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Die Unte r sche idung  zwischen v i ta len  und pos tmor t a l en  Wunden ,  seit  
jeher  eine der  wicht igs ten  Aufgaben  der  ger icht l ichen Medizin, is t  mi t  
i ibl ichen histologischen Methoden,  sofern es sich nicht  um &ltere W u n d e n  
hande l t ,  k a u m  m6glich (Mueller, 1964; Gerin, 1965). Die Anwcndung  
enzymat i sch-h is tochemischer  Methoden  e rbrach te  wesentl iche For t -  
schr i t te .  Raekal l io  (1960, 1964) ha t  in v i ta len  H a u t w u n d e n  fiir die histo- 
chemisch mi t  ~ - N a p h t h y l - a c e t a t  nachweisbaren  Es te rasen  einen zentra-  
len Bezirk mi t  abnehmender ,  einen per ipheren  mi t  zunehmender  Enzym-  
ak t i v i t~ t  beschrieben.  Zur  Unte r sche idung  v i ta le r  und pos tmor t a l e r  
W u n d e n  wurden  mi t te l s  Disce lekt rophorese  in Po lyac ry lamidge l  ver- 
gleichende Unte r suchungen  an  unver le tz te r ,  v i ta l  ver le tz te r  H a u t  mi t  
unterschiedl icher  Uber lebensze i t  nach der Ver le tzung sowie an post-  
mor ta l  ver le tz te r  H a u t  des Menschen durchgeff ihrt .  

Material und Methoden 

i. Ele]ctrophorese. Die aus Plexiglas geb~ute Kammer unterschied sich vonder  
iiblichen Sh~ndon-K~mmer dadurch, dab die den Elektrodenpuffer enthultenden 
Beh~lter ~uf 1 Liter vergrSi]ert und so angeordnet w~ren, d~B die l~6hrchen zur 
Kiihlung ganz in der Flfissigkeit eingetaucht standen. Es wurden 7 cm l~nge im 
inneren Durchmesser 0,5 cm breite Glasr6hrchen benutzt. Stromquelle: Duostat 
D 2 Beckm~nn. Die Elektrophorese wurde mit 10 mA/R6hrchen begonnen. Die 
Auftrennung erfolgte in diskontinuierlichen Polyacrylamidgel. Zur Durchffihrung 
erwies sich folgende Zusammensetzung geeignet: ~) Fiir das Trennge] (Untergel) 
jeweils pro 100 ml L6sung: 

L6sung 1 : 1 N HC1 48,0 ml 
Tris 6,85 g pH 7,5 
Temed 0,46 

L6sung 2: Aeryl~mid 30 g 
Bis 0,4 g 

L6sung 3: Per 0,17 g 

LSsung4: H~O 
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Diese L6sungen, im Verh~ltnis 1 Teil LSsung 1, 2 Teile LSsung 2, 4 Teile LS- 
sung 3, 1 Teil LSsung 4, gemischt, ergeben ein Trenngel mit einem pH von 7,5 und 
eine Acrylamidkonzentration yon 7,5 %. Die Porengr6~e betri~gt etwa 50 A. Nach 
Ornstein u. Davis (1962) werden dadureh Proteine mit  einem Molekulargewieht 
yon 30--300000 aufgetrennt. 

b) Ffir das Obergel jeweils 

LSsung 5: 

LSsung 6: 

LSsung 7 : 

LSsung 8 : 

100 ml LSsung: 

I M  HsPO ~ 39ml 
Tris 4.95 g pH 5,5 
Temed 0,46 ml 

Acrylamid 10,0 g 
Bis 2,5 g 

Riboflavin 4,0 mg 

Saccharose 40,0 g 

Diese 4 L6sungen, im Verhgltnis 1 Teil L6sung 5, 2 Teile L6sung 6, 1 Teil L6- 
sung 7, 4 Teile LSsung 8 gemischt, ergeben ein Sammelgel mit einem pH yon 5,5 
und eine Acrylamidkonzentration yon 2,5 %. Als Elektrodenpuffer wurden 1,0 g 
Tris und 5,52 g Veronal in 1 1 tt20 verwandt. 

Abki~rzungen: Tr i s=Tr i s  (Hydroxymethyl) Aminomethan als Puffersubstanz. 
Temed = N,N,N',N'-Tetramethylaethylendiamin als Polymerisationskatalysator. 
Per = Ammoniumperoxodisulfat (HN4)2S20 s als Polymerisationskatalysator. Bis = 
N,N'-Methylenbisacrylamid als Vernetzer. 

2. Elektrophoresezeit. Diese betrug ffir jede untersuehte Hautprobe 45 und 75 rain 
Die unterschiedlichen Laufzeiten wurden angewandt, um eine Ubersicht des Ester- 
asemusters insgesamt zu erhalten und zugleich Unterschiede einzelner Esterasen 
der verletzten und unverletzten Haut  exakter zu erfassen. 

3. F~irbung. Die Esterasen wurden mit ~-Naphthylacetat als Substrat, mit Fast  
Red als Kupplungssalz dargestellt. Ffir 5 Gele wurden 20 mg u-Naphthylacetab in 
1 ml Aceton gelSst, 35 mg Fast Red zugegeben, dann mit 0,04 mol Tris-ttC1-Puffer 
pK7 vermiseh~. Das Reagensglas mi~ dem Gel und der F~rbelSsung kam fiir 10--15 min 
in ein Wasserbad yon 37~ Entf~rbung und Aufbewahrung in l0 % Essigs~ure. 
Zur Fgrbung der Proteine wurde Coomassie Blau R 250 benutzt. Als Inhibitor 
dienten 8.10 -5 Eserinsulfat und Natriumtauroeholat. Die Gele wurden 30 min in 
dieser L6sung gehalten, bevor die Esterasen dargestellt wurden. 

d. Haut: Entnahme und Au/arbeitun 9. Die etwa 2:3 em grol~en Bezirke ver- 
letzter und unverletzter Haut  wurden jeweils derselben Leiche entnommen und 
bis zu ihrer weiteren Aufarbeitung bei --15~ gehalten. Davon wurden 600 mg 
m6glichst rein zerkleinert, mit 3 ml Puffer versetzt, 3 min in einem Hartglashomo- 
genisator zu einem feinen Brei gerieben. Die L6sung 5 wurde 1:8 verdfinnt, mit 
HaPO a auf p i t  5,0 eingestellt. Nach der Aufarbeitung der Probe hatte diese ein 
pH yon etwa 5,5. Die Probe wurde fiir 24 Std bei + 4  ~ gehalten, ansehlieBend 
zentrifugiert, vom klaren (~berstand 100 ~zl abgemessen. Es wurden jeweils gleiche 
Mengen aus verletzter und unverletzter Haut  w~hrend eines Elektrophoreselaufes 
untersueht. Zur vergleichenden Untersuchung des Plasma wurden 8 tzt abgemessen 
und mit Puffer pH 5,5 auf 100 ~l verdfinnt. Die zur Elektrophorese eingesetzten 
Probemengen waren 100 al aus 600 mg t tau t  (Cutis) mit 3 ml Puffer extrahiert. 

5. Wunden. Es wurden 65 sicher vitale Wunden aus 32 Leichen untersucht. 
Bei 25 Leichen lag die Oberlebenszeit zwisehen 0--5  Std, bei 3 nach 6, 19 und 
21 Std, bei 4 Leichen betrug sie 3, 5, 6 und 14 Tage. Naeh der Wundform handelt 
es sich um Prellungen, Schiirfungen, Ri~-, Schnitt-, Platz- und Sohui~wunden. 
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Da immer vergleichend verletzte mit unverletzter Haut untersucht wurde, auf]er- 
dem vielf~che experimentell an Leichen gesetzte Wunden mituntersucht wurden, 
wurden fiber 1500 einzelne Elektrophoresen durehgeffihrt. 

6. Durch/iihrung. Jedes Trenngel wurde mit 150 ~I Sammelgel fibersehichtet. 
Die Polymerisation wurde naeh 20 rain erreicht. Damit Probe und Elektrodenpuffer 
sich nieht vermischen konnten, wurde Sephadex G 25 auf die Probe gebracht. Die 
Kammern wurden mit 1 Liter Elektrodenflfissigkeit, auf ~-4 bis --0~ abgekfihlt, 
gefiillt. Die Elektrophorese wurde in einem Kfihlschrank bei -- 10~ durehgeffihrt. 

7. Nomenklatur. Naeh Hoffmann-Ostenhof und Ehrenreieh (1966) erhalten die 
Carboxylester-ttydrolasen die Bezeichnungen: 3.1.1.1. a) gruppenspezifisehe Car- 
bonsgure-Esterasen mit verhgltnismgl3ig geringer Substratspezifit~tt; hierher gehSren 
Lipasen und Esterasen im engeren Sinne, aueh Aliesterasen genannt. Die Abgren- 
zung zu den Cholinesterasen ist sehwer mSglieh, diese sind nur gegenfiber dem 
Hemmstoff Eserin empfindlieher. 3.1.1.1.b). Die zweite Gruppe umfal3t die Car- 
bons~ure-Esterasen mit strenger Substratspezifitgt, sog. Phospholipasen, Cholesterin- 
Esterasen, Chlorophyllase . . .  3.1.].7 ist die Aeetylcholin-aeetylhydrolase (=Ace- 
tyleholinesterase). 3.1.1.8. ist die Acrylcholin-aeylhydrolase ( ~ Cholinesterase). Hard- 
egg (1966) unterteilt die Cholinesterasen noch einmal naeh ihrer Wirkungsschnellig- 
keit auf versehiedene Substrate: Cholinester~se I spaltet Aeetyleholin schneller als 
Cholinester mit lgngeren Acylketten, Cholinesterase I I  spaltet Butyryleholin schnel- 
ler als Aeetyleholin. 

Ergebnisse 
Nach  einer E lek t rophoreseze i t  yon 45 und  75 rain sind aus unver-  

le tz te r  H a u t  mi t  ~ - N a p h t h y l a c e t a t  und F a s t  R e d  als Kupplungssa lz  
8 Es te rase -pos i t ive  Zonen dars te l lbar .  Diese wurden - -  eine n/~here Iden-  
t i f ika t ion  is t  noch n ich t  mSglich - -  mi t  1 - - 8  bezeichnet .  Die Zonen l ,  
2 und  5 s ind Eser in-empfindl ich ,  3, 6, 8 unempfindl ich ,  die Zone 7 wird 
durch  Eser in  nur  wenig abgeschw~cht .  Eine sichere Beur te i lung  ist  bei 
Zone 4 n ich t  mSglieh.  Nach  einer Laufze i t  yon 75 min werden die Zonen 
2 - - 6  deut l icher ,  die immer  schwache Zone 4 t ibe rhaup t  erst  s ich tbar ,  
w/~hrend Zone 8 das  Gel berei ts  ganz durchlaufen  h a t  (Abb. 1 a, b). Die- 
ses fiir die unver le tz te  H a u t  gii l t ige Muster  is t  yon Fa l l  zu Fa l l  e rs taun-  
lich kons t an t .  Bei  H a u t w u n d e n  wird  dagegen ein Mnsterwechsel  deut-  
lieh. Die Zonen 7 und  8 s ind verst/~rkt, die Zonen 2 - - 6  abgesehw/~eht, 
jedoch so, daI3 Zu- und  A b n a h m e  einen Zus a mme nha ng  mi t  dem W u n d -  
a l t e r  e rkennen  lassen. I n  alien un te r sueh ten  P roben  der  ver le tz ten  H a u t  
sind 7 und  8 gegeniiber  denen der  unver l e t z t en  H a u t  verst/~rkt. J e  l/~nger 
die ~be r l ebensze i t  ist,  u m  so auff/~lliger is t  dieser Untersehied .  Die Zonen 
2 - - 6  s ind in tier ver le tz ten  I t a u t  sehws gegenfiber denen der  un- 
ver le tz ten  Hau t .  Die einzelnen Zonen zeigen qua l i t a t ive  Untersehiede .  
So zeigt  Zone 5 erst  nach  Tagen eiu Minimmn,  w/~hrend 2, 3 und  4 sehon 
innerha lb  S tunden  s t a rk  abgeschw/~eht sind. Nach  3 Tagen  sind im Ver- 
gleieh zur  unver le tz ten  H a u t  diese jedoeh wieder  verst/~rkt und  n e h m e n  
dann  wieder  an  I n t e n s i t g t  ab. Diese Differenzen s ind bei 1/~ngerer 1Jber- 
lebenszei t  besonders  deutl ich.  
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Abb. 1 a u. b. Haut. Esterasemuster der unverletzten Haut. Leichen~lter 3 Tuge. 
a Elektrophoresezeit 45 min. Fr~ktionen 1--8. Fraktionen 2, 4 u. 7 schw~ch 
(auf der Abb. nieht erkennbar), b Elektrophoresezeit 75 rain. Fr~ktion 8 ist aus 

dem Gel gelaufen, Fraktion 3, 5 und 6 werden besonders deutlich 

Abb. 2a u. b. S 82/68 Heidelberg. Leichenalter 2 T~ge. Uberlebenszeit 5--10 rain. 
Elektrophoresezeit 75 rain. a Unverletzte I-Iaut; b -~erletzte H~ut: Fraktionen 5 und 

6 ~bgesehw~cht, Fr~ktion 7 wird deutlich 

Zwischen unverle tz ter  t I a u t  und  postmortal  gesetzten W u n d e n  be- 
stehen keine Untersehiede im Esterasemuster .  

Je langer eine Verletzung iiberlebt wird, um so deutl icher unter-  
seheidet sieh das Esterasemuster .  Bei kurzer Uberlebenszeit  s ind die 
Unterschiede unauff/tlliger, aber naehweisbar.  Dabei handel t  es sieh nieht  
um quan t i t a t ive  Differenzen, da beim Einsatz  versehiedener Probe- 
mengen  sieh keine untersehiedliehe Differenzen ergaben. Bei Auftren-  
hung yon 100 ~1 Probe (Extrakt ion  aus 16 mg unver le tz ter  I t au t )  und  
Zusatz yon 5 mg Plasma sind 7 und  8 gegeniiber der Probe ohne Plasma- 
zusatz zwar starker, jedoeh nieht  so stark wie in der verletzten I Iau t .  
AuBerdem sind in verletzter I I a u t  7 und  8 vermehrt ,  2 u n d  5 abge- 
sehwgeht. I)ie Differenzen zwisehen verletzter und  unver le tz ter  t I a u t  
kSnnen  dureh den erh6hten Blutgehal t  der verletzten I I a u t  nieht  er- 
klar t  werden, sondern ergeben sieh aus der untersehiedl iehen Akt iv i tg t  
der mi t  ~-Naphthylaeeta t  nachweisbaren Esterasen in verletzter und  un- 
verletzter I t au t .  Die Zunahme yon 7 und  8, die Abnahme  yon  2 - - 6  in 
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Abb. 3a u. b. S 179/69 Heidelberg. Leichenalter 3 Tage. Uberlebenszeit 90 rain., 
Elektrophoresezeit 45 min. a Unverletzte Haut; b verletzte Haut: 5 u. 6 abge- 

sehwgeht, 7 u. 8 verstgrkt 

Abb. 4a u. b. S 100/68 Heidelberg. Leiehenalter 2 Tage. fJberlebenszeit unbek~nnt, 
nieht l~inger als 6 Std. Elektrophoresezeit 45 min. a Unverletzte, b verletzte I-Iaut: 

3, 4, 5 u. 6 abgeschw~icht, 7 u. 8 verstgrkt 

der verletzten Haut  k6nnte bei Wunden noch durch den Verlust gewisser 
Esterase-haltiger ttautsehiehten zustande kommen. Die Untersuehung 
postmortal gesetzter Absehiirfungen ergab jedoeh hierf/ir keine Anhalts- 
punkte, obwohl ein mnsehriebener Sehiehtverlust der I-Iaut eingetreten 
war. Die Sehiirfung ist deshalb als Beispiel herangezogen worden, well 
in den oberen Sehiehten der Haut  histoehemiseh (Braun-Fale<. 1956) 
differente Esterasen naehgewiesen worden sind. Fiir qualitative Unter- 
sehiede des Musters sprieht aueh, dal] Esterasen, die in Plasma und un- 
verletzter Haut  in gleieher Zeit gleiehe Laufstreeken zur/ieklegen, in ver- 
letzter Haut  teilweise zunehmen, teilweise abnehmen. Wenn der Blut- 
gehalt entseheidend w/~re, w~re zu erwarten, dab alle Zonen zunehmen. 

Lindner (1962) stellte 4 Std naeh experimenteller Hautverletzung 
(Ratte) eine ErhShung der Esterase-Aktivit~t der Makrophagen Iest. 
Pioeh (1966) hat naeh vitaler Hautverbrennung (Neersehweinehen) naeh 
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Abb. 5a u. b. S 188/68. Leichen~lter 2 Tage. Elektrophoresezeit 45 und 75 rain. 
a Unverietzte Haut; b postmortal verletzte Haut (Pl~tzwunde): Kein Unterschied 

im Esterasemuster 

5--15 min eine diffuse Esterase-Reaktion im subepidermalen Bindege- 
webe beobachtet und deren Zunahme fiber Stunden verfolgen kSnnen. 
Wie innerhalb einer so kurzen Zeit die erhShte Esterase-Aktivit~t zu- 
stande kommt, ist noch ungekl~rt, die Ergebnisse der histochemischen 
Untersuchungen kSnnen durch die elektrophoretisch nachgewiesenen 
Differenzen im Esterasemuster der Haut  als best~tigt angesehen werden. 
Die 15 rain nach vitaler Verbrennung verst~rkte extracelluli~re Ester- 
asereaktion um die Koagulationsnekrose wurde auf die Durchtr~nkung 
mit Blutplasma zurfickgeffihrt. Das differente Esterasemuster vital ver- 
letzter t t au t  l~Bt sich jedoch nicht durch eine in der Haut  erh5hte Blut- 
oder Plasmakonzentration erk]i~ren. Einschr~nkend kSnnte lediglich ge- 
sagt werden, dab verschiedenartige Hautwunden, jedoch keine Brand- 
wunden, untersucht wurden. Hervorzuheben w~re jedoch, dab zwischen 
den einzelnen untersuchten Wunden hinsichtlich des Esterasemusters 
keine Unterschiede bestanden. Wenn mittels Discelektrophorese aus 
verletzter und unverletzter Haut  mit ~-N~phthylacet~t 8 einzelne Ester- 
asen dargestellt werden k5nnen, werden die histochemisch bekannten 
Zonenphs - -  auf die Raekallio (1965 ) besonders hingewiesen hat - -  
verst~ndlieher. 
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Es wgre zu prtifen, ob die Abnahme der Fraktionen 2--6 einerseits, 
die Zunahme der Fraktionen 7 und 8 andererseits auf einen Abbau der 
hShermolekularen Fraktionen zn der noch enzymatisch aktiven nieder- 
molekularen Fraktionen 7 und 8 zurfickzuffihren ist. Dieser unmittel- 
bar durch die Hautverletzung ansgel6ste Abbau k6nnte das bereits 
5 min sp/iter vergnderte Esterasemuster erklgrbar erseheinen lassen. 

Zusammenfassung 
Zur Unterscheidung vitaler und postmortaler Wunden wurden ver- 

gleichende Untersuchungen an unverletzter, vital und postmortal ver- 
letzter I-Iaut des Menschen durchgeffihrt. Durch Discelektrophorese in 
einem diskontiunierlichen Polyacrylamidgel sind im kathodischen Gel- 
bereich regelm~Big 8 einzelne Esterasefraktionen darstellbar. Von den 
mit 1--8 bezeichneten Fraktionen sind 1, 2 nnd 5 Eserin-empfindlich, 
3, 6 und 8 unempfindlich, 7 teilweise empfindlich, bei Fraktion 4 ist 
keine sichere Beurteflung m6glich. Die Fraktionen 7 und 8 sind in vitalen 
I-Iautwunden immer st/irker als in unverletzter Haut. Die Fraktionen 
2--6  sind in vitalen Hautwunden abgeschw/~cht. Zwischen unverletzter 
Haut  und postmortalen Wunden bestehen keine Unterschiede im Ester- 
asemuster. Die discelektrophoretische Bestimmung des Esterasemusters 
der I-Iaut erm6glicht eine Unterscheidung zwischen vitalen und post- 
mortalen Wunden bereits kurz nach ihrer Entstehung. 

Summary 

Comparative examinations of undamaged, premortal damaged, and 
postmortal damaged skin were carried out. A distinct differentiation 
between pre-and postmortal wounds was achieved using disc electro- 
phoresis with discontinous polyacrylamid gel. 

In the cathode area of the gel 8 single esterase fractions could be 
determined. These bands were arbitrarily numbered 1 through 8, number 
i being closest to the cathode. Bands l, 2 and 5 were eserin sensitive; 
bands 3, 6 and 8 were non-sensitive, band 7 was somewhat sensitive and 
band 4 showed no clear distinction. The fractions 7 and 8 regularly 
showed up more intensely in premorta] skin wounds than in undamaged 
skin. The bands 2 through 6 were weaker in premortal wounds. No dif- 
ference in esterase pattern was observed in undamaged skin and post- 
mortal wounds. 
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