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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Aufgrund einer stetig steigenden Lebenserwartung und damit hidufig einhergehenden
verldngerten Zeiten der Immobilitit bei komplexen Krankheitsverliufen gewinnt das
Krankheitsbild Dekubitus kontinuierlich an Bedeutung. Der Begriff ,, Dekubitus“, stammt
vom lateinischen Wort decubare (,liegen*) ab. Gemeint ist damit das ,,Sichdurchliegen* des
immobilen Patienten, was zu chronisch offenen Wunden fiihrt. [1-3]

Die Dekubituswunde ist durch verschiedene mikroskopische und makroskopische
Besonderheiten gekennzeichnet wie beispielsweise eine Unterminierung der vitalen Haut von
teilweise extensiven taschenformigen Nekrosezonen. Grundsitzlich wird sie den sekundér
heilenden Wunden zugeordnet mit einer klinisch deutlich eingeschrinkten Heilungstendenz.
Dies beruht darauf, dass sich eine Entziindungsreaktion als Voraussetzung fiir eine
ausreichende Wundheilung nicht beziehungsweise nur rudimentir ausbildet, was Folge der im
Wundgebiet herrschenden Ischidmie ist. [2,4-6]

Die chronomorphologische Expression leukozytdrer und endothelialer Adhidsionsmolekiile
aus der Gruppe der Selektin-, Integrin- und der Immunglobulin-Superfamilie (z.B. P-
Selektin, E-Selektin, VCAM-1, LFA-1, VLA-4) in primir heilenden Hautwunden ist
tierexperimentell und an humanem Operations- und Autopsiematerial hinreichend untersucht
worden. Hieraus abgeleitete Therapiekonzepte bestimmen die Ansitze zur Behandlung von
Wundheilungsstorungen. [7] [8] Aufgrund der im Dekubituswundgebiet vorherrschenden
Ischimie kann man vermuten, dass diese spezifische Initilerung der Wundheilung
eingeschrinkt ist. Leukozytidre und endotheliale Adhédsionsmolekiile sind entscheidend in die
Entziindungsphase primir heilender Wunden eingebunden. [9-14] Jedoch liegen fiir die
Dekubituswunde beziiglich der Gewebe-Expression leukozytirer und endothelialer
Adhisionsmolekiile keine gesicherten Erkenntnisse vor. Im Ischdmiegebiet des Dekubitus
bildet sich eine relevante Entziindungsreaktion nicht aus. Hier gilt es zu iiberpriifen, inwiefern
eine pathologische Expression einzelner Adhidsionsmolekiile mitverantwortlich fiir diese
ausbleibende oder sich nur rudimentir ausbildende Entziindungsreaktion in der
Dekubituswunde ist. Daher ist es das Ziel dieser Arbeit, bei Dekubituswunden den Einfluss
der Gewebe-Expressionsmuster mittels Tissue Micro Arrays (TMA) [15] von P-Selektin, E-
Selektin, VCAM-1, LFA-1 und VLA-4 auf die sekundiare Wundheilung weitergehende
Erkenntnisse hinsichtlich der Pathophysiologie der Dekubituswunde bei Dekubitalulcera

verschiedener Schweregrade zu beurteilen. [14,16-19] Das Expressionsmuster leukozytirer
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und endothelialer Adhdsionsmolekiile, welche iiblicherweise in die Wundheilung involviert
sind, soll bei den sekundér heilenden Dekubituswunden sowohl in Abhéngigkeit

e verschiedener Schweregrade als auch

e der topographischen Zuordnung zu den unterschiedlichen Wundzonen (zentrale

Nekrosezone, Granulationszone, Randbereich) innerhalb eines Schweregrades

untersucht werden.
Dabei wird das Verfahren des Tissue Micro Arrays (TMA) verwendet.
Auf speziell folgende Fragestellungen soll in dieser Arbeit eingegangen werden:
1. Wie verhilt sich die lokale Expression von iiblicherweise in die Wundheilung
einbezogenen Adhidsionsmolekiilen P-Selektin, E-Selektin, VCAM-1, LFA-1, VLA-4 bei den
sekundir heilenden Dekubitalulcera hinsichtlich der topographischen Zuordnung in den
verschiedenen Zonen (zentrale Nekrosezone, Granulationszone, Randbereich) gleicher
Dekubitusgrade im Vergleich zu intakter Haut von autoptisch gewonnenen Kontrollfdllen?
2. Wie verhilt sich die lokale Expression der Adhisionsmolekiile P-Selektin, E-Selektin,
VCAM-1, LFA-1, VLA-4 bei Dekubitalulcera hinsichtlich der topographischen Zuordnung in
den verschiedenen Zonen (zentrale Nekrosezone, Granulationszone, Randbereich)
unterschiedlicher Dekubitusgrade im Vergleich zu intakter Haut von autoptisch gewonnenen
Kontrollféllen?
3. Sollte eine pathologische (verminderte oder vermehrte) Expression endothelialer und/ oder
leukozytidrer Adhédsionsmolekiile in den verschiedenen Zonen der Dekubituswunde vorliegen:
Wie ist deren Rolle — auch hinsichtlich ihrer topographischen Zuordnung zu den
verschiedenen Wundgebieten innerhalb eines Dekubitus — im Zusammenhang mit der im
Ischdmiegebiet des Dekubitus fehlenden Entziindungsreaktion zu bewerten?
4. Ist innerhalb eines Dekubitusgrades ein Antikorper (AK) sinnvoll, um das Mal3 der

Entziindungsreaktion immunhistochemisch festzumachen?



2 Einleitung

2.1 Dekubitalulcera

2.1.1 Definition

Als  Dekubitalulcus, auch Dekubitalgeschwiir, Druckgeschwiir, =~ Wundgeschwiir,
Durchliegegeschwiir oder auch einfach Dekubitus bezeichnet man eine abgegrenzte
Schidigung der Haut und des darunterliegenden Gewebes, hervorgerufen durch Druck,

Scherkrifte, Reibung und bzw. oder eine Kombination davon. [8]

Die Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften (1999)
definiert den Dekubitus als ,,...Folge einer ischimischen Nekrose der Haut und der darunter
liegenden Gewebe aufgrund anhaltender Druckbelastung. Eine gefdhrliche Druckeinwirkung
ist dann gegeben, wenn Arteriolen und Venolen wdhrend mehr als zwei Stunden an der
gleichen Stelle mit einem Druck komprimiert werden, der den mittleren Kapillardruck
iibersteigt.

Die Wunden konnen unterschiedlichen GroBenausmaBes sein und konnen zudem nur die
oberfldchlichen Hautschichten, die tiefer liegenden Bindegewebsschichten oder aber auch den
Knochen infiltrieren.

Der Begrift Dekubitus, ein neulateinisches, erst im 19. Jahrhundert geprigtes Wort, hat seinen
Ursprung 1im lateinischen Wort decumbere (,liegen*). Damit gemeint ist das
,»Sichdurchliegen® des Patienten.

Urspriinglich wurden Druckgeschwiire als Gangraena per decubitum bezeichnet, was sich
von der griechischen Bezeichnung (gdngraina, yayypova,), ,.fressendes Geschwiir®, ableitet
und damit ,,faulige Wunde durch das Liegen* gemeint ist. Nachfolgend blieb davon nur die
Kurzform Dekubitus iibrig. Das Wort Geschwiir wird im deutschen Sprachraum seit dem 16.
Jahrhundert verwendet. Es leitet sich von schwdren (althochdeutsch sweran), ,,schmerzen®,

»schwellen®, ,.eitern* ab und bedeutete urspriinglich ,,das, was eitert*. [6]



2.1.2 Pathophysiologischer Hintergrund

Die Haut ist das grofite Sinnesorgan unseres Korpers (ca. 2 m?) und stellt die duflere
Begrenzung des Menschen zu seiner Umwelt dar. Die duBlere Haut wird in drei Schichten
eingeteilt: Epidermis (Oberhaut), Dermis (Corium, Lederhaut) und Subkutis (Unterhaut). [20]
Sie ist mit vielen Gefden durchzogen, insbesondere Kapillaren, die bis in das Corium der
Haut ziehen und das umliegende Gewebe erndhren. Von dort werden die Epithelzellen der
Epidermis per Diffusion ernihrt. Die Druckverhéltnisse im arteriellen und venosen Schenkel
der Kapillaren stehen in einem Verhiltnis von 40: 20 mmHg. Sobald ein Druck, der von
aullen auf die Haut einwirkt, den Druck des vendsen Schenkels iibersteigt, kommt es zu einer
Minderdurchblutung und Mangelversorgung der Haut [21] Bei andauernder Druckbelastung,
z.B. bei einem immobilisierten Patienten, kann somit ein kompletter GefdBBverschluss
resultieren. Dadurch wird der epitheliale Stoffwechsel eingeschriankt, und es kommt zur
Nekrose [21] [22].

Man kann somit sagen, dass im Einzelnen zunichst die Faktoren Zeit, Druck aber auch eine
Pradisposition (z.B. Diabetes mellitus) eine wichtige Rolle bei der Dekubitusentstehung
spielen. Kommen somit zu einem bestehenden Risiko, wie zum Beispiel Immobilitit, noch ein
erhohter Gewebedruck iiber einen ldngeren Zeitraum — iiberwiegend geht man von 1 bis 2
Stunden aus — hinzu, entsteht eine Mangeldurchblutung. Durch die eingeschrinkte arterielle
Versorgung des Gewebes kommt es zu einer Unterversorgung mit Sauerstoff und
Nihrstoffen. Zusitzlich ist durch den behinderten vendsen Abfluss der Abtransport von
Stoffwechselprodukten nicht mehr ausreichend [13]. Schon nach wenigen Stunden konnen
irreversible Nervenlidsionen auftreten [23]. Durch die arterielle Minderversorgung, vor allem
aber auch durch die venose Stauung und die damit verbundene Gewebsazidose kommt es
reaktiv zu einer Vasodilatation. Dadurch kann es vermehrt zu Odemen und Ausbildung von
GefidBthrombosen kommen, da freie Fliissigkeit und Proteine vermehrt in das Interstitium
abflieBen. [23]

Neben den lokalen Druck- und Zeitverhdltnissen spielen die Endothelschiddigung der
Arteriolen sowie die durch sich ausbildenden lokale ,Scherkrifte” eingeschriankte
Mikrozirkulation eine entscheidende Rolle bei der Entstehung eines Dekubitus. [7]. Mit dem
Begriff Scherkrifte ist hier ein mechanischer Druck gemeint, der =zu einer
Gewebsverschiebung parallel zur Auflagefliche des Patienten fiihrt. Dadurch kommt es zu
einem Auseinanderdringen der verschiedenen Gewebsstrukturen, wodurch Endothel- und
Mikrozirkulationstorungen, insbesondere des Subkutangewebes, verursacht werden. Diese

Endothel-Mikrotraumen aktivieren wiederum die Blutgerinnung, welche eine Okklusion der
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beschiadigten Blutgefile vermittelt, und somit die Gefahr der Nekrose erhoht [2]. Dieser
Circulosus vitiosus wird durch ein feuchtes Hautmilieu, wie zum Beispiel eine begleitende
Harninkontinenz, verstirkt. [24]

Beziiglich der Lokalisation der Entstehung eines Dekubitus ist anzumerken, dass sich
grundsitzlich an jeder Stelle des Korpers ein Dekubitus entwickeln kann. Jedoch treten
Druckgeschwiire nicht an allen Korperregionen gleichméifig oft auf. Dies ist vor allem mit der
Dicke des Unterhautfettgewebes sowie der Kontaktfliche der Korperregion mit der
Aufliegefliche zu erkldaren. Brick und Kollegen zeigten, dass ein Fettpolster von 2 cm Dicke
die Druckwirkung um etwa 50% reduzieren kann. Somit sind diejenigen Korperregionen mit
wenig Unterhautfettgewebe besonders dekubitusgefihrdet und konnen lediglich ca. 1/10 des

Druckes tolerieren. [25]



2.1.3 Einteilung von Dekubitalulcera

Es liegen viele verschiedene makroskopisch-klinische Einteilungssysteme zur
Stadieneinteilung von Dekubitalulcera vor, welche sich an Wundtiefe, Flichenausdehnung
und Kontaminationsgrad der Wunde orientieren. Das Wundmanagement orientiert sich an
dem klinischen Schweregrad. Wichtig zu erwihnen bleibt, dass die Wundheilungsprognose
mit dem klinischen Schweregrad korreliert.

Shea und Kollegen veroffentlichten 1975 eine mittlerweile verbreitete und akzeptierte

Einteilung [26].

Dekubitusklassifikation nach Shea [26]

Grad I: Umschriebene Rotung der intakten Haut, die nach zweistiindiger Entlastung nicht
verschwunden ist.

Grad II: Schidigung oder Blasenbildung in den obersten Hautschichten.

Grad III: Schiadigung aller Gewebeschichten mit sichtbaren Anteilen von Muskeln, Sehnen,
und/ oder Fettgewebe.

Grad IV: Beteiligung von Knochenhaut und/oder Knochen im Sinne einer Entziindung

(Osteomyelitis).

Daneben finden sich auch neuere Einteilungen nach Seiler [27] und der National Pressure

Ulcer Advisory Panel [28], die zusitzlich den lokalen Wundbefund beschreiben.

Dekubitusklassifikation nach Grad und Stadium [27]

Grad 1:nicht wegdriickbare, umschriebene Hautrétung bei intakter  Haut.
Weitere klinische Zeichen koénnen Odembildung, Induration und eine lokale Uberwirmung

sein.

Grad 2: Teilverlust der Haut; Epidermis bis hin zu Anteilen des Koriums sind geschadigt.
Der Druckschaden ist oberfldchlich und kann sich klinisch als Blase, Hautabschiirfung oder

flaches Geschwiir darstellen.

Grad 3: Verlust aller Hautschichten einschlieBlich Schiadigung oder Nekrose des subkutanen
Gewebes, die bis auf die darunterliegende Faszie reichen kann. Der Dekubitus zeigt sich

klinisch als tiefes, offenes Geschwiir.



Grad 4: Verlust aller Hautschichten mit ausgedehnter Zerstorung, Gewebsnekrosen oder
Schiddigung von Muskeln, Knochen oder stiitzenden Strukturen wie Sehnen oder

Gelenkskapseln, mit oder ohne Verlust aller Hautschichten.
Stadium A: saubere Wunde, Gewebsneubildung (Granulation), keine Nekrosen.

Stadium B: Wunde schmierig belegt, Reste abgestorbenen Gewbebes, keine Infiltration des

umgebenden Gewebes.

Stadium C: Wunde wie Stadium B mit Infiltration des umgebenden Gewebes und/ oder

Allgemeininfektion (Sepsis).

Dekubitus Klassifikation nach dem National Pressure Ulcer Advisory Panel [28]
Grad 1: Persistierende (= nicht wegdriickbare) , umschriebene Hautrétung bei
intakter Haut. Weitere klinische Zeichen konnen Odembildung, Verhirtung

und lokale Uberwirmung sein.

Grad 2: Teilverlust der Haut, Epidermis bis hin zu Anteilen der Dermis sind geschédigt.
Die Haut ist oberfldchlich geschidigt: Blase, Hautabschiirfung

oder flaches Geschwiir.

Grad 3: Tiefenschiadigung von Haut und Gewebe. Verlust aller Hautschichten

und Schidigung oder Nekrose des subkutanen Gewebes, die bis auf die

darunter liegende Fascie reichen kann. Der Dekubitus zeigt sich klinisch

als tiefes, offenes Geschwiir.

Grad 4: Verlust aller Hautschichten mit ausgedehnter Zerstorung, Gewebsnekrose
oder Schidigung von Muskeln, Knochen oder unterstiitzenden Strukturen

(Sehnen, Gelenkkapsel)

* NPUAP = National Pressure Ulcer Advisory Panel



2.1.4 Risikofaktoren und Risikogruppen

Alter und Immobilitdt stellen die wichtigsten Risikofaktoren fiir die Ausbildung eines
Dekubitus dar. Altere Menschen (>70 Jahre) mit eingeschrinkter Mobilitit und somit
verminderter Fahigkeit zur Kompensation von Reibung und Scherkréften weisen ein hoheres
Dekubitusrisiko auf. Wichtig in diesem Zusammenhang sind vor allem Komorbidititen, die
zur Dekubitusausbildung priadisponieren. Hierzu gehoren Krankheitsbilder bzw. Symptome
wie Kachexie (Zunahme der Konvexitit der Brustwirbelsdule bei Kachexie,
tiberdurchschnittlich hohe Druckspitzen bei abgemagerten Patienten), Hirn-, Riickenmarks-
oder periphere Nervenverletzungen, hirnorganische und demenzielle Syndrome,
Harninkontinenz und die damit hiufig verbundene Feuchtigkeit im Wundgebiet, Anidmie,
Malnutrition, Hypalbumindmie, Exsikkose, Mobilititseinschrinkung oder Immobilitit

aufgrund von anderen Ursachen (wie z.B. infolge von Sedierung). [1][3,4][5][29].

2.2  Endotheliale und leukozytire Adhisionsmolekiile

Die grundlegenden Mechanismen der Entziindung sind die Endothelzellaktivierung und
Endothelzell-Leukozyten-Interaktion. Das kennzeichnende Merkmal wund eigentliche
Schliisselereignis der inflammatorischen Antwort ist die Extravasation sowie die
transendotheliale Migration der im Blutstrom zirkulierenden Leukozyten an den
Entziindungsort. Die Regulation der Kommunikation zwischen Endothel und Leukozyten
erfolgt durch endotheliale und leukozytire Adhésionsmolekiile, die, stimuliert durch
Cytokine, auf der Zelloberfliche exprimiert werden. FEine Unterteilung der
Adhisionsmolekiile erfolgt aufgrund ihrer chemischen Struktur in drei Gruppen: Selektine,
Integrine und die Immunglobulin-Superfamilie [12] [11] [30]. Die Adhisionsmolekiile
werden nicht nur bei Infektion und Sepsis auf Leukozyten und Endothelzellen verstérkt
exprimiert, sondern ebenfalls bei Trauma, Schock, chronisch entziindlichen Erkrankungen
und Reperfussionsprozessen im Rahmen der inflammatorischen Kaskade.

Der erste Schritt, der initiale Kontakt der neutrophilen Granulozyten mit den Endothelzellen
und das Entlangrollen (,,rolling®; transiente, instabile Endothel-Leukozyten-Adhésion) an der
Endotheloberfliche bei der Extravasation Neutrophiler in das Gebiet der Inflammation, wird
von der Expression dreier verschiedener Selektine (E-Selektin, P-Selektin und L-Selektin)
gesteuert. E-Selektin wird von aktivierten Endothelzellen de novo synthetisiert, P-Selektin
findet sich in priformierter Form in Endothelzellen gespeichert und L-Selektin wird auf der
Leukozytenoberfliche exprimiert. Im darauf folgenden zweiten Schritt kommt es einerseits

zum einem festen Anhaften der Neutrophilen an das Endothel sowie andererseits zur
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Diapedese (altgriechisch dia dia ,,durch®, ,hindurch®, ,zwischen*, ,auseinander und
altgriechisch tndQv pedan ,springen®, ,hiipfen“), welche das ,Hindurchtreten® der
Granulozyten durch das Endothel bezeichnet. Dieser Vorgang wird durch die Verbindung von
Endothel und Leukozyten iiber ihre entsprechenden Liganden aus der Immunglobulin
Superfamilie (wie zum Beispiel ICAM-1, VCAM-1) sowie der Integrine (zum Beispiel LFA-
1, VLA-4) vermittelt [9,12,30,31]. Diese Zell-Zell-Interaktion fiihrt im Entziindungsprozess
zum ,,Zusammenkleben‘ von Leukozyten und Endothel, das so genannte ,,sticking®, die feste
Adhiésion. Dies wiederum fiihrt zur Verlangsamung der FlieBgeschwindigkeit des Blutes im
Kapillarbett. Diese Leukozytenadhésion ist der initiale Schritt der Keimabwehr des
Organismus. Zudem korreliert das Ausmall der Leukozytenadhision mit dem Ausmall der
Leukozytenaktivierung bei Infektion und Sepsis. Mitunter kommt es aufgrund der Zerstérung
des endothelialen Zellverbandes durch die Leukozytenadhdsion in der Frithphase der
Infektion in der peripheren systemischen Zirkulation zu einem Barrierefunktionsverlust des
Endothels, wodurch eine Leckage der Kapillaren (capillary leakage) entsteht, welches zur
Extravasation von Plasmawasser und zu Eiweif3verlust fiihrt [10,16,32].

Die initiale Zell-Zell Interaktion von Leukozyten und Endothel wird von den Selektinen
gesteuert. Dabei erfolgt eine Interaktion mit Kohlenhydrat Liganden, wodurch das initial
,rolling” der Leukozyten am Endothel vermittelt wird und somit der nachfolgende
Migrationsprozefl initiiert wird. Den frithesten exprimierten Rezeptor wiéhrend der
Entziindungsreaktion stellt P-Selektin (CD62p) dar. Er bindet an den sulfatierten Sialyl-
Lewis-Komplex. P-Selektin befindet sich auf aktiviertem Endothel und Thrombozyten [14].

Zur anschaulichen Darstellung dienen die beiden folgenden Abbildungen:
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Integrine binden an Zelladhédsionsmolekiile und verstirken das sticking. Das rolling wird
dadurch verlangsamt und es kommt zu einem stirkeren Kontakt zwischen Leukozyt und
Endothelzelle. Integrine sind locker aneinander gebundene Doppelmolekiile, die sich aus zwei
Anteilen zusammensetzen, einem a- und einem B-Anteil, wobei der a-Anteil der spezifische
von beiden ist im Gegensatz zum gleich bleibenden 2-Anteil. Der a-Anteil kann als CD11a,
CD11b und CDllc verschieden gestaltet sein. LFA-1 (CDl11a) wird auf Monozyten, T-
Zellen, Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und dendritischen Zellen exprimiert und
nach einer induzierten Konformationsdnderung erfolgt die Bindung an ICAM-1 und ICAM-2.
ICAM, VCAM und PECAM sind Mitglieder der Immunglobulin Superfamilie. Sie sind der
endotheliale Ligand fiir die Integrine und gewihrleisten zusammen mit ihnen eine feste
Bindung zwischen Leukozyt und Endothelzelle. VCAM-1 (CD 106) befindet sich auf
aktiviertem Endothel und bevorzugt die Bindung an das Integrin VLA-4 an Monozyten und
lymphatischen Zellen [33], [34].

Inflammatory
cytokine

Altered cytokine
profile

T-cell APC

Figure 1. Thetwo signal (signal-1 and signal-2) model of T-cell activation: LFA/ICAM-1 interactions are required in activation of T-
cells making inflammatory cytokines. a: The first signalis provided by T-cell receptor (TCR) recognition of the Peplide: MHC complex
onthe APC (Signal 1) The second signal is mediated in part by cell adhesion molecules such as LFA-11CAMA1 interaction (Signal 2)
The activation of both signal-1and signal-2 leads to the release of T-cel inflammatory cytokines (IL-12, IFN-y ). b: Blocking the LFA-1/
ICAM-1 interaction (eq.. with mAb) altersT-cell cvtokine profile toward potentially non-inflammator v cyvtokines (IL-4 and IL-10).

Abb. 3: T-Zell Aktivierung

aus: [18]
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Im Zeitraum 2003 bis 2006 wurden im Institut fiir Rechtsmedizin des Universitétsklinikums
Hamburg-Eppendorf bei insgesamt 17 Obduktionsfillen Gewebe von Dekubitalulcera
unterschiedlicher ~Schweregrade asserviert. Die Einteilung der unterschiedlichen
Schweregrade erfolgte nach Shea [26]. Die Todesursache war meist ein kardiales Geschehen,
bei vier der oben genannten Fille zeigte sich als Todesursache eine Sepsis. Das
Durchschnittsalter der Verstorbenen lag bei 81 Jahren (Altersspanne 44 bis 96 Jahre).

Eine genaue Auflistung iiber die verschiedenen Merkmale wie Geschlecht, Alter,
Korpergewicht und —groe des Patienten, Dekubitusgrad, Lokalisation, Beschaffenheit und
Erscheinungsbild des Dekubitus sowie Todesursache ist im Anhang Kapitel 7 unter 7.4.1
einzusehen.

Es wurden aus folgenden vier Zonen jedes einzelnen Dekubitusgrades Gewebeproben
entnommen: Zentrale Nekrosezone, Granulationszone, auch perinekrotische Zone genannt,
Haut im Randbereich und intakte Haut. In zehn Fillen lag ein Dekubitusgrad IV vor, in vier
Fiéllen ein Dekubitusgrad III, in zwei Fillen ein Dekubitus 1. Grades und in einem Fall ein
Dekubitus II. Grades. Das Erscheinungsbild des Dekubitus reichte von sauberen und
trockenen  Wundverhiltnissen bis zu feuchten, putriden und abszedierenden
Wundbeschaffenheiten. In allen siebzehn Fillen war der Dekubitus in der Sakralregion
lokalisiert.

Die Gewebeproben wurden primir in Formalin (5%) fixiert und im Rahmen der iiblichen
histologischen Aufarbeitung in Paraffin gegossen.

Als Kontrollgruppe diente gesundes Hautgewebe aus der Scapularegion, entnommen im
Zeitraum 2005 bis 2006, von 32 Obduktionsfillen. In diesen Fillen trat der Tod ebenfalls
meist aufgrund einer kardialen Ursache ein. Auch diese Gewebeproben wurden primir in
Formalin fixiert und anschlieBend in Paraffin gegossen. Weiterhin wurden HE-Schnitte
angefertigt um das zu erfassende Gebiet einzugrenzen.

Das Standard-Control-Tissue des Dekubitus Arrays, welches verwendet wurde, um die
immunhistochemische Firbung zu priifen, entstammt dem Institut fiir Pathologie des
Universititsklinikums Hamburg-Eppendorf. Auch diese Gewebeproben wurden primér in
Formalin fixiert und anschlieBend in Paraffin gegossen. Da dieses Gewebe sich stets auf den
Dekubitus Arrays bzw. Kontroll Arrays befand, wurden sie ebenfalls nach Anfertigung der
Schnitte mit Himatoxylin-Eosin angefirbt. Im Abschnitt Dekubitus-Array (3.4.) findet sich

eine genaue Auflistung, welche Gewebe im Detail verwendet wurden.
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3.2  Histologie
Die in Kapitel 3.1 beschriebenen Gewebeproben wurden primir in Formalin (5%) fixiert und
im Rahmen der iiblichen histologischen Aufarbeitung in Paraffin gegossen. Anschliefend
wurden von jedem einzelnen Paraffinblock Schnitte angefertigt und mit Himatoxylin-Eosin
angefdarbt, um das Dekubitusgewebe mikroskopisch zu visualisieren. Dies diente dazu,
sicherzugehen, dass aussagekriftiges Gewebe dargestellt wird. Die Schnittdicke betrug ca.
Sum. Aus diesem definierten Bereich wurden weiterhin 4 mm messende Biopsien fiir die
Herstellung des Arrays entnommen. Die Einzelheiten diesbeziiglich werden im Abschnitt 3.4.
beschrieben.
Die angefertigten Schnitte wurden wiederum von zwei Untersuchern nach folgendem Schema
ausgewertet:

- Lokalisation der Inflammation (Zonen in Bezug auf Dekubitusgrade)

- Vorherrschender Zelltyp des entziindlichen Infiltrates (Granulozyten, Makrophagen,

gemischtzelliges Infiltrat) als semiquantitative Schitzung in %

- Grad der Auspriagung des vorherrschenden Zelltypes (gering, méfig, stark)

33 Tissue Micro Array (TMA)

Das Prinzip der TMA — Herstellung wurde bereits ausfiihrlich beschrieben. Mithilfe des so
genannten TMA-Verfahrens, einer molekularen ,,high throughput* Methode, konnen hunderte
archivierte, in Paraffin eingebettete Gewebeproben in einem einzigen, neuen Paraffinblock
angeordnet und entsprechende Kandidaten Gene auf DNA analysiert werden. [15][35] [36]
[37]

Im ersten Schritt wird von jedem archivierten Paraffinblock ein HE-Schnitt angefertigt, um
die zu untersuchende Region histologisch zu kennzeichnen. Dann werden anschlieBend aus
diesem definierten Bereich, mithilfe eines Array-Stanzgerites, Biopsien eines definierten
Durchmessers entnommen (im Schnitt 0,6 mm). Das Array-Stanzgerit besitzt einen Bohrer
mit einem an der Spitze geschirften Hohlzylinder in dem vorher definierten Durchmesser, so
dass nun mit diesem Bohrer aus dem Paraffinblock, dem sogenannten ,,Donor* oder
»dpenderblock®, die vorher definierte Gewebeprobe ausgestanzt wird und anschlieBend in den
»Recipient oder Empfangerblock, der iiber vorgefertigte Locher desselben Durchmessers
verfiigt, eingebracht. In Abbildung 4 ist eine schematische Darstellung der Funktionsweise

des Tissue-Micro-Array-Verfahrens dargestellt.
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Abb. 4: Tumor-Array-Herstellung. Das Instrument besteht aus einem diinnen, an der
Spitze geschirften Hohlzylinder (innerer Durchmesser ca. 600 um), welcher in einem X-Y-
Achsen-Prizisionsgerit gehalten wird. Ein genau in den Hohlzylinder passender Stahldraht
ermoglicht das Ausstoen von gestanzten Gewebestiicken in, mit einem analogen
Instrument (duBerer Durchmesser ca. 600 um), vorgefertigte Locher im Empfiangerblock
(Tumor-Array). Ein verstellbarer "Eindring-Stopper" sichert eine konstante Linge von
Zylindern und vorgefertigten Lochern im Empfangerblock. Bis zu tausend Gewebezylinder
konnen in einen 20 x 40 mm messenden Empféanger-Paraffinblock eingebracht werden.
(Quelle: Dissertation Yvonne Forster-Schnyder: Epidemiologie der Calretininexpression in
normalen und neoplastischen Geweben: Eine Gewebearray Untersuchung an 4987
Gewebeproben, Medizinische Fakultit, Universitidt Basel, 2003)
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3.4  Dekubitus-Array

In Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Pathologie des Universititsklinikums Hamburg-
Eppendorf wurde der von uns entwickelte Dekubitus Array modifiziert, um einen besseren
Uberblick aus dem Bereich der Inflammation bzw. Nekrosezone zu erlangen. Zu diesem
Zwecke wurden anstelle von 0,6 mm Stanzen 4 mm Stanzen verwendet. Zur sicheren
Auswahl der verschieden Dekubituszonen (zentrale Nekrosezone, Granulationszone, Haut im
Randbereich und intakte Haut) wurden diese vorher histologisch untersucht und das
betreffende Areal markiert. Bei einer StanzgroBe von 4 mm konnten somit 20
Gewebezylinder in den 20 x 40 mm messenden Empfingerblock eingebracht werden. Dies
ermoglichte eine Darstellung aller vier oben genannten Dekubituszonen von insgesamt fiinf
verschiedenen Dekubituspatienten auf einem einzelnen Empfingerblock. AnschlieBend
wurden weitere 38 Gewebezylinder mit einem jeweiligen Durchmesser von 0,6 mm auf den
freien unteren Bereich des Empfingerblocks eingestanzt, das so genannte ,,Standard Control
Tissue®, um so die Qualitdt der immunhistochemischen Farbung zu kontrollieren. Das hierfiir
bereitstchende Gewebe entstammt aus dem Institut fiir Pathologie des Universitétsklinikums
Hamburg-Eppendorf. Als Kontrollgewebe dienten hierfiir jeweils zwei Stanzen Herz-, Nieren-
, Lungen-, Kolonmukosa-, Endometrium-, Prostata- und Lymphknotengewebe sowie
quergestreifte Muskulatur. Weiterhin wurden je fiinf Stanzen aus Mammakarzinom-,
Lungenkarzinom- (jeweils drei Stanzen Plattenepithelkarzinom- und zwei Stanzen
Adenokarzinom-), Kolonkarzinom- und Prostatakarzinomgewebe entnommen.

Insgesamt entstanden somit fiinf Empfangerblocke, die das komplette Gewebematerial der 17
Dekubituspatienten (alle vier Zonen beinhaltend), 32 Kontrollfille sowie das ,,Standard
Control Tissue* enthielten. Der genaue Autbau der einzelnen Blocke ist in den Abbildungen
5, 6 und 7 dargestellt.

In Abbildung 8 ist ein makroskopisches Beispielfoto dargestellt.

15



Dekubitus Falle1 -5

A Fall 1
B Fall 2
C Fall 3
I:' Dekubitus Grad |
D Fa” 4 I:' Dekubitus Grad Il
I:' Dekubitus Grad llI
E Fall 5 B ekubitus Grad v
Kontrollgewebe Stanzen
1234 5678 Zone 1
@ Zone 2
a O0O00 OO0
. 8338 385 S
40000 Q000 one 4
OO000 OO0O

Abb. 5: Aufbau des Dekubitus Arrays Block 1 . Spalte 1 entspricht der zentralen
Nekrosezone (Zone 1) des jeweiligen Falles bzw. Dekubitusgrades. In Spalte 2 findet sich die
Granulationszone (Zone 2), in Spalte 3 entspricht der Haut im Randbereich (Zone 3) und
Spalte 4 der intakten Haut (Zone 4). Farbliche Hinterlegung des Falles entspricht dem
jeweiligen Dekubitusgrad. Das Kontrollgewebe (al bis e8) setzt sich auf allen Blocken
gleichermallen zusammen. Fiir die nachfolgenden Dekubitus Arrays 2 und 3 (Fille 6 bis 15)
entspricht der Aufbau dem Aufbau von Dekubitus Array 1.
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Dekubitus Falle 16 — 17
Kontrollen 1 - 12

A Fall 16
B Fall 17
C K1-K4
I:' Dekubitus Grad |
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© 0000 OO00 s
. OO00 OO0O
OO0 OOO0O

Abb. 6: Aufbau des Dekubitus Arrays Block 4 inklusive Kontrollen . Spalte 1 (A und B)
entspricht der Zone 1 des jeweiligen Falles bzw. Dekubitusgrades. In Spalte 2 (A und B)
findet sich Zone 2, in Spalte 3 der Reihen A und B Zone 3 und Spalte 4 (Reihe A und B)
entspricht dem Randbereich. Ab Reihe C entspricht jede Spalte einer Kontrolle.

Das Kontrollgewebe (al bis e8) setzt sich auf allen Blocken gleichermaflen zusammen.
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Kontrollen 13 - 32

1 2 3 4
A O O Q Q K 13-16
B8 (OO OO 1720
C O O O O K21-24
p OOOO «kosss
E O O Q O K 28-32
Kontrollgewebe Stanzen
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E 0000 OOOO
. 0000 OO00
T 8553 8553

Abb. 7: Aufbau des Kontroll Arrays . Jeder Kreis entspricht einer Kontrolle.
Das Kontrollgewebe (al bis e8) setzt sich auf allen Blocken gleichermaflen zusammen.



Abb. 8: Beispielfoto Dekubitus Array inklusive Kontrollstanzen
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3.5 Immunhistochemie

Die Schnitte der TMA-Blocke wurden auf beschichtete Objekttriger (Instrumedics,
Hackensack, New Jersey) aufgezogen. Es wurde fiir die immunhistochemische Analyse die
standardisierte indirekte Immunoperoxidase-Prozedur angewandt (ABC-Elite, Vector
Laboratories, Berlingame, CA). Der monoklonale Mausantikorper gegen P-Selektin (CD62p)
wurde zur Immunhistochemie 1:20 verdiinnt. Optimale Firbeergebnisse konnten nach
Vorbehandlung im Autoklaven (5 min bei 121 °C in Demaskierungspuffer BIOGENICS, pH
2,0) erzielt werden.

Der monoklonale Mausantikorper gegen E-Selektin (CD62e) wurde zur Immunhistochemie
1:20 verdiinnt. Weiterhin wurde zur Demaskierung der Strukturen das Enzym Pronase VIV
angewendet.

Der monoklonale Mausantikorper gegen VCAM-1 (CD106) wurde 1:20 fiir die
Immunhistochemie verdiinnt. Optimale Firbeergebnisse konnten nach Vorbehandlung im
Autoklaven (5 min bei 98 °C in Demaskierungspuffer DAKO, pH 9,0) erzielt werden.

Der monoklonale Mausantikorper gegen LFA-1 (CD11a) wurde zur Immunhistochemie 1:800
verdiinnt. Optimale Firbeergebnisse konnten nach Vorbehandlung im Autoklaven (5 min bei
121 °C in Demaskierungspuffer BIOGENICS, pH 2,0) erzielt werden.

Der monoklonale Mausantikorper gegen VLA-4 (CD49d) wurde zur Immunhistochemie
1:450 verdiinnt. Optimale Firbeergebnisse konnten nach Vorbehandlung im Autoklaven (5
min bei 121 °C in Demaskierungspuffer BIOGENICS, pH 2,0) erlangt werden.

Es wurde die Expression der einzelnen Adhidsionsmolekiilen auf dem Endothel, auf den ins
Gewebe eingewanderten und in den Gefden befindlichen Entziindungszellen ausgewertet.
Bei allen untersuchten Stanzen wurde der Anteil positiver Zellen geschitzt (<50% = 1, 50%-
70% = 2, >70% = 3) und die Farbeintensitit semiquantitativ bestimmt (nicht angefirbt = 0,
schwach angefarbt = 1, stark angefarbt = 2). Diese beiden Werte wurden miteinander

multipliziert und jeder Score, der einen Wert von > 1 aufwies, wurde als positiv bewertet.

3.6 Statistik

Die Scores der Immunhistochemie und die Anzahl der gefiarbten Zellen wurden als
kategorische Variablen mittels Anzahl und Prozentsatz dargestellt. Ferner wurden die
einzelnen Scores als nominale Variabeln gedeutet, um das Verhalten der Farbintensitit und
der Anzahl der gefarbten Zellen deskriptiv darzustellen. Zu statistischen Auswertung wurde
der Fisher exact Test verwendet, um Unterschiede in der Expression von P-Selektin, E-

Selektin, LFA-1, VCAM-1 und VLA-4 auf Endothel-, Entziindungs- und Bindegewebszellen
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in den vier Zonen der vier unterschiedlichen Dekubitusgrade sowie der Kontrollfille zu

untersuchen. Ein zweiseitiger p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

Im Zeitraum von 2003 bis 2006 wurden im Institut fiir Rechtsmedizin des
Universitatsklinikums Hamburg — Eppendorf bei insgesamt 17 Obduktionsfillen Gewebe von
Dekubitalulcera unterschiedlicher Schweregrade asserviert. Insgesamt wurden von jedem
Patienten 4 Gewebeproben aus folgenden Dekubitus- Zonen entnommen: Zentrale
Nekrosezone, perinekrotische Zone, Haut im Randbereich und intakte Haut. In zehn Fillen
lag ein Dekubitusgrad IV vor, in vier Fillen ein Dekubitusgrad III, in zwei Féllen ein
Dekubitus I. Grades und in einem Fall ein Dekubitus II. Grades. In allen siebzehn Fillen war
der Dekubitus in der Sakralregion lokalisiert.

Als Kontrollgruppe diente gesunde Haut, im Regelfall aus dem Skapulabereich, welche im
Zeitraum 2005 bis 2006 von 32 Obduktionsfillen asserviert wurde.

Somit ergeben sich insgesamt hundert zu untersuchende Gewebeproben (4 Zonen pro
Dekubitusgrad + 32 Kontrollfille).

Bei allen untersuchten Stanzen wurde der Anteil der Immunhistochemie-positiven Zellen
abgeschitzt (<50% = 1, 50%-70% = 2, >70% = 3) und die Farbeintensitit semiquantitativ
bestimmt (nicht angefiarbt = 0, schwach angefiarbt = 1, stark angefarbt = 2). Diese beiden
Werte wurden miteinander multipliziert und jeder Score, der einen Wert von > 1 aufwies,

wurde als positiv bewertet.

4.1 Expression P-Selektin

P-Selektin (CD62p) wurde in unterschiedlichem Ausprigungsgrad sowohl auf Endothelzellen
als auch auf Thrombozyten so wie, bei Vorhandensein, auf Granulozyten nukledr und
cytoplasmatisch exprimiert.

Tabelle 1 beinhaltet fiir jede einzelne Zone jedes Dekubitusgrades den kleinsten sowie den
hochsten Score (Produkt aus Farbintensitit und Zellanzahl), gleiche Dekubitusgrade wurden
gruppiert. Eine genaue Auflistung aller Scores jeder einzelnen Zone und jedes einzelnen
Dekubitusgrades ist im Anhang (Kapitel 7.4) aufgelistet.

Aus den Mittelwerten der P-Selektin Expression ergibt sich das Balkendiagramm, welches in
Abbildung 9 dargestellt ist.

Hier zeigt sich deutlich, dass P-Selektin wesentlich stirker bei einem Schweregrad Dekubitus
I in der Granulationszone und der Haut im Randbereich (Zone 2 und 3) exprimiert wird als in
der zentralen Nekrosezone (Zone 1). P-Selektin wurde im Bereich der intakten Haut (Zone 4)
nicht exprimiert. Bei einem Dekubitusgrad II wurde P-Selektin sowohl in Zone 2, 3 als auch

in Zone 4 mit einem Score > 1 exprimiert, in Zone 1 betrdgt der Score 0.
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Dekubitusgrad III zeigt in allen vier Zonen einen positiven Mittelwertsscore, die stirkste
Expression ist in Zone 1 und 3 zu sehen. Dekubitusgrad IV zeigt ebenfalls in allen vier Zonen

einen positiven Mittelwertsscore, die stirkste Expression ist auch hier in Zone 1 und 3 zu

sehen.

Zone/ n Standard
Dekubitusschweregrad (%) Mittelwert Median Minimum Maximum abweichung
Score Z1 _PS, D1 2 0,50 0,5 0 1 0,71
Score Z1_PS, D2 1 0 0 0 0 .
Score_Z1_PS, D3 4 2,00 2 1 3 0,82
Score Z1_PS, D4 10 2,00 2 0 6 2,31
Score_Z2 PS, D1 2 3,50 3,5 1 6 3,54
Score_Z2 PS, D2 1 1,00 1 1 1 .
Score_Z2_PS, D3 4 1,00 1 0 2 0,82
Score_Z2 PS, D4 9 0,44 0 0 1 0,53
Score_Z3 PS, D1 2 2,00 2 0 4 2,83
Score_Z3 PS, D2 1 3,00 3 3 3 .
Score_Z3 PS, D3 4 1,25 1,5 0 2 0,96
Score_Z3 PS, D4 10 1,00 1 0 3 1,05
Score Z4 PS, D1 2 0,00 0 0 0 0
Score_Z4 PS, D2 1 1,00 1 1 1 .
Score_Z4 PS, D3 4 0,50 0,5 0 1 0,58
Score_Z4 PS, D4 9 0,22 0 0 2 0,67
Score _PS, DO 32 0,19 0 0 1 0,40

Tab. 1: P-Selektin Expression unterteilt nach Zonen und Dekubitusschweregrad

Cell Bar Chart

Split By: Grad
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] 7= 7Zone
3,57 PS= P-Selektin i
] D= Dekubitusgrad
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S - [] D3
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|l '
. | O

Score Z1 PS Score Z2 PS Score Z3 PS Score Z4 PS

Abb. 9: Balkendiagramm zur Mittelwert- Darstellung der P-Selektin Expression nach
unterschiedlicher Zone und Dekubitusgrad
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4.2 Expression E-Selektin

E-Selektin (CD62e) wurde in unterschiedlichem Ausprigungsgrad auf Endothelzellen
exprimiert.

Tabelle 2 beinhaltet fiir jede einzelne Zone jedes Dekubitusgrades den kleinsten sowie den
hochsten Score (Produkt aus Farbintensitit und Zellanzahl), gleiche Dekubitusgrade wurden
gruppiert. Eine genaue Auflistung aller Scores jeder einzelnen Zone und jedes einzelnen
Dekubitusgrades ist im Anhang (Kapitel 7.4) aufgelistet.

Aus den Mittelwerten des Scores ergibt sich das Balkendiagramm, welches in Abbildung 10
dargestellt ist.

Hier zeigt sich, dass bei einem Schweregrad Dekubitus I in der Granulationszone (Zone 2) E-
Selektin wesentlich stirker exprimiert wird als in der zentralen Nekrosezone (Zone 1). In dem
Randbereich sowie der intakten Haut (Zone 3 und 4) wurde E-Selektin gar nicht exprimiert.
Bei einem Dekubitusgrad II wurde E-Selektin sowohl in Zone 2 als auch in Zone 3 mit einem
Score = 1 exprimiert, in Zone 1 und 4 betrdgt der Score 0.

Dekubitusgrad III zeigt in allen vier Zonen einen positiven Mittelwertsscore, die stirkste
Expression ist in Zone 1 zu sehen.

Dekubitusgrad IV zeigt ebenfalls in allen vier Zonen einen positiven Mittelwertsscore, die

starkste Expression ist in Zone 2 und 3 zu sehen.

Zone/ n Standard
Dekubitusschweregrad (%) Mittelwert Median Minimum Maximum abweichung
Score_Z1_ES, D1 2 0,50 0,5 0 1 0,71
Score_Z1_ES, D2 1 0 0 0 0 .
Score_Z1_ES, D3 4 2,00 2 0 4 2,31
Score_Z1_ES, D4 10 1,20 1 0 4 1,32
Score_Z2_ES, D1 2 1,50 1,5 0 3 2,12
Score_7Z2_ES, D2 1 1 1 1 1 .
Score_Z2_ES, D3 4 0,50 0 0 2 1,00
Score_Z2_ES, D4 9 1,56 0 0 6 2,55
Score_Z3_ES, D1 2 0 0 0 0 0
Score Z3 ES, D2 1 1 1 1 1 .
Score_Z3 _ES, D3 4 0,50 0 0 2 1,00
Score_Z3 _ES, D4 10 1,50 1 0 6 2,01
Score_Z4 ES, D1 2 0 0 0 0 0
Score_Z4 ES, D2 1 0 0 0 0 .
Score_Z4 ES, D3 4 0,25 0 0 1 0,50
Score_Z4 ES, D4 9 0,44 0 0 2 0,73
Score_Z4 ES, DO 32 0 0 0 0 0

Tab. 2: E-Selektin Expression unterteilt nach Zonen und Dekubitusschweregrad
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Abb. 10: Balkendiagramm zur Mittelwert- Darstellung der E-Selektin Expression nach
unterschiedlicher Zone und Dekubitusgrad

4.3 Expression VCAM-1

VCAM-1 (CD106) wurde in sehr geringem Ausmal auf Endothelzellen exprimiert.

Aus den Mittelwerten ergibt sich das Balkendiagramm, welches in Abbildung 11 dargestellt
ist.

Hier zeigt sich, dass bei einem Schweregrad Dekubitus I nur in der Haut im Randbereich
(Zone 3) VCAM-1 exprimiert wird (Mittelwertsscore = 1). In allen iibrigen Zonen (Zone 1,
Zone 2 und Zone 4) wurde VCAM-1 gar nicht exprimiert.

Bei einem Dekubitusgrad II betrégt fiir alle vier Zonen der Score 0.

Dekubitusgrad III zeigt in allen vier Zonen einen positiven Mittelwertsscore, die stirkste
Expression ist in Zone 1 zu sehen (Mittelwertsscore 0,50).

Dekubitusgrad IV zeigt ebenfalls in allen vier Zonen einen positiven Mittelwertsscore, die

starkste Expression ist in Zone 3 zu sehen (Mittelwertsscore 0,40).
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Tab. 3: Expression VCAM-1 unterteilt nach Zonen und Dekubitusschweregrad
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Abb. 11: Balkendiagramm zur Mittelwert- Darstellung der V-CAM Expression nach

unterschiedlicher Zone und Dekubitusgrad
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4.4  Expression LFA-1

LFA-1 (CD11a) wurde in unterschiedlichem Ausprigungsgrad auf Granulozyten exprimiert.
Tabelle 4 beinhaltet fiir jede einzelne Zone jedes Dekubitusgrades den kleinsten sowie den
hochsten Score (Produkt aus Farbintensitidt und Zellanzahl), gleiche Dekubitusgrade wurden
gruppiert. Eine genaue Auflistung aller Scores jeder einzelnen Zone und jedes einzelnen
Dekubitusgrades ist im Anhang (Kapitel 7.4) aufgelistet.

Aus den Mittelwerten ergibt sich das Balkendiagramm, welches in Abbildung 12 dargestellt
ist.

Hier zeigt sich, dass bei einem Schweregrad Dekubitus I in der Granulationszone und der
Haut im Randbereich (Zone 2 und 3) LFA-1 wesentlich stirker exprimiert wird als in der
zentralen Nekrosezone (Zone 1) und im Bereich der intakten Haut (Zone 4).

Bei einem Dekubitusgrad II wurde LFA-1 sowohl in Zone 1, Zone 2 als auch in Zone 3 mit
einem Mittelwertsscore = 1 exprimiert, in Zone 4 betridgt der Score 0.

Dekubitusgrad III zeigt in allen vier Zonen einen positiven Mittelwertsscore, die stirkste
Expression ist in Zone 2 zu sehen (Mittelwertsscore = 2).

Dekubitusgrad IV zeigt ebenfalls in allen vier Zonen einen positiven Mittelwertsscore, die

starkste Expression ist in Zone 1 zu sehen (Mittelwertsscore = 2,50).

Zone/ Standard
Dekubitusschweregrad n (%) Mittelwert Median Minimum Maximum abweichung
Score_Z1_LFA, D1 2 0,50 0,5 0 1 0,71
Score_Z1_LFA, D2 1 1 1 1 1 .
Score_Z1_LFA, D3 4 1,25 1 0 3 1,26
Score_Z1 LFA, D4 10 2,50 2 0 6 2,07
Score Z2 LFA, D1 2 2,50 25 1 4 2,12
Score_Z2 LFA, D2 1 1 1 1 1 .
Score _Z2 LFA, D3 4 2 2 1 3 0,82
Score_Z2 LFA, D4 9 1,11 1 0 3 0,93
Score_Z3 LFA, D1 2 1,50 1,5 1 2 0,71
Score_Z3 LFA, D2 1 1 1 1 1 .
Score_Z3 LFA, D3 4 1,75 2 0 3 1,50
Score Z3 LFA, D4 10 1,00 1 0 3 0,94
Score _Z4 LFA, D1 2 0,50 0,5 0 1 0,71
Score _Z4 LFA, D2 1 0 0 0 0 .
Score _Z4 LFA, D3 4 0,50 0,5 0 1 0,58
Score_Z4 LFA, D4 9 0,44 0 0 1 0,53
Score_Z4 LFA, DO 32 0,16 0 0 1 0,37

Tab. 4: Expression LFA-1 unterteilt nach Zonen und Dekubitusschweregrad
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Abb. 12: Balkendiagramm zur Mittelwert- Darstellung der LFA-1 Expression nach

unterschiedlicher Zone und Dekubitusgrad

4.5  Expression VLA-4
VLA-4 (CD49d) wurde in iiberaus geringem Ausmaf} auf Endothelzellen membrands

exprimiert.

Aus den Mittelwerten ergibt sich das Balkendiagramm, welches in Abbildung 13 dargestellt

1st.

Hier zeigt sich, dass die Expression von VLA-4 nicht nennenswert ist.

In fiinf Zonen zeigte sich der Mittelwertsscore stets < 0,30, in den iibrigen zwo6lf Zonen wurde

VLA-4 nicht exprimiert.
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Zone/ Standard
Dekubitusschweregrad n (%) Mittelwert Median Minimum Maximum abweichung

Score_Z1_VLA, D1 2 0 0 0 0 0
Score_Z1 VLA, D2 1 0 0 0 0 .
Score_Z1_VLA, D3 4 0,25 0 0 1 0,50
Score_Z1_VLA, D4 10 0,30 0 0 1 0,48
Score_Z2 VLA, D1 2 0 0 0 0 0
Score_Z2 VLA, D2 1 0 0 0 0 .
Score Z2 VLA, D3 4 0 0 0 0 0
Score Z2 VLA, D4 9 0,22 0 0 1 0,44
Score_Z3 VLA, D1 2 0 0 0 0 0
Score_Z3 VLA, D2 1 0 0 0 0 .
Score_Z3 VLA, D3 4 0,25 0 0 1 0,50
Score_Z3 VLA, D4 10 0,20 0 0 1 0,42
Score_Z4 VLA, D1 2 0 0 0 0 0
Score_Z4 VLA, D2 1 0 0 0 0 .
Score_Z4 VLA, D3 4 0 0 0 0 0
Score_Z4 VLA, D4 9 0 0 0 0 0
Score_Z4 VLA, DO 32 0 0 0 0 0

Tab. 5: Expression VLA-4 unterteilt nach Zonen und Dekubitusschweregrad
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Abb. 13: Balkendiagramm zur Mittelwert- Darstellung der VLLA-4 Expression nach
unterschiedlicher Zone und Dekubitusgrad




4.6  Vergleich der untersuchten Antikorper

Die anschlieBende Darstellung und Beschreibung der Ergebnisse bezieht sich auf die
Expression der unterschiedlichen Antigene (CD62p fiir P-Selektin, CD62e fiir E-Selektin,
CD106 fir VCAM-1, CDlla fiir LFA-1 und CD49d fiir VLA-4) innerhalb gleicher
Dekubitusgrade bezogen auf die jeweiligen Kontrollfille.

Das Firbeergebnis wurde auf Grundlage des oben erklirten Scores (siehe auch Kapitel 3.5.
Immunhistochemie) als positiv oder negativ bewertet. Die Hohe des Scores wurde nicht
beriicksichtigt. Die absoluten Zahlen werden im Anhang aufgefiihrt. Da nur ein Fall eines

zweitgradigen Dekubitus vorliegt, wird dieser nur fiir P-Selektin aufgelistet.
4.6.1 P-Selektin

Die Dekubitusfille (n = 17) innerhalb eines Grades wurden zusammen mit der Kontrollgruppe
untersucht.

Es lagen zwei Fille eines Dekubitus ersten Grades, ein Fall eines Dekubitus zweiten Grades,
vier Fille eines drittgradigen Dekubitus sowie zehn Fille eines Dekubitus vierten Grades vor.
AnschlieBend ist das Ergebnis jeder einzelnen Zone der jeweiligen Dekubitusgrade mit dem
Ergebnis der Kontrollgruppe in Beziehung gesetzt worden und die statistische Relevanz

mittels Fisher's Exact Test ermittelt worden.
4.6.1.1 Dekubitusgrad I

In der zentralen Nekrosezone (Zone 1) lag sowohl ein positiver als auch ein negativer Befund
vor, in der Granulationszone (Zone 2) zeigten sich beide Fille positiv, in dem Hautbezirk im
Randbereich (Zone 3) jeweils ein positiver und ein negativer Befund und in der intakten Haut
(Zone 4) zeigten sich beide Fille negativ. In der Kontrollgruppe wiesen sechs Fille einen
positiven Befund auf und sechsundzwanzig einen negativen.

Somit ergibt sich fiir die Zone 2 eine statistische Signifikanz (p = 0.0499).

Eine schematische Ubersicht ist in Abbildung 14 wiedergegeben.

4.6.1.2 Dekubitusgrad 11

In der zentralen Nekrosezone (Zone 1) lag ein negativer Befund vor, in der Granulationszone
(Zone 2), in dem Hautbezirk im Randbereich (Zone 3) und in der intakten Haut (Zone 4)
zeigten sich jeweils ein positiver Befund. In der Kontrollgruppe wiesen sechs Fille einen

positiven Befund auf und sechsundzwanzig einen negativen.
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Es ergibt sich fiir keines der Fille eine statistische Signifikanz.

Eine schematische Ubersicht mittels Kreisdiagrammen ist in Abbildung 14 wiedergegeben.
4.6.1.3 Dekubitusgrad I11

In Zone 1 wiesen alle vier Fille einen positiven Befund auf, in Zone 2 und 3 zeigten sich drei
Fille positiv und in Zone 4 zeigte das Ergebnis zwei positive und zwei negative Befunde. Fiir
die Kontrollgruppe zeigte sich der gleiche Befund wie oben im Text bereits beschrieben.
Somit ergibt sich fiir Zone 1 eine statistische Signifikanz (p = 0,0036) und fiir die Zonen 2
und 3 ebenfalls (p = 0,0406).

Eine Ubersicht liefert Abbildung 14.

4.6.1.4 Dekubitusgrad IV

In Zone 1 (zentrale Nekrosezone) wiesen sechs Fille einen positiven Befund auf, ebenso wie
in Zone 3 (Haut im Randbereich), in Zone 2 (Granulationszone) zeigten sich vier Fille
positiv und in Zone 4 (intakte Haut) nur einer. Fiir die Expression von P-Selektin in Zone 1
und 2 in Korrelation mit der Kontrollgruppe liel sich mittels Fisher's exact Test eine
statistische Signifikanz ermitteln (p = 0,0195).

Eine Ubersicht der Ergebnisse liefert Abbildung 14.
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Abb. 14: Expression P-Selektin Dekubitus I - IV und Kontrollfille

4.6.2 E-Selektin

Es lagen insgesamt zwei Fille eines Dekubitus ersten Grades vor, vier Fille eines
drittgradigen Dekubitus und zehn Fille eines viertgradigen Dekubitus, die zusammen mit der
Kontrollgruppe (n = 32) untersucht wurden. Dekubitusgrad II wurde aufgrund der nicht
vorhandenen Aussagekraft nicht dargestellt. AnschlieBend ist das Ergebnis jeder einzelnen
Zone mit dem Ergebnis der Kontrollgruppe in Beziehung gesetzt worden und die statistische

Relevanz mittels Fisher's Exact Test ermittelt worden.
4.6.2.1 Dekubitusgrad I

In der zentralen Nekrosezone (Zone 1) lagen sowohl ein positiver als auch ein negativer
Befund vor, ebenso in der Granulationszone (Zone 2). In dem Hautbezirk im Randbereich
(Zone 3) sowie in der intakten Haut (Zone 4) zeigten sich beide Fille negativ. In der
Kontrollgruppe wiesen alle zweiunddreiB3ig Félle einen negativen Befund auf.

Es ergibt sich fiir keinen der untersuchten Korrelationen eine statistische Signifikanz.
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4.6.2.2 Dekubitusgrad 111

In Zone 1 wiesen alle zwei Fille einen positiven und zwei einen negativen Befund auf, in
Zone 2, 3 und 4 zeigten sich drei Fille negativ und ein Fall positiv. In der Kontrollgruppe
zeigte sich in allen Fillen ein negativer Befund.

Somit ergibt sich fiir Zone 1 eine signifikant hohere Expression von E-Selektin bezogen auf
die Kontrollgruppe (p = 0,0095).

Eine Ubersicht liefert Abbildung 15.

4.6.2.3 Dekubitsusgrad IV

Sowohl in der zentralen Nekrosezone (Zone 1) als auch in dem Randbereich (Zone 3) zeigten
sich sechs Fille positiv, in der Granulationszone (Zone 2) wiesen vier Fille einen positiven
Befund auf und in dem intakten Hautbereich (Zone 4) zeigten sich drei Fille positiv. In der
Kontrollgruppe wiesen alle zweiunddreiB3ig Félle einen negativen Befund auf.

Somit ergibt sich fiir die Expression von E-Selektin in Zone 1 und 3 in Korrelation mit der
Kontrollgruppe eine statistische Signifikanz (p < 0,0001), ebenso fiir Zone 2 (p = 0,0019) und
fiir Zone 4 bezogen auf die Kontrollgruppe (p = 0,0105).

Eine Ubersicht liefert Abbildung 15.
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Abb. 15: Expression E-Selektin Dekubitus I, III, IV und Kontrollfélle

4.6.3 VCAM-1

Zwei Fille eines erstgradigen Dekubitus, vier Fille eines drittgradigen Dekubitus und zehn
Fille eines viertgradigen Dekubitus, die zusammen mit der Kontrollgruppe (n = 32)
untersucht wurden. Dekubitusgrad II wurde aufgrund der nicht vorhandenen Aussagekraft

nicht dargestellt.
4.6.3.1 Dekubitusgrad 1

In der zentralen Nekrosezone (Zone 1), in der Granulationszone (Zone 2) und in dem Bereich
der intakten Haut (Zone 4) zeigten sich beide Fille negativ. Bei der Haut im Randbereich
(Zone 3) wies ein Fall einen negativen und ein Fall einen positiven Befund auf. In der
Kontrollgruppe wiesen alle zweiunddreifig Félle einen negativen Befund auf.

Es ergibt sich fiir keinen der Vergleiche eine statistische Signifikanz.

Eine Ubersicht ist in Abbildung 16 wiedergegeben.
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4.6.3.2 Dekubitusgrad II11

Bei vier Fillen eines Dekubitus dritten Grades zeigten sich bei der Anfirbung mit VCAM-1

in Zone 1, 2 und 3 jeweils ein positiver Befund. In Zone 4 und bei den Kontrollféllen zeigten

sich alle Befunde negativ.

Somit ergibt sich fiir keinen der Fille eine statistische Signifikanz.

Abbildung 16 zeigt eine Ubersicht.

4.6.3.3 Dekubitusgrad IV

In Zone 1 und 3 zeigten sich jeweils zwei Befunde positiv, in Zone 2 und 4 jeweils ein

Befund. In den Kontrollfillen wie oben schon beschrieben zeigten sich alle Befunde negativ.

Auch hier ergibt sich keine statistische Signifikanz.
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Abb. 16: Expression VCAM-1 Dekubitus I, I, III und Kontrollfille




4.6.4 LFA-1

Zwei Fille eines erstgradigen Dekubitus, vier Fille eines Dekubitus dritten Grades, zehn Fille
eines Dekubitus vierten Grades sowie zweiunddreiflig Kontrollfidlle wurden hinsichtlich der

Expression von CD11a (LFA-1) untersucht.
4.6.4.1 Dekubitusgrad I

Hier zeigen sich in der zentralen Nekrosezone und im Bereich der intakten Haut einer von
zwei Befunden positiv. Die Granulationszone sowie die Haut im Randbereich zeigten jeweils
beide Fille positiv. In der Kontrollgruppe wiesen fiinf Fille einen positiven Befund auf.

Somit ergibt sich fiir die beiden letztgenannten Zonen (Zone 2 und 3) in Korrelation mit der
Kontrollgruppe eine statistische Signifikanz (p = 0,0374).

Eine Ubersicht ist in Abbildung 17 wiedergegeben.

4.6.4.2 Dekubitusgrad II1

In Zone 1 und Zone 3 zeigten sich jeweils einer von vier Fillen positiv, in Zone 2 wiesen alle
vier Fille einen positiven Befund auf und in Zone 4 zeigten sich zwei Fille positiv. In der
Kontrollgruppe zeigten sich fiinf von zweiunddreiflig Féllen positiv.

Fiir die Zone 1 und 3 bezogen auf die Kontrollgruppe ergibt sich somit eine statistische
Signifikanz von p = 0,0278 und fiir Zone 2 p = 0,0021.

Eine Ubersicht stellt Abbildung 17 dar.

4.6.4.3 Dekubitusgrad IV

In Zone 1 (zentrale Nekrosezone) wiesen neun Fille einen positiven Befund auf. In Zone 2
(Granulationszone) und in Zone 3 (Haut im Randbereich) zeigten sich sieben Fille positiv
und in Zone 4 (intakte Haut) vier Fille. Die Kontrollgruppe wies wie oben bereits beschrieben
fiinf positive Befunde auf.

Fiir die Befunde in Zone 1 lie3 sich mittels Fisher's exact Test eine statistische Signifikanz
von p < 0,0001 ermitteln. Fiir die Zonen 2 und 3 ergab sich p = 0,0023.

Eine Ubersicht der Ergebnisse liefert Abbildung 17.
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Abb. 17: Expression LFA-1 Dekubitus I, III, IV und Kontrollfille

4.6.5 VLA-4
4.6.5.1 Dekubitusgrad I

Fiir beide Fille der erstgradigen Dekubiti lie3 sich in keiner der Zonen einen positiven Befund

nachweisen. Ebenso zeigten alle Fille der Kontrollgruppe einen negativen Befund.
4.6.5.2 Dekubitusgrad II1

Bei der Untersuchung der vier Dekubitusfille dritten Grades und der zweiunddreilig
Kontrollfille zeigte sich hinsichtlich der Expression von VLA-4 in der zentralen Nekrosezone
(Zone 1) und der Haut im Randbereich (Zone 3) jeweils ein Befund positiv. In der
Granulationszone (Zone 2), der intakten Haut (Zone 4) und in den Kontrollfillen wiesen alle
untersuchten Fille einen negativen Befund auf.

Somit lie sich mittels Fisher's exact Test fiir keinen der Korrelate eine statistische
Signifikanz errechnen.

Eine Ubersicht ergibt Abbildung 18.
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4.6.5.3 Dekubitusgrad IV

Erneut wurden zehn Fille eines viertgradigen Dekubitus mit zweiunddreilig Kontrollféllen
untersucht und statistisch verglichen. In Zone 1 zeigten sich drei positive Befunde, in Zone 2

und 3 jeweils zwei Befunde. In Zone 4 sowie in den Kontrollfillen zeigten sich alle Befunde

negativ.
Somit ergibt sich keine statistische Signifikanz.

Eine Ubersicht findet sich in Abbildung 18.
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Abb. 18: Expression VLA-4 Dekubitus I, III, IV und Kontrollfille
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4.6.6 Zusammenfassung

Zusammenfassend ist festzustellen, dass bei der Expression der Antigene CD62p fiir P-
Selektin und CD11a fiir LFA-1 in 14 Arealen (sechs fiir P-Selektin, acht fiir LFA-1) von
vierundzwanzig eine signifikante Uberexpression im Vergleich zu den jeweiligen
Kontrollfillen zu beobachten ist (p<0.05). Fiir E-Selektin sind es immerhin fiinf von zwolf
(p>0.05). Fiir VLA-4 und VCAM-1 lag praktisch keine Expression vor.

Da fiir den zweitgradigen Dekubitus nur ein einziger Fall vorlag, wurde dieser nicht

beriicksichtigt.

4.7  Subanalyse der klinisch relevanten Dekubitusgrade III und IV

In diesem Kapitel werden die Farbegrade sowie die Anzahl der angefarbten Zellen in
Beziehung zu den verschiedenen Zonen der Dekubitusgrade III und IV graphisch mittels
Sédulendiagrammen dargestellt. Grundlage der Darstellung sind die bereits im Kapitel 3.5.
beschriebenen Messwerte (nicht angefirbt = 0, schwach angefirbt = 1, stark angefirbt = 2;
Anzahl der angefidrbten Zellen <50% = 1, 50%-70% = 2, >70% = 3). Es werden die am
starksten exprimierten Antigene (CD62p fiir P-Selektin, CD62e fiir E-Selektin und CD11a fiir
LFA-1) aufgezeigt.

4.7.1 Dekubitus II1
4.7.1.1 Farbintensitit

Fiir P-Selektin lag in Zone 1 bei vier Fillen eine Farbintensitidt von 1 vor. In Zone 2 und 3
zeigte sich jeweils bei einem Patienten eine Farbintensitidt der angeféarbten Zellen von 0, bei
drei Fillen eine Intensitit von 1. In Zone 4 weisen zwei Patienten eine Farbintensitit von 0,
zwei von 1.

Fiir E-Selektin zeigte sich in Zone 1 bei 2 Fillen eine Intensitdt von 0 und bei den anderen
beiden Fillen eine Intensitdt von 2. In Zone 2 zeigten sich bei drei Fillen eine 0, bei einem
Fall eine Intensitdt von 2. Zone 3 und wiesen eine gleiche Intensitét auf: drei Fille wiesen ein
0 auf, ein Fall eine 1.

Fiir LFA-1 zeigte sich in der ersten Zone bei einem Patienten eine Farbintensitit von 0 und
bei dreien eine Intensitidt von 1. In Zone 2 zeigten alle vier Fille eine Farbintensitédt von 1. In
Zone 3 verhilt sich die Intensitidt genau wie in Zone 1. In Zone 4 zeigen zwei Fille eine
Farbintensitit von 0, zweli eine 1.

Eine Darstellung gibt Abbildung 19.

39



Farbintensitat — D3

P-Selektin E-Selektin LFA-1

100% 100% - 100% -

0% + 0% + 0% +

21 22 23 Z4 21 22 23 Z4 21 22 23 Z4

|EFI=0 BFI=1 OFI=2| [BFI=0 BFI=1 OFI=2] |@FI=0 BFI=1 OFI=2

Abb. 19: Farbintensitiit fiir Dekubitusgrad 111

4.7.1.2 Haufigkeit angefiarbter Zellen

Fiir P-Selektin lag die Haufigkeit angeféarbter Zellen in Zone 1 bei einem Fall <50%, bei zwei
Fillen 50-70% und bei einem Fall >70%. In Zone 2 zeigte sich bei drei Fillen eine Hiufigkeit
der angefirbten Zellen von <50%, bei einem Fall eine Haufigkeit von 50-70%. In Zone 3 lief3
sich fiir P-Selektin bei jeweils zwei Fillen eine Haufigkeit von <50% bzw. 50-70% darstellen.
In Zone 4 wiesen alle vier Fille eine Hiaufigkeit der angefirbten Zellen <50% auf.

Fiir E-Selektin wiesen in Zone 1 jeweils zwei Fille eine Haufigkeit <50% und 50-70% auf. In
Zone 2 zeigten alle vier Fille eine Haufigkeit der angefirbten Zellen von <50%. In Zone 3
sind drei Fille mit einer Haufigkeit <50% und ein Fall mit einer Haufigkeit 50-70% zu

vermerken. Zone 4 verhilt sich wie Zone 2.
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Fiir LFA-1 lag in der Zone 1 die Héufigkeit angefarbter Zellen bei 2 Fillen <50% und bei 2
Fillen >70%. In der Zone 2 waren dagegen bei einem Fall weniger als 50% der Zellen
angefarbt, bei zwei Fillen waren 50-70% aller Zellen angeféarbt und bei einem Fall waren es
mehr als 70%. Zone 4 verhilt sich genau wie Zone 4 fiir P- und E-Selektin: alle vier Fille
zeigen eine Anzahl gefirbter Zellen von weniger als 50%.

Eine Darstellung gibt Abbildung 20.

Haufigkeit angefarbter Zellen — D3
P-Selektin E-Selektin LFA-1
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Abb. 20: Hiufigkeit angefiirbter Zellen fiir Dekubitusgrad III

4.7.2 Dekubitus IV
4.7.2.1 Farbintensitit

Fiir P-Selektin lag in Zone 1 lag bei vier Fillen eine Farbintensitdt von 0, bei zweien eine
Farbintensitédt von 1 und bei vier Fillen eine Intensitdt von 2 vor. In Zone 2 zeigte sich fiir P-
Selektin bei fiinf Fillen eine Farbintensitit der angefirbten Zellen von 0, bei vier Féllen eine
Intensitit von 1. In Zone 3 lieB sich fiir sechs Fille eine Intensitit von 1 darstellen, die
restlichen vier Fille zeigten eine 0. In Zone 4 herrscht bei acht Fillen fiir P-Selektin eine

Farbintensitit von 0, in einem Fall eine 1.
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Fiir E-Selektin zeigten vier Fille eine Intensitit von 0, vier Fille eine 1 und zwei Fille eine 2
in Zone 1. In Zone 2 zeigten sich bei fiinf Fillen eine 0, bei zwei Fillen eine Intensitét von 1
und bei zwei Fillen eine 2. In Zone 3 zeigten sich jeweils vier Fille mit einer Intensitédt von 0
bzw. 1 und die iibrigen beiden Fille wiesen eine 2 auf. In Zone 4 zeigten sich fiir E-Selektin
sechs Fille mit einer Intensitdt von 0 zwei Félle mit einer Intensitdt von 1 und ein Fall mit
einer 2.

Fiir LFA-1 zeigte nur ein Fall in Zone 1 eine Farbintensitidt von 0, sieben Fille wiesen eine 1
auf und zwei Fille eine 2. In Zone 2 zeigten zwei Fille eine Farbintensitdt von 0 und die
restlichen sieben Fille eine Intensitit von 1. In Zone 3 zeigten sieben Fille eine 1 auf, drei
Fille eine 0. In Zone vier zeigten nur noch vier Fille eine Intensitdt von 1 auf, die restlichen
fiinf Félle wiesen eine O auf.

Eine Darstellung gibt Abbildung 21.

Farbintensitdt — D4

P-Selektin E-Selektin LFA-1
100% - 100% - 100%
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Abb. 21: Farbintensitiit fiir Dekubitusgrad IV
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4.7.2.2 Haufigkeit angefiarbter Zellen

Fiir P-Selektin zeigte sich bei sechs Fillen eine Haufigkeit angefiarbter Zellen <50%, bei zwei
Féllen eine Haufigkeit von 50-70% und bei den restlichen zweien eine Haufigkeit von mehr
als 70%. In Zone 2 zeigte sich bei allen neun Féllen weniger als 50% der Zellen angeférbt. In
Zone 3 waren sieben Fille weniger als 50% der Zellen angefirbt, zwei Fille 50-70% und in
einem Fall zeigten sich iiber 70% der Zellen angeférbt. In Zone vier zeigten sich nur in einem
Fall 50-70% angefirbt, in allen iibrigen Fillen weniger als 50%.

Fiir E-Selektin zeigten sich in Zone 1 in sieben Fillen eine Anfarbbarkeit der Zellen von
weniger als 50%, in drei Fillen von 50-70%. Auch in Zone 2 zeigten sich in sieben Fillen
weniger als 50% angefirbt, in zwei Fillen 50-70%. In Zone 3 waren sieben Fille weniger als
50% der Zellen angefarbt, zwei Fille 50-70% und in einem Fall zeigten sich iiber 70% der
Zellen angefirbt. In Zone 4 waren in allen neun Fillen weniger als 50% der Zellen angefirbt.
Fiir LFA-1 zeigte sich bei vier Fillen eine Hiufigkeit angefidrbter Zellen <50%, bei zwei
Fillen eine Haufigkeit von 50-70% und bei den restlichen vieren eine Héaufigkeit von mehr als
70%. In Zone 2 und 3 zeigte sich jeweils ein Fall mit iiber 70% der Zellen angefirbt, jeweils
ein weiterer Fall mit 50-70% angeférbt und die iibrigen sieben bzw. acht Fille mit weniger als
50% der Zellen angeférbt. In Zone 4 waren in allen neun Féllen weniger als 50% der Zellen
angefirbt.

Eine Darstellung gibt Abbildung 22.
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Haufigkeit angefarbter Zellen — D4
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Abb. 22: Hiufigkeit angefirbter Zellen fiir Dekubitusgrad IV

4.7.3 Zusammenfassung

Zusammenfassend ist bei dem Vergleich der Farbintensitdt und Anzahl der angefirbten Zellen
bei der Expression der Antikorper P-Selektin, E-Selektin und LFA-1 im Dekubitusgrad III
und IV zu bemerken, dass die Farbintensitit mit der Dekubituszone, also zentral versus
peripher korreliert: Je zentraler das untersuchende Gewebe, desto hoher die Farbintensitédt und

auch Anzahl der angeférbten Zellen.
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5 Diskussion

Eine besondere Rolle der so genannten ,,Entziindungsphase®, kommt den leukozytdren und
endothelialen Adhédsionsmolekiilen zu. Diese Adhidsionsmolekiile aus der Gruppe der
Selektin-, Integrin- und der Immunglobulin-Superfamilie vermitteln tiber Chemokine die
Ausbildung einer Lymphozytenadhidrenz an das Endothel und eine Transmigration
(Diapedese) durch die Endothelwand im Rahmen der Leukozyten-Endothel-Interaktion. [18]
[11,12,14] Bislang liegen fiir die Dekubituswunde beziiglich der Gewebe-Expression
leukozytdrer und endothelialer Adhidsionsmolekiile, also der Frithphase der Wundheilung,
keine gesicherten Erkenntnisse vor. Daher wurde in der vorliegenden Studie dieser
Mechanismus erstmalig an unterschiedlichen Dekubitus-Geweben Graden (I-IV) und nach
topographischer Zuordnung zu den unterschiedlichen Wundzonen [zentrale Nekrosezone
(Z1); Granulationszone (Z2); Randbereich (Z3); intakte Haut (Z4)] anhand des neuartigen,
molekulargenetischen Expressionsverfahrens, dem Tissue Micro Array (TMA), untersucht.
Bei den untersuchten Markern handelt es sich um P-Selektin, E-Selektin, VCAM-1, LFA-1
und VLA-4.

Grundsitzlich zeigen die Ergebnisse unserer Arbeit, dass, mit Ausnahme von VLA-4, eine
(Uber-) Expression der untersuchten Entziindungsmarker (P-Selektin, E-Selektin, VCAM-1,
LFA-1) auch in Dekubitusendothel bzw. in an der Entziindungsreaktion beteiligten Zellen
(Thrombozyten, Granulozyten) stattfindet. Somit ldsst sich feststellen, dass die initialen
molekularen Mechanismen der ,,Entziindungsphase* der Wundheilung auf Ebene der
Leukozyten-Endothel-Interaktion auch in Dekubituswunden stattfinden (Tabellen 1 - 4,
Abbildungen 14 - 18). Hierbei weisen die einzelnen Marker jedoch ein unterschiedliches
Expressionsmuster in Bezug auf 1.) den Dekubitusgrad und 2.) die topographische Zone des
Dekubitus auf. Das bedeutet wiederum, dass sich anhand unserer Ergebnisse kein
Markerexpressionsmuster zu den einzelnen Graden oder der Topographie vorhersagen lésst
(Abbildungen 9 - 13). Zusitzlich ist wichtig anzumerken, dass bislang keine vergleichenden
TMA-gewebe-basierte Untersuchung von Dekubitalulcera durchgefiihrt wurde. Vielmehr
orientiert sich die aktuelle Literatur eher an molekulargenetischer Wundexsudat-
Untersuchung. [38] [39] Daher sind die Ergebnisse der vorliegenden Dissertationsarbeit als
,»proof-of-principle*- Studie zu werten, da das hier untersuchte Patientenkollektiv aufgrund

der geringen Fallzahl keine endgiiltigen Aussagen zulésst.
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5.1 P-Selektin Expression (CD62p) und E-Selektin Expression (CD62e)
P-Selektin (CD62p) wurde in Endothelzellen, Thrombozyten und Granulozyten
gleichermallen nukledr und cytoplasmatisch in allen 4 Dekubitusschweregraden und allen
topographischen Zonen exprimiert (Tabelle 1). Wichtig bleibt festzuhalten, dass dieses
positive Expressionsverhalten fiir die Dekubitusgrade I und II nur -eingeschrinkt
aussagekriftig ist, da lediglich 3 Patienten diesen Schweregraden zuzuordnen war. Dariiber
hinaus lédsst sich insbesondere fiir die Schweregrade III und IV fiir das Expressionsverhalten
von P-Selektin nachvollziehen, dass tendenziell eine zonale Abnahme der Markerexpression
von zentral nach peripher stattfindet (Abbildung 9). Dieses Ergebnis spricht fiir eine
molekulare Reproduktion des klinischen topographisch-zonalen Bildes eines Dekubitus. Die
Leukozyten-Endothel-Interaktion ist vor allem in der zentralen Nekrosezone, der
Granulationszone und der Haut im Dekubitus-Randbereich am stirksten ausgebildet.
Interessanterweise zeigt sich bei Dekubitusgraden III und IV, also einer Tiefenschiddigung
von Haut- und Gewebe mit Verlust aller Hautschichten und Schidigung oder Nekrose des
subkutanen Gewebes, die bis auf die darunter liegende Fascie reicht mit oder ohne
Schiadigung von Muskeln, Knochen oder unterstiitzenden Strukturen [28] im Vergleich zur
Kontrollgruppe besonders in den Zonen 1-3 eine signifikante erhohte P-Selektin Expression
(alle p Werte <0.05).
E-Selektin wird analog dem P-Selektin auf Endothelzellen exprimiert und vermittelt eine
Bindung an T- Zellen iiber den P-Selektin Glykoprotein-Ligand 1 auf der T- Zelloberfldche.
Im Unterschied zu P-Selektin wird dieser sulfatierte Sialyl-Lewis-Kohlenhydratkomplex erst
nach P-Selektin-Aktivierung fiir das E-Selektin zugédnglich. In unseren Untersuchungen
wurde E-Selektin in Endothelzellen nukledr und cytoplasmatisch in allen 4
Dekubitusschweregraden und allen topographischen Zonen exprimiert (Tabelle 1). Ahnlich zu
den P-Selektin Ergebnissen waren vor allem die Dekubitusschweregrade III und IV
auswertbar. Analog zum P-Selektin zeigte sich bei diesen Schweregraden, dass die E-
Selektinexpression in Richtung Wundrand abnahm. Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigten
die Zone 1 bei einem Schweregrad III und alle Zonen 1-4 bei einem Schweregrad IV
signifikant erhohte E-Selektinexpressionsmuster (alle p Werte <0.01).
Da die Selektinexpression eine Frithform der ,Entziindungsphase® der Wundheilung
vermittelt, konnen aufgrund unserer Ergebnisse 2 unterschiedliche Wund-Mechanismen
angenommen werden:

1. die Frithform der Wundheilung ldauft ungehindert auf molekularer Ebene ab, jedoch

stellen Grad III- IV Dekubiti eine derartig ausgeprigte Endothelverletzung dar, dass
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bei entsprechender Gewebe-Tiefenschiadigung der ,,normale” Mechanismus nicht
ausreichend greifen kann, um eine Defektausheilung zu initiieren. Vielmehr ,,verharrt*
die Wundheilung in der Diapedese. In der Folge kommt es somit zu einer vermehrten
Exsudation der aktivierten Entziindungszellen ins Interstitium.

2. Die bestehenden Endothel-Mikrotraumen bedingen eine iiberschieBende
Inflammationsantwort und bedingen eine T-Zell vermittelte Okklusion der
beschiddigten Blutgefie. Damit erhoht sich die Gefahr der Nekrose durch die

molekulare Rekrutierung von Entziindungszellen und Endothelzellen.

Beide hypothetischen Mechanismen konnen lokal in einen ,,Circulosus vitiosus* fithren, da

die nichste Phase der Wundheilung gar nicht erst erreicht wird.

5.2 V-CAM-1 (CD106), VLA-4 (CD49d) und LFA-1 (CD11a) Expression

V-CAM-1 gehort zur Immunglobulin-Superfamilie und ist auf aktiviertem Endothel
lokalisiert. V-CAM-1 bindet T-Zellseitig an dem Integrin VLA-4 und bedingt eine Stirkung
der Zell-Zell Interaktion zwischen T-Zelle und Endothel. Hierdurch bedingen Integrine
sowohl ein ,,inside-out*- als auch ein ,,outside-in“- signaling und beeinflussen somit multiple
zelluldre Prozesse. Hierbei stehen vor allem das adhisionsbedingte Zelliiberleben, die
Zellproliferation und -beweglichkeit im Vordergrund. [16] Interessanterweise zeigte sich
endothelseitig, bis auf den Grad II, in allen weiteren drei Dekubitusschweregraden eine
V-CAM-1 Uberexpression. Dagegen war bei keinem Patienten eine VLA-4 Expression
detektierbar. Im Vergleich zwischen der Kontrollgruppe und der Dekubituskohorte waren die
detektierten V-CAM-1 Expressionsmuster jedoch nicht statistisch signifikant erhoht.

LFA-1 ist analog zum VLA-4 ein Integrin, welches auf Monozyten, T-Zellen, neutrophilen
Granulozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert wird. Seine Funktion dhnelt
dem VLA-4. Es bindet endothelseitig an ICAM-1 und -2. Im Gegensatz zum Integrin VLA-4
konnte, auBer bei Dekubitusschweregrad II, bei fast allen topographischen Zonen eine LFA-1
Expression dargestellt werden. Besonders in der Granulationszone und der Haut im
Dekubitus-Randbereich zeigte sich eine signifikante Uberexpression im Vergleich zur
Kontrollgruppe (alle p Werte <0,02).

Aus diesen Ergebnissen kann abgeleitet werden, dass bei ausbleibender VLA-4- T-Zell
Antwort die Ausbildung einer stabilen Zell-Zell-Interaktion kompromittiert ist, was wiederum
die Vollendung der Entziindungsphase der Wundheilung beeintrachtigt und unter Umsténden

eine Wundchronifizierung begiinstigt.
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5.3  Limitationen der Studie

Neben den interessanten Ergebnissen unserer Arbeit ist es wichtig, wie eingangs bereits
erwihnt, gewisse Limitationen der vorliegenden Dissertation anzumerken. An erster Stelle ist
der retrospektive Charakter unserer Arbeit zu nennen, was aber mit der Auswahl einer
Autopsiekohorte zu begriinden ist, jedoch ist somit offensichtlich, dass keine standardisierte
Gewebegewinnung erfolgen kann. Dariiber hinaus konnen molekulargenetische Ergebnisse im
Vergleich zu einer ,in-vivo Kohorte* andere Ergebnisse erbringen. Die Wahl der
Expressionsmarker ist ebenfalls zu erwidhnen. P-Selektin, E-Selektin, VCAM-1, LFA-1 und
VLA-4 stellen wichtige Targets der leukozytidr-endothelialen Zell-Zell-Interaktion dar, jedoch
bleibt abschlieend zu kliren, welchen Einfluss sie tatsdchlich auf die Wundheilung nehmen.
Unsere Markerauswahl bildet nicht ab, dass unter Umstinden andere Zell-Zell
Interaktionsmarker keinen Einfluss auf die Wundheilung haben. [40] Des Weiteren ist die
untersuchte Patientenkohorte klein (n=17), mit lediglich 3 Fillen mit einem
Dekubitusschweregrad I oder II. Hieraus wird ersichtlich, dass unsere Ergebnisse mit
Zuriickhaltung zu interpretieren sind. Abschlieend wire eine Korrelation zu Wundexsudaten
wiinschenswert, um die Validitédt der Ergebnisse zu priifen. Bei einem Autopsiemodell ist dies
jedoch wiederum leider nicht moglich. [38] [39] Dennoch erscheint es aussichtsreich, in der
Zukunft eine ,,in vivo* Kohorte fulend auf den Ergebnissen der vorliegenden Studie zu
untersuchen, um unsere Ergebnisse zu validieren. Potentiell wire eine so genannte ,target
Therapie* von Dekubituswunden im weitesten Sinne moglich. Damit ist gemeint, dass wenn
sich in einer weiterfithrenden Studie die bereits von uns untersuchten Ansitze beziiglich der
(Uber—)Expression von P-Selektin, E-Selektin oder VLA-4 verifizieren ldsst, konnte man
gezielte Hemmmechanismen einsetzen, um gegebenenfalls die Progression eines Dekubitus

Zu intervenieren.
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6 Zusammenfassung

Die chronomorphologische Expression leukozytdrer und endothelialer Adhidsionsmolekiile
aus der Gruppe der Selektin-, Integrin- und der Immunglobulin-Superfamilie in primér
heilenden Hautwunden ist tierexperimentell und an humanem Operations- und
Autopsiematerial geniigend untersucht worden. Jedoch gibt es fiir die Dekubituswunde
beziiglich der Gewebeexpression leukozytdrer und endothelialer Adhédsionsmolekiile keine
gesicherten Erkenntnisse. In dieser Arbeit sollte der Einfluss der Gewebeexpressionsmuster
von P-Selektin, E-Selektin, VCAM-1, LFA-1 und VLA-4 in Abhiingigkeit der verschiedenen
Schweregrade sowie auch der topographischen Zuordnung zu den verschiedenen Wundzonen
[zentrale Nekrosezone (Z1); Granulationszone (Z2); Randbereich (Z3); intakte Haut (Z4)]
innerhalb eines Schweregrades beurteilt werden. Dafiir wurde eine speziell fiir Entziindungen
erarbeitete Modifikation des zuvor beschriebenen Tissue Micro Arrays (TMA) genutzt. Fiir
diese Arbeit wurde bei insgesamt siebzehn Obduktionsfillen Gewebe von Dekubitalulcera
unterschiedlicher Schweregrade asserviert. Die Einteilung der unterschiedlichen
Schweregrade erfolgte nach Shea [26]. In zehn Fillen lag ein Dekubitusgrad IV. Grades vor,
in vier Fillen ein Dekubitusgrad III. Grades, in zwei Fillen ein Dekubitus I. Grades und in
einem Fall ein Dekubitus II. Grades.

Prinzipiell kann man basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit schlussfolgern, dass,
abgesehen von VLA-4, eine (Uber-) Expression der untersuchten Entziindungsmarker (P-
Selektin, E-Selektin, VCAM-1, LFA-1) in Dekubitusendothel bzw. in an der
Entziindungsreaktion beteiligten Zellen (Thrombozyten, Granulozyten) stattfindet. Dies
wiederum impliziert, dass die initialen molekularen Mechanismen der ,,Entziindungsphase*
der Wundheilung beziiglich der Leukozyten- Endothel-Interaktion auch in Dekubituswunden
stattfinden. Jedoch weisen die einzelnen Marker ein unterschiedliches Expressionsmuster
sowohl in Bezug auf den Dekubitusgrad als auch der topographischen Zone des Dekubitus
auf. Dies bedeutet wiederum, dass anhand unserer Ergebnisse ein Markerexpressionsmuster
zu den einzelnen Graden oder der Topographie nicht zuzuordnen ist.

P-Selektin wurde in allen Dekubitusgraden sowie ebenfalls in allen vier Zonen des jeweiligen
Dekubitusschweregrades exprimiert. Das Mall der Expression nahm beziiglich der
Topographie von zentral nach peripher ab. Insbesondere bei den Dekubitusschweregraden 111
und IV lieB sich im Vergleich zur Kontrollgruppe besonders in den Zonen 1-3 eine

signifikante erhohte P-Selektin Expression (alle p Werte <0,05) nachweisen.
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E-Selektin (CD62e) wurde ebenfalls in wunseren Untersuchungen in allen vier
Dekubitusschweregraden sowie allen topographischen Zonen exprimiert. Ahnlich dem P-
Selektin waren vor allem die Dekubitusschweregrade III und IV auswertbar. Und auch hier
zeigte sich bei diesen Schweregraden, dass die Expression von E-Selektin in Richtung
Normalgewebe abnahm. Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte die Zone 1 bei einem
Schweregrad III und alle Zonen 1-4 bei einem Schweregrad IV signifikant erhohte E-
Selektin-Expressionsmuster (alle p Werte <0,01).

VCAM-1 (CD106) wurde endothelseitig bei den Dekubitusgraden I, III und IV exprimiert.

Im Vergleich zwischen der Kontrollgruppe und der Dekubituskohorte waren die detektierten
V-CAM-1 Expressionen jedoch nicht statistisch signifikant erhoht.

In keiner Untersuchung zeigte sich eine VLA-4 (Very-late antigen4) Expression.

LFA-1 (CDl11a) konnte in unseren Untersuchungen im Gegensatz zum Integrin VLA-4 bei
fast allen topographischen Zonen eine Expression vorweisen. Besonders in der
Granulationszone (Zone 2) und der Haut im Dekubitus-Randbereich (Zone 4) zeigte sich eine
signifikante Uberexpression im Vergleich zur Kontrollgruppe (alle p Werte <0,02).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen kein einheitliches Ergebnis. Dennoch zeigte
sich die angewandte Methodik vielversprechend im Hinblick auf weitere Untersuchungen der

Pathophysiologie der Dekubituswunde.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

a: alpha

B: beta

D: Dekubitus

z.B.: zum Beispiel

P-Selektin: Plittchen-Selektin
E-Selektin: Endothel-Selektin

HE: Himatoxylin-Eosin

VLA-4: very late antigen-4

LFA-1: Lymphocyte function-associated antigen 1
Bspw.: beispielsweise

ICAM: intercellular adhesion molecule
PECAM: platelet endothelial cell adhesion molecule
VCAM: vascular cell adhesion molecule
Bzw.: beziehungsweise

0.g.: oben genannt

um: mikrometer

mm: millimeter

TMA: Tissue Micro Array

Z: Zone

7.2 Tabellenverzeichnis

Tab. 1: Expression P-Selektin unterteilt nach Zonen und Dekubitusschweregrad
Tab. 2: Expression E-Selektin unterteilt nach Zonen und Dekubitusschweregrad
Tab. 3: Expression VCAM-1 unterteilt nach Zonen und Dekubitusschweregrad
Tab. 4: Expression LFA-1 unterteilt nach Zonen und Dekubitusschweregrad
Tab. 5: Expression VLA-4 unterteilt nach Zonen und Dekubitusschweregrad
Tab. 6: Auswertung P-Selektin

Tab. 7: Auswertung E-Selektin

Tab. 8: Auswertung VCAM-1

Tab. 9: Auswertung LFA-1

Tab. 10: Auswertung VLA-4



7.3
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Abb. 5
Abb. 6:
Abb. 7
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Abbildungsverzeichnis
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: Aufbau des Kontroll Arrays

: Beispielfoto Dekubitus Array inklusive Kontrollstanzen

: Balkendiagramm zur Darstellung der Expression P-Selektin anhand der Mittelwerte

Balkendiagramm zur Darstellung der Expression E-Selektin anhand der Mittelwerte

: Balkendiagramm zur Darstellung der Expression VCAM-1 anhand der Mittelwerte
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Abb.14:
: Expression E-Selektin Dekubitus I, II, III und Kontrollfille
Abb.16:
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Abb.18:
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Balkendiagramm zur Darstellung der Expression LFA-1 anhand der Mittelwerte
Balkendiagramm zur Darstellung der Expression VLA-4 anhand der Mittelwerte

Expression P-Selektin Dekubitus I - IV und Kontrollfille

Expression VCAM-1 Dekubitus I, II, III und Kontrollfille
Expression LFA-1 Dekubitus I, 1I, III und Kontrollfélle
Expression VLA-4 Dekubitus I, II, III und Kontrollfélle
Farbintensitit fiir Dekubitusgrad II1

Haufigkeit angefarbter Zellen fiir Dekubitusgrad 111
Farbintensitit fiir Dekubitusgrad IV

Hiufigkeit angefirbter Zellen fiir Dekubitusgrad IV

52



7.4 Daten

7.4.1

Daten Untersuchungsmaterial

Er i ild des D

Alter Korperg KorpergroBe D ad L
m 86  44,1kg 171 cm D4 Sakralregion
m 95 63kg 167 cm D4 Sakralregion
w 82 70kg 166 cm D4 Sakralregion
w 67 60kg 160 cm D4 Sakralregion
w 92 ne. n.e. D1 Sakralregion
w 90 35kg 148 cm D1 Sakralregion
w 84  733kg 165 cm D4 Sakralregion
w 96 58kg 154 cm D4 Sakralregion
w 82 ne. n.e. D1 Sakralregion
w 82  40,5kg 154 cm D4 Sakralregion
w 74 74,1 kg 156 cm D3 Sakralregion
w 73 56kg 155 cm D4 Sakralregion
w 95  60,1kg 154 cm D4 Sakralregion
w 90 46,4 kg 159 cm D3 Sakralregion
m 59 ne. ne. D2 Sakralregion
w 86 56kg 166 cm D4 Sakralregion
m 44 92kg 173 cm D3 Sakralregion

7.4.2 Daten Auswertung

D1: Dekubitus Grad I

D2: Dekubitus Grad II

D3: Dekubitus Grad IIT

D4: Dekubitus Grad IV

FI: Farbintensitit

NrC: Anzahl der angeférbten Zellen

Z1: Zone 1 (zentrale Nekrosezone)

Z2: Zone 2 (Granulationszone)
Z3: Zone 3 (Haut im Randbereich)
Z4: Zone 4 (intakte Haut)

trocken, im Randbereich sauber abgetragen bzw. verheilt

starke Weichteileiterung

Todesursache
bds. lappenfillende Lungenentziindung

frischer Herzinfarkt

Freiliegung von Knochen, Zerfall der Muskulatur und Subkutis, schmierig Protein- und Nahrstoffverlust aufgrund Dekubitus

Freiliegung von Knochen, schmierig-eitrig

keine Entziindungszeichen, Haut intakt

Rétung, trocken

Knochen frei, trocken, sauber exzidierte Wundrénder
Knochen frei, schmierig belegt, Muskulatur erweicht
oberflachlich, keine Entziindungszeichen
Wundrénder sauber, keine Entziindungszeichen
entziindungsfrei, sauber

schmierig rétlich - gelblich, Abszess im Bereich des Knochens
schmierig, nekrotisch

reizlos, trocken

reizlos, trocken

nicht weiter erwahnt

sauber, feucht - rétlicher Wundgrund

akutes Atemversagen durch Aspiration von Erbrochenem
Herzversagen

Pneumonie

Sepsis

frischer Herzinfarkt

Pneumonie

Akutes Linksherzversagen bei Kardiomegalie und frischem HI
V.a. Pneumonie

MOV nach Sepsis bei Dekubitus

MOV nach Sepsis bei Dekubitus u Pyelonephritis
Pneumonie

Gl Blutung bei Duodenalulcus bei Blasen CA
Nierenversagen bei eitriger Blasenentziindung mit Harnstau
MOV bei Sepsis
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Grad | Fl Z1 |NrC_Z1 | Score Z1|Fl Z2 | NrC Z2 | Score Z2 |Fl Z3 |NrC Z3 | Score Z3 | Fl Z4 | NrC _Z4 | Score Z4

D1

D1

D2

D3

D3

D3

D3

D4

D4

D4

D4

D4

D4

D4

D4

D4

D4
Tab. 6

Auswertung P-Selektin

Grad | Fl Z1 |NrC Z1 |Score Z1|Fl Z2 | NrC Z2 | Score Z2 |Fl Z3 |NrC Z3 | Score Z3 |Fl Z4|NrC Z4 | Score Z4

D1

D1

D2

D3

D3

D3

D3

D4

D4

D4

D4

D4

D4

D4

D4

D4

D4
Tab. 7

Auswertung E-Selektin
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Grad | Fl Z1 |NrC_Z1 | Score Z1|Fl Z2 | NrC Z2 | Score Z2 |Fl Z3 |NrC Z3 | Score Z3 | Fl Z4 | NrC _Z4 | Score Z4

D1

D1

D2

D3

D3

D3

D3

D4

D4

D4

D4

D4

D4

D4

D4

D4

D4
Tab. 8

Auswertung VCAM-1

Grad | Fl Z1 |NrC Z1 |Score Z1|Fl Z2 | NrC Z2 | Score Z2 |Fl Z3 |NrC Z3 | Score Z3 |Fl Z4|NrC Z4 | Score Z4

D1

D1

D2

D3

D3

D3

D3

D4

D4

D4

D4

D4

D4

D4

D4

D4

D4
Tab. 9

Auswertung LFA-1
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Grad | Fl Z1 |NrC_Z1 | Score Z1|Fl Z2 | NrC Z2 | Score Z2 |Fl Z3 |NrC Z3 | Score Z3 | Fl Z4 | NrC _Z4 | Score Z4

D1

D1

D2

D3

D3

D3

D3

D4

D4

D4

D4

D4

D4

D4

D4

D4

D4
Tab. 10

Auswertung VLA-4
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