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Histological parametersfor the age-estimation
of human skin wounds

Abstract The aim of this article is to provide current in-
formation on morphological parameters useful for a foren-
sic age estimation of human skin wounds. In addition to
mainly cellular reactions detectable by routine histological
or enzyme histochemical techniques, immunohistochemi-
cal parameters and their forensic value are especialy dis-
cussed.
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Zusammenfassung Ziel des vorliegenden Beitrages ist
es, einen aktuellen Uberblick tber die morphologischen
Parameter zu geben, die momentan zur Altersbestimmung
menschlicher Hautwunden zur Verfiigung stehen. Neben
der Darstellung von Reaktionen, die mit routine-histol ogi-
schen und enzymhistochemischen Verfahren erfaldt wer-
den kénnen, wird insbesondere auf immunohistochemisch
nachweisbare Veranderungen und deren forensische Ver-
wertbarkeit eingegangen.

Schlisselworter Wundalter - Hautwunden -
Morphologie

Einleitung

Zu den wesentlichen Fragestellungen der forensischen
Morphologie z&hlt die Wundaltersbestimmung und damit
die Vitalitatsbeurteilung von Verletzungen. Die Bedeutung
dieser Thematik reflektiert sich in einer Vielzahl von Pu-
blikationen, die von zahlreichen Arbeitsgruppen unter-
schiedlichster Fachrichtungen veroffentlicht wurden. Die
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Fllle der einschléagigen Literatur ist heute kaum noch Uber-
schaubar und kann im Rahmen dieser Arbeit auch nicht
anndhernd dargestellt werden. Der interessierte Leser sei
deshalb auf die Spezialliteratur verwiesen. In diesem Uber-
sichtsartikel sollen vielmehr die aktuell zur Verfigung
stehenden Parameter der forensischen Altersbestimmung
an der menschlichen Hautwunde angesprochen werden.

Prinzip der Wundheilung
und der Wundaltersbhestimmung

Die Wundheilung stellt eine Sonderform der Entziindung
dar und kann — grob schematisch — in eine vaskulére, zel-
[uldre und proliferative Phase unterteilt werden. Diese Pha-
sen sind wiederum durch eine ganze Reihe von zeitlich
aufeinanderfol genden bzw. sich auch tberschneidenden
Einzelveranderungen charakterisiert. Bei der Heilung von
Hautwunden 183 sich hierbei vereinfacht folgender, ge-
setzmaliger Reaktionsablauf skizzieren:

Jeder relevanten Gewebsalteration folgt eine friihe vas-
kulére Reaktion mit Geféikdilatation und erhohter Gefal:-
permeabilitét. Die hieraus resultierende Stase ermdglicht
eine Interaktion zwischen Gefé3endothel und intravasku-
l&ren Leukozyten, die Uber verschiedene Zelladhésions-
molekiile wie ICAM-1, VCAM-1 bzw. Selektine vermit-
telt wird. Auf die sich anschlief3ende intravaskulére Mar-
gination der Leukozyten folgt die aktive Emigration, die
durch verschiedene chemotaktische Reize (Proteinfrag-
mente, Komplementkomplexe, Lymphokine, Leukotriene,
Thromboxane, Fibrin, Fibronektin etc.) gesteuert wird.

Als erste Zellen hamatogenen Ursprungs infiltrieren
Granulozyten das Wundgebiet, die hauptséchlich an der
Lyse und Phagozytose nekrotischen Gewebes beteiligt sind
und hierzu u.a. Proteinasen und Lysozym freisetzen [17,
70]. Darliber hinaus stimulieren diese Zellen u.a. Uber
Monokine und Wachstumsfaktoren die Aktivierung und
Proliferation von Fibroblasten. Fibroblastére Zellen wan-
dern zudem unter dem Einflufd chemotaktischer Signale
wie Kollagenfragmente, Fibronektin, Komplementkom-
plexe und Lymphokine [21, 56] in das Wundgebiet ein
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und sezernieren dort Proteine der extrazelluldren Matrix
und Zelladhasionsmol ektile wie Fibronektin, Tenascin und
verschiedene Kollagen-Subtypen. Letztere dienen dem Er-
satz des untergegangenen Gewebes. Einige der fibrobla-
stéren Zellen transformieren zu sog. Myofibroblasten, die
wegen ihres Gehalts an a-Aktin kontraktile Eigenschaf-
ten besitzen und in die Stabilisierung wie auch in die
Kontraktion des Granulationsgewebes involviert sind [ 30,
31, 65]. Das ursprunglich zell- und geféidreiche Granula-
tionsgewebe transformiert schliefdlich in die permanente
Narbe, wobei an der Reduktion der Zellzahl apoptotische
Phénomene beteiligt sind.

Parallel zu den reparativen Veranderungen, die im trau-
matisierten Bindegewebe ablaufen, werden Keratinozyten
stimuliert und aktiviert, die den urspriinglichen epithelia-
len Defekt durch Proliferation und Migration decken [46,
55], Die Migration nimmt ihren Ausgang hierbei von der
oberfl&chlichen Keratinozytenschicht der Epidermis wie
auch von umliegenden Hautanhangsgebilden [52, 75]. Die
Keratinozyten, die ebenfalls Aktin-dhnliche Komponenten
enthalten [29], bedienen sich bei ihrer Wanderung einer
provisorischen Matrix aus Fibrin und Fibronektin, die nach
Abschlul® der Reepithelialisation durch eine Basalmem-
bran ersetzt wird [14].

Diese vereinfachte Darstellung verdeutlicht, daf3 die ein-
zelnen Phasen des Heilungsprozesses durch eine Vielzahl
von Einzelveréanderungen charakterisiert sind, deren ge-
setzmaldiges und zeitabhangiges Auftreten im Prinzip schon
1867 von Cohnheim [16] beschrieben wurde. Die chrono-
logisch im Wundgebiet zu beobachtenden Einzel phéno-
mene konnen histologisch erfaldt und zur Altersschatzung
einer unbekannten Wunde herangezogen werden kann.

Der Zeitpunkt der frihesten Nachweisbarkeit einer ent-
sprechenden Reaktion legt im Falle eines positiven Be-
fundes das Mindestalter der jeweiligen Verletzung fest. Tritt
eine Reaktion in einem bestimmten Zeitintervall regel-
maldig, d.h. in alen Wunden mit einer entsprechenden
Uberlebenszeit auf, so erlaubt das Fehlen einer positiven
Reaktion in einer unbekannten Verletzung den Riickschluf3,
daid das Alter der Lésion unter- oder aber oberhalb dieser
Zeitspanne einzuordnen ist. Da aber das Ausbleiben einer
Reaktion v.a. auch durch methodische Faktoren beeinfluft
werden kann, sind negative Befunde grundsétzlich mit
Zurickhaltung zu interpretieren. Insofern ist das Kriterium
der regelméfdigen Nachweisbarkeit unter forensischen As-
pekten von deutlich geringerer Aussagekraft as das der
frihesten Nachweisbarkeit, welches sich auf die positive
Feststellung eines Befundes stiitzt. Den geringsten foren-
sischen Wert besitzt schliefdlich das Kriterium der lang-
sten Nachweisbarkeit, welches insbesondere von der indi-
viduell zumeist unterschiedlichen urspringlichen Ausdeh-
nung der Wundflache abhéngt und zudem ebenfalls nur
bei negativem Befund eine Aussage erlaubt.

Die bereits angesprochenen Einzelveranderungen kon-
nen grundsétzlich mit routinehistol ogischen, mit enzym-
hi stochemi schen wie auch mit immunhistochemischen Me-
thoden dargestellt werden.

Der Vorteil der routine-histologischen Farbeverfahren
wie z.B. der Hamatoxylin-Eosin-Farbung und der Berli-
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ner Blaureaktion liegt im Wesentlichen in deren einfachen
und schnellen Durchfiihrbarkeit, der Nachteil hingegen
darin, daf3 nicht jeder Parameter spezifisch und sicher er-
fait werden kann. Auch die enzymhistochemisch detek-
tierbare Zahl an Parametern ist beschrénkt, wobei das ver-
gleichsweise unregelméidige Auftreten positiver Befunde
zusétzlich zu berlicksichtigen ist. Andererseits scheinen en-
zymhistochemische Verfahren aber relativ resistent ge-
gentiber Faulniseinfllissen zu sein, wohingegen immunhi-
stochemische Methoden — alerdings abhéngig vom darzu-
stellenden Antigen — auf Faulnisverdanderungen recht emp-
findlich reagieren. Mit der Immunhistochemie 18/} sich
jedoch eine Vielzahl wichtiger Antigene, die wéhrend der
Wundheilung exprimiert werden, zuverléssig und spezi-
fisch nachweisen.

Im Folgenden sollen nun die aktuell zur Verfiigung ste-
henden, mit den verschiedenen histologischen Methoden
darstellbaren Parameter angesprochen werden, auf die sich
die forensische Altersbestimmung menschlicher Hautwun-
den momentan stiitzt.

Routine-Histologie

Im Laufe der Wundheilung infiltrieren zunéchst polymorph-
kernige Granulozyten (PMN) das Wundgebiet, die auch
im HE-geféarbten Praparat aufgrund ihrer typischen Kern-
morphologie zu identifizieren sind. Bei der Auswertung
der Préparate ist allerdings zu berticksichtigen, dal’ Gra-
nulozyten auch passiv im Rahmen der Einblutung in das
Gewebe eingeschwemmt werden kdnnen. Deshalb sind un-
ter forensischen Gesichtspunkten wohl nur solche Schnitte
als sicher positiv zu beurteilen, in denen neutrophile Gra-
nulozyten auch aul3erhalb der direkten Blutungszone auf-
zufinden sind [10]. Als sicher vitales Zeichen wird man
den Nachweis der Geféal3permeation ansprechen kdnnen,
wohingegen die intravaskulére Leukozyten-Margination
von einer artifiziellen Anlagerung nicht eindeutig unter-
schieden werden kann.

Da die friheste Nachweisbarkeit der Granulozyten-
infiltration mit ca. 15-30 Minuten nach Wundsetzung an-
gegeben wird [7, 18, 44, 50, 57, 72], belegt ein positiver
Befund ein entsprechendes Mindestalter. Ein regelmal3i-
ges Auftreten der Granulozyteninfiltration scheint in der
menschlichen Hautwunde nach ungefahr 15 Stunden Uber-
lebenszeit gegeben [5].

Aktivierte Monozyten (Makrophagen) lassen sich im
HE-Préparat ebenfalls aufgrund ihrer typischen Morpho-
logie gut identifizieren. Da Makrophagen eine geringere
Wanderungsgeschwindigkeit als Neutrophile besitzen, tre-
ten sie— bei gleichzeitigem Beginn der Migration — spéter
im Wundgebiet auf [67, 74]. Die friheste Nachweisbar-
keit von Makrophagen wird mit ungeféhr 3 Stunden mit-
geteilt [5, 44, 50], ein regelmaldiges Auftreten eindeutig
positiver Reaktionen ist nach ca. 3 Tagen zu erwarten.

Da die vergleichsweise kurzlebigen Granulozyten schnel-
ler aus dem Wundgebiet verschwinden, kann der Wechsel
von der Pradominanz der Neutrophilen zum mono-histio-
zytéren Zellbild ebenfalls Informationen zum Wundalter
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geben. Ein Uberwiegen der Makrophagen konnte erstmals
ca. 20 Stunden nach Wundsetzung und regelmafig ab
11 Tagen Uberlebenszeit beobachtet werden [5].

Da die Makrophagen hauptsachlich an der Phagozy-
tose nekrotischen Gewebes beteiligt sind, kénnen aufgrund
der differenten Phagozytosetétigkeit auch mit routine-hi-
stologischen Verfahren verschiedene Subtypen unterschie-
den werden.

Lipophagen sind anhand ihres typischen schaumartigen
Zytoplasmas bereits im HE-Schnitt sicher anzusprechen
und friihestens nach einer Uberlebenszeit von 3 Tagen
nachweisbar [7]. Die Diagnose von Erythrophagen, die
ebenfalls frihestens nach ca. 3 Tagen im Wundgebiet zu
erwarten sind, setzt den eindeutigen Nachweis von inkor-
porierten Erythrozyten voraus. Insofern sind besonders
hohe Anforderungen an die Schnittqualitét zu stellen.

Dieinkorporierten Erythrozyten werden in den Makro-
phagen abgebaut und hierbei Ha&moglobin, welches zu Si-
derin degradiert wird, freigesetzt. Am Hamogl obinabbau
wesentlich beteiligt ist die mikrosomale Hamoxygenase
[53, 69]. Das entstehende Hamosiderin ist mit der Berli-
ner Blau-Reaktion leicht zu erfassen und ebenfalls nach
ungefahr 3 Tagen erstmals im Wundgebiet darstellbar [2—
4,6, 42, 47].

Hamatoidin (kristallisiertes Bilirubin) ist im Berliner
Blau-geféarbten Schnitt aufgrund seiner gold-gelben Farbe
sicher von Hamosiderin zu unterscheiden. Da Hamatoidin
einer vergleichsweise schnellen Reabsorption unterliegt
[41] und zudem nur unter bestimmten, nicht eindeutig be-
kannten Bedingungen gebildet wird, ist esim Wundgebiet
sehr unregelméidig darstellbar. Als friiheste Nachwei sbar-
keitsgrenze wird eine Woche angegeben [4, 5, 32, 48, 72,
73].

Obwohl Lymphozyten hauptsachlich in chronisch-ent-
zundliche Prozesse involviert sind, wird ein zeitabhangi-
ges Auftreten im Wundgebiet — wenn auch kontrovers —
diskutiert. So fanden Raekallio [61] wie auch Helpap [40]
lediglich wenige Lymphozyten, Sieracki und Rebuck [64]
hingegen ein Uberwiegen lymphozytérer Zellen im ent-
ziindlichen Exsudat nach einer Uberlebenszeit von 12
Stunden. Man wird diese erheblichen Differenzen mogli-
cherweise am ehesten mit der mitunter schwierigen Un-
terscheidung der Lymphozyten von anderen Leukozyten
erkléren kénnen. Unter praktischen Gesichtspunkten wird
man wohl nur den Nachweis fleckformiger Lymphozyten-
Infiltrate, die frihestens ca. eine Woche nach Wundset-
zung darstellbar sind, a's Kriterium fir die Wundalters-
schétzung heranziehen kénnen [5].

Auch Fibroblasten sind mit routine-histol ogischen Ver-
fahren nicht immer eindeutig von anderen Zellen zu diffe-
renzieren. Die Ausbildung eines zellreichen und zahlrei-
che Kapillaren enthaltenden Granulationsgewebe bereitet
aber auch im HE-geférbten Préparat keine Schwierigkei-
ten und ist frihestens nach ca. 3 Tagen zu beobachten.

Parallel zur Reparation des traumatisierten Bindegewe-
bes verlauft die Deckung des epidermalen Defekts. Der
Nachweis migrierender Keratinozyten mit grof3em Zyto-
plasmaanteil und ohne die fur die intakte Epidermis typi-
sche Schichtung ist frihestens nach ungeféahr 2 Tagen und
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regelmafig ab einer Uberlebenszeit von 9 Tagen moglich.
Eine vollsténdige Deckung des Defekts kann (in chirur-
gisch versorgten und primér heilenden Wunden) frihe-
stens 5 Tage nach Verletzung erwartet, aber regel maldig erst
nach ca. 21 Tagen gefunden werden [5].

Enzymhistochemie

Enzymhistochemische Verfahren wurden von Raekallio in
die Wundaltersbestimmung eingefiihrt [58, 59, 61], der
insbesondere zeitabhéngige Unterschiede in der Nach-
weisbarkeit der Adenosintriphosphatase, der unspezifischen
Esterase, der Aminopeptidase und der sauren wie auch al-
kalischen Phosphatase untersuchte. Raekallio beschrieb
im Tierexperiment einen Abfall der Enzymaktivitét im in-
neren Wundbereich und bezeichnete dies als Phdnomen
der , negativen vitalen Reaktion”, wohingegen in entfern-
teren Anteilen ein Aktivitétsanstieg auftrat (, positive vi-
tale Reaktion"). Die am Meerschweinchen gewonnenen
Daten, die einen Aktivitétsanstieg der unspezifischen
Esterase und der ATPase nach 30-60 Minuten, gefolgt
von einer Reaktion der Aminopeptidase nach 2 Stunden
sowie der sauren bzw. alkalischen Phosphatase nach 4 bzw.
8 Stunden ergaben, wurden an 43 Verkehrsunfallopfern
Uberpriift [60]. Hierbei wurde zwar eine , prinzipielle Uber-
tragbarkeit* gefunden, aber auch 5 Ausnahmen mit deut-
lich verzogerter Reaktion beschrieben, die Ragkallio selbst
in einem Fall mit dem fortgeschrittenen Individualalter
begriindete. Andererseits hatten aber gerade Raekallio und
Makinen im Tierversuch keine relevante Abhangigkeit der
gesteigerten Enzymaktivitdt vom Individualalter festge-
stellt [62].

Auch wenn die Ergebnisse Raegkallios von einer ganzen
Reihe von Autoren im Wesentlichen bestétigt wurden [1,
2, 26, 28, 34, 45, 51, 68], fanden sich doch auch kritische
Stimmen, die andere Zeitraume fur das friiheste Auftreten
einer positiven Reaktion nannten [19, 54] und stellen-
weise sogar Uber postmortale Aktivitétsanstiege berichte-
ten. Bel aktuelleren Nachuntersuchungen an menschlichen
Leichen [5] wurden ebenfalls teils erhebliche Abweichun-
gen von den Zeitangaben Raekallios, allerdings keine post-
mortale Induzierbarkeit einer positiven Reaktion, gefun-
den.

Wesentlich fur die Interpretation der Arbeiten Raekal-
lios scheint, dal? die vornehmlich im Tierversuch gewon-
nenen Ergebnisse an der menschlichen Leiche nur ,, Uber-
pruft* und hierbel einige ,, Ausnahmen®* gefunden wurden.
Allein diese Ausnahmen hétten aber den Riickschluf3 na-
helegen mussen, daf? eine Ubertragbarkeit auf den Men-
schen insbesondere unter forensischen Gesichtspunkten
nicht ohne weiteres mdoglich ist. Auf diese Problematik
wiesen v.a. Dotzauer und Tamaska [22] hin, und auch
Berg [1] bestétigte, dai’ die von Raekallio beschriebene
Regelmaliigkeit der Befunde tatséchlich nur im Tierver-
such, nicht aber am Menschen gefunden werden kann.

Unter praktischen Gesichtspunkten wird man die Aus-
sagekraft enzymhistochemischer Verfahren fir die Alters-
bestimmung menschlicher Hautwunden dahingehend be-
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schreiben kdnnen, dal3 bei deutlich erhdhter Enzymakti-
vitét auf eine Uberlebenszeit mindestens im Stundenbereich
zu schlief3en ist, negative Befunde erlauben hingegen we-
gen der unregelméaidigen Nachweisbarkeit positiver Reak-
tionen keine verl&3iche Aussage zum Wundalter.

Immunhistochemie

I mmunhistochemische Verfahren erméglichen die spezifi-
sche Erfassung einer ganzen Reihe von Verdnderungen
insbesondere auch in der frilhen vaskul&ren Phase, die mit
routinehistologischen oder enzymhistochemischen Tech-
niken nicht bzw. nicht eindeutig nachweisbar sind.

Fur die Vitalitatsbeurteilung von nur kurz Uberlebten
Wunden bietet sich theoretisch zunéchst die Darstellung
von Fibrin an, da unmittelbar nach Verletzung die Gerin-
nungskaskade aktiviert und Fibrin gebildet wird. Anderer-
seits ist aber bekannt, dal? auch eine postmortale Fi-
brinbildung bis zu 6 Stunden nach dem Tod mdglich ist
[36, 43, 47, 73], die die Aussagekraft dieses Parameters
grundsétzlich in Frage stellen kann. Auch wenn von eini-
gen Autoren angenommen wird, daf3 vitale Fibrin-Forma-
tionen morphologisch eindeutig von postmortalen Reak-
tionen zu unterscheiden sind [12, 13, 27, 38], wird dieser
Standpunkt insbesondere auch im Hinblick auf elektro-
nenoptische Befunde kontrovers diskutiert [63]. Die Wer-
tigkeit dieses Parameters a's vitales Zeichen mufl3 unter
forensischen Gesichtspunkten somit wohl eher zurick-
haltend beurteilt werden.

VVon wesentlicher Bedeutung fur die Leukozytenemigra-
tion ist — wie bereits angesprochen — die ebenfalls schnell
nach Traumatisierung einsetzende Interaktion zwischen
Endothel und Leukozyt. |mmunhistochemische Untersu-
chungen liegen bisher fur verschiedene Selektine und Zell-
adhasionsmolekile vor. Eine deutlich verstarkte Expres-
sion von P-Selektin soll bereits wenige Minuten und bis
zu maximal 7 Stunden nach Wundsetzung zu beobachten
sein, wohingegen eine entsprechende Reaktion fir E-Se-
lektin zeitlich etwas verzogert nach 1 Stunde und bis zu
17 Tage beschrieben wurde [241. Positive Befunde fur
ICAM-1 wurden in einem posttraumatischen Intervall von
1,5 Stunden bis zu 3,5 Tagen gefunden [23]. Grundsétz-
lich ist bel Darstellung dieser Parameter aber zu berlick-
sichtigen, daf3 der eindeutige Nachweis der verstarkten
Expression eines auch physiologischerweise in unverletz-
ter Haut lokalisierten Antigens durchaus mit Schwierig-
keiten verbunden sein kann. Insbesondere muf3 man sich
in diesem Zusammenhang kritisch die Frage stellen, in-
wieweit methodische Einflul¥faktoren wie z.B. inhomo-
gene Antikdrperkonzentrationen und Andauung zu einer
Verfé schung der Ergebnisse gefiihrt haben kénnten.

Neben dem frilhen Nachweis der Selektine bzw. Zell-
adhésionsmolekiile, die die Interaktion zwischen Endothel
und Leukozyt vermitteln, kann auch die Darstellung von
Fibronektin Hinweise auf die Vitditét einer Verletzung
geben. Fibronektin besitzt u.a. chemotaktische Eigenschaf-
ten und ist deshab fir die Zellmigration in das Wundge-
biet von besonderer Bedeutung [15]. Bereits 1981 berich-
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teten Viljanto et a. Uber eine friihe Nachweisbarkeit von
Fibronektin in chirurgischen Wunden von Kindern [71]
und auch am Skelettmuskel wurde eine rasche Fibronek-
tin-Reaktion beschrieben [27]. In systematischen Untersu-
chungen an menschlichen Hautwunden konnten diese Be-
funde bestétigt und positive Reaktionen in Form von sich
verzweigenden und kréftig anférbbaren Strukturen, die
auch auf¥erhalb des Wundrandes und der Blutungszone lo-
kalisiert waren, bereits nach einer Uberlebenszeit von 10—
20 Minuten beobachtet werden [8]. Obwohl im Tierver-
such postmortal e Reaktionen beschrieben wurden, die der
vitalen Fibronektin-Morphologie vergleichbar sein sollen
[35], sind derartige Befunde bisher weder am menschli-
chen Skelettmuskel noch an der Hautwunde beobachtet
worden. Insbesondere unter Berlicksichtigung des Grund-
satzes, dal3 im Tierversuch gewonnene Ergebnisse nicht vor-
behaltlos auf menschliche Verhdtnisse tbertragen werden
durfen, kann die Darstellung von Fibronektin nach wie vor
als brauchbarer Parameter zur Vitalitatsbeurteilung mensch-
licher Hautwunden bewertet werden.

Wahrend der Heilung von Hautwunden infiltrieren nicht
nur Zellen hamatogenen Ursprungs das Wundgebiet, zu-
sétzlich werden ortsstéandige, residente Zellen zur Prolife-
ration stimuliert. Der Proliferationsnachweis gelingt u.a
anhand der Darstellung des nukledren Ki 67 Antigens[33],
welches mit Zellen in der G;-, G,-, S und M-Phase des
Zellzyklus reagiert. Da dieses Antigen allerdings auch im
Rahmen des physiologischen Zellersatzes exprimiert wird,
muf} sich die Definition einer positiven Reaktion an der
maximalen Zahl positiv reagierender Zellen in unverletzter
Haut orientieren. Hierbei ist es von untergeordneter Be-
deutung, ob man den Schwellenwert als Absolut-Wert (Zahl
positiver Zellen pro Flécheneinheit) oder aber als Relativ-
Wert (Zahl positiver Zellen bezogen auf die Gesamt-Zell-
zahl pro Flacheneinheit) definiert. Bei entsprechenden
Untersuchungen zur fibroblastéren Ki 67-Expression in
der menschlichen Hautwunde konnten positive Reaktio-
nen (definiert als = 6 Zellen/0,0001 cm?) erstmals nach ei-
ner Uberlebenszeit von ca. 1,5 Tagen und annahernd re-
gelmafdig ab 6 Tagen Wundalter beobachtet werden [9].

Eng verbunden mit der Proliferation ist das Phanomen
des programmierten Zelltodes, der Apoptose. Apoptoti-
sche Erscheinungen kdnnen hierbel ,indirekt* z.B. Uber
die Darstellung des p53 Tumor Suppressor Gens, oder
aber , direkt" Uber den Nachweis fragmentierter DNA er-
fafdt werden. Dem p53 Tumor Suppressor Gen wird die
Eigenschaft zugesprochen, DNA Schéaden zu entdecken
und die Zelle in der G;- oder G,-Phase zu arretieren, um
die DNA Reparation zu ermoglichen. Verléuft diese er-
folglos, initiiert p53 die Apoptose und fragmentierte DNA
wird nachweisbar [37].

Die morphometrische Auswertung von Hautwunden er-
gab, dal? eine relevant verstarkte Expression von p53 bzw.
eine erhdhte Nachweisbarkeit fragmentierter DNA unge-
fahr 1-2 Tage nach Wundsetzung und zeitlich somit zu-
sammen mit dem Beginn der fibroblastéren Proliferation
zu erwarten ist [11, 39].

In dieser Phase der Wundheilung treten auch weitere
zellulére Reaktionen auf, deren Erfassung Hinweise zum
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Wundalter gibt. Wie bereits angesprochen differenzieren
einige Fibroblasten zu Myofibroblasten, die aufgrund ih-
res Gehaltes an a-Aktin, welcher den Zellen ihren Namen
gab, und der Expression verschiedener Basalmembran-
Komponenten wiederum in unterschiedliche Subtypen un-
terteilt werden kdnnen [20, 30, 49]. Laminin- und Hepa-
ransulfatproteoglykan (HSPG)-positive Myofibroblasten
sind frihestens ab einem Wundalter von ca. 1,5 Tagen zu
erwarten, wohingegen eine myofibroblastéare Expression
von a-Aktin frihestens nach 4 Tagen und von Kollagen
IV erstmals nach ca. 5 Tagen zur Beobachtung kommt [5].
Wegen des unregel méidigen Auftretens positiver Befunde,
welches bereits von anderen Arbeitsgruppen beschrieben
wurde [66], lassen sich dartber hinausgehende Informa-
tionen zur Wundaltersbestimmung anhand des Myofibro-
bl astennachwei ses nicht gewinnen.

Ahnlich wie bei der Darstellung verschiedener Myofi-
broblasten-Subtypen erlaubt die Immunhistochemie auch
die Differenzierung von Makrophagen-Subpopulationen.
So lassen sich Makrophagen mit positiver Reaktion fir
den ,intermediate stage inflammation marker* (RM 3/1)
frihestens nach 7 Tagen, positive Befunde fur 25 F 9 (,,late
stage inflammation marker") erstmals nach 11 Tagen und
fur G 16/1 (,chronic stage inflammation marker*) nach
12 Tagen Uberlebenszeit nachweisen [10].

I munhistochemische Verfahren tragen jedoch nicht nur
zur spezifischen Erfassung von Veranderungen auf zel-
lulérer Ebene bei, sie ermdglichen auch die Darstellung
einer ganzen Reihe von Reaktionen der extrazelluléren
Matrix. So tritt Tenascin, welches wie Fibronektin zu den
Zelladhasionsmolekilen gezahlt werden kann, bereits nach
einer Uberlebenszeit von ca. 2 Tagen in typischer Reakti-
onsmorphologie im Wundgebiet auf [5] und kann nahezu
regelméfdig ab 5 Tagen Wundalter erwartet werden.

Im Anschlul? an die Zellmigration und -proliferation,
aber auch schon parallel zu diesen, wird im Wundgebiet
die Synthese verschiedener Kollagene gesteigert, die dem
Ersatz des untergegangenen Bindegewebes dient. Positive
Befunde fur Kollagen 111 kénnen friihestens nach 2-3 Ta-
gen, fur Kollagen V und VI nach 3 Tagen sowie fur Kol-
lagen | nach ca. 5 Tagen Wundalter beobachtet werden [5,
25]. Eine regelmél’ge Nachweisbarkeit wurde ab dem 6.—
7. Tag nach Verletzung beschrieben.

Waéhrend die interstitiellen Kollagene im Granulations-
gewebe nachweisbar sind, werden die Basalmembran-Kol-
lagene 1V und V11 wie auch die nicht-kollagendsen Basal -
membran-Komponenten Laminin und HSPG zeitabhan-
gig im Rahmen der epidermalen Reparation exprimiert.
Basalmembran-Fragmente sind hierbei frihestens nach
4 Tagen, eine vollstandige Wiederherstellung der epider-
malen Basalmembran hingegen erst ab 8 Tagen Wundalter
zu erwarten [5, 25]. Eine regelmallige Nachweisbarkeit
von Fragmenten der epidermalen Basalmembran kann ab
13 Tagen angenommen werden, eine vollstandig wieder-
hergestellte Basalmembran konnte (in chirurgisch versorg-
ten und primé&r heilenden Wunden) regelméiiig ab 21 Ta-
gen beobachtet werden.

Die bei der epidermalen Defektheilung synthetisierten
Basalmembran-Komponenten werden hauptséchlich von
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den proliferierenden und migrierenden Keratinozyten ge-
bildet. Da die Keratinozyten-Migration offensichtlich von
der superfizialen Zellschicht ausgeht, die ein anderes Ke-
ratin-Expressionsmuster aufweist als die basalen Kerati-
nozyten, sind auch wundaltersabhéngige Unterschiede in
der Keratin-Expression zu erwarten. Eine vollstandige An-
farbbarkeit der neuformierten Epidermis fur den Basal-
zellschicht-Marker Keratin 5 konnte erstmals nach einer
Uberlebenszeit von 13 Tagen und regelmaRig nach 23 Ta-
gen gefunden werden [5].

Praktische Anmerkungen

Jede Wundaltersbestimmung steht und féllt mit der Sicher-
heit, mit welcher ein Befund erhoben wird. Besondere
Vorsicht ist daher bel postmortal induzierbaren oder arte-
fiziellen Veréanderungen geboten, deren morphol ogischer
Aspekt dem von vitalen Reaktionen gleicht. In diesem
Zusammenhang waére z.B. die immunhistochemische Dar-
stellung von Fibronektin, aber auch die der interstitiellen
Kollagene zu nennen.

Da strangférmige, Kollagen-positive Strukturen auch
von zertrimmertem bzw. aufgefasertem Bindegewebe stam-
men kénnen, durfen nur typische, netzwerkartige Reakti-
onsmuster, die in Assoziation mit fibroblastéren Zellen
stehen, al's vitale Kollagen-Reaktionen angesprochen wer-
den.

Fibronektin kommt in einer Gewebsform, aber auch in
einer 16slichen Serumform vor, so dal? eine Nachweisbar-
keit dieses Antigens auch in postmortalen Blutungen denk-
bar erscheint. Insofern kénnen nur charakteristische, kréf-
tig reagierende und sich verzweigende Strukturen, die
aulRerhalb von Einblutungen lokalisiert sind, alsvitale Re-
aktionen beurteilt werden. Da zudem am Wundrand Ver-
trocknungsartefakte auftreten konnen, die saumartige un-
spezifische Anfarbungen hervorrufen, empfiehlt es sich
grundsétzlich, den Nachweis eines positiven Befundes auf
die Feststellung typischer Verdnderungen in zentraleren
Abschnitten der Préparate zu stiitzen.

Das Mitfuhren von negativen wie auch von positiven
Kontrollen versteht sich insbesondere bei immunhistoche-
mischen Farbungen von selbst. Préparate mit relevanter
Hintergrundférbung kénnen grundsétzlich nicht verlaR-
lich ausgewertet werden. Besonders hohe Anforderungen
an die Qualitdt der Schnitte, v.a. an die Schnittdicke, er-
leichtern wesentlich die Auswertung, da sie — bei immun-
histochemischen Férbungen — die unspezifische Hinter-
grundférbung reduzieren oder aber den sicheren Nachweis
eines Parameters — siehe die Darstellung von Erythro-
phagen — Uberhaupt erst ermdglichen.

Wie bereits bei der Diskussion einzelner Parameter an-
gesprochen, kommt v.a. der Erfassung eines positiven Be-
fundes Bedeutung zu. Das Fehlen einer Reaktion sollte nur
in Ausnahmeféllen (vorsichtige) Ruckschliisse erlauben
und setzt eine regelméltige Nachweisbarkeit der entspre-
chenden Reaktion in einem bestimmten Zeitintervall vor-
aus. Da zudem methodische Faktoren die Nachweisbar-
keit eines Befundes wesentlich beeinflussen kénnen, mul3
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eine ausreichende Zahl von Schnitten pro Wunde ausge-
wertet werden.

Berticksichtigt man diese grundsitzlichen Uberlegun-
gen zur Auswertung der Praparate, so lassen sich die mo-
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mentan zur Verfigung stehenden Parameter, die zur foren-
sischen Altersbestimmung menschlicher Hautwunden her-
angezogen werden kdnnen, in der chronol ogischen Reihen-
folge ihres Auftretens folgendermal3en zusammenfassen:

Tabelle 1 Routine-histolo-

gisch und immunhistochemisch Perameter Nactwei sharkeit

ngvggaéfnﬁ%ﬁ;ﬁ{ friheste regelmaiige langste

cher Hautwunden P-Selektin Minuten - 7 Stunden
Fibronektin 10-20 Minuten > 4 Stunden Monate
Granulozyten (HE) 15-30 Minuten = 15 Stunden Monate
E-Selektin 1 Stunde - 17 Tage
ICAM-1 1,5 Stunden - 3,5 Tage
Makrophagen (HE) 2-3 Stunden >3 Tage Monate
Makrophagen > Granulozyten (HE) 20 Stunden =11 Tage Monate
Fibroblasten-Proliferation 1,5 Tage > 6 Tage -
Fibroblasten-Apoptose 1-2 Tage - Monate
Myofibroblasten-Laminin 1,5 Tage - Monate
Myofibroblasten-HSPG 1,5 Tage - Monate
Tenascin 2 Tage >5Tage Monate
Keratinozyten-Migration (HE) 2 Tage =9 Tage -
Kollagen 111 2-3 Tage > 6 Tage Monate
Kollagen V 3 Tage > 6 Tage Monate
Kollagen VI 3 Tage > 6 Tage Monate
Lipophagen (HE, Sudan) 3 Tage - Monate
Erythrophagen (HE) 3 Tage - Monate
Siderophagen/Hamosiderin (Berliner Blau) 3 Tage - Monate
Granulationsgewebe (HE) 3 Tage - Monate
Myofibroblasten — Kollagen IV 4 Tage — Monate
Basal membran-Fragmente 4 Tage > 13 Tage 21 Tage
Kollagen | 5 Tage >7 Tage Monate
Vollstandige Reepithelialisation (HE) 5 Tage > 21 Tage -
Myofibroblasten — a-Aktin 5 Tage - Monate
Makrophagen RM 3/1 7 Tage - Monate
V ollstandige epidermale Basalmembran (HE) 8 Tage > 21 Tage -
Hamatoidin (Berliner Blau) 8 Tage - Monate
Lymphozyten-Infiltrate (HE) 8 Tage - Monate
Makrophagen — 25 F 9 11 Tage - Monate
Makrophagen — G 16/1 12 Tage - -
Keratin 5-positive Basal zell schicht 13 Tage > 23 Tage -
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