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Veneuze ulcera komen veel voor en veroorzaken aanzienlijke morbiditeit in de bevolking.
Aangezien genezing langzaam kan zijn of nooit kan worden bereikt, leiden de ulcera (zweren)
tot blijvende en een substantieel verbruik van de klinische middelen in de gezondheidszorg.
Grote inspanningen zijn geleverd om weefselherstel (genezing) van chronische veneuze ulcera
te versnellen echter met beperkt succes. Dit kan gedeeltelijk toe te schrijven zijn aan de
beperkte kennis van microbiologie van chronische wonden. In feite is de enorme invloed van
de microbiologische condities van de wonde op het resultaat van wondheling meer en meer
duidelijk geworden. De oxidatieve stress ten gevolge van een onevenwichtigheid in de pro-
oxidant-anti-oxiderende homeostase in chronische wonden wordt verondersteld een zeer
belangrijke rol te spelen waardoor de opeenvolging van gebeurtenissen definitief resulteren
in een niet genezende wonde. De meerderheid van reactieve zuurstofradicalen worden
waarschijnlijk het meest vrijgegeven door de neutrofielen en macrofagen en tot een
onbekende omvang van lokale fibroblasten en endotheelcellen. Aangezien de ontstekingsfase
bij chronische  wonden niet stopt, gaat de vrijgave van reactieve zuurstofsoorten over een
lange tijdspanne door met verdere blijvende schade en daardoor blijft de ontsteking verder
gaan. In dit artikel, zullen wij kritisch de recente bevindingen bespreken die de rol van
oxidatieve stress (spanning) in de pathofysiologie van het niet genezen van chronische
veneuze ulcera steunen. (WOUND REP REG 2005; 13:452-461)

Inleiding

De veneuze ulcera zijn in de meeste gevallen uiteindelijk het (definitieve) resultaat van
chronische veneuze insufficiëntie. De ulcera of zweren kunnen als wonden met een
"fullthickness" (= zowel epidermis als dermis beschadigd) en een "langzame helende
tendens" (= chronisch) worden gedefinieerd. De veneuze ulcera (aderlijke beenzweren) zijn
veel voorkomend en veroorzaken aanzienlijke morbiditeit in de bevolking. De chronische
ulcera van het onderbeen hebben een prevalentie van 3-5% in de bevolking van meer dan 65
jaar oud met een verhoging van zelfs 12% bij de bevolking van meer dan 70 jaar oud.1  De
incidentie van ulceratie neemt toe door de toenemende vergrijzing en de verhoogde
risicofactoren bij aderverkalking zoals het roken, zwaarlijvigheid, en diabetes. Aangezien
helen langzaam kan zijn of nooit kan worden bereikt, leiden de ulcera (zweren) tot blijvende
en wezenlijke kosten die steeds zwaarder gaan wegen op de gezondheidszorgmiddelen.
In het Verenigd Koninkrijk, werden de behandelingskosten voor veneuze ulcera  in 1997
geschat op 400 miljoen Pond per jaar.2 Wegens de toenemende vergrijzing van de
wereldbevolking en het overwicht van chronische aderlijke ziekten met leeftijd gecorreleerd
is, is het voorspelbaar dat de financiële druk op de maatschappij voor de behandeling van
deze ziekten zal stijgen. Grote inspanningen zijn geleverd om het genezingsproces te
versnellen bij  chronische beenzweren, maar met beperkt succes. Dit kan gedeeltelijk toe te
schrijven zijn aan de beperkte kennis van de pathofysiologie van chronische wonden en de rol
van hun micromilieu.
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Andere factoren die een rol spelen in de gestoorde wondheling als aanvulling op de lokale en
systemische factoren zoals veneuze insufficiëntie, ischemie, en malnutritie zijn verminderde
concentratie aan groeifactoren, verhoogde proteolyse en de aanwezigheid van verouderde
cellen. Ondanks dat men het exacte onderliggende mechanismen die aan de basis liggen van
gestoorde wondheling nog niet kent, komt steeds meer naar boven dat toxische concentraties
van reactieve zuurstof radicalen (ROS) samengaand met een verhoogde concentratie aan vrij
ijzer in het weefsel en een vijandig proteolytische (= eiwit afbrekend) micro-omgeving de
hoofdoorzaak vormen van de weefselafbraak in chronisch veneuze ulcera.

Woord en terminologie verklaringstabel

Biochemie van oxidatieve stress en zijn pathofysiologische consequenties.

De term oxidatieve stress werd geïntroduceerd door Helmut Sies5 en omschreven als ‘een
verstoring in de pro-oxidant-anti-oxidant balans in het voordeel van de pro-oxidant reacties
dat kan leiden tot schade’. Oxidatieve stress wordt geregeld (in evenwicht gehouden) door
ROS die in principe betrokken zijn in normale fysiologisch regulerende processen, maar die
ernstige schade kan veroorzaken aan de celcomponenten. Deze schade is gemedieerd door
zowel radicale als niet radicale ROS zoals het superoxide anion en hydroxyl radicalen alsook
‘singlet’ (= één) zuurstofatoom en hydroxyl peroxide. Waterstofperoxide (H202 of
zuurstofwater) is in staat om vrij vlug doorheen celmembranen te gaan en samen met metaal
ionen zoals ijzer en koper het zeer toxische hydroxyl radicaal te laten ontstaan dewelke in
staat is om de peroxidatie van de vetzuren in het celmembraan in gang te zetten. Voor meer
details van de biochemische paden betrokken in de ROS vorming refereren wij naar het werk
van Halliwell en Gutteridge.6 ROS gemedieerde paden zijn recent in detail terug bekeken
door Droge7 en Forman en andere7.
ROS zijn waarschijnlijk betrokken in alle stadia van het wondhelingsproces. Migratie,
adhesie, proliferatie, neovascularisatie, remodelering en apoptose (= geprogrammeerde cel

AUR            Allantoin: uric acid ratio  (allantoine : urinezuur verhouding)
DUOX         Dual oxidase (dubbel oxidase)
ICAM-1       Intercellulaire adhesie molecule-1
iNOS            Induceerbare NOS
MMP            Matrix metalloproteïnase
MT1-MMP   Membraan type 1-MMP
mtDNA         Mitochondriaal DNA
NO                Nitric oxide (Stikstofmonoxide)
NOS              NO synthase
NOX             NADPH oxidase
PDGF           Platelet-derived growth factor (van de bloedplaatjes afgeleide
                     groeifactor)
Phox             Phagocyt oxidase
ROS             Reactieve oxygen species (reactieve & niet reactieve  zuurstof
                     moleculen)
SOD             Superoxide dismutase (enzym dat zuurstofradicalen kan wegvangen)
TIMP           Tissue inhibitor of metalloproteinases (metalloproteïnase remmers van
                     het weefsel)
VCAM-1      Vascular intercellular adhesion molecule-1
Incidentie     het percentage v.h. aantal nieuwe gevallen gedurende een bepaalde
                     periode
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dood) zijn belangrijke processen die in de helende wonde plaatsvinden en gereguleerd of
minstens gemedieerd worden door ROS. Door de verstoring van de onderliggende processen
kan zuurstof stress leiden tot een verstoorde wondheling. Verhoogde ROS concentraties in
chronische wonden worden verantwoordelijk gesteld voor de reeks destructieve van processen
die uitmonden in het niet helen van de wonden. De meerderheid van de ROS worden meest
waarschijnlijk vrijgegeven door de neutrofielen en de macrofagen en tot een onbekende
omvang door lokale fibroblasten en endotheelcellen. Er zijn een groot aantal bronnen van
ROS in chronische wonden.  Verlengde inflammatie met neutrofielen die migreren in het
beschadigde weefsel en via de oxidatieve spring reactie (= oxidative burst reaction)
superoxide anionen vrijzetten, hypoxie, ischemie en reperfusie zijn belangrijke mechanismen
die resulteren in oxidatieve stress. Aanvullend op de inflammatoire cellen, kunnen andere
cellen zoals de fibroblasten ROS produceren wanneer ze gestimuleerd worden door
proinflammatoire cytokines.9 Aangezien de inflammatoire fase bij chronische wonden niet
stopt, blijft de hoeveelheid ROS over een langere periode aanwezig, met een continue schade
en het onderhouden van de inflammatie fase als gevolg (vicieuze cirkel). Een toegenomen
hydrostatische druk door de veneuze kleppen insufficiëntie veroorzaakt een toegenomen en
activatie van een reeks van adhesie moleculen en hun tegengestelde receptoren zoals de
selectines, Beta-1 en Beta-2 integrines, de induceerbare intercellulaire adhesiemolecule-1
(ICAM-1) en de vasculaire endotheel cel adhesie molecule-1 (VCAM) alzo verhogen deze
continue extravasatie van geactiveerde leukocyten. Na de initiële piek expressie worden de
vasculaire ICAM-1 en VCAM-1 vrijgave niet meer naar beneden, naar normale hoeveelheden
teruggebracht.10 ROS verhogen de leukocyten adhesie die op zijn beurt de expressie van de
endotheliale receptor gp 100MEL-14 versterkt, waardoor de emigratie van inflammatoire
cellen in het wondweefsel versterkt wordt.11

Langerhans cellen, T cellen en macrofagen worden elk gerekruteerd via meer dan één
moleculaire adhesie wijze (pad) naar de diverse regio’s van de chronische veneuze ulcera.12

De up regulatie van deze adhesie moleculen kunnen bijdragen tot een verhoogde verkleving
en extravasatie van leukocyten in chronische veneuze insufficiëntie.
Zelfs in de venen ter hoogte van de armen worden er leukocyten gevonden die opnieuw
geactiveerd werden en een verhoogde vrijgave van superoxide anionen demonstreerden.13, 14

Wanneer ROS zich op een plaats bevinden in toxischer concentraties dan kan dat leiden tot
een reeks van pathologische effecten waaronder ook een beschadiging van endotheelcellen
met een verdere up regulatie van ICAM-1, omdat de ICAM-1 promotor een ROS consensus
sequentie heeft.15 Daardoor worden er meer leukocyten naar de wonde toe gerekruteerd.
Verhoogde ROS hoeveelheden blijken ook keratinocyten migratie in vitro tegen te werken,
waardoor mogelijks een vertraagde reepithalisatie in wonden kan verklaard worden.16

Superoxide anionen in samenwerking met stikstofmonoxide vormen de toxische peroxinitriet
dewelke bijdraagt tot weefselbeschadiging en het onderhouden van de inflammatie reactie.
Interessant is dat de induceerbare vorm van stikstofmonoxide (NO)-synthase (NOS) en
arginase beiden verantwoordelijk zijn voor de vorming van NO; beiden zijn sterk verhoogd in
chronische veneuze ulcera. 17  In tegenstelling tot normale fibroblasten synthetiseren wond
fibroblasten NO via induceerbare NOS (iNOS) waardoor collageen synthese en contractiele
activiteiten worden gereguleerd.18 In endotheelcellen NOS en iNOS nul muizen (= muizen die
genetisch gewijzigd zijn en dus deze stoffen niet kunnen aanmaken) is een vertraagde
wondheling gezien.19 Samen met de observatie dat NO de expressie van vasculair endotheel
groeifactor in normale wondheling opgang trekt, wordt NO gezien als een promotor voor
wondheling.20 Ondanks deze kennis is het duidelijk dat de bronnen van NO en superoxide
anionen  in chronische wonden  van diverse bronnen kunnen komen. Hierdoor is de rol van
NO en de daarbij gepaard gaande chemische reacties in veneuze ulcera nog niet duidelijk.
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Detectie van ROS (Reactive Oxygen Species of vrije zuurstof radicalen) en
ROS-producten (afgeleiden) in chronische veneuze ulcera

Het meten van oxidatieve stress in wonden wordt bemoeilijkt door de korte halfwaarde tijd en
de hoge reactiviteit van ROS.  Daarom meet men de oxidatieve schade van DNA, proteïnen
en vetten voor het vaststellen van oxidatieve stress.  De klassieke methode maakt gebruik van
de tussenproducten  of eindproducten van vetperoxidatie zoals: malondialdehyde of
isoprostane, of DNA schade zoals hydroxydesoxyguanosine, eiwitoxidativa met de detectie
van nitrotyrosine resten en andere.  James et al.21 maten het allantoine / urinezuur percent
verhouding (ratio) of AUR afgekort.  Allantoine en urinezuur zijn stabiele oxidatie producten
en werden gemeten in chronisch wondvocht van 10 patiënten en vergeleken met acuut
wondvocht en plasma waarden gebruik makend van HPLC (Hoge druk licht chromatografie).
In chronisch wondvocht, the gemiddelde AUR was vijfvoudig verhoogd wat wees op sterke
oxidatieve stress bij neutrofielen.  Metingen van de totale antioxidatie capaciteit toonden geen
significante verschillen met het plasma.  Yeoh – Ellerton en Stacey 22 maten 8-isoprostane
waarden met enzym immuno analyse, en gas chromatografie/massa spectrometrie en de totale
antioxidant status gebruik makend van de vermindering in oxidatie van een specifiek
substraat.
Isoprostanes zijn prostaglandine lijkende moleculen die gegenereerd worden door oxidatie
van onverzadigde vetzuren aanwezig in membraam fosfolipiden.  De waarden van 8-
isoprostane bij veneuze ulcera waren significant verhoogd in vergelijking met het wondvocht
van acute wonden.  In chronisch wondvocht werd een hogere antioxidant status vastgesteld
gebruik makend van een commercieel beschikbaar analysesysteem. De auteurs vermelden dat
voor de interpretatie van de totale antioxidatie status van het chronisch wondvocht  meer
gedetailleerde kennis over de pathofysiologie van chronische wonden nodig is.

Verminderde antioxidant verdediging in chronische veneuze ulcera.

De huid is uitgerust met een uitgebreid arsenaal van laag moleculair gewicht antioxidantia en
enzymen die een netwerk van redox actieve antioxidantia bouwen.  Antioxidantia
bescherming komt van componenten gesynthetiseerd ‘in vivo’ door de cellen die vetzuren,
urinezuur, coenzym Q, glutathion en andere bevatten, maar de antioxidantia verdediging is
ook afhankelijk van bescherming door componenten die worden geleverd via voedselinname
zoals ascorbine zuur (vit C), vitamine E en tocopherol.  In normaal helende huidwonden bij
ratten werd in het wondhelingsproces een vermindering en gereduceerd gluthathion, vit c en
vit E vastgesteld. 23 De verwondingen resulteerden in een 60-70% vermindering in antioxidant
waarden die niet normaliseerden tot dag 14.  In wonden van stretptozotocine geïnjecteerde
jonge diabetisch ratten waren op dag 7 de waarden van gluthathion verminderd in
tegenstelling tot vitamine E, die verhoogde waardes vertoonden.24  Bij patiënten met
chronische veneuze ulcera werden significante lagere waarden van vitamine A en vitamine E
gevonden.25  Ägren et al.26 toonde aan dat patiënten met beenulcera lagere waarden hadden
van Selenium, Zink en ijzer in combinatie met verhoogde serum koper waarden.  Selenium is
een belangrijke cofactor van het enzym glutathionperoxidase en koper is belangrijk als een
transitie metaal dat in staat is tot het sturen van de Fenton reactie die de hydroxyl radicalen
levert.  Of deze deficiënties (tekorten) in de antioxidatieve verdediging de verklaring zijn
waarom acute wonden chronisch worden  als oorzaak of  het gevolg zijn van vertraagde
wondheling is niet duidelijk.
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De antioxidant enzymen zijn gelokaliseerd in specifiek subcellulaire compartimenten en
vertonen afzonderlijke substraten.  De belangrijkste antioxidant enzymen zijn superoxide
dismutase (SOD), glutathionperoxidase en catalase.6  Bij zoogdieren zijn drie verschillende
SOD’s teruggevonden die de dismutatie van superoxide anion katalyseren tot
waterstofperoxide als een eerste lijn van antioxidatieve stress (= eerste lijn van verdediging
tegen de vrije zuurstofradicalen). Het SOD1 gen codeert voor het cytosolisch koper (koper in
de cel), zink SOD vertegenwoordigt het predominante SOD in cellen en weefsels en bestaat
uit 70-80% van de totale SOD activiteit.  Het SOD2 gen codeert voor mitochondriaal
gelokaliseerd mangaan-SOD.  Extracellulair SOD (SOD3) is aanwezig in significante
hoeveelheden alleen in specifiek weefsels zoals nierweefsel, vetweefsel en longweefsel.
Er is beperkte kennis over de activiteit van de antioxidant enzymen in chronische wonden.
Metingen van glutathionperoxidase activiteit in het bloed van patiënten met veneuze ulcera
toonden een vermindering met 15%.  Bij patiënten met chronische wonden was de Superoxide
vrijzetting bij neutrofielen verhoogd  tot 170%.27  Acute huidwonden bij muizen vertoonden
verhoogde waarden van SOD1 en SOD2, catalase als ook een glutathionperoxidase gemeten
bij ‘in situ’ hybridizatie en RNase protectie analyse.  De auteurs zagen een sterke correlatie
tussen mRNA en proteïnewaarden, zeker voor SOD2.28  Deze data laten toe te concluderen
dat in helende wonden een antioxidatieve verdedigingssysteem nodig is voor neerwaartse
regulatie en het limiteren van oxidatieve stress die meestal aanwezig is bij ontstekende
wonden en zeker in de wonden waar er veel necrose of infectie aanwezig zijn.  Voor
chronische wonden zoals beenulcera is er een enorm gebrek aan kennis over de antioxidatieve
verdediging bij deze wonden.

Aanwezigheid van inflammatiore cellen in het weefsel bij veneuze
beenulcera.

Chronische beenulcera slagen er niet in om het normale patroon van wondheling zoals
inflammatie, granulatie, maturatie te volgen in plaats daarvan blijven zij in een staat van
chronische inflammatie met beperkte tekens van heling.  Er is steeds meer bewijs dat de
aanwezigheid van neutrofielen  en macrofagen29 in samenwerking met verhoogde vrijgave
van ROS – verhogende  ijzer afzettingen in het ulcerweefsel30 en ulcervocht31 een grote rol
spelen in de het ontstaan van een prooxidant proteolytisch micro-omgeving in chronische
veneuze beenulcera. (Dus een milieu waar er veel stuk wordt gemaakt door de vrije zuurstof
radicalen en door enzymen die vooral weefsel afbreken).
De hoofd kenmerken van de eerste fase van het normale wondheling zijn ontsteking en
debridement, hoofdzakelijk afhankelijk van de cellulaire immuniteitsreactie. Na de
verwonding, zijn de lymfocyten, granulocyten en macrofagen aangetrokken tot in het
wondweefsel. De lymfocyten en granulocyten hebben een belangrijke functie om bacteriën te
elimineren. Macrofagen zijn betrokken bij de ontstekingsreactie evenals de daarop volgende
granulatiefase bij het helen van de wond.
Bij het fysiologisch (normale) helen van wonden, verdwijnen de lymfocyten en granulocyten
van het wondweefsel binnen een paar dagen. In niet helende veneuze ulcera, blijven de
ontstekingscellen in het wondweefsel en vertonen een veranderde samenstelling in
vergelijking met acute wonden. CD20+ de B-cellen, CD68+ macrofagen, en de plasmacellen
zijn in hoge aantallen aanwezig in de chronische wond. De verhouding van CD4+ en CD8+
T-Lymfocyten is beïnvloed naar CD4+ T-cellen.32

De T-lymfocyten overheersen het gebied ver van de wondrand. Ongeveer 30% van de
ontstekingscellen zijn CD8+ cellen zijn terug te vinden over de gehele chronische wonde. Het
centrum en de rand van  het ulcus worden overheerst door macrofagen, volgens Rosner et al29.


