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Leukocyte Enzyme Activity in Skin Cut Wounds 
at Various Time Intervals After Injury 

Summary. A study was carried out on leukocyte enzyme activity from prints 
of skin cut wounds of guinea pigs at various time intervals after the injury. 
The following enzymes were examined: alkaline and acid phosphatase, suc- 
cine, lactate, and glucose-6-phosphate dehydrogenases. Cytochemical anal- 
ysis revealed a rapid increase in enzyme activity in the 4th h after the wound 
occurred, which can be explained by the alteration in leukocyte metabolism 
induced by the damaging agent, i.e., the skin trauma inflicted. The rise in 
lactate dehydrogenase and glucose-6-phosphate dehydrogenase activity is 
the most characteristic feature. In accordance with these changes in enzyme 
activity, some conclusions can be made about certain intracellular alter- 
ations. There is a close relationship between the course and the degree of 
these cellular changes and the time interval between the injury and examina- 
tion of the enzyme activity. These changes make it possible to draw conclu- 
sions concerning the vital character and the interval after inflicting as well. 

Key words: Skin cut wounds, leukocyte enzyme activity - Time duration 
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Zusammenfassung. Es wurde eine Untersuchung der Enzymaktivitfit der 
alkalischen und sauren Phosphatase, der Sukzinat- und Laktatdehydro- 
genase, und der Glucose-6-Phosphatdehydrogenase in den Leukozyten yon 
Abdriicken von Hautschnittwunden bei Meerschweinchen nach verschiede- 
nen Zeitabschnitten nach Verletzung durchgeftihrt. Die zytochemische 
Analyse zeigt eine merkliche Steigerung der Aktivit~it der untersuchten En- 
zyme um die vierte Stunde nach der Verletzung der Haut. Diese Steigerung 
der Enzymaktivit~it wird auf die eingetretene Umwandlung des normal ver- 
laufenden metabolischen Prozesses in den Leukozyten, hervorgerufen durch 
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die Einwirkung eines schfidigenden Agents - der Verletzung der Haut - 
zurfickgeffihrt. Am demonstrativsten ist diese Steigerung der Enzymaktivi- 
t~it bei der Laktatdehydrogenase und der Glucose-6-Phosphatdehydroge- 
nase. Auf Grund der Ver~nderungen in der Aktivit~t der untersuchten En- 
zyme kann man Schlul3folgerungen auf die sich entwickelnden Ver~inderun- 
gen in der Zelle selbst ziehen. Die Entwicklung und der Grad dieser Ver- 
~inderungen stehen in enger Abh~ingigkeit vonder  verstrichenen Zeit yon 
dem Moment der Sch~idigung bis zum Moment der Untersuchung der ent- 
sprechenden Enzymaktivit~it. Aus diesen Ver~inderungen kann man sowohl 
darauf schliegen, ob die Verletzung zu Lebzeiten geschah, als auch auf die 
Zeitdauer ihres Bestehens. 

Schliisselwiirter: Schnittwunden der Haut, Enzymaktivit~it der Leukozyten - 
Wundaltersbestimmung 

Die Erforschung der Ver~inderungen im inneren der Zelle im Verlauf der Ein- 
wirkungen durch ein sch~idigendes Agens er6ffnet M6glichkeiten zur Informa- 
tion sowohl fiber den Charakter der Einwirkung selbst, als auch fiber ihre 
Dauer. Diese Ver~inderungen in der Zelle sind ffir die lebende Materie charak- 
teristisch und k6nnen zur L6sung einer der wesentlichsten Fragen in der Ge- 
richtsmedizin - der Bestimmung, ob Wunden, einschlieglich der Haut, zu Leb- 
zeiten zugeffigt wurden und besonders, wie lange sie schon bestehen - heran- 
gezogen werden. In diesen Ver~inderungen drtickt sich die Reaktion der leben- 
den Zelle auf die in ihr und um sie herum entstandenen gugerst ungfinstigen 
Bedingungen aus. Im Verlauf der Entwicklung dieses eigentfimlichen Existenz- 
kampfes der Zelle treten akute und tiefgreifende Umwandlungen auf, vor allem 
in ihren Stoffwechselprozessen, durch deren Umbau die Zelle Wege sucht, um 
die ungfinstigen Bedingungen zu fiberwinden, in die sie geraten ist. In ihrer der- 
zeitigen Entwicklungsetappe kann die Zytoenzymchemie nicht nur die bereits 
bekannten biochemischen Methoden mit konkreter Lokalisation der untersuch- 
ten Reaktion realisieren und empfindlicher gestalten, sondern sie kann auch 
den Umbau des Metabolismus im Zellinneren der konkreten Zelle darstellen 
(Oboznaja et al. 1981). 

Der zytoenzymchemischen Analyse ist bisher nicht die Aufmerksamkeit ge- 
schenkt worden, die sie hinsichtlich der Bedeutung und des Wertes, die sie in 
der gerichtsmedizinischen Praxis haben k6nnte verdient. In der yon uns durch- 
forschten Literatur fanden wir nur die Untersuchungen von Gadshiev et al. 
1976, die die Peroxydaseaktivit~it in Leukozyten untersuchten, auf Grund derer 
sie Orientierungspunkte fiber den Zeitpunkt des Eintritts des Todes zu finden 
hofften. K~Smpf et al. 1983 untersuchten die Aktivit~t der ASD-Esterase in 
Leukozyten und Lymphozyten des ven6sen peripheren Blutes in verschiedenen 
Zeitperioden in Abh~ingigkeit von ihrer Ausscheidung sowie ihre Aufbewah- 
rungsweise. In ihrer Untersuchung machte Hizhnjakova 1983 nur eine zyto- 
morphologische Analyse aus den entnommenen Abdrficken vonder  Wund- 
oberfl~iche in verschiedenen Zeitabst~inden nach der Verletzung. Es wurde die 
Leukozytenenzymaktivitfit in dem eigentlichen Gewebe des Wundgebietes un- 
tersucht (Berg und Ebel 1969, 1972; Ojala et al. 1969; Hou-Jensen 1968 u. a.). 
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Wir  haben  uns das Ziel  gesetzt,  die Ver~inderungen in der Aktivit~it einiger 
E n z y m e  in den segmentkern igen  L e u k o z y t e n  in Abdr t i cken  vor  Schni t twunden 
der  H a u t  zu verfolgen,  wobei  wir annehmen ,  in diesen Ver~inderungen eine In- 
fo rmat ion  tiber den Charak te r  der Ver le tzung  ob sie zu Lebze i ten  en t s tanden  
ist, und  tiber ihre Ze i tdaue r  zu erhalten.  

Material und Methoden 

Bei Meerschweinchen setzten wir nach vorheriger Beschneidung und Rasur des Felles am 
R0cken nahe des Halses mit einem scharfen Gegenstand Schnittwunden mit einer Lfinge yon 
3 cm. Der Schnitt ging durch alle Schichten der Haut und Unterhaut bis auf die Faszien der 
darunterliegenden Muskelgruppen. In Serien yon je 5 Meerschweinchen wurden diese ent- 
blutet, und zwar unmittelbar nach der Verletzung, in der 30. und 60. Min und nach der 2., 4., 
8., 12., 18. und 24. Std nach der Verletzung. Unmittelbar nach der T6tung, sowie in der 1., 
2., 4., 8., 12., 18. und 24. Std nach der T6tung wurden von der Wundoberfl~iche Abdrficke auf 
vorher gut gereinigte und leicht angew~irmte Deckgl~ischen entnommen. In gesonderten 
Serien zu je 5 Meerschweinchen wurden diese durch mechanische Asphyxie (Erdrosseln) ge- 
t6tet und danach in der 10., 30., 60. Minute, in der 1., 2., 4., 8., 12., 18. und 24. Std mit einem 
scharfen Messer Schnittwunden auf der enthaarten Haut am Rficken gesetzt. Unmittelbar 
nach der Verletzung wurden ebenso vonder  Wundfl~iche Abdr0cke auf Deckgl~ischen ent- 
nommen. Die Abdrficke liegen wir bei Zimmertemperatur trocknen und bearbeiteten sie 
dann mit enzymchemischen Methoden zur Demonstration: - d e r  Alkaliphosphataseaktivit~it, 
wobei als Substrat Natriumnaphtolphosphat AS MX und als Distickstoffsalz fast garnet GBC 
verwendet wird; - der S~urephosphataseaktivit~it, bei der als Substrat Natrium-alpha-Naph- 
thylphosphat und als Distickstoffsalz fast garnet GBC verwendet wird; - d e r  Enzymaktivitfit 
der Adenosintriphosphatase nach der Methode yon Padykula und Hermann 1955; der Enzym- 
aktivit~it der Sukzinatdehydrogenase nach der Methode yon Nachlas et al. 1957; der Enzym- 
aktivit~it der Laktatdehydrogenase und Glucose-6-Phosphatdehydrogenase nach der Methode 
von Gerebtzoff 1966, 1968. Die Inkubationszeit betrug 90 Min. 

Ergebnisse 

In  den zu Lebze i ten  zugeftigten H a u t w u n d e n  von  Meerschweinchen  wurden  in 
der  Zei t  vom Nul lpunkt  bis zur  zweiten Stunde keine besonderen  Ver~in- 
de rungen  in der  Enzymaktivi t f i t  der  segmentkern igen  L e u k o z y t e n  in den Ab-  
drficken bei den yon  uns un te rsuch ten  E n z y m e n  beobachte t .  

Bei der  Un te r suchung  der  Enzymakt iv i t~ t  der  alkalischen Phospha tase  in 
den Abdr t icken ,  die u m  die vierte S tunde  e n t n o m m e n  wurden,  wurde  nur  in 
e inzelnen segmentkern igen  L e u k o z y t e n  in der  bereits betrfichtlichen Anzah l  
dieser Zel len eine k a u m  merkl iche  Steigerung der Aktivit~it dieser E n z y m e  
festgestellt,  die sich in einigen einzelnen br~iunlichschwarzen Granu la  ~iuf3ert. 
In  den Abdrf icken  aus W u n d e n  mit  8stt~ndiger D a u e r  zu Lebze i ten  zeigt sich 
eine m~if3ig ausgepr~igte Enzymaktivi t f i t  der alkalischen Phospha tase  in fast 
allen segmentkern igen  Leukozy ten .  Bis zum Schluf3 der  von uns un te rsuchten  
Per iode  von  bei Lebze i ten  zugeft igten Ver le tzungen  blieb das Bild fast unver-  
findert. 

In  den Abdrf icken  aus W u n d e n ,  die bis zum E n d e  der  ersten 24 S tunden  
nach Dekap i t a t ion  der  Tiere untersucht  wurden,  fand sich kein nennenswer te r  



160 I.Lasarov 

Abb. 1. Abdruck von einer Haut- 
schnittwunde eines Meerschwein- 
chens, die unmittelbar vor der 
T6tung des Tieres zugeftigt wurde. 
Aktivit~it der sauren Phosphatase, 
ausgepr~igt durch einzelne kleine 
Granula im Zytoplasma eines 
segmentkernigen Leukozyten. 
Ffirbemethode mit Naphtylphos- 
phat. Vergr6gerung × 1280 

Abb. 2. Abdruck von einer Haut- 
schnittwunde eines Meerschwein- 
chens, die 8 Stunden vor der 
TOtung des Tieres zugeffigt wurde. 
Gesteigerte Aktivit~it der sauren 
Phosphatase, ausgedrfickt durch 
Granula und diffuses Dunkler- 
werden des Zytoplasmas der 
segmentkernigen Leukozyten. 
F~irbemethode mit Naphtylphos- 
phat. Vergr6gerung × 1280 

Unterschied in der Enzymaktivit~it in den Leukozyten zu der, die im Moment  
der Dekapi ta t ion konstatiert  wurde. Dasselbe konstat ier ten wir auch bei den 
Untersuchungen der Aktivit~it der tibrigen von uns untersuchten Enzyme in 
dieser Periode. 

In den Abdrt icken,  die von den Hautver le tzungen yon den Meerschwein- 
chen en tnommen  wurden,  die zu verschiedenen Zei tpunkten  nach T6tung der 
Tiere gesetzt worden waren,  land sich in den selten anzutreffenden Leukozyten 
eine Aktivit~it der alkalischen Phosphatase in den ersten 2 -4  Std nach dem 
Tode ~ihnlich jener,  die in den Leukozyten yon Wunden zu linden war, die un- 
mit telbar  vor der Dekapi ta t ion gesetzt worden waren. Zu  sp~iteren Zei tpunkten 
bis zum Ende der 24 Std wurde keine Enzymaktivit~it mehr  festgestellt. Diese 
Gesetzm~igigkeit zeigte sich auch bei der Untersuchung der Aktivit~t der ~ib- 
rigen Enzyme.  
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Abb. 3. Abdruck von einer Haut- 
schnittwunde eines Meerschwein- 
chens, die unmittelbar vor der 
T6tung des Tieres zugefiigt wurde. 
Aktivitfit der Sukzinatdehydro- 
genase, ausgeprfigt durch einzelne 
kleine Granula im Zytoplasma 
eines segmentkernigen geuko- 
zyten. F~irbemethode nach Nach- : 
las et al. (1957). Vergr/Sgerung } ;  
× 1280 . . . . . . . .  
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Abb. 4. Abdruck von einer Haut- 
schnittwunde eines Meerschwein- 
chens, die 4 Std vor der TOtung 
des Tieres zugefiigt wurde. Gestei- 
gerte Aktivit~it der Sukzinat- 
dehydrogenase, ausgedrtickt 
durch kleine Granula im Zyto- 
plasma der segmentkernigen 
Leukozyten. F~irbemethode nach 
Nachlas et al. (1957). Vergr/3ge- 
rung × 1280 

In den Abdrticken von Wunden bei Meerschweinchen mit 4stiindiger Dauer 
zu Lebzeiten fand sich in einem geringen Teil der in betr~ichtlicher Anzahl 
erschienenen segmentkernigen Leukozyten eine schwach ausgeprfigte En- 
zymaktivit~it der sauren Phosphatase, die sich in einzelnen r6tlich-braunen 
Granula darstellte. In den Abdrticken von Wunden bei Meerschweinchen von 
den iibrigen von uns zu Lebzeiten beobachteten Zeitpunkten land sich eine un- 
bedeutende Steigerung der Enzymaktivit~it der sauren Phosphatase, dargestellt 
durch Zonen von leichteren Verdunklungen im Zytoplasma. 

Bei den Untersuchungen von Abdrticken aus den Verletzungen der 
Meerschweinchen mit verschiedener Zeitdauer zu Lebzeiten konnte in der von 
uns beobachteten Periode kein Vorhandensein von Zellen mit ausgepr~igter 
Aktivit~it der Adenosintriphosphatase, die in dem uns interessierenden Gebiet 
ausgenutzt werden k6nnte, festgestellt werden. In den segmentkernigen 
Leukozyten jedoch, die in den Abdr~cken der Verletzungen von Meerschwein- 
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Abb. 5. Abdruck von einer Haut- 
schnittwunde eines Meerschwein- 
chens, die unmittelbar vor der 
T6tung des Tieres zugefiigt wurde, 
Aktivit~it der Glucose-6-Phosphat- 
dehydrogenase, ausgepr~gt durch 
kleine Granula im Zytoplasma 
eines segmentkernigen Leuko- 
zyten. Ffirbemethode nach Ge- 
rebtzoff (1966, 1968). Vergr/3ge- 
rung × 1280 

Abb. 6. Abdruck yon einer Haut- 
schnittwunde eines Meerschwein- 
chens, die 4 Std vor der T6tung 
des Tieres zugeftigt wurde. Gestei- 
gerte Aktivit~it der Glucose-6- 
Phosphatdehydrogenase, ausge- 
drfickt durch eine Vielzahl grober 
Granula und diffuses Dunkler- 
werden des Zytoplasmas der 
segmentkernigen Leukozyten. 
Fgrbemethode nach Gerebtzoff 
(1966, 1968). Vergr613erung 
× 1280 

chen mit 4stt~ndiger Zei tdauer  zu Lebzei ten zu finden waren,  bemerk ten  wir 
eine Enzymaktivitfit  der Sukzinatdehydrogenase,  sichtbar durch feine, sp~irlich 
tiber das gesamte Zytoplasma verteilte blfiuliche Granula  bei diffuser r6tlicher 
F~irbung des gesamten Zytoplasmas.  Die Aktivitfit des Enzyms steigert sich 
merklich in den obengenannten  Zellen in jenen Abdrt~cken, die den Wunden 
mit 8sttindiger Dauer  zu Lebzei ten en tnommen worden waren. 

Genau  dieselbe - bezt~glich ihrer GesetzmN3igkeit und Zellverteilung - ist 
die von uns beobachte te  Enzymaktivi t~t  der Lakta tdehydrogenase  und der 
Glucose-6-Phosphatehydrogenase in den Abdrficken aus den Hautwunden der 
Meerschweinchen in der von uns untersuchten Periode. Zu  beobachten  ist eine 
merkliche Steigerung der Aktivit~it der beiden Enzyme in den Zellen aus den 
Wundabdrt~cken der Meerschweinchen mit 4stfindiger Dauer  zu Lebzeiten.  
Diese Aktivit~it dr~ckt sich durch diffus fiber das gesamte Zytoplasma ver- 
streute brfiunliche Granula  bei den meisten der angetroffenen segmentkernigen 
Leukozyten  in den Wundabdrt~cken aus. 
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Diskussion 

Die zytochemische Analyse zeigt eine merkliche Aktivit~itssteigerung der unter- 
suchten Enzyme um die 4. Std nach der Hautverletzung. Diese Steigerung der 
Enzymaktivit~it wird der eingetretenen Umwandlung des normal verlaufenden 
Stoffwechselprozesses in den Leukozyten, hervorgerufen durch die Einwirkung 
eines schfidigenden Agents - der Verletzung der Haut - zugrundegelegt. In 
den ersten Stunden nach der Verletzung wandelt die zugeft~gte Sch~idigung 
schnell den normal verlaufenden metabolischen Prozef3 in den Zellen, ein- 
schief31ich der Leukozyten, um und ruft eine Art von metabolischer ,,Ex- 
plosion" mit pl6tzlicher Steigerung aller Prozesse - der abbauenden und der 
synthetisierenden - in ihrem Metabolismus hervor. Am demonstrativsten ist 
die Zunahme der Enzymaktivit~t der Laktatdehydrogenase und der Glucose-6- 
Phosphatdehydrogenase um die 4. Std nach Verletzung der Haut. In der Ent- 
wicklung der komplizierten Stoffwechselprozesse, die durch mechanische 
Sch~idigung der Haut hervorgerufen werden, sind auch verst~irkte Hydro- 
lyseerscheinungen zu bemerken - Anzeichen daffir ist die zu beobachtende 
erh6hte Aktivitfit der alkalischen Phosphatase und der sauren Phosphatase. 
Eine fihnliche Steigerung der Aktivit~it der alkalischen Phosphatase beobachte- 
ten Raekallio 1961, Wachstein 1946, aber in den segmentkernigen Leukozyten 
im Wundgewebe selbst. Wiederum land Raekallio 1961, 1965 in diesen 
Leukozyten in der gleichen Lage im Gewebe ~ihnlich wie wir eine Steigerung 
der Aktivitfit der Sukzinatdehydrogenase um die 4.-8. Std nach der Verletzung 
der Haut. 

Auf Grund der Verfinderungen in der Aktivitfit der untersuchten Enzyme 
kann man auf die sich entwickelnden Ver~inderungen in der Zelle selbst 
Rfickschlt~sse ziehen. Die Entwicklung und der Grad dieser Ver~inderungen 
stehen in enger Abh~ingigkeit vonde r  verstrichenen Zeit vom Moment der 
zugefiigten Schfidigung bis zum Moment der durchgeftihrten Beobachtung der 
entsprechenden Enzymaktivit~it. So k6nnen in der Dynamik der Ver~in- 
derungen der Aktivit~it der untersuchten Enzyme biochemisch bedingte An- 
zeichen als Merkmale gefunden werden - sowohl daf~r, daf3 die Verletzung der 
Haut zu Lebzeiten geschah, als auch ftir die Zeit, die seitdem verstrichen ist. 

Aus dem bisher ausgeft~hrten geht hervor, daf3 die Untersuchung einzelner 
Zellen und konkret der segmentkernigen Leukozyten in den Abdrt~cken aus 
Hautwunden haupts~ichlich wegen ihrer Gewebsunabhfingigkeit und Be- 
wahrung der Zellganzheit durch zytochemische Analysemethoden genauere, 
differenzierte M6glichkeiten zur Beurteilung liefert, ob die Hautverletzung zu 
Lebzeiten geschah und wie lange sie schon besteht, als die traditionellen histo- 
morphologischen Untersuchungsmethoden. 
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