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Activity Alterations of Unspecific Esterases During Wound Healing. 
Investigations by Means of Electrofocusing 

Summary. Electrofocusing of skin-wound extracts on polyacrylamide fiat gels is 
appropriate for zymographic separation of the esterase isoenzymes. In animal 
experiments and corpse material most fractions indicated non-synchronous, 
wound-age depending alterations of activity. As early as 15 minutes after incision 
obvious activity increases of Al_3-isoenzymes could be demonstrated, followed 
by a transitory decrease and another maximum. Important activities of the A4-iso- 
enzymes became evident not before the 1 st (human) resp. 3rd hour (guinea pig) 
after incision. There are no sufficient correlations between activity alterations and 
wound age, to allow a fairly exact time interval classification. 
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Zusammenfassung. Die Elektrofokussierung von Wundrandextrakten auf Poly- 
acrylamid-Flachgelen ist zur Darstellung der Esterase-Isoenzymgruppen gut ge- 
eignet. Im Tierexperiment und in Leichenmaterial zeigten sich asynchrone, vom 
Wundalter abh~ingige Aktivit~tsver~inderungen. Intensivierungen der Esterase 
Al_3-Fraktionen waren bereits innerhalb der ersten 15 Minuten nach dem Trau- 
ma zu erkennen, nahmen dann aber wieder ab, um sp~iter zu einem zweiten, inten- 
siveren Aktivit~itsmaximum tiberzugehen. Die A4-Isoenzyme wiesen deutliche 
Aktivit~itssteigerungen erst nach der 1. (Mensch) bzw. 3. Stunde (Meerschwein- 
chen) auf. Die Alterationen besitzen keine befriedigende Korrelation zum Wund- 
alter, die fiir Zeitsch~tzungen verwertbar erscheint. 

Schliisselw6rter: Esterasen, Wundalter - Wundaltersbestimmung, unspezifische 
Esterasen - Wundheilung, Enzymchemie. 

Die Bedeutung der unspezifischen Esterasen for die Wundaltersbestimmung kurzzeitig 
tiberlebter Hautl~isionen ist unbestritten (Raekallio, 1965, 1970; Pioch, 1966; Berg, 
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1972, 1975). Die tiblichen histochemischen Nachweistechniken haben eine Reihe von 
Problemen aufgeworfen, welche bisher nicht befriedigend gel6st werden konnten. Der 
Hauptmangel ist die praktisch nicht erreichbare quantitative Erfassung der Enzym- 
aktivitfit (Pioch, 1966). Unklarheiten bestehen aber auch hinsichtlich der Charakteri- 
sierung der nachgewiesenen Fermente. Zweifellos handelt es sichja um ein Fermentge- 
misch, dessen einzelne Komponenten m6glicherweise topisch different verteilt sind. So 
wurde darauf hingewiesen, dag durch die 4 hfiufigsten Nachweisverfahren mit a-Naph- 
thylacetat, Naphthol-AS-Acetat, Naphthol-ASD-Chloracetat und mit Brornindoxyl- 
acetat nicht dieselben Esterasen erfagt werden (Gomori, 1952; Pearse, 1960; Pioch, 
1966). 

Neue Ansatzpunkte haben sich mit der Verbessemng der Zymographie-Techniken 
ergeben. Seit der Entdeckung des Esterase-D-Polymorphismus durch Hopkinson et al. 
(1973) ist der qualitativen Ansprache der einzelnen Esterasefraktionen in der human- 
genetischen Forschung mit Hilfe modernerer Elektrophorese-Verfahren, neuerdings 
auch der Elektrofokussierung (Grfiner und Simeoni, 1978) viel Aufmerksamkeit ge- 
widmet worden (i)bersicht bei Harris und Hopkinson, 1976; vgl. auch Cortivo et al., 
1978, Suzuki et al., 1978). Im Rahmen traumatologischer Untersuchungen hatten 
Jarecki et al. schon 1969 daraufverwiesen, dat~ sich in der Disc-Elektrophorese mehrere 
Esterase-Fraktionen darstelten, die wghrend des Wundheilungsprozesses qualitativen 
Vefiindemngen unterworfen find. In einer weiteren Arbeit (1970) wurden diese 
Differenzen mit Hilfe der isoelektrischen Fokussiemng bestfitigt. Eine Klassifizierung 
der Enzymbanden wurde noch nicht vorgenommen. 

Wir selbst haben ktirzlich darauf hingewiesen, dag sich in der von uns neu einge- 
fithrten Technik der Histoelektrofokussiemng in experimentellen Meerschweinchen- 
wunden mehrere Fermentfraktionen nachweisen lassen, welche eine eindeutige to- 
pische Beziehung zum eigentlichen Wundrandgebiet besitzen (Bonte, 1978 a, b) und 
andere, welche auch noch in der weiteren Wundumgebung anzutreffen sind. Die ver- 
schiedenen Enzymgruppen verhalten sich wghrend der Heilung keineswegs synchron. 
Wir stellten uns daher die Aufgabe, die Elektrofokussiemng der Unspezifischen Esterasen 
in Paralleluntersuchungen mit Wundextrakten und Kryostatschnitten an experimen- 
tellem Leichenmaterial auf Tauglichkeit ftir die praktische Wundaltersbestimmung zu 
tiberprfifen. 

Material und Methodik 

1. Tierversuche 

Die Tierversuche wurden mit 200-250 g schweren m~innlichen Albino-Meerschweinchen yore 
Stamm Pirbright White W 58 durchgefiihrt. Den Tieren wurden in Halothane-Narkose nach Rasur 
jeweils zwei etwa 1 cm lange Skalpellschnitte im Bereich der Riickenhaut rechts und links der 
Mittellinie beigebracht. Die Tiere wurden nach unterschiedlichen Uberlebenszeiten mit Halothane- 
i~lberdosis getStet. Folgende l~berlebenszeiten wurden gew~ihlt: 2 Minuten, dann 15 miniitige 
Schritte bis zur 2. Oberlebensstunde, 30 miniitige Schritte his zur 6. ~berlebensstunde, schliet~- 
lich sttindliche bis zur 12. Oberlebensstunde und 24 Stunden. Zum Vergleich wurden postmortale 
Wunden gesetzt; augerdem wurden Hautstiicke unverletzter Meerschweinchen untersucht. Die 
Wunden wurden so ausgeschnitten, dag etwa 1 x 1 cm groge Hautlappen resultierten, welche vom 
Unterhautfettgewebe befreit wurden. Zu Vergleichszwecken wurclen einem unverletzten Tier ferner 
Proben der Organe und KSrperfltissigkeiten entnommen. S~imtliche Proben wurden sofort bei 
-27°C tiefgefroren, sp~iter in halbgefrorenem Zustand mit einem Skalpell kleingeschnitten, dann 
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Abb. 1. Klassifizierung der Esterasen in menschl ichen Organen und  K6rperfltissigkeiten. Elektro- 
fokussierung und  Nachweis mit  a -Naphthylbutyra t  (links) und  a-Naphthylaceta t  (rechts) 

1 : 2 mit  physiologischer Kochsalzl6sung versetzt im Ultra-Turrax homogenisiert ,  tiber Nacht 
eluiert und  zentrifugiert.  Der fOberstand wurde direkt ftir die Elektrofokussierung verwendet.  

2. Leichenmaterial 

Die Organ- und  K6rperfliissigkeitsproben wurden einer bei einem Unfall urns Leben gekommenen  
jungen Frau 6 S tunden  nach dem Tod en tnommen .  Die menschl ichen Wundproben  s t ammten  aus 
dem laufenden Obduktionsgut .  Es wurden nu t  Hautwunden  untersucht ,  deren Alter zuverlgssig be- 
kann t  war. Es handelte sich u m  Wunden,  die durch s tumpfe  oder scharfe f remde Gewalteinwirkung 
ents tanden waxen. In allen Fiillen war die Todesursache mit  der Gewalteinwirkung kausal ver- 
kntipft. Die Hautproben wurden aus dem unmit te lbaren Wundgebiet  durch Ausschneiden eines 
etwa 1 cm langen und  5 m m  breiten Streifens - quer zur Wundachse gewonnen,  in halbgefrore- 
nem Zus tand  manuell  vorzerkleinert und  dann unter  Eisktihlung nach Zusatz yon 0,9 % NaC1 
(1 : 2) im Ultra-Turrax homogenisiert .  Zur Weiterbehandlung vgl. oben. 

3. Elektrofokussierung 

Das Verfahren wurde ausftihxlich von Arbu thno t t  und  Beeley (1975), sowie Righett i  (1975) be- 
schrieben. Den bier vorgestellten Untersuchungen wurde eine Arbeitsanleitung von Neumann  
(1976) zugrundegelegt. Die Auf t rennung  erfolgte auf  Ampholine-Polyacrylamid-Flachgelen pH 
3 ,5 -9 ,5  (LKB Bromma,  Schweden) bei 40 Watt  konstanter  Leistung und  10°C Ktihlung. Die ver- 
wendete Mult iphor-Kammer (LKB) erlaubt den Direktaufsatz der Kontakte lekt roden auf  puffer- 
getr~inkte Filterpapierstreffen, welche auf  den Lgngsseiten des Gels aufgetragen werden. Als Puffer 
dienten molare L6sungen yon H 3 PO 4 (anodisch) und  NaOH (kathodisch).  Aufgetragen wurden yon 
jeder Probe 20 ;~l mittels gleichgrofSer Filterpapierstticke, welche nach einstiindigem Lauf  ent- 
fernt  wurden. Von den meis ten Wunden  wurden in Parallelversuchen zusiitzlich 25 ;tin dicke 
Kryosta tschni t te  mit  Hilfe von Deckgl~ischen aufgetragen (vgl. Bonte 1978 a, b). Die Gliischen 
wurden nach 1 Stunde wieder abgenommen,  die Histoschnit te  belassen. Danach wttrde his zur  end- 
gtiltigen Auf t rennung  eine weitere Stunde elektrofokussiert .  W~ihrend des insgesamt zweisttindigen 
Laufs stieg die Spannung von etwa 250 V auf  1100 V, w~ihrend die Stromst~irke yon 50 mA auf  21 
mA zurtickging. 
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4. Esterase-Nachweis 

Die elektrofokussierten Esterasen lassen sich mit geringen Modifikationen mit Hilfe der aus der 
Histochemie bekannten Verfahren nachweisen. Von den 4 am h~iufigsten gebrauehten Substraten 
haben wir mit Naphthol-ASD-Acetat nach Moloney et al. in der Arbeitsanleitung von L6ffler 
(1971), mit Naphthol-AS-Acetat nach Gomori (1952) und mit 5-Bromindoxylacetat naeh Holt 
(1954) nach mehrstiindiger Inkubation lediglich schwache und schon etwas diffuse Pr/izipitate 
daxstellen k6nnen, die einer quantitativen Auswertung nieht zug~inglich waxen. Die besten Ergeb- 
nisse wurden mit a-Naphthylacetat nach Gomori (1950) in der Modifikation yon Peaxse (1953) 
erhalten. Zur Identifizierung der einzelnen Esterasebanden wurden zusgtzliche Versuche mit a- 
Naphthylbutyrat (Darstellung tier Esterase-B-Typen; gleicher Reaktionsansatz) und Aeetylthio- 
cholinjodid durchgeftihrt (Darstellung der Cholinesterase nach Karnovsky und Roots, 1964). 

Arbeitsanleitung: 10 miniitige Vorpufferung in 250 ml 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,4; 60 
Minuten Inkubation bei Zimmertemperatur in einer L6sung aus 75 mg a-Naphthylacetat (gel6st in 
2,5 ml Aceton), 250 ml 0,1 M Phosphatpuffer 7,4 und 250 mg Fast Blue B. Die L6sung wird un- 
mittelbar vor Gebrauch hergestellt und filtriert; der pH-Wert sollte zwischen 7,2 und 7,4 liegen. 
Anschliei~end erfolgt 10 miniitige W~isserung in aqua dest. Die Befunde k6nnen durchlichtdensito- 
metrisch ausgewertet werden. 

Ergebnisse 

1. Idenofiziemng der Esterasebanden 

Die qualitative Klassifizierung der fokussierten menschlichen Esterase-Isoenzyme ist 
in Abb. 1 wiedergegeben. Zum Vergleich wurden die Angaben yon Harris und Hop- 
kinson (1973)herangezogen.  Am leichtesten sind die Esterase-B-Fraktionen festzu- 
legen: B1, B2 und B3 lassen sich sowohl mit  a-Naphthylacetat ,  als auch -butyrat  dar- 
stellen; B1 ist eine einzelne Bande, die aut~er im Blut in fast allen Organen vorkommt,  
Bz verfiigt in der Niere iiber mehr Fraktionen,  als B3, in der Leber umgekehrt.  Die A- 
Typen sind mit  a-Naphthylacetat ,  abet nicht  mit  -butyrat  zu erfassen; A1, A~ und A3 
kommen nur in Erythrozyten vor, A 4 in allen Geweben, abet nur schwach in Erys; 
As und A 6 sind von den hier gew~hlten Substraten nur im Gehirn nachzuweisen, 
A7 auch hier nicht. Ba und D k6nnen weder mit  a-Naphthylacetat ,  noch -butyrat  dar- 
gestellt werden; das gilt auch ftir die Carbonanhydrase. Die Cholinesterase-Isoenzyme 
stellen sich mit  beiden Substraten nur als relativ diffuser Bandenkomplex ganz im 
Sauren dar, was durch spezifische Substrate erh/~rtet werden konnte.  

Die Obertragung dieser Ergebnisse auf die Enzym-Muster der Haut zeigt Abb. 2 a. 
Da entsprechende Erfahrungen mit  Meerschweinchen-Material bisher fehlen, konnte 
eine sichere qualitative Ansprache nicht vorgenommen werden. Analog dem o. g. Vor- 
gehen wurden auch vergleichende Untersuchungen mit Meerschweinchen-Organen 
durchgefiihrt. Danach ist zu vermuten, daft die Zuordnung der Banden entsprechend 

Abb. 2 b vorzunehmen ist. 

Z Verdndemngen wdhrend der Wundheilung 

Die Ergebnisse der Tierversuche gibt Abb. 3 wieder. In der friihen Wundheilungsphase 
kommt  es zu einer asynchronen Intensivierung und Vermehrung der Banden, die vor- 
nehmlich im stark sauren (vermutlich ChE, Es A 1 und Es A2) und schwach alkalischen 
Bereich liegen (vermutlich Es A , ) .  Wie wir fr0her zeigen konnten '(Bonte, 1978 b), 
handelt  es sich bei den Isoenzymen im sauren Bereich um Esterasen, welche ausschliet~- 
lich im engeren Wundrandgebiet auftreten. Zwischen der 90. und 150. Minute nach 
Wundsetzung kommt  es zu einem deutlichen Aktivit~itsriJckgang. Danach werden alle 
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Abb. 2 a, b. Isoenzymfraktionen im Wund- 
randextrakt einer 4 Std. iiberlebten Human- 
wunde (links, a) und einer 9 Std. tiberlebten 
tierexperimentellen Hautwunde(rechts, b). 
Die Zuordnung der tierischen Fraktionen 
wurde durch Analog-Versuche zu Abb. 1 
gorgenommen 

E s A z , -  - - ? -  - -~ 

Abb. 3. Esterasen in Meerschweinchenhaut nach experimenteller Schnittverletzung. Wundalter yon 
links nach rechts: 2, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120 Minuten, 2 1/2, 3, 3 1/2, 4, 4 1/2, 5, 5 1/2, 
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 24 Stunden 

Banden,  besonders die Gruppe  im Sauren zunehmend  deutl icher,  und u m  die 8. bis 

9. Stunde nach dem Trauma bildet  sich ein zweites Maximum;  in dieser - zwei ten  - 

Anstiegsphase t re ten zus~itzliche Banden im schwach Sauren und im Neutra len  auf  

(wahrscheinl ich Es A3 und  Es B3). 
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Abb. 4. Esterasen in menschlichen Hautwunden. Von links nach rechts: unverletzte Haut, Haut- 
wunden mit (Jberlebenszeiten yon ca. 5, 10, 20, 45, 60, 90 Minuten, 2, 4, 24 Stunden, 3 und 14 
Tagen 

Bei der Fokussiemng menschlicher Wundrandextrakte ergab sich das in Abb. 4 
wiedergegebene Bild. Auch beim Menschen gibt es deutliche Differenzen im Verhalten 
der einzelnen Isoenzym-Gruppen. Von Bedeutung sind tiberhaupt nur Es A1-4 ,  Es B3 
und ChE. Die letztere ist dabei so unregelmiigig, dab sie ftir Zeitstellungen praktisch 
nicht zu gebrauchen ist; ~ihnliches gilt auch ftir Es A3. Es A1 und Es A2 verhalten rich 
einigermaben ~ihnlich und weisen bereits in der wenige Minuten tiberlebten Wunde eine 
deutliche Aktivit~itszunahme auf, um dann aber wieder ebenso deutlich zurtickzu- 
gehen. Von der 1. Stunde nach Wundentstehung an komrnt es zu einem emeuten, 
jetzt ziemlich intensiven Aktivit~itsanstieg, der mehrere Tage anh~ilt. Es B3 verh~lt sich 
insofem abweichend, als das Aktivitatsminimum der vorbeschriebenen Isoenzyme 
auf etwa die 90. Minute verschoben ist. Ein ganz anderes Bild zeigen die Es A4-Iso- 
enzyme, die in gewichtiger Konzentration erst vonde r  1. Stunde ab in Erscheinung 
treten und dann - mit gewissen UnregelmN~igkeiten - einen st~indigen AktivitSts- 
zuwachs erfahren. Die parallel durchgeftthrte Histofokussiemng brachte gegeniiber der 
Elektrofokussiemng von Wundrandextrakten keinen entscheidenden Vorteil. Sie 
empfiehlt sich lediglich, wenn eine histochemische Bearbeitung yon Wundmaterial 
geplant ist, die ohnehin die Anfertigung yon Kryostatschnitten tiefgefrorener un- 
fixierter Hautproben erfordert, oder wenn zu wenig Material zur Verftigung steht. 

Diskussion 

Bei den Untersuchungen wurde auf den Einsatz der in der Serologie bevorzugten 
4-Methylumbelliferylester verzichtet. Die hiermit am gtinstigsten darstellbaren Este- 
rase-D-Isoenzyme sind wegen ihres genetisch determinierten Polymorphismus for 
Wundaltersbestimmungan an heterogenem Material nicht sonderlich geeignet. Von den 
tibrigen Esterasen wurden aut~er bei der Cholinesterase bisher nur bei den Esterasen 
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A1--3 Varianten beschrieben, die aber so selten sind, dag eine St6rung bei unseren 
Untersuchungen unwahrscheinlich war. Wit haben auch auf Paralleluntersuchungen 
in der konventionellen St~irkegel-Elektrophorese verzichten k6nnen, die ja vor allem 
bei der Klassifizierung der einzelnen Banden gute Dienste geleistet h~tte. In der Arbeit 
von Harris und Hopkinson (1973) sind solche Befunde abet ausreichend dokumentiert, 
so da6 hier darauf zuriickgegriffen werden konnte. Sowohl was die Tierexperimente 
angeht, als auch bei der Bearbeitung menschlichen Wundmaterials stellt sich in der 
Elektrofokussierung ein sauberes Bandenmuster dar, welches nach unserem Daftir- 
halten nicht dutch unregelm~it~ig auftretende Nebenbanden gest6rt wird, was yon 
Griinder und Simeoni (1978) bei den Fluoreszenzverfahren bem~ingelt wurde. 

Zwischen den Untersuchungsergebnissen an tierischem und menschlichem Material 
ist eine gewisse Nhnlichkeit nicht zu verkennen. In beiden Untersuchungsreihen stellt 
sich in der frtthen Wundheilungsphase ein schwaches Aktivit~itsmaximum dar, welches 
vor allem die Fraktionen A1-3  betrifft; diese Frtihreaktion h~ilt aber offenbar nicht 
sehr lange an, denn bereits zwischen der 20. und 60. Minute (Mensch), bzw. 1 1/2 
his 2 1/2 Stunden nach dem Trauma (Meerschweinchen) verblassen die Enzymbanden 
wieder. Da die Fraktionen A1-3  vor allem in Erythrozyten, also im Blut enthalten 
sind, stellt sich die Frage, ob sich hier nicht ganz einfach das h~imorrhagische Extra- 
vasat bemerkbar macht. Das ist nicht unwahrscheinlich, denn die am ungefarbten Gel 
noch gut zu erkennenden Hb-Banden zeichnen sich durch ~ihnliche Intensitfitsver~inde- 
rungen aus. Andererseits k6nnte eine Beziehung zu den Beobachtungen von Fatteh 
(1966) und Pioch (1966) bestehen, die bereits 10 bzw. 15 Minuten nach Traumati- 
siemng eine deutliche Zunahme der Esteraseaktivit~it sahen. Arima und Nagamori 
(1965) beschrieben eine Aktivit~itszunahme nach 30 Minuten, Tanaka (1966) nach 1 
Stunde. Nicht leicht zu erkl~iren ist der Aktivit~itsriickgang in der nachfolgenden Phase. 
Ein Verdiinnungseffekt durch das sich entwickelnde Odem ist wenig wahrscheinlich, 
da die (Sdemfltissigkeit, ~hnlich wie das Serum cholinesterasehaltig sein dtirfte. Eine 
entsprechende Zunahme der ChE-Fraktion ist aber nicht zu sehen. Die Fraktionen 
A I _  3 und B3 weisen dann im weiteren Verlauf eine emeute, jetzt sehr deutliche 
Aktivit~tszunahme auf, die aber wiedemm synchron zu einer Intensitfitszunahme der 
H~imoglobine vefl~iuft. Vielleicht zeichnet sich hier lediglich eine Phase der Hypergmie 
im Wundgebiet ab. 

Da die A4-Isoenzyme weder im Blut, noch im Serum enthalten sind, kann ft~r sie 
eine entsprechende Erkl/irung nicht in Anspruch genommen werden. Wenn man von 
einer ganz schwachen Aktivit~it in der Frtthphase absieht, kennzeichnet diese Enzym- 
fraktion die sp~itere Wundheilungsphase. Deutliche Aktivit/~tszunahmen waren im 
menschlichen Material frtthestens 1 Stunde, im Tiermaterial frtihestens 2 1/2 Stunden 
nach dem Trauma festzustellen. Die Fermentaktivitgt scheint mit gewissen Schwan- 
kungen danach stfindig zuzunehmen. Man k6nnte durchaus daran denken, dag eine 
Entsprechung zu den histomorphologischen und histochemischen Vergnderungen um 
diese Zeit besteht. Raekallio (1965) sah 4 Stunden nach dem Trauma einzelne einge- 
wanderte esterasebeladene polymorphkernige Leukozyten, die sich dann an Zahl ver- 
mehrten; Lindner (1962) beschrieb Esteraseaktivitfit in den von diesem Zeitpunkt an 
mit Pino- und Phagozytose befat~ten histiocyt/iren Elementen; nach 8 Stunden fanden 
sich auch bereits aktivierte Fibroblasten. Damit war auch schon vom morphologischen 
Bild her mit Esterasen zu rechnen, die von denen der Frtthzeit - diffuse braun-violette 
Niederschlfige zwischen den Bindegewebsfasern (Pioch, 1966) - differieren. 
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Vor allem die Esterase A4-Isoenzyme k6nnten demnach fiir die Wundaltersbe- 
stimmung yon Bedeutung sein. Was schon im Tierversuch angedeutet zu sehen war, 
n~mlich die nicht ganz lineare Aktivitfitszunahme und das Vorhandensein einzelner 
Ausreit~er, st6rt abet leider die Zymographie der menschlichen Isoenzym-Fraktionen 
noch viel mehr. Wohl spricht ein stark positiver Befund der Esterase A4-Isoenzyme in 
der menschlichen Hautwunde sicher ftk eine ~berlebenszeit yon mehr als 1 Stunde; 
eine Abgrenzung gegenfiber Befunden, welche wesentlich l~nger, mimlich bis etwa zu 
einem Tag tiberlebt wurden, kann aber nicht vorgenommen werden. Erst in der Sp~t- 
phase nach mehreren Tagen gibt es quantitativ hinreichend erfagbare weitere Inten- 

sit~itsanstiege. Eine lediglich schwach positive Fermentreaktion im Bereich der A4- 
Banden spricht angesichts der Ausreil3er nicht sicher gegen ein Wundalter yon fiber 

einer Stunde. Wir mtissen uns daher Berg und Ebel (1969) anschliegen, die bereits bei 
histochemischer Untersuchungstechnik - trotz brauchbarer Ergebnisse im Tierversuch 
- in menschlichem Material keine zweifelsfrei ftir die forensische Praxis geeignete 
zeitliche Beziehung der Esteraseaktivit~it zum Wundalter nachweisen konnten.  
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