzen l~gt. 

Das 32-Stundenstadium ist dureh das Verhalten der alkalisehen Phos- 
phatase eharakterisiert. Wghrend 8--16 Std nach dem Kanfi]eneinstieh 
starke Aktivit~ten in der gugeren Zone in dem typischen Fibroblasten- 
ring auftreten, erfolgt nach 16 Std ein steiler Abfal]. Am Stiehkanal 
sind dann nur noch unregelmggige Anh/~ufungen positiver Zellen sicht- 
bar, die im weiteren zeit]iehen Verlauf immer weniger werden und naeh 
128 Std nur noah ganz vereinzelt auftreten bzw. ihre Aktivits verlieren. 

64 Std naeh dem Kaniileneinstieh sind nur noeh geringe Aktivit/~ten 
der Adenosintriphosphatase, der alkalischen Phosphatase und der 
Naphthol-AS-Sulfatase bei vergleiehsweise hoher Aktivit/~t der sauren 
Phosphatase, der Laetatdehydrogenase und der NAD-0xidoreductase 
nachzuweisen. 

Naeh 128 Std, kurz vor der vSlligen Abheilung des Kaniilenein- 
stiehes, sinken die Aktivits der Enzyme welter ab. Aber aueh hier 
war in der oberen Hautzone noeh die saure Phosphatase naehweisbar, 
w/~hrend sich im Granu]ationsgewebe und im Epithel Lactat-  und Sue- 
einatdehydrogenase erfassen liegen, ebenso wie die jetzt sehon etwas 
abfallende NAD-Oxidoreduetase. Die yon A~aY~iS [1] beschriebenen 
hohen Aktivit/~ten der Bernsteins/~uredehydrogenase in den Basal- 
sehiehten des bedeckenden Wundepithels haben wir an Horizontal- 
sehnitten nieht erfassen k6nnen. 
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Die R e p r o d u k t i o n  der  Ergebnisse  war  im al lgemeinen gut,  obwohl  
der  erw~hnte  F ib rob l a s t en r ing  n ich t  immer  so deut l ich  ausgepr/~gt war,  
wie ihn z .B.  die Abb i ldungen  zeigen. Auch zwischen den einzelnen zeit- 
l ichen Abs tu fungen  gab es gelegent l ich gewisse l~berschneidungen,  so 
dab  ffir eine zei t l iche Bes t immung  eines Kani i lene ins t iches  doeh gewisse 
Er fah rungen  geforder t  werden.  

Kle ine  Untersch iede  im Auf t r e t en  der  E n z y m a k t i v i t / t t e n  gegenfiber 
den Angaben  I~AnKALLIOS [11] lassen sieh auf die Verwendung  anderer  
E n z y m s u b s t r a t e  wie z .B.  bei  den Phospha tasen ,  auf andere  Methoden  
wie bei  dem Naehweis  der  Adenos in t r i phospha t a se  nnd  auf die Gr613e der  
gese tz ten  W u n d e  zurfickffihren. 

Zusammenfassung 
Mitte ls  h is tochemischer  Methoden  wird nach  Kanf i lene ins t ichen  in 

die R a t t e n h a u t  das  Ak t iv i t / i t sve rha l t en  einer Reihe von E n z y m e n  unter-  
sucht.  Dureh  die zei t l ichen Verschiebungen der  Max ima  und  die Akt iv i -  
tg t sun te r sch iede  yon 9 E n z y m e n  ist  eine re la t iv  genaue Aussage fiber den 
Ze i tpunk t  des Kanf i leneins t iches  m6glich. 

Summary  

A c t i v i t y  of a series of enzymes  is examined  by  means  of h is tochemical  
methods  following syringe in jec t ions  in to  r a t  skin. On the  basis of tem-  
pora l  changes of the  m a x i m a  and  a c t i v i t y  differences of nine enzymes a 
re la t ive  rel iable s t a t e m e n t  regard ing  the  t ime of the  syringe in jec t ion  
becomes possible.  
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