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1.Kapitel: Einleitung

1. Kapitel: Einleitung

1.1 Chronische venose Insuffizienz

Erkrankungen der Venen sind sehr weit verbreitet und werden oft als
Volkskrankheit bezeichnet. In Folge einer bestehenden Venenerkrankung kann
sich eine chronische venodse Insuffizienz (CVI) entwickeln. Laut der Bonner
Venenstudie leidet jeder sechste Mann und jede funfte Frau an einer
fortgeschrittenen Venenerkrankung (Rabe et al., 2003). Lediglich 9,6% der
Bevolkerung wiesen in dieser Querschnittsstudie keine Beschwerden und
Veranderungen im Bereich der Venen auf. 59% der Befragten klagten Uber
Teleangiektasien oder retikulare Venen, 14,3% hatten Kampfadern ohne weitere
Zeichen einer CVI, bei 13,4% lag ein pratibiales Odem vor und 3,3% wiesen
fortgeschrittene Zeichen einer CVI auf. Ein akutes oder abgeheiltes Ulcus cruris

venosum konnte bei 0,7% der Befragten gezeigt werden (Rabe et al., 2003).

Unter dem Begriff der chronischen vendsen Insuffizienz werden alle klinischen
Veranderungen, die als Folge eines chronischen Venenleidens auftreten
konnen, zusammengefasst. Der Begriff CVI ist seit Jahren etabliert und geht auf

van der Molen zurtck (van Molen et al., 1957).

Das klinische Bild der CVI ist vielgestaltig und reicht von der Corona
phlebectatica paraplantaris, Uber Hyperpigmentierungen und Stauungsekzeme

bis hin zum Ulcus cruris venosum.

Eine friher verwendete Stadieneinteilung der CVI ist die international gultige
Klassifikation nach Widmer (Widmer, 1978), siehe Tabelle 1. Mittlerweile ist die
gebrauchliche Klassifikation ,CEAP“, siehe Tabelle 2 wund 3. Diese
Klassifikation wurde von einer internationalen Expertengruppe erarbeitet und
berticksichtigt neben klinischen Symptomen auch hamodynamische,
pathophysiologische, atiologische und anatomische Aspekte (Kistner et al.,
1996).
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Tabelle 1: Klassifikation der CVI nach Widmer (Widmer 1978)

Stadium| | Corona phlebectatica paraplantaris, Phleb-Odem

Stadium Il | zuséatzliche trophische Stérungen mit Ausnahme des Ulcus cruris

(z.B. Dermatoliposklerose, Pigmentveranderungen, Atrophie blanche)

Stadium lll | Ulcus cruris venosum (Stadiumlila: abgeheilt, Stadium llib: floride)

Tabelle 2: CEAP Klassifikation der CVI (Kistner et al., 1996)

C | Clinical Signs fir klinische Zeichen (Grad 0-6), erganzt durch (A) fir
asymptomatische und (S) flir symptomatische Prasentation

E |Etiological Classification fir atiologische Klassifizierung (congenital, primar,
sekundar)

A | Anatomic Distribution fiir anatomische Verteilung ( superficial, deep,
Perforanten) allein oder in Kombination

P | Pathophysiological Dysfunction fur pathophysiologischeDysfunktion (Reflux

oder Obstruktion) allein oder in Kombination

Tabelle 3: klinische Klassifikation (Kistner et al., 1996)

* die Unterteilung der Gruppe 4 erfolgte nachtréglich im Rahmen
einer Revision der CEAP-Klassifikation (EKIST et al., 2004)

Co keine sichtbaren oder tastbaren Veranderungen einer Venenerkrankung

Ci1 Teleangiektasien oder retikulére Varizen

C2 Varizen

C3 | Odem

Ca Veranderungen der Haut und des Unterhautfettgewebes verursacht durch
venose Erkrankungen

C4a* | Pigmentierung, Ekzem

C4b* | Lipodermatosklerose, Atrophie blanche

Cs Hautveranderungen wie oben beschrieben mit abgeheilter Ulzeration

Ce Hautveranderungen wie oben beschrieben mit aktivem Ulkus
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Abbildung 1: Stadium C2, stark ausgeprégte Varizen ohne
Stauungszeichen

Abbildung 2: Stadium C4a, stark ausgeprégte Varizen
deutliche Hyperpigmentierung
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Abbildung 3: Rechts: Stadium C4b, Dermatoliposklerose
Links: Stadium C6, aktives Ulcus cruris venosum

Als relevant fir die Ausbildung einer CVI gilt das Versagen der vendsen
Pumpfunktion, die haufig auf einer Insuffizienz der Venenklappen beruhen, und
die daraus resultierende ambulatorische vendse und kapillare Hypertonie
(Partsch, 1985). Dabei bewirkt die Aktivierung der Muskel- und Gelenkpumpen
unter Belastung keinen adaquaten Druckabfall in den betroffenen
Venenabschnitten. Daraus resultiert, dass der venose Druck in den unteren
Extremitaten nicht mehr ausreichend reduziert werden kann und es so zu
stauungsbedingten Mikrozirkulationsstorungen kommt. Im Rahmen der
chronischen Druckerhéhung kommt es zu einer Elongation und Dilatation der
Kapillaren und somit zu einem vermehrten Austritt von Proteinen und
Erythrozyten in das perivaskulare Gewebe (Rabe, 2006). Weiterhin zeigen sich
morphologische Veranderungen an den Kapillaren in den betroffenen Regionen.
Hierzu gehodren Kaliberschwankungen und eine vermehrte Schléngelung der
GefalRe (Ladwig, 2008).

Der Verlauf der fortschreitenden Venenerkrankung ist gut nachvollziehbar
anhand typischer Veranderungen des kutanen Kapillarbettes, die relevant fur

Stérungen der Mikrozirkulation sein koénnen. Zu Beginn der vendsen
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Erkrankung besteht eine Dilatation und Torquierung der Gefal3e. Im weiteren
Verlauf kann es zu glomerulumartigen GefaRformationen kommen und zuletzt
liegt nur noch ein stark rarifiziertes Kapillarsystem vor (Gschwandtner und
Ehringer, 2001).

Fur die Entstehung der Hautveranderungen bis hin zum Ulcus cruris venosum
konnen nach heutigem Wissenstand verschiedene Faktoren verantwortlich sein,

in deren Folge es zu einer chronischen Entztindung in Hautorganen kommt.

Burnand et al. postulieten 1982 die Theorie der perikapillaren
Fibrinmanschette. Sie vermuteten, dass es durch die Fibrinmanschette zu
veranderten Druckverhaltnissen kommen kann und dadurch zu einer
Aufweitung der Endothelporen. Dieses fuhre ihrer Meinung nach zu einer
Diffusionsstérung fir Sauerstoff und letztendlich zu einer Minderversorgung des

betroffenen Gewebes (Burnand et al., 1982).

Im Gegensatz dazu stehen die Erkenntnisse von Michel et al. (1990). Sie
zeigten in ihren Untersuchungen, dass Fibrinmanschetten keine wirkliche
Diffusionsbarriere darstellen und somit nicht ursachlich flr die Veranderungen

im Verlauf der CVI sein konnten.

Ahnliches ergaben die Studien von Veraart et al. (1993), die solche
Fibrinmanschetten nur bei Ulzerationen fanden und diese somit als Folge

venoser Ulzera und nicht als deren Ursache deklarierten.

Herrick et al. konnten 1992 bei Patienten mit Ulcus cruris venosum zeigen, dass
Fibrinmanschetten hochorganisierte Strukturen sind, die aus Laminin,
Fibronectin, Tenascin und Kollagen | und IIl aufgebaut sind. Haufig enthalten sie
zusatzlich eingewanderte Monozyten, Makrophagen und polymorphkernige
Leukozyten. Auf Grund ihrer Studien stellten sie die These auf, dass
Fibrinmanschetten durch aktive Prozesse der lokalen Zellen entstehen und
nicht ausschlieBlich durch Akkumulation von aus dem Blut ausgetretenen
Stoffen (Herrick et al., 1992).

Eine andere Erklarung gibt die so genannte ,Leukozytenfalle” (Coleridge Smith
et al., 1988). Durch die modifizierten Gefalle und den verlangsamten Blutfluss

scheint es zu einer Aktivierung und Akkumulation der Granulozyten zu kommen.
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Die gesteigerte Adhasion der Leukozyten an das Endothel kann ein
verkleinertes Lumen und somit eine Okklusion von MikrogefalRen verursachen
(Gschwandtner und Ehringer, 2001). Das wiederum fihrt zu einer
Mikrozirkulationsstorung und Minderdurchblutung in den betroffenen Arealen.
Zusatzlich setzen die Leukozyten proteolytische Enzyme und Radikale frei, die
ihrerseits zu einer weiteren Schadigung der Gefallwand beitragen. Laut der
Theorie der ,Leukozytenfalle® (Coleridge Smith et al., 1988) kommt es zu einer
Endothelschadigung und einer daraus resultierenden chronischen Entzindung.
Diese chronischen Entzindungsvorgange konnen bei weiterem Fortschreiten
der Erkrankung zu einer Lipodermatosklerose und einem Ulcus cruris venosum

fuhren.

1.2 Lipodermatosklerose (LDS)

Wie oben erwahnt kann es im fortgeschrittenen Stadium der CVI zu einer
Sklerose der Unterschenkelhaut kommen. Pradilektionsort fir die Entstehung
ist die Region am Unterschenkel Uber dem Malleolus medialis. Im klinischen
Bild zeigt sich eine Induration, die sowohl lokal als auch die gesamte

Zirkumferenz betreffend auftreten kann (Rabe, 2006).

Die Lipodermatosklerose selbst ist ein chronischer entzundlicher Prozess, der
die papillare und retikulare Dermis, aber auch die Subkutis und das Fettgewebe
betrifft. Durch die chronische Entzindung kommt es zu Neovaskularisationen,
zur Nekrose des Fettgewebes und zur Fibrose. Dieser Zustand wird durch die
Aktivitat verschiedener Zytokine und proteolytischer Enzyme, vor allem
Metalloproteinasen, sowie durch eine gesteigerte Aktivitat der Fibroblasten
aufrecht erhalten (Herouy et al.,1998).

Vignale et al. (2004) konnten zeigen, dass es in der Dermis und Subkutis zu
deutlichen vaskularen Veranderungen, wie einem vermehrten Auftreten von
pathologisch veranderten vendsen Gefalden, einem verstreuten Auftreten von
Entzindungszellen und einer ausgepragten Fibrose mit einem Verlust von

Fettgewebe und pseudomembrandser Nekrose des Fettgewebes kommit.
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Die Gefallveranderungen fuhren zu einer Lumenverengung, sowie einer
Fibrose und Hyperplasie der Intima der vendsen Gefalle. Gelegentlich finden
sich Lymphozyten in der Adventitia und im perivaskularen Gewebe. Hieraus
resultiert eine Hypoxie, eine Endothelschadigung und eine chronische
Entzindung (Vignale et al., 2004).

Fur die Ausbildung einer LDS sind entzundliche Prozesse verantwortlich. In der
verharteten Haut findet sich faserreiches Narbengewebe in der Dermis, welches
aus Kollagenbundeln und einem verminderten Anteil elastischer Fasern besteht
und einen Verlust der zellularen Komponenten aufweist. Durch
Fibroblastenaktivierung kommt es zu einer vermehrten Synthese von
Bindegewebsproteinen. Hierzu zahlen in erster Linie Kollagene, mit einem
relativen Anstieg des Gehalts an Kollagen Ill, Fibronektin, Tenascin C und
Fibrillin 2, wie es auch fur andere Fibrosen und in der Wundheilung bekannt ist
(Brinckmann et al., 2010). Brinckmann et al. (1999) konnten zeigen, dass es im
Rahmen von sklerosierenden Erkrankungen der Haut zu einer Anderung des
Vernetzungsmusters der Kollagenmolekile kommt. So finden sich in normaler
Haut Lysin-Aldehyd abhangige Verbindungen. Im Gegensatz dazu liegen in der
Haut von Patienten mit Sklerodermie, hypertrophen Narben und LDS vermehrt
Hydroxylysin-Aldehyd abhangige Verbindungen vor. Die Anderungen des
Kollagengerustes fuhren zu einer gesteigerten mechanischen Stabilitat der
Extrazellularmatrix (EZM). Ferner kommt es zu einem vermehrten Auftreten von
Fibroblasten, sogenannten Myofibroblasten, die mit einem Antikorper gegen a-
Smooth Muscle Actin angefarbt und auf diese Weise dargestellt werden
konnen. Myofibroblasten sind im Verlauf der Wundheilung fir die Kontraktion

der Narbe verantwortlich.

Neben der vermehrten Bindegewebssynthese ist auch ein Anstieg von
Proteasen in den betroffenen Hautarealen beschrieben. Es kommt zu einem
signifikanten Anstieg der mMRNA und der Proteinexpression von
Metalloproteinasen. Diese Matrix-Metalloproteinasen sind in der Lage,
Kollagene und Fibrinmanschetten zu degradieren. Daraus resultiert eine

proteolytische Matrixzerstérung, die mit verantwortlich ist fur die Entstehung
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eines dermoepidermalen Hautdefektes wie beim Ulcus cruris venosum (Herouy
et al.,1998).

1.3 Tenascin C

Tenascin C ist ein Protein der Extrazellularmatrix (EZM), das vor mehr als 20
Jahren in Gliagewebe, Muskelgewebe und im Nervensystem entdeckt wurde.
Aufgrund seines ubiquitaren Vorkommens gibt es viele Synonyme, wie
Myotendinous Antigen, glial/mesenchymal extracellular matrix protein (GMEM)
cytotactin, neuronectin und hexabrachion, J1 220/200 (Midwood und Orend,

2009).

Tenascin C ist der bekannteste Vertreter der Tenascin Familie, zu der auch
Tenascin -X, -W und -R zahlen. Je nach Splicevariante hat Tenascin C ein
Molekulargewicht von 190 - 330kDa. Supramolekular bilden sechs
Tenascinmolekulle ein Hexamer aus (Hexabrachion), das uber Disulfidbricken
stabilisiert wird (Erickson und Iglesias, 1984). Tenascin C kann mit
verschiedenen Moleklilen interagieren, hierzu gehdéren zum Beispiel

Fibronectin, Heparin oder Perlecan (Midwood und Orend, 2009).

Tenascin C spielt eine wichtige Rolle in der embryonalen Entwicklung, bei
Wundheilungs- und Reparaturvorgangen sowie bei chronischen Entzindungen
und der Tumorentwicklung. Tenascin C besitzt sowohl adhasive als auch anti-
adhasive Eigenschaften. Es ist beteiligt an der Regulation von Zellmigration und
-proliferation. Tenascin C ist durch die Aktivierung von pro-inflammatorischen
Zytokinen, wie Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin-6 (IL-6) und IL-8, ein
wichtiger Bestandteil zellularer Signalkaskaden (Midwood und Orend, 2009).In
fast allen Arealen, die eine hohe Dichte an Abwehrzellen aufweisen, ist
Tenascin C vermehrt nachweisbar. Weiterhin gibt es Hinweise, dass Tenascin C
auch direkt die Aktivitat von Lymphozyten beeinflussen kann. Eine weitere
mdgliche Funktion st die gesteigerte Rekrutierung und Aktivierung von
Myofibroblasten (Tamaoki et al., 2005).

Die Expression von Tenascin C kann durch verschiedene pro- und anti-

inflammatorische Zytokine und Wachstumsfaktoren induziert werden ebenso
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wie durch mechanischen Stress, Hypoxie und vaskuldre Hypertension. Durch
GATA-6 ( Guanin-Adenin-Thymin-Adenin binding protein 6) und Glucocorticoide
hingegen wird die Expression vermindert. Durch Matrix-Metalloproteasen und
Serinproteasen wird Tenascin C gespalten. Zusatzlich interagiert Tenascin C mit
vielen anderen EZM Molekulen (Midwood und Orend, 2009).

In normaler Haut befindet sich Tenascin C in der papillaren Dermis, bevorzugt
als schmaler zumeist diskontinuierlicher Streifen im Bereich der dermo-
epidermalen Junctionzone, jedoch mit starken individuellen Unterschieden. Es
befindet sich ebenfalls in der Basalmembran dermaler Gefale und in
Hautanhangsorganen, wie Drisen und Haarfollikeln (Latijnhouwers et al., 1996,
Lightner et al., 1989).

Costa et al. (1999) konnten belegen, dass Tenascin C in hypertrophem
Narbengewebe in der gesamten Dermis nachweisbar ist. Wird das Gewebe
jedoch mit Druck behandelt, zeigt sich nach der Therapie ein Tenascin C Muster

wie in normaler Haut.

2001 konnte von Schild nachgewiesen werden, dass die Tenascin C Expression
im Verlauf der CVI in der Unterschenkelhaut kontinuierlich zunimmt. Ahnliches
konnte von Peschen und Vanscheidt (1999) und Brinckmann et al. (2010)
gezeigt werden. Sie beschrieben die Tenascin C Expression bei
Lipodermatosklerose als intensives Signal an der Basalmembran und im
Bereich der gesamten Dermis. Im Vergleich dazu zeigte sich die Expression bei
Hautproben entnommen aus dem Ulkusrand noch starker und homogener. Bei
den anderen klinischen Erscheinungsbildern der CVI zeigte sich fur sie nur ein
gering bis gar nicht verandertes Expressionsmuster im Vergleich zu gesunder
Haut.

1.4 Fibrillin 2

Fibrillin 2 ist ein zysteinreiches Glykoprotein der EZM, das zusammen mit
Fibrillin -1 und -3 die Fibrillinfamilie bildet. Fibrilline werden von Fibroblasten
gebildet. Die Fibrilline sind wesentlicher Bestandteil der 10 — 12nm grofR3en

Mikrofibrillen, welche ein Gerlst fur die Synthese von Elastin darstellen. Sie
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bilden zusammen mit Elastin das elastische Fasergewebe. Fibrilline sind
ubiquitar in allen Bindegewebsarten vorhanden. Alle Mitglieder der
Fibrillinfamilie, die sich untereinander sehr ahneln, haben eine GroRe von ca.
350kDa und besitzen einen hohen Anteil an Cystein (12 — 13%), das durch die
Ausbildung von Disulfidbricken mafigeblich zur Stabilitat beitragt (Ramirez und
Pereira, 1999, Ramirez und Sakai, 2010).

Vor allem in der embryonalen Entwicklung sind Fibriline von zentraler
Bedeutung. Sie sind verantwortlich fur die biomechanischen Eigenschaften der
meisten Gewebe und Organe, da sie den Hauptbestandteil der extrazellularen
Mikrofibrillen darstellen (Ramirez und Pereira, 1999). Weiterhin spielen sie eine
wichtige Rolle im Rahmen der Regulation und Speicherung von
Wachstumsfaktoren wie Tumor growth factor-B (TGF-B) und bone
morphogenetic protein (BMP). Es konnte gezeigt werden, dass die Fibrillin 2
Expression durch Serum, IL-4 und TGF-R getriggert wird, wahrend Hypoxie
keinen signifikanten Einfluss auf die Expression aufweist (Brinckmann et al.,
2010). Fibrillin 1 wird sowohl wahrend der embryonalen Entwicklung als auch
postnatal exprimiert. Fibrillin 2 hingegen wird hauptsachlich wahrend der
Organentwicklung und -differenzierung gebildet und Iasst sich beim
Erwachsenen fast nur noch in elastischem Gewebe und bei Umbauvorgangen
nachweisen (Ramirez und Sakai, 2010). Wahrend der embryo-fetalen Periode
findet sich haufig eine Koexpression von Fibrillin 1 und Fibrillin 2 in Geweben
wie Haut, Lunge, Herz, Aorta, Zentralnervensystem (ZNS) (Brinckmann et al.,
2010).

Fibrillin 2 befindet sich vor allem in elastischem Gewebe, wie elastischem
Knorpel, in der Tunica media der Aortenwand und des Bronchialsystems.
Weiterhin ist es an der Aufhangung der Linse an den Ziliarkorper beteiligt und

besitzt eine verankernde Funktion (Zhang et al., 1994).

Mutationen im Fibrillin 1 Gen sind beim Marfan Syndrom nachgewiesen
worden. Eine Mutation im Fibrillin 2 Gen ist verantwortlich fur das Auftreten des
Beal Syndroms und der Arachnodactylie, einer Bindegewebserkrankung ahnlich
dem Marfan Syndrom (Chaudhry et al., 2001).

10
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Im Rahmen der Wundheilung, bei der Ausbildung von Narben und bei
sklerotischen Umbauvorgangen verschiedener Genese werden die Fibrilline
verstarkt exprimiert. Eine gesteigerte Fibrillin 2 Expression kann somit als
Zeichen einer erhdhten Fibroblastenaktivierung verstanden werden. Fibrillin 2
wird sowohl in der Wundheilung, speziell in der Granulationsphase, als auch bei
sklerotisch veranderten Hauterkrankungen wie Lipodermatosklerose und
Sklerodermie in der gesamten Dermis vermehrt exprimiert. In Keloiden und bei
Lichen sclerosus und atrophicus findet sich ebenfalls eine vermehrte
Expression von Fibrillin 2. Bei diesen Erkrankungen kommt es zu einer

Koexpression von Tenascin C und Fibrillin 2 (Brinckmann et al., 2010).

In gesunder Haut ist Fibrillin 2 nur sparlich vorhanden. Es ist im Bereich der
epidermalen Junctionzone, entlang der dermalen Gefalde und im Bereich von
Haarfollikeln und SchweilRdrisen zu finden (Sakai et al., 1986).

1.5 a-Smooth Muscle Actin (a-SMA)

Die Aktinfamilie besteht aus 6 Mitgliedern. a-Smooth Muscle Actin, a-Cardiac
Actin, a-Skeletal Actin und y-Smooth Muscle Actin bilden die Gruppe der
gewebsspezifischen Aktinisoformen. y- und - non-Smooth Muscle Actin stellen
die Gruppe der cytoplasmatischen Aktine dar. Die verschiedenen Aktine
stimmen zu 95% in ihrer Aminosaure Sequenz Uberein, wobei sich die
Gruppenmitglieder der non-Smooth Muscle Actine starker ahneln als die der
Muskelaktine. a-Smooth Muscle Actin wird normalerweise in den glatten
Muskelzellen der Gefalde produziert. Es kann aber auch von Myofibroblasten in

anderen Geweben gebildet werden (Wang et al., 2006).

Das a-Smooth Muscle Actin Gen ist vor allem in der frihen embryonalen
kardiovaskularen Entwicklung aktiviert und in spateren Entwicklungsstadien
wieder abgeschaltet. a-Smooth Muscle Actin entsteht weiterhin wahrend der
vaskularen Entwicklung. Es wird zum Hauptprotein in glatten Muskelzellen und
ist die Isoform, die in vaskularem Gewebe vorherrschend ist (Wang et al., 2006,
Hinz et al., 2007).
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a-SMA ist der gangige Marker fur das Vorhandensein von Myofibroblasten
(Hinz, 2010). Es wird als bedeutender Faktor zur Steigerung der kontraktilen
Aktivitat verschiedener Gewebe betrachtet. Myofibroblasten werden vor allem in
der Granulationsphase bei Wundheilungsprozessen, in Narbengewebe und bei

der Ausbildung von Fibrose nachgewiesen (Wang et al., 2006).

Myofibroblasten entstehen hauptsachlich aus Fibroblasten der Dermis und
Subkutis. Eine weitere Quelle zur Bereitstellung von Myofibroblasten stellen die
glatten Muskelzellen der Gefalle dar. Die Entwicklung von Fibroblasten zu
Myofibroblasten beginnt in der Regel mit der Umwandlung in einen
Protomyeloblasten, deren zytoplasmatische Fasern nur - und y-Aktin
enthalten. Aus diesem entwickelt sich schlieRBlich der differenzierte
Myofibroblast. Die Differenzierung wird sowohl durch Zytokine, wie TGF-[3, als
auch durch EZM Komponenten, wie EDA-Fibronectin, reguliert. Weiterhin
induzieren Endothelin-1 und Thrombin die Myofibroblastenbildung (Desmouliére
et al., 2005).

Nach einer Gewebeverletzung differenzieren sich die dortigen Fibroblasten in
kontraktile und sekretorische Myofibroblasten, die an den Reparaturvorgangen
beteiligt sind. Auch bei Fibrosen konnen vermehrt Myofibroblasten
nachgewiesen werden, wie zum Beispiel in hypertrophen Narben, bei
Sklerodermie, Morbus Dupuytren und fibrotischen Vorgangen in einzelnen

Organen, wie Herz und Niere (Hinz et al., 2007).

Bei Untersuchungen von Hautbiopsien aus dem Randbereich eines Ulcus cruris
venosum konnte gezeigt werden, dass sich a-SMA produzierende
Myofibroblasten in der retikularen Dermis nachweisen lassen. Bei Hautbiopsien
aus einer Dermatoliposklerose zeigten sich vereinzelte Myofibroblasten in der
Tiefe. In gesunder Haut hingegen fand sich a-SMA nur entlang der dermalen
Gefalde (Bandemir, 2003).

1.6 Kompressionstherapie

Die Kompressionstherapie bildet die nicht-invasive Grundlage der Behandlung

von akuten und chronischen Erkrankungen des Venensystems und ist in jedem

12
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Stadium der Erkrankung indiziert. Durch die Kompression kommt es zu einer
Reduzierung des Venenquerschnitts, einer Beschleunigung des vendsen und
lymphatischen Rickstroms, einer Verbesserung der Venenklappenfunktion und
einer Reduktion und Pravention des Extremitatenddems (Wienert et al., 2006).
Eine Verbesserung der strukturell veranderten Venenwand konnte durch

Hammersen und Hesse 1990 nachgewiesen werden.
Zielsetzung der Kompressionstherapie ist (Junger und Sippel, 2003) :

* Besserung der subjektiven Beschwerden im Rahmen der CVI
+ Verringerung des Odems
* Verringerung der trophischen Stérungen

¢ Verhindern des Fortschreitens der CVI

Angewandt werden der phlebologische Kompressionsverband, der
medizinische Kompressionsstrumpf (MKS) und die apparative intermittierende

Kompression.

In der Kompressionstherapie unterscheidet man einen Arbeitsdruck und einen
Ruhedruck. Der Ruhedruck beschreibt den Druck, der durch die Binde oder den
Strumpf in Ruhe auf das Bein ausgeubt wird, der Arbeitsdruck beschreibt den
Druck, der der Ausdehnung wahrend der Muskelarbeit des Beines

entgegenwirkt (Wienert et al., 2006).

Die zur Verfugung stehenden Materialien unterscheiden sich in ihrer Elastizitat.
Es gibt unelastische Binden, Ultrakurzbinden mit einer Dehnbarkeit bis 30%,
Kurzzugbinden mit einer Dehnbarkeit von 40 — 90%, Mittelkurzbinden mit einer
Dehnbarkeit von 100 — 130% und Langzugbinden mit einer Dehnbarkeit Gber
150 — 200%. Je niedriger die Elastizitdt des verwendeten Materials ist, desto
hoher ist der Arbeitsdruck und je hoher die Elastizitat und somit die
Ruckstellkraft des Materials, desto grofer ist der Ruhedruck. Wichtig bei der
phlebologischen Kompressionstherapie ist, dass das Material einen hohen
Arbeitsdruck bei Bewegung und Aktivierung der Muskelpumpen aufweist,
jedoch einen niedrigen Ruhedruck besitzt. (Kecelj Leskovec et al., 2008). Daher
werden bei der Behandlung von phlebologischen Erkrankungen vor allem

Kurzzugmaterialien verwendet, die diese Anforderungen am besten erflllen. Die
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medizinische Kompressionstherapie entfaltet ihre Hauptwirkung wahrend der
Grund  der

Alltagstauglichkeit und der daraus resultierenden besseren Compliance wird die

Aktivierung der  Muskel-Gelenkpumpen.  Auf besseren

Behandlung in Form von MKS durchgefuhrt (Junger und Sippel, 2003).

Die MKS koénnen auf verschiedene Arten gestrickt werden und unterscheiden

sich dadurch in ihrer Kompressionsstarke (Wienert et al., 2006).

,Flachgestrickte mit Naht, maschinengeformt, mit mindestens je einem
verstrickten und einem eingelegten elastischen Faden in jeder zweiten
Maschenreihe: Diese Strimpfe kénnen sehr passgenau mit grolder

Kompressionsstarke hergestellt werden.”

 Ein- und doppelflachig rundgestrickt, nahtlos, maschinengeformt, mit
mindestens je einem verstrickten und einem eingelegten elastischen
Faden in jeder zweiten Maschenreihe: Dem rundgestrickten Strumpf sind
bei der Formgebung Grenzen gesetzt. So kbnnen Extremitaten mit sehr
kleinen Umfangen und extremen Umfangsanderungen nicht optimal

versorgt werden.”

Der MKS ist ein elastischer Strumpf, der einen kontinuierlichen Druck auf die
Extremitat und somit auf das Venensystem auslibt. Es stehen verschiedene
Kompressionsklassen (KKL 1 — 4) zur Verfugung, welche sich im Anpressdruck
in Ruhe, gemessen in Hohe des B-Malies (Fesselbereich), auf die Extremitat
unterscheiden. Der MKS muss eine kontinuierliche Druckabnahme von distal
100% nach proximal 40% aufweisen. Tabelle 4 zeigt die Eigenschaften der vier

Kompressionsklassen (Wienert et al., 2006).

Tabelle 4: Einteilung der Kompressionsklassen (KKL) (Wienert et al., 2006)

KKL Intensitat Druck in mmHg Druck in kPa
1 leicht 18 —21 24 -28

2 mittel 23 -32 3,1 -4,3

3 kraftig 34 —46 4,5 -6,1

4 sehr kraftig 49 und groRRer 6,5 und groRer
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Die Umfange definieren sich am Bein aus den Malden A bis G, ermittelt an den
Langenmesspunkten A bis G. Die Norm fordert flr Serienstrimpfe eine Reihe

von Umfangmalen flr das schlanke, normale und kraftige Bein.

FUr den klinischen Gebrauch stehen vier Ausfihrungsformen zur Verfligung
(Wienert et al., 2006):

e Wadenstrumpf (AD)

* Halbschenkelstrumpf (AF)
* Schenkelstrumpf (AG)

» Strumpfhose (AT)

Abbildung 4: Darstellung der verschiedenen Ausflihrungsformen der MKS.
Links der Wadenstrumpf (AD), in der Mitte der Halbschenkelstrumpf (AF),
rechts der Schenkelstrumpf (AG) (REHADAT - Informationssystem zur
beruflichen Rehabilitation, 2010)

Laut der Bonner Venenstudie stellen die MKS mit 14,6% (20,3% der Frauen,
7,5% der Manner) die haufigste Therapieform in der phlebologischen
Behandlung dar. Im Stadium CO der CEAP Klassifikation werden in 1% der
Falle Kompressionsstrimpfe verordnet, in den Stadien C5/6 liegt die
Verordnungshaufigkeit bei 82% (Rabe et al., 2003).

Patienten, die unter frihen Stadien der CVI leiden und mit MKS der Klasse |
behandelt wurden, gaben schon nach einer vierwdchigen Behandlung eine
Verbesserung ihrer Beschwerden und Lebensqualitat an. Partsch et al. (2004)
beschrieben, dass bereits leichte Kompressionsstrimpfe, die einen Druck
zwischen 11 und 21mmHg erzeugen, in der Lage sind ein Odem der Beine zu
reduzieren und einer abendlichen Beinschwellung entgegenzuwirken. Jedoch

sind solche MKS nicht in der Lage, eine vendse Hypertension bei einer
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stehenden Person zu reduzieren. Hierflr bendtigt man einen Anpressdruck, der

gréler als 40mmHg ist.

Weiterhin findet die Kompressionstherapie Anwendung in der Behandlung von
hypertrophen Narben, vor allem infolge von Verbrennungen. Dort werden
speziell angefertigte elastische Bandagen verwendet, die einen Druck von ca.
24 mmHg erzeugen. Unter dieser Therapie kommt es zu einer deutlichen
Ruckbildung des Narbengewebes. Hypertrophe Narben lassen sich hierdurch

verringern und eventuell ganz verhindern (Bruck et al., 2002).

1.7 Entwicklung der Fragestellung

Bei der chronischen vendsen Insuffizienz kommt es im Verlauf der Erkrankung
zu Veranderungen in der EZM. Es ist bekannt, dass es im Stadium der
Dermatoliposklerose zu einer vermehrten Expression von Tenascin C und
Fibrillin 2 kommt (Brinckmann et al., 2010). Fur Tenascin C liegen weiterhin
Untersuchungen fur frihere Stadien der CEAP Kilassifikation vor, die
beschreiben, dass die Expression mit dem Fortschreiten der CVI zunimmt
(Peschen und Vanscheidt, 1999; Schild, 2001).

Untersuchungen zur Fibrillin 2 Expression wahrend der einzelnen Stadien
liegen bislang nicht vor. Es konnte jedoch von Brinckmann et al. (2010) eine
erhohte Fibrillin 2 Expression bei Lipodermatosklerose nachgewiesen werden.
Aulerdem zeigte diese Arbeitsgruppe, dass bei sklerotischen Veranderungen

der Haut eine Koexpression von Tenascin C und Fibrillin 2 auftritt.

Fur Myofibroblasten ist bekannt, dass es zu einem vermehrten Vorkommen in
der Haut von Patienten mit Ulcus cruris venosum kommt. Des Weiteren ist
belegt, dass sich eine gesteigerte Anzahl von Myofibroblasten in
fibrotisierenden Veranderungen nachweisen lasst (Hinz et al., 2007). Ab
welchem klinischen Schweregrad der vendsen Erkrankung es zu einem
vermehrten Vorkommen von Myofibroblasten in den betroffenen Hautarealen
kommt, ist jedoch nicht bekannt. Ebenfalls noch unklar ist, in welchem Bereich

eine verstarkte Expression zuerst auftritt und wodurch sie getriggert wird.
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Ein weiterer interessanter Aspekt, der es wert ist genauer untersucht zu werden
ist, ob sich die Expression von EZM Proteinen durch Kompression beeinflussen
lasst. Man weild, dass die Proteine Tenascin C und a-Smooth Muscle Actin in
hypertrophem Narbengewebe vermehrt vorhanden sind. Es zeigt sich also
histologisch ein ahnliches Bild wie bei der Dermatoliposklerose. Costa et al.
(1999) konnten zeigen, dass sich die veranderte Expression von Tenascin C
und a-Smooth Muscle Actin in hypertrophen Narben wieder normalisieren Iasst,
wenn man diese mit Druck behandelt. Es stellt sich somit die Frage, ob sich
diese Regeneration der EZM durch Kompression auf die pathologischen
Veranderungen bei der CVI Ubertragen lasst. Sollte dies zutreffen, ist weiterhin
von Interesse, ob es einen Unterschied macht, welche Kompressionsklasse
verwendet wird und ob eine Therapiedauer von zwei oder vier Wochen

ausreichend ist um einen Effekt zu erzielen.

1.7.1 Fragestellung
Zusammenfassend ergeben sich folgende Fragestellungen:
* Unterscheiden sich die klinischen Stadien der CVI (CEAP Klassifikation)

C0, C2, C4 und C6 hinsichtlich ihrer Expression der extrazellularen

Proteine Tenascin C, Fibrillin 2 und a-Smooth Muscle Actin in der Haut?

* Wird die Expression der Proteine Tenascin C, Fibrillin 2 und a-Smooth
Muscle Actin in Hautorganen im Stadium C2 und C4 der CVI

Klassifikation durch Kompressionstherapie beeinflusst?

e |Ist die Kompressionsklasse relevant fur die Veranderung der

Expression?

* Hat die Behandlungsdauer einen Einfluss auf die Veranderung der

Expression?

»  Kommt es unter der Kompressionstherapie zu einer Abnahme des

Beinvolumens, gemessen mit Image 3D?

* Kommt es unter der Kompressionstherapie zu einer subjektiven

Verbesserung der Beschwerden?
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2. Kapitel: Material und Methoden

2.1 Untersuchung: Expression der EZM Proteine in den
klinischen Stadien C0, C2, C4, C6

Alle Patienten, die in diese Studie eingeschlossen wurden, waren Patienten der
Klinik fir Dermatologie, Allergologie und Venerologie, UKSH Campus Lubeck.
Dort wurden im Rahmen der phlebologischen Sprechstunde alle Patienten einer
detaillierten Anamnese und klinischen und apparativen Diagnostik der unteren
Extremitat unterzogen. Nach ausflhrlicher phlebologischer Abklarung mittels
Duplex-Sonographie wurden die Patienten in klinische Stadien der CEAP
Klassifikation eingeteilt und fir die Studie ausgewahlt. Alle Patienten wurden
uber den Ablauf der Studie und mogliche gesundheitliche Schadigungen
aufgeklart. Die Patienten im Stadium CO und C6 gaben ihr schriftliches
Einverstandnis, dass die anlasslich einer anderen Behandlung enthnommene
Haut fur wissenschaftliche Zwecke untersucht werden durfe. Die Patienten im
Stadium C2 und C4 gaben ihr schriftliches Einverstandnis, dass ihnen drei
Hautproben am Unterschenkel entnommen werden dirfen. Die Genehmigung
durch die Ethikkommission wurde im Vorfeld eingeholt (Antragsnummer: 08-
014).

Zur Beantwortung der Frage, ab welchem Stadium es zu einer vermehrten
Expression der untersuchten Proteine kommt, wurde die Unterschenkelhaut im
Bereich des Malleolus medialis von Patienten mit einer CVI im klinischen
Stadium CO0, C2, C4 und C6 zu Grunde gelegt.

Tabelle 5: Patientenkollektiv

Stadium [Anzahl der Patienten verwendete Hautprobe Durchschnittsalter

Reste entnommener
co 4 Unterschenkelhaut bei Navusexzision 60

3 PEs vom Unterschenkel, an Tag 1,

C2 12 14, 28 62

ca 12 3 PEs vom Unterschenkel, an Tag 1, 59
14, 28

C6 5 Reste entnommener 80

Unterschenkelhaut bei einer Shave-OP
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Von vier Patienten, drei Frauen und einem Mann, mit einer CVI im klinischen
Stadium CO, wurde die Unterschenkelhaut untersucht. Das Durchschnittsalter
der Probanden lag bei 60 Jahren. Diese Personen wiesen keinerlei Zeichen
einer Venenerkrankung auf. Bei den verwendeten Hautproben handelte es sich
um Hautspindeln, die bei Routineeingriffen, zum Beispiel einer Navusexzision,
am Unterschenkel vor Defektverschluss enthommen wurden und ansonsten
verworfen worden waren. Es wurde der gesunde Randbereich der

entnommenen Hautspindel untersucht.

Im klinischen Stadium C2 wurde bei 12 Patienten jeweils an einem Bein
Unterschenkelhaut entnommen. Es handelte sich um neun Frauen und drei
Manner, mit einem Durchschnittsalter von 62 Jahren. Die Patienten wiesen alle
sonographisch nachgewiesene Varizen, grélRer als 5mm, auf. Bei diesen
Patienten wurde eine 3mm Stanzbiopsie aus der Haut oberhalb des Malleolus

medialis enthommen.

Weiterhin wurden elf Patienten mit einer CVI im klinischen Stadium C4
untersucht, funf Frauen und sechs Manner, deren Durchschnittsalter bei 59
Jahren lag. Bei einem Patienten wurde aus beiden Beinen eine Hautprobe
enthommen. Bei sieben Patienten stand die Hyperpigmentierung im
Vordergrund, wobei zwei der Patienten schon geringe Zeichen einer
beginnenden Sklerose zeigten. Bei zwei Patienten lag klinisch ein
Stauungsekzem vor. Somit wurden neun Patienten dem klinischen Stadium C4a
zugeordnet. Bei drei Patienten bestimmte die Dermatoliposklerose das klinische
Erscheinungsbild, es handelte sich also um das Stadium C4b. Auch hier wurde
eine 3mm Stanzbiopsie aus der Haut oberhalb des Malleolus medialis

entnommen.

Im klinischen Stadium C6 wurde von funf Patienten Hautreste verwendet, die im
Rahmen einer Ulkusoperation, zum Beispiel einer Shave-OP, angefallen waren.
Es handelt sich hierbei um ein Mann und vier Frauen, mit einem

Durchschnittsalter von 80 Jahren.
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2.1.1 APAAP- Farbungen

Die immunhistochemischen Farbungen erfolgten mit Hilfe der APAAP-Methode.
Hierbei handelt es sich um eine Enzym-anti-Enzymtechnik. Die Alkalische-
Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-Methode (APAAP) ermdglicht einen
indirekten Nachweis der Bindung eines Primarantikorpers. Es werden l0sliche
~-Enzym-Immunokomplexe® als Tertiar-Reagenz verwendet. Hierbei handelt es
sich um vorgefertigte Komplexe aus Enzymmolekilen und Antikbrpern gegen
dieselben Enzyme. Diese Enzym-Immunokomplexe binden an unmarkierte
Sekundarantikorper, wodurch es durch Erhdhung der Zahl an Enzymmolekulen
pro gebundenem Antikdrper zu einer Signalverstarkung kommt. Man bendétigt
fur diese Farbereaktion also drei Antikdrper. Der erste, primare Antikorper ist
gegen das nachzuweisende Antigen, hier zum Beispiel Tenascin C, gerichtet.
Der sekundare Antikorper, ein Bruckenantikorper, bindet an den primaren
Antikorper, im Beispiel an den Anti Tenascin C Antikérper, und wird vom
tertiaren Antikorper, dem monoklonalen Maus-anti-alkalische-Phosphatase-
Antikorper, gebunden. Dieser dritte Antikdrper bindet anschiefend die hinzu
gegebene alkalische Phosphatase des APAAP Komplexes. Nach der Bindung
des letzten Antikdrpers gibt man Naphthol-AS-Biphosphat und anschlieRend

Neufuchsin hinzu, wodurch ein roter Niederschlag produziert wird.

Zur Uberprifung der Farbung wurde je eine Positiv- und Negativkontrolle

mitgefarbt.
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Abbildung 5: Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase
(APAAP) Methode (Herbst & Hiibner, 1998-2003)

2.1.1.1 Protokoll der Fdarbungen

Die immunhistochemischen Farbungen wurden nach dem folgenden Protokoll

durchgeflihrt. Die einzelnen Schritte sind stichwortartig aufgelistet.

1.

Schnitte entparaffinieren in Xylol fir 20min und dann in der absteigenden

Alkoholreihe waschen
Spulen in PBS (phosphate buffered saline)

Tenascin C: Andauen mit Protease 1mg/ml, Verdinnung 1:10 mit PBS
fur 15min bei 37°C (Protease, geldst in 10mmol Na-Acetat und 5Smmol
Ka-Acetat, pH=7,5 bei 25°C)

Fibrillin 2: Andauen mit Elastase 1mg/ml, Verdinnung 1:2 mit PBS fur
45min bei Raumtemperatur (0,2 — 0,5 Units Elastase, geldst in kaltem
100mmol Tris-HCL-Puffer, pH=8,0 bei 25°C)

Spulen mit PBS
Primarer Antikorper

Tenascin C: Verdunnung 1:100, gelost in 10% FKS (fetales Kalber

Serum) fur 1h
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Fibrillin 2: Verdinnung 1:500, gel6st in 10% FKS fur 1h
a-Smooth Muscle Actin: Verdinnung 1:200, geldst in PBS fur 30min
6. Spulen mit PBS

7. Fibrillin 2: Bruckenantikdrper (Mouse-anti-rabbit), Verdunnung 1:50 in
PBS fur 30min

8. Sekundar-Antikérper (Rabbit-anti-mouse Immunglobulin), Verdinnung
1:20 in Dako ChemMate, Antibody Diluent far 30min

9. Spulen mit PBS
10. APAAP Komplex, Verdinnung 1:50 in PBS fur 30min
11. Spulen mit PBS

12.Wiederholung des Sekundar-Antikorper Schrittes, Verdinnung 1:20 in
Dako ChemMate, Antibody Diluent fur 10min

13.Spullen mit PBS

14.Wiederholung des APAAP Komplex Schrittes, Verdinnung 1:50 in PBS

fur 10min
15.Spllen mit PBS

16. Farbansatz:
Losung 1:  4,35g NaCl
0,759 Tris-HCI
2,459 Tris-Base
in 87,5ml Aqua
+31,25ml Propandiol (21g Propandiol in 11 Aqua I6sen, 4°C)

+50mg Levamisole
Losung 2:  25mg Na-Nitrit in 625ul Aqua
Lésung 3:  62,5mg Naphthol-AS-Biphosphat in 750l

Dimethylformamid
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17.In Losung 2 250ul Neufuchsin geben und 1min reagieren lassen. In
Lésung 1 erst Lésung 2 geben, dann Lésung 3 dazu und pH auf 8,8

einstellen.

18. Farblosung filtrieren und die Schnitte 5 — 10min unter Schatteln

inkubieren, anschielende Mikroskopierkontrolle
19.Spdllen in Leitungswasser
20. Gegenfarbung mit Hamatoxylin
21.Spulen in Leitungswasser

22.Eindeckeln mit Glyceringelatine

2.1.1.2 Verwendete Antikérper

Antikorper Firma Verduinnung
Monoclonal mouse Anti Biomol GmbH, Hamburg, 1:200
Tenascin C Deutschland, clone DB7

Produktnummer: TG6044-0100
Polyclonal rabbit Anti Prof. Dieter Reinhardt, Mc Gill 1:500
Fibrillin 2 University, Montreal Kanada
Monoclonal mouse Anti| Dako Deutschland GmbH, 1:100
Human Actin Hamburg, Deutschland, clone 1A4
(Smooth Muscle) Produktnummer: M085101-2

2.1.2 Auswertung

Die Auswertung der Farbungen erfolgte deskripitv am Mikroskop, Axioplan 2,
Fa. Zeiss. Zuerst wurden die Proben aus gesunder Haut begutachtet, wobei
speziell der Bereich der dermo-epidermalen Junctionzone und der perikapillare
Bereich betrachtet wurden. AnschlieBend erfolgte die Beurteilung der
Farbungen der Gruppen C2, C4 und C6 in analoger Weise, wobei hier

zusatzlich verstarkt die papillare Dermis begutachtet wurde.

Die Schnitte wurden mit der AxioCam Kamera der Firma Zeiss und dem

Programm Axiovision, Software Vision 4.6 fotodokumentiert.
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2.2 Untersuchung: Einfluss der Kompressionstherapie auf die
Expression der EZM Proteine

FUr die Untersuchung, ob die Kompression einen Einfluss auf die Expression
der zuvor gemessenen Proteine hat, wurden Patienten mit einer Erkrankung
des Venensystems im Stadium C2 und C4 der CEAP Klassifikation untersucht.
Bei den Patienten im Stadium CO handelt es sich um venengesunde Patienten,
die keiner Kompressionstherapie bedurften. Die Patienten im Stadium C6
erhielten bereits alle eine konsequente Kompressionsbehandlung. Daher
wurden Patienten, die diese Stadien aufwiesen, nicht in die Untersuchung mit
eingeschlossen. Die Probanden wurden wie in Kapitel 2.1 beschrieben, im
Rahmen der phlebologischen Sprechstunde der Poliklinik der Klinik fur
Dermatologie, Allergologie und Venerologie, UKSH Campus Libeck rekrutiert

und ausfuhrlich aufgeklart.

Der Einfluss der Kompression wurde bei 23 Patienten untersucht. Bei einem
Probanden wurden beide Beine in die Studie eingeschlossen, bei allen anderen
nur ein Bein, so dass insgesamt die Haut von 24 Unterschenkeln untersucht
wurde. Es handelte sich um 15 weibliche und acht mannliche Probanden, das
Durchschnittsalter lag bei 61 Jahren, der jungste Patient war 38 Jahre, der
alteste 74 Jahre alt. In 14 Fallen wurde das rechte Bein in die Studie
eingeschlossen, in zehn Fallen das linke. Ein Patient brach die Studie nach der
ersten Probeentnahme ab, da er die medizinischen Kompressionstrimpfe nicht

tragen konnte.

Die Patienten im Stadium C2 wiesen alle sonographisch nachgewiesene
Varizen, grof3er als 5Smm, auf (Abbildung 6). Bei den Patienten im Stadium C4
stand bei sieben Patienten die Hyperpigmentierung im Vordergrund, wobei zwei
der Patienten schon geringe Zeichen einer beginnenden Sklerose zeigten. Bei
zwei Patienten lag klinisch ein Stauungsekzem vor, bei drei Patienten eine
Dermatoliposklerose (Abbildung 7). Es handelte sich hier um neun Patienten im

klinischen Stadium C4a und um drei Patienten im klinischen Stadium C4b.
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Abbildung 6: Stadium C2, sichtbare Varizen

Abbildung 7: Stadium C4b, Dermatoliposklerose

2.2.1 Ablauf der Untersuchung zum Einfluss der Kompression

Die insgesamt 23 Probanden wurden per Los in drei Untergruppen (A, B, C)
eingeteilt. Jede Untergruppe bestand aus acht Patienten, je vier Patienten im
Stadium C2 und im Stadium C4. Die einzelnen Untergruppen unterschieden

sich in der Kompressionsklasse der getragenen Strimpfe bzw. in der Dauer der
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Anwendungszeit der Kompressionsstrumpfe. Die Patienten wurden aufgefordert

den MKS mindestens acht Stunden am Tag zu tragen.

Patienten der Untergruppe A erhielten ihre MKS der Marke VenoTrain® micro,
Kompressionsklasse Il, im Anschluss an die zweite Probenentnahme, fir zwei

Wochen.

Patienten der Untergruppe B erhielten ihre MKS der Marke VenoTrain® micro,
Kompressionsklasse Il, im Anschluss an die erste Probenentnahme, flr vier

Wochen.

Patienten der Untergruppe C erhielten ihre MKS VenoTrain® delight,
Kompressionsklasse lll, ebenfalls im Anschluss an die erste Probenentnahme,

fur vier Wochen.

Der genaue Ablauf ist in den Tabellen 6 — 8 noch einmal zusammengefasst

ersichtlich.

Tabelle 6: Untersuchungsablauf der Gruppe A

Visite 1 Visite 2 Visite 3 Visite 4

Tag 0 1 14 28
Screening X
Studieneinschluss X

PE X X X
Anpassen der MKS X

MKS
VenoTrain® micro X X
Image 3D Messung X X X
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Tabelle 7: Untersuchungsablauf der Gruppe B

Visite 1 Visite 2 Visite 3 Visite 4
Tag 0 1 14 28
Screening X
Studieneinschluss X
PE X X X
Anpassen der MKS X
MKS
VenoTrain® micro x x X
Image 3D Messung X X X
Tabelle 8: Untersuchungsablauf der Gruppe C
Visite 1 Visite 2 Visite 3 Visite 4
Tag 0 1 14 28
Screening X
Studieneinschluss X
PE X X X
Anpassen der MKS X
MKS
VenoTrain® delight X X X
Image 3D Messung X X X
2.2.2 Entnahme der Hautproben
Bei allen Patienten wurden drei Hautbiopsien mittels einer 3mm

durchmessenden Stanze entnommen, jeweils an Tag 1, Tag 14 und Tag 28. Die
Probenentnahme erfolgte am Malleolus medialis, im Bereich des B-Males
(Fesselbereich), in einem 1x1cm grof3en Areal. Die Bestimmung der einzelnen
Entnahmepunkte erfolgte mittels einer selbst erstellten Schablone aus
Varihesive® ,extra dunn“ (Abbildung 8). So wurde gewahrleistet, dass die
Abstande der einzelnen Entnahmestellen in einem moglichst engen Bereich

lagen und bei allen Patienten gleich waren.
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Abbildung 8: Die fiir die Probenentnahme verwendete Schablone
aus Varihesive®

Die Probenentnahmen fanden unter sterilen Bedingungen im Operationssaal
der Klinik fur Dermatologie, Allergologie und Venerologie, UKSH Campus
Libeck statt. Das betroffene Hautareal wurde mit 1ml Xylonest® 1% mit
Adrenalin lokal betaubt, anschlieBend wurde eine 3mm Stanzbiopsie
entnommen. Die Versorgung der Wunde wurde mit einem lokalen Antiseptikum
und einem Druckverband durchgefuhrt, dieser wurde am nachsten Tag durch

den Patienten selbst entfernt.

Abbildung 9: Stadium C2, vor der dritten Hautbiopsie; zu erkennen
sind die Stellen, der zuvor entnommenen Stanzen

Die immunhistochemische Auswertung erfolgte wie oben beschrieben. Es
wurde ein deskriptiver Vergleich der drei enthommenen Hautproben

durchgefuhrt, um einen Unterschied in der Expression beschreiben zu kénnen.
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2.2.3 Kompressionstherapie

In der Studie wurden die Strimpfe VenoTrain® micro und VenoTrain® delight
der Firma Bauerfeind AG, Zeulenroda-Triebes, als Oberschenkelstrumpf (AG)
verwendet. In zwei Ausnahmen wurde eine Kompressionsstrumpfhose (AT)

angefertigt.

Der VenoTrain® micro Strumpf besteht aus einem weichen Gestrick mit hohem
Microfaseranteil (50%). Hierbei handelt es sich um einen MKS der KKL II,
bestehend aus 55% Polyamid und 45% Elasthan.

Der VenoTrain® delight Strumpf ist ein flachgestrickter MKS der KKL I,
bestehend aus 79% Polyamid und 21% Elasthan.

2.2.4 Volumenmessung mittels Image 3D

Die computerunterstitzte exakte Anpassung der Kompressionsstrimpfe wurde
im Sanitatshaus Goldmann und Becker, Kronsforder Allee 25, Lubeck, mit dem
Programm Image 3D der Firma Bauerfeind AG, Zeulenroda-Triebes
durchgefuhrt. Die Vermessung der Beine vollzog sich folgendermal3en: nach
dem Anziehen genormter Messstrimpfe wurden die Beine der Patienten, die
auf einem drehbaren Messplateau standen, von allen Seiten fotografiert. Aus
den so ermittelten Daten wurde per Software ein 3D Modell der Beine erstellt.
Anhand dieses Modells wurde der passende Strumpf ausgewahlt und online bei
der Firma Bauerfeind geordert. Der fertige MKS wurde direkt an die Hautklinik
der Universitdt zu Lubeck geschickt und den Probanden an den

entsprechenden Terminen ausgehandigt.

Mit dem Image 3D System wurde das Beinvolumen der Patienten jedes Mal vor
der Probenentnahme gemessen, um den Volumen verringernden Effekt der
Kompressionsstrumpfe nachzuweisen. Es wird eine Verminderung des
Beinvolumens, die am Unterschenkel ausgepragter als am Oberschenkel ist,
erwartet. Die Veranderung bei den Patienten, die mit VenoTrain® delight
behandelt werden, sollte ausgepragter sein, als bei denen, die VenoTrain®

micro tragen. Die Patienten, die flr vier Wochen mit MKS therapiert werden,
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sollen eine deutlichere Volumenabnahme zeigen, als die Patienten, die sich fur

zwei Wochen in Therapie befinden.

2.2.5 Befragung der Patienten

Um die subjektive Bewertung der Kompressionstherapie einschatzen zu
kénnen, wurde circa ein Jahr nach Ablauf der Studie eine telefonische

Befragung der Probanden durchgefiihrt. Folgende Fragen wurden gestellt:

1. Werden weiterhin Kompressionsstrimpfe getragen?

N

Liegen Schmerzen in den Beinen vor?
3. Liegt ein Schweregefuhl in den Beinen vor?
4. Wird die Lebensqualitat durch das Tragen der MKS verbessert?

Zur Beurteilung der Schmerzen und des Schweregeflihls wurde eine Skala von
1-10 verwendet. Die Patienten mussten angeben, wie grof® der Schmerz bzw.
das Schweregefuhl in den Beinen ohne Strimpfe ist und wie sehr sich der
Schmerz und das Schweregeflhl durch das Tragen der Kompressionsstrimpfe

verandert.

Bei der Beantwortung der vierten Frage konnten die Probanden zwischen den

Antwortmoglichkeiten ,gar nicht - leicht — ziemlich — stark — sehr stark® wahlen.

Es wurden 19 der 23 beteiligten Patienten befragt. Drei der Patienten konnten
telefonisch nicht erreicht werden, ein Patient fiel auf Grund des

Studienabbruchs aus der Befragung heraus.
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3. Kapitel: Ergebnisse

3.1 Expression der EZM Proteine im Stadium C0, C2, C4 und
C6

3.1.1 TenascinC

In der Haut von venengesunden Patienten (CO) zeigte sich eine bandférmige,
diskontinuierliche Expression unterhalb der Basalmembran und eine geringe
Expression in den Gefalwanden, in Nervenfasern und im Bereich von

Hautanhangsorganen.

Im Stadium C2 nach der CEAP Klassifikation zeigte sich in der Mehrzahl der
Falle ein diskontinuierlich angefarbter Streifen im Bereich der dermo-
epidermalen Junctionzone von unterschiedlich starker Auspragung. In einigen
Fallen war auch die gesamte Basalmembran kontinuierlich angefarbt, wie man
in Abbildung 10 sehen kann. In der GefalBwand der dermalen Gefalde und
entlang der Hautanhangsorgane zeigte sich ein Expressionsmuster wie in
normaler Haut. Nur in einer Probe lie} sich ein kleines perivaskulares Areal in

der papillaren Dermis anfarben (Abbildung 12).
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Abbildung 10: Tenascin C Expression im Stadium C2, 10 fache Vergré3erung

Links erkennt man eine kontinuierliche bandférmige Expression im Stratum
Papillare unterhalb der Basalmembran.

Rechts ist eine diskontinuierliche Expression sichtbar, ‘ weiterhin sind in
beiden Hautproben die GefaBwande gefarbt. mmmp
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Abbildung 11: Tenascin C Expression im Stadium C4, 10 fache Vergré3erung

Man erkennt einen diskontinuierlichen Streifen unterhalb der
Basalmembran ™8 und eine Expression in der GefaBwand mmmp und in den
Schweildriisen. sy

Abbildung 12: Tenascin C Expression im Stadium C2, 20 fache Vergré3erung

Man erkennt perivaskulér eine verstérkte Anfarbung. mmy

Im Stadium C4 der CEAP Kilassifikation zeigte sich ein inhomogenes Bild. In der
Halfte der Proben zeigte sich ein Expressionsmuster ahnlich dem in Stadium
C2, wie in Abbildung 11 sichtbar, zum Teil war der Streifen entlang der
Basalmembran verglichen mit dem Bild im Stadium C2, verbreitert (Abbildung
13). Zusatzlich zeigte sich in funf Gewebeschnitten eine verstarkte
perivaskulare Farbung in der papillaren Dermis (Abbildung 13 und 14). Bei flinf

Patienten konnte eine vermehrte Expression in der papillaren Dermis und der
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retikularen Dermis nachgewiesen werden. Die Dermis prasentierte sich bei drei
dieser Patienten inhomogen angefarbt. Einerseits zeigte sich eine vermehrte
Expression in der papillaren Dermis als breiter Streifen unterhalb der
Basalmembran und andererseits fand sich eine fibrillare Expression in der tiefen
Dermis. Bei zwei Patienten konnte eine stark vermehrte homogene Expression

in der gesamten Dermis nachgewiesen werden (Abbildung 15).

Abbildung 13: Tenascin C Expression, 10 fache VergréBerung

Links Stadium C2, man erkennt einen diinnen Streifen unterhalb der
Basalmembran W und eine Anfirbung der GefaBwand.

Rechts Stadium C4, man erkennt einen verbreiterten Streifen unterhalb der
Basalmembran W und eine stérkere perivaskuldre Anfarbung als im
Stadium C2. mmmp

Abbildung 14: Tenascin C Expression im Stadium C4, 20 fache Vergré3erung

Man erkennt perikapillar und in der papillaren Dermis eine vermehrte
Expression.
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Abbildung 15: Tenascin C Expression im Stadium C4, 10 fache Vergré3erung

Man erkennt eine vermehrte Expression in der gesamten Dermis.

Im Stadium C6 zeigte sich in allen Hautproben ein verstarktes fibrillares
Expressionsmuster, das in den meisten Fallen die gesamte Dermis homogen
durchzog und bis in die Subkutis reichte (Abbildung 16). Die dermo-epidermale
Junctionzone war weiterhin kontinuierlich angefarbt ebenso wie die

GefalRwande und die Hautanhangsorgane.

Abbildung 16: Tenascin C Expression im Stadium C6, 10 fache Vergré3erung

Man erkennt eine verstérkte Expression in der gesamten Dermis.
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3.1.2 Fibrillin 2

Fur Fibrillin 2 zeigte sich in normaler Haut im Bereich der dermo-epidermalen
Junctionzone ein schmaler diskontinuierlicher Streifen. In der GefalRwand und

entlang der Hautanhangsorgane war eine geringe Expression nachweisbar.

Ein vergleichbares Bild zeigte sich in den Hautproben der Patienten im Stadium
C2, siehe Abbildungen 17 und 18. Hier war in der uberwiegenden Anzahl der
Falle ein kontinuierlicher Saum entlang der Basalmembran sichtbar. Weiterhin
war eine Fibrillin 2 Expression in der Gefallwand der dermalen Gefalle und
entlang der Hautanhangsorgane nachweisbar (Abbildung 17). In einer
Hautprobe zeigte sich an einer Stelle eine vermehrte perivaskulare Anfarbung in

der papillaren Dermis, wie man in Abbildung 19 erkennen kann.

Abbildung 17: Fibrillin 2 Expression im Stadium C2, 10 fache Vergré3erung

Man erkennt die Expression in der Gefz3wand mmmp und den Haarfollikeln
=) und eine bandférmige Expression entlang der Basalmembran. sy
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A}LL > jgﬁxf
Abbildung 18: Fibrillin 2 Expression im Stadium C2, 10 fache Vergréerung

Man erkennt eine diskontinuierliche Anfarbung unterhalb der Basalmembran.

Abbildung 19: Fibrillin 2 Expression im Stadium C2, 20 fache Vergréerung

Man erkennt eine verstérkte perivaskulére Anférbung. -

Im Stadium C4 zeigte sich ein heterogenes Muster. In einigen Proben lag ein
Expressionsmuster wie im Stadium C2 vor, wie Abbildung 20 verdeutlicht. Bei
drei Patienten zeigte sich in der papillaren Dermis perivaskular eine verstarkte
Expression von Fibrillin 2. In den Papillen fanden sich viele GefalRkonvolute, in
deren Umgebung die Farbung intensiver erschien. Diese perivaskulare
Anfarbung verschmolz meistens mit dem, im Vergleich zur Anfarbung im
Stadium C2, verbreitert angefarbten Streifen entlang der dermo-epidermalen
Junctionzone, wie Abbildung 21 und 22 verdeutlichen. Bei funf Patienten konnte
eine Fibrillin 2 Expression in der tiefen Dermis nachgewiesen werden, was man

in Abbildung 23 erkennen kann. Jedoch nur bei zwei dieser Patienten war die
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gesamte Dermis homogen angefarbt. Bei den anderen zeigten sich zwei
unabhangig voneinander angefarbte Areale, einerseits die Expression in der

papillaren Dermis, vor allem perivaskular, und andererseits die beginnende
Expression in der retikularen Dermis.

Abbildung 20: Fibrillin 2 Expression im Stadium C4, 10 fache Vergré3erung

Man erkennt einen schmalen diskontinuierlichen Streifen entlang der

Basalmembran, mmp in der GefaBwand sy und in SchweiRdriisen.
Die Expression ist &hnlich der in Stadium C2, siehe Abbildung 18.

Abbildung 21: Fibrillin 2 Expression im Stadium C4, 20 fache Vergré3erung

Man erkennt in der papilldren Dermis und perivaskulér eine vermehrte
Expression. mmpy
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Abbildung 22: Fibrillin 2 Expression, 10 fache Vergré3erung

Links Stadium C2, man erkennt eine kontinuierliche Anfarbung unterhalb der
Basalmembran.

Rechts Stadium C4, man erkennt eine verbreiterte Anfarbung unterhalb der
Basalmembran, vor allem im Bereich der papillaren Gefal3e

Abbildung 23: Fibrillin 2 Expression im Stadium C4, 10 fache VergréBerung

Man erkennt ein intensives Signal in der gesamten Dermis.

Bei den Gewebeschnitten aus dem Randbereich des Ulcus cruris venosum
(Stadium C6) war fur alle funf Patienten ein fibrillares relativ homogenes Muster
fur Fibrillin 2 in der gesamten Dermis nachweisbar, das bis in die Subkutis
reichte (Abbildung 24). In zwei Fallen war die Dermis nicht kontinuierlich
angefarbt, es war ein stark verbreiterter Saum, vor allem perivaskular, in der

papillaren Dermis erkennbar und unabhangig davon ein vermehrt angefarbtes
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Areal in der retikularen Dermis. Weiterhin zeigten sich die dermo-epidermale

Junctionzone, die Gefallwande und Hautanhangsorgane angefarbt.

Abbildung 24: Fibrillin 2 Expression im Stadium C6, 10 fache VergréBerung

Man erkennt deutlich eine verstérkte Expression in der gesamten Dermis.

3.1.3 a-Smooth Muscle Actin

Ein Nachweis von a-Smooth Muscle Actin war in normaler Haut und in allen
Stadien der CVI in den Myofibroblasten der dermalen Gefalte nachweisbar. Die
glatten Muskelzellen der GefalBwande zeigten ein intensives Signal in der

gesamten Dermis und Subkutis.

Abbildung 25: a-Smooth Muscle Actin im Stadium C2, 20 fache Vergré3erung

Man erkennt eine Expression in der Gefallwand.
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Im Stadium C2 lieRen sich die Myofibroblasten in der GefalRwand als schmaler
Saum anfarben, (Abbildung 25). AuRerhalb der GefalRe und Drisen war kein

Signal erkennbar und somit waren keine Myofibroblasten vermehrt vorhanden.

Im Stadium C4 zeigte sich das Signal in der Gefallwand geringgradig intensiver,
in Abbildung 26 gut zu erkennen. Jedoch fand sich auch in diesem Stadium kein

vermehrtes Vorkommen von Myofibroblasten in der Dermis.

In einigen Gewebeschnitten, die sich fur Tenascin und Fibrillin verstarkt
anfarben lieRen, konnten viele Gefalde, insbesondere in der papillaren Dermis
unterhalb der Basalmembran, dargestellt werden, jedoch zeigte sich kein

erhohtes Vorhandensein von Myofibroblasten (Abbildung 26).

v

Abbildung 26: a-Smooth Muscle Actin Expression im Stadium C4,
10 fache VergréBerung

Man erkennt eine deutliche Anférbung der Gefdl3wénde und eine grol3e
Anzahl von Gefél3en und Gefal3konvoluten in der papilldren Dermis.

In den Hautproben von Patienten mit einem Ulcus cruris venosum konnten
vermehrt Myofibroblasten in der tiefen Dermis nachgewiesen werden. Das
Ausmald der Myofibroblasten variierte jedoch erheblich, in drei Fallen fanden
sich die Zellen nur ganz vereinzelt, in zwei Proben waren sie ubiquitar in der

Tiefe vorhanden, wie in Abbildung 27 dargestelit.
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Abbildung 27: a-Smooth Muscle Actin Expression im Stadium C6,
10 fache Vergrél3erung

Man erkennt deutlich die vielen Myofibroblasten in der gesamten Dermis. ‘

3.2 Einfluss der Kompressionstherapie auf die Expression der
EZM Proteine in den Stadien C2 und C4

3.2.1 Einfluss der Kompressionstherapie auf Tenascin C

Bei der Auswertung der drei Hautproben eines Patienten im Stadium C2,
enthommen an Tag 1, 14 und 28 fanden sich kaum Unterschiede in der
Expression. In allen drei Biopsien zeigte sich ein Bild wie in Kapitel 3.1.1
beschrieben. Unterschiede lieken sich lediglich in der Kontinuitat des
angefarbten Streifens unterhalb der Basalmembran aufzeigen, wie man in
Abbildung 10 erkennen kann. In der Abbildung 28 ist flr die drei Untergruppen
A, B und C graphisch dargestellt, wie viele der vier Hautproben ein
diskontinuierliches Muster zeigten und wie viele ein kontinuierliches. Betrachtet
man die drei Untergruppen A, B und C, so lieRen sich durch die Behandlung mit
verschiedenen KKL oder verschiedener Dauer keine Expressionsunterschiede
feststellen. Die Gruppe A erhielt zwei Wochen eine Kompressionstherapie mit
KKL I, die Gruppe B erhielt vier Wochen eine Kompressionstherapie mit KKL 11,

die Gruppe C erhielt vier Wochen eine Kompressionstherapie mit KKL 1.
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Untergruppe A

® Kontinuierlich

® Diskontinuierlich

Untergruppe B

= Diskontinuierlich

Untergruppe C

™ Kontinuierlich

= Diskontinuierlich

Abbildung 28: Expressionsmuster flir Tenascin C im Stadium C2

Man sieht die drei Untergruppen A, B und C. Es ist dargestellt, wie
héufig sich in den drei Hautproben eine kontinuierliche oder
diskontinuierliche Expression unterhalb der Basalmembran zeigte.

Zwischen den einzelnen Hautproben eines Patienten im Stadium C4 zeigten
sich in allen drei Untergruppen (A-C) Unterschiede in der Tenascin C
Expression. In zwei Fallen war in der ersten Probe die Basalmembran
kontinuierlich angefarbt, in der zweiten und dritten Probe jedoch nur
diskontinuierlich. In den Fallen, in denen eine verstarkte Expression in der
Dermis nachweisbar war, liel® sich das gefundene Expressionsmuster nicht in
allen drei Hautproben nachweisen. Gleiches gilt fur eine verstarkte
perivaskulare Expression. So zeigte sich in einem Fall in der zuletzt

entnommenen Probe ein verstarktes Signal in der tiefen Dermis, in den beiden
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ersten Proben hingegen fand sich nur ein schmaler Streifen im Bereich der
dermo-epidermalen Junctionzone (Abbildung 29). Bei einem anderen Patienten
war im ersten Gewebeschnitt die papillaren Dermis entlang der Gefalle
vermehrt angefarbt und im zweiten Schnitt zeigte sich zusatzlich eine erhohte
Expression in der tiefen retikularen Dermis. Bei einem weiteren Patienten lief3
sich zwar in allen drei Gewebeschnitten ein homogenes Signal in der gesamten
Dermis nachweisen, jedoch war auch hier ein unterschiedliches Muster, fibrillar

in der einen Probe, granular in den anderen, erkennbar.

&2
7
o

Abbildung 29: Tenascin C Expression im Stadium C4, 10 fache Vergré3erung

29a: zweite Hautprobe eines Patienten
Man erkennt eine gering verbreiterte kontinuierliche Expression im Bereich der
dermo-epidermalen Junktionzone.

29b: dritte Hautprobe des gleichen Patienten
Man erkennt eine fibrilldre Tenascin C Expression in der gesamten Dermis.
mm) /n beiden Proben sind die GefaBwénde und Schweildrisen angeférbt.

Die Unterschiede in den einzelnen Hautproben richteten sich aber nicht danach,
ob die Haut zuvor mit Kompression behandelt wurde oder nicht. Betrachtet man
die Untergruppen A, B und C getrennt voneinander, so lasst sich hier kein
einheitliches Bild erkennen. Das Expressionsmuster zeigt eine grofe
Variabilitat. Auch zwischen den ersten beiden Hautproben der Untergruppe A
lassen sich Unterschiede in der Expression feststellen, obwohl zwischen den

Entnahmezeitpunkten keine Behandlung stattgefunden hat.

Die Ergebnisse des Stadiums C4 lassen sich graphisch nicht Ubersichtlich

darstellen, da die Expressionsmuster zu stark variieren. Die genaue
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Auswertung der einzelnen Hautproben kann man den Tabellen im Anhang

entnehmen.

3.2.2 Einfluss der Kompressionstherapie auf Fibrillin 2

Zwischen den einzelnen Hautproben eines Patienten im Stadium C2 lie3en sich
in allen drei Untergruppen keine signifikanten Unterschiede bezuglich der
Expression ausmachen. Die drei Hautproben eines Patienten unterschieden
sich lediglich in der Kontinuitat der Fibrillin 2 Expression entlang der dermo-
epidermalen Junctionzone. In Abbildung 30 ist fur die drei Untergruppen A, B
und C graphisch dargestellt, wie viele der vier Hautproben ein
diskontinuierliches Muster zeigten und wie viele ein kontinuierliches. Die
Gruppe A erhielt MKS der Klasse Il fur zwei Wochen, die Gruppe B erhielt MKS
der Klasse Il fur vier Wochen, die Gruppe C erhielt MKS der Klasse Il flr vier

Wochen.

44



3.Kapitel: Ergebnisse

Untergruppe A

M Kontinuierlich

M Diskontinuierlich

Untergruppe B

M Kontinuierlich

M Diskontinuierlich

Untergruppe C

M Kontinuierlich

M Diskontinuierlich

1.Probe 2.Probe 3.Probe

Abbildung 30: Expressionsmuster fiir Fibrillin 2 im Stadium C2

Man sieht die drei Untergruppen A, B und C. Es ist dargestellt, wie h&ufig
sich in den drei Hautproben eine kontinuierliche oder diskontinuierliche
Expression unterhalb der Basalmembran zeigte.

Betrachtet man die drei Hautproben eines Patienten im Stadium C4, so kann
man auch fur Fibrillin 2 bei fast allen Patienten Unterschiede im
Expressionsmuster erkennen. Die Proben unterschieden sich in einigen Fallen
in der Kontinuitat des Streifens unterhalb der Basalmembran. Die vermehrte
Anfarbbarkeit far Fibrillin 2 zeigte sich nicht einheitlich in der gesamten
Unterschenkelhaut eines Patienten, sondern begann punktuell in einigen
Arealen, entweder perivaskular (Abbildung 21 und 31), subepidermal oder in
der Tiefe. Es zeigte sich zum Beispiel bei einem Patienten in einer Probe eine

deutliche Anfarbung in der tiefen Dermis, in den Ubrigen Proben jedoch nur ein
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schmaler Saum entlang der Basalmembran. In einem anderen Fall waren zwei
Proben positiv auf das Protein angefarbt und die dritte demonstrierte nur einen
diskontinuierlichen Streifen entlang der Basalmembran. Ebenfalls fanden sich
verschiedene Expressionsmuster in der tiefen Dermis in den Fallen, in denen
eine verstarkte Fibrillin 2 Expression in mehreren Hautproben belegt werden
konnte. So lag bei einem Patienten, der klinisch eine massive Sklerose aufwies,
in allen drei Gewebeschnitten ein verstarktes Signal in der gesamten Dermis
vor. In einer Probe Uberwog ein fibrillares Muster, in den anderen beiden ein

granulares (Abbildung 32).

W

Abbildung 31: Fibrillin 2 Expression im Stadium C4; 20 fache VergréBerung

Links: erste Hautbiopsie eines Patienten, Untergruppe C
Man erkennt eine bandférmige Expression unterhalb der Basalmembran mmp
und in den GefélBwénden.

Rechts: zweite Hautbiopsie desselben Patienten nach 14 Tagen

Man erkennt eine verbreiterte Anfarbung in der papillaren Dermis und
perivaskulér, ‘ weiterhin besteht die Expression in den Geféallwédnden und
Haarfollikeln.
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Abbildung 32: Fibrillin 2 Expression im Stadium C4, 40 fache Vergré3erung,
Patient der Untergruppe C

Man erkennt das unterschiedliche Expressionsmuster, im ersten Schnitt fibrillér,
im zweiten granulér.

Far Fibrillin 2 zeigten sich die Unterschiede in der Expression unabhangig
davon, ob das Gewebe zuvor mit Kompression behandelt wurde oder nicht. In
den Untergruppen A, B und C liel3en sich weder eine abnehmende Tendenz bei
der Fibrillin 2 Expression erkennen noch gruppenspezifische Veranderungen
feststellen. In allen drei Untergruppen zeigte sich ein uneinheitliches
Expressionsmuster, das auch nach der unterschiedlichen

Kompressionsbehandlung bestehen blieb.

Auf Grund der starken Variabilitat der Expressionsmuster lassen sich die
Ergebnisse des Stadiums C4 nicht Gbersichtlich in einer Graphik darstellen. Die
genaue Auswertung der einzelnen Hautproben kann man den Tabellen im

Anhang entnehmen.

3.2.3 Einfluss der Kompressionstherapie auf a-Smooth Muscle
Actin

Im Stadium C2 und C4 lie® sich keine vermehrte Expression von a-Smooth
Muscle Actin in der Dermis darstellen, somit konnte kein Unterschied zwischen
den einzelnen Hautproben eines Patienten in den Stadien C2 und C4 gezeigt
werden. Das Gleiche qilt fur die drei Untergruppen, auch hier konnten keine
Unterschiede in der Expression vor und nach der unterschiedlichen

Kompressionsbehandlung erkannt werden.
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3.3 Image 3D Volumenmessung

Bei den Volumenmessungen der Beine zeigte sich insgesamt eine Abnahme
des Beinvolumens durch das Tragen der MKS. Die Volumenabnahme war bei
den Patienten, die MKS VenoTrain® delight, (KKL Ill), trugen, etwas starker
(Mittelwert: -0,0675 (I) am Oberschenkel und -0,0775 (I) am Unterschenkel) als
bei denen, die VenoTrain® micro (KKL II) trugen. Die Unterschiede waren
sowohl fur die Veranderung am Unterschenkel (Gruppe A p = 0,143, Gruppe B
p = 0,17, Gruppe C p = 0,122) als auch fur die am Oberschenkel (Gruppe A
p = 0,249, Gruppe B p = 0,375, Gruppe C p = 0,114) nicht signifikant. Auffallig
ist, dass die Gruppe A, die nur zwei Wochen MKS trug, nach Abschluss der
Studie eine starkere Volumenabnahme (Mittelwert: -0,0329 (I) am Oberschenkel
und -0,0571 (I) am Unterschenkel) zeigte, als die Gruppe B, die vier Wochen
mit MKS behandelt wurde (Mittelwert: -0,0129 () am Oberschenkel und -0,0157
(I) am Unterschenkel). Beide Gruppen erhielten die Kompressionsstrumpfe
VenoTrain® micro, KKL Il. Wenn man die einzelnen Probanden betrachtet, sieht
man starke individuelle Schwankungen. In allen drei Gruppen gab es Patienten,
die trotz der Behandlung mit Kompressionsstrimpfen, eine zum Teil deutliche
Volumenzunahme (bis zu 0,22I) zeigten. Betrachtet man jeweils den
Oberschenkel und den Unterschenkel eines Patienten getrennt voneinander, so
sieht man, dass es insgesamt gesehen am Unterschenkel zu einer minimal
grélkeren Abnahme des Volumens kam. Dieser Unterschied war jedoch in allen
drei Gruppen nicht signifikant (Gruppe A p = 0,145, Gruppe B p = 0,465, Gruppe
C p = 0,483). Bei acht Patienten war die Volumenabnahme am Oberschenkel
sogar ausgepragter als am Unterschenkel, bei drei Patienten kam es am
Unterschenkel zu einer Verminderung und am Oberschenkel zu einer Zunahme

des Volumens.
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Abbildung 33: Verénderung des Beinvolumens (l) bei Patienten, die flir zwei
Wochen mit den Kompressionsstriimpfen VenoTrain® micro behandelt
wurden (Untergruppe A). Die Gruppen C2 und C4 wurden zusammengefasst.

Man erkennt, dass es insgesamt zu einer geringen Abnahme gekommen ist.
Proband A7 erschien nicht zur zweiten Messung.
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Abbildung 34: Verédnderung des Beinvolumens (I) bei Patienten, die fiir vier
Wochen mit den Kompressionstriimpfen VenoTrain® micro behandelt
wurden (Untergruppe B). Die Gruppen C2 und C4 wurden zusammengefasst.

Zwar kam es insgesamt zu einer geringen Volumenabnahme, es zeigten sich
Jedoch deutliche individuelle Schwankungen und bei einigen Patienten auch
eine Zunahme des Beinumfangs. Proband B8 brach die Studie ab.
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Abbildung 35: Verdnderung des Beinvolumens in (I) bei Patienten, die fiir vier
Wochen mit den Kompressionstriimpfen VenoTrain® delight behandelt
wurden (Untergruppe C). Die Gruppen C2 und C4 wurden zusammengefasst.

Es zeigte sich berwiegend eine geringe Volumenabnahme, bei zwei
Patienten kam es jedoch zu einer Zunahme des Beinvolumens.

3.4 Patientenbefragung

Die telefonische Umfrage ergab folgendes Ergebnis: zwolf Patienten trugen
weiterhin regelmaldig ihre Kompressionsstrimpfe, ein Patient trug die Striumpfe
nur gelegentlich bei starker Belastung, zwei Patienten waren in der
Zwischenzeit an den Venen operiert worden und brauchten daher keine
Kompressionsstrumpfe mehr zu tragen, zwei weitere Patienten nutzten ihre
Kompressionsstrumpfe fur circa ein halbes Jahr weiter, fihlten sich dann aber
im Alltag durch die Strimpfe starker eingeschrankt, als dass ihre Beschwerden
durch die MKS gemildert wurden. Zwei Patienten zogen die Strimpfe nur fur

den Zeitraum der Studie an.

Betrachtet man die beiden Stadien C2 und C4 getrennt voneinander, so sieht
man, dass in der Gruppe der C2 Patienten nur 54,5% der Befragten weiterhin
ihre Kompressionsstriumpfe trugen, in der Gruppe der C4 Patienten waren es
88,8%.
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In der Gruppe der Patienten im Stadium C2 gaben vier Patienten an, dass ihre
Lebensqualitat durch die Strimpfe stark verbessert sei, flr drei Patienten war
sie leicht verbessert, ein Patient konnte keine Veranderung durch das Tragen
der Strumpfe feststellen und drei Patienten gaben an, dass ihre Lebensqualitat
durch das Tragen der MKS eingeschrankt gewesen sei. Als Grinde hierfur
wurden das starke Schwitzen unter den Strimpfen und das Rutschen der

Strimpfe angegeben. Ein Patient wurde telefonisch nicht erreicht.

In der Gruppe der Patienten im Stadium C4 bewerteten sechs Patienten ihre
Lebensqualitat als stark verbessert durch das Tragen der MKS, einer von ihnen
konnte sogar eine sehr starke Verbesserung feststellen. Zwei Patienten gaben
an, dass ihre Lebensqualitat leicht verbessert sei und fur einen Patienten war
sie ziemlich verbessert. Zwei Patienten wurden telefonisch nicht erreicht, ein

Patient hatte die Studie abgebrochen.

Auf die Frage nach aktuellen Beschwerden gaben insgesamt zwolf Patienten
an, dass sie weiterhin unter Schmerzen in den Beinen leiden wirden, wenn sie
ihre Strumpfe nicht tragen wuirden. Allerdings variierte die Intensitat der
Schmerzen erheblich (1-8). Im Stadium C2 litten 45,5% unter Schmerzen, im
Stadium C4 77,8%.

Ohne das Tragen von MKS lagen die Schmerzen fur funf Patienten auf der
Schmerzskala im Bereich von 6-8 Punkten, fur drei Patienten lagen die
Schmerzen bei 3 bzw. 2 Punkten und ein Patient ordnete seinen Schmerzen
eine 1 auf der Skala zu (Tabelle 9 und 10) .

Zehn Patienten gaben an, dass ihre Schmerzen durch das Tragen von
Kompressionsstrumpfen verringert wiarden. Die Mehrheit hatte infolge des
taglichen Tragens der MKS keine Schmerzen mehr. Drei Patienten sagten aus
noch Schmerzen zu haben, deren Intensitat bei 1 lag. Zwischen den Stadien C2
und C4 zeigten sich keine grof3en Unterschiede bezuglich der Schmerzen und

deren Veranderung durch die Behandlung mit MKS.
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Tabelle 9: Intensitédt der Schmerzen auf einer Skala von 1-10 bei Patienten
im klinischen Stadium C2

Stadium C2

ohne MKS mit MKS

0
tragt keine

0

1

0

0
tragt keine

0

O O WO OOl wWw o|w|dN

0
0
0

Tabelle 10: Intensitat der Schmerzen auf einer Skala von 1-10 bei
Patienten im klinischen Stadium C4

Stadium C4
ohne MKS mit MKS
tragt keine
0

N N ool o=~ |DN|O
O 1O O0O|O|=~]|0O
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Vierzehn Patienten gaben an, dass sie unter Schweregefluhl leiden, wenn sie
keine Kompressionsstrumpfe trigen, im Stadium C4 waren es 77,8% und im
Stadium C2 55,5%. Bei allen Patienten verbesserte sich das Schweregefihl
unter der Therapie, nur drei Patienten litten weiterhin darunter, obwohl sie ihre
MKS trugen (Tabelle 11 und 12).

Tabelle 11: Intensitdt des Schweregefiihls auf einer Skala von 1-10 bei
Patienten im klinischen Stadium C2

Stadium C2

ohne MKS mit MKS

3
tragt keine

0

1

0

0
tragt keine

0

O O|N| OO0~ IN|IN|H>

0
0
0
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Tabelle 12: Intensitat des Schweregefiihls auf einer Skala von 1-10 bei
Patienten im klinischen Stadium C4

Stadium C4
ohne MKS mit MKS

1 tragt keine

2 0

1 0

6 1

0 0
tragt immer MKS 0
tragt immer MKS 0

0 0

2 0
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4. Kapitel: Diskussion

4.1 Expression der EZM Proteine im Stadium C0, C2, C4 und
C6

4.1.1 Tenascin und Fibrillin

In der Haut von Patienten mit CVI im klinischen Stadium CO liel3 sich flr
Tenascin C und Fibrillin 2 mittels immunhistochemischer Farbungen ein
schmaler diskontinuierlicher Streifen unterhalb der Basalmembran, in den
GefalRwanden und den Hautanhangsorganen anfarben. Es fand sich also ein
Expressionsmuster wie in der Literatur beschrieben (Lightner et al., 1989,
Latijnhouwers et al., 1996, Sakai et al., 1986).

Bei Patienten im Stadium C2 der CEAP Klassifikation zeigte sich ein dunn
angefarbter Saum entlang der Basalmembran, in den GefaRwanden und den
Hautanhangsorganen. Ein ahnliches Expressionsmuster fur Tenascin C fanden
Peschen und Vanscheidt (1999) und Schild (2001) in ihren Untersuchungen.
Die Zusammensetzung der EZM scheint trotz einer wahrscheinlich

bestehenden vendsen Mikrozirkulationsstérungen noch nicht verandert zu sein.

Fiar das Stadium C4 kann keine allgemeine Aussage uber die Tenascin C und
Fibrillin 2 Expression getroffen werden. Betrachtet man die Ergebnisse der
vorliegenden Studie, so scheint die Unterteilung des Stadiums C4 in C4a
(Hyperpigmentierung und Ekzem) und C4b (Dermatoliposklerose und Atrophie)
von entscheidender Bedeutung zu sein, wenn man die Veranderungen der EZM
beurteilen will. Im Stadium C4a sind noch keine Veranderungen in der
Expression der Proteine Tenascin C und Fibrillin 2 nachweisbar, im Stadium
C4b hingegen zeigt sich eine deutliche Expressionssteigerung. Das Stadium
C4b unterscheidet sich also grundlegend von Stadium C4a, sowohl
morphologisch als auch in der Proteinexpression. Die gefundenen Unterschiede
in der Expression der Extrazellularproteine in den Stadien C4a und C4b passt

zu den morphologischen Diskrepanzen.
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Steht die Hyperpigmentierung als Hautveranderung im Vordergrund, so zeigte
sich ein Expressionsmuster ahnlich dem im Stadium C2, also ein schmaler
Saum unterhalb der Basalmembran und eine Anfarbung der GefalRwande und
Hautanhangsorgane. Eine erhOhte Expression ist nicht nachweisbar. Analoge
Ergebnisse flr Tenascin C erhielten Peschen und Vanscheidt (1999) und
Mansfeld (2008). Schild (2001) hingegen beschrieb eine verbreiterte
bandformige Expression im Stratum papillare und eine zunehmende Farbung
von Kollagenfasern in der tiefen Dermis. Fur das klinische Bild eines
Stauungsekzems kann keine allgemein gultige Aussage getroffen werden. Es
wurden hier nur zwei Patienten untersucht, deren Untersuchungsergebnisse
sehr unterschiedlich ausfielen. Bei einem Stauungsekzem handelt es sich um
eine chronische Entzindung, in deren Rahmen es zu Wundheilungsprozessen
und Freisetzung von Wachstumshormonen (TGF-3, IL-4) kommt. Es ware zu
erwarten, dass die Fibrillin 2 und Tenascin C Expression gegenuber gesunder
Haut gesteigert ist. Durch unsere Studie konnte das allerdings nicht bestatigt
werden. Somit stehen die Ergebnisse im Widerspruch zu den Aussagen einer
Arbeit von Peschen und Vanscheidt (1999). Sie wiesen bei einem
Stauungsekzem eine verstarkte Expression an der dermo-epidermalen
Junctionzone und im Stratum Papillare, vor allem im perivaskularem Bereich,

nach.

Liegt klinisch zusatzlich eine beginnende Sklerose vor, erscheint die Expression
im Stratum papillare und in der Umgebung der dermalen Gefalde laut den
Ergebnissen der hier durchgefuhrten Studie verbreitert. Wurde die Biopsie
direkt aus dem sklerotischen Areal genommen, so waren vereinzelte kollagene
Fasern in der tiefen Dermis oder die gesamte Dermis angefarbt. Somit konnten
die Beobachtungen von Mansfeld (2008) und Schild (2001) bestatigt werden.
Bei Schild war in der Haut von Patienten mit Dermatoliposklerose die gesamte
Dermis bis hin zur Subkutis mit einem Antikdrper gegen Tenascin C anfarbbar.
Die Basalmembran schien ein intensiveres Signal als in den Anfangsstadien
abzugeben. Ahnliches konnte bereits von Peschen und Vanscheidt (1999) fir
Tenascin C und von Brinckmann et al. (2010) fur Tenascin C und Fibrillin 2

gezeigt werden. Sie konnten bei ihren Untersuchungen eine Kolokalisation von
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Tenascin C und Fibrillin 2 bei der Dermatoliposklerose nachweisen. In dieser
Studie ahnelt sich die Expression der beiden Proteine in allen Stadien der CVI.
Dieses deutet darauf hin, dass in allen Stadien der CVI eine Koexpression von

Tenascin C und Fibrillin 2 vorliegt.

Bei den Patienten mit Ulcus cruris venosum (Stadium C6) waren Tenascin C
und Fibrillin 2 in allen Hautproben vermehrt nachweisbar. Damit entspricht das
Ergebnis der Studie fur Tenascin C Resultaten vorheriger Arbeiten von Peschen
und Vanscheidt (1999), Mansfeld (2008) und Schild (2001), die ebenfalls eine
intensive homogene Anfarbung der gesamten Dermis beschreiben. Fir die
Fibrillin 2 Expression beim Ulcus cruris venosum liegen bisher keine Studien
vor. Es ist jedoch bekannt, dass Fibrillin 2 im Rahmen der Wundheilung, bei
sklerotischen Umbauvorgangen und bei der Narbenbildung verstarkt exprimiert
wird. Daher ist es nicht verwunderlich, dass es auch in der Umgebung eines
Ulcus cruris venosum zu einer gesteigerten Fibrillin 2 Expression in der Dermis
kommt. Sowohl die Tenascin C als auch die Fibrillin 2 Expression kann durch
Fibroblastenaktivierung gesteigert werden. Wichtige Aktivatoren stellen TGF-j3,
Interleukine (IL-4) und TNF-a dar (Brinckmann et al., 2010). Diese
Wachstumsfaktoren sind nachweislich in einem Ulcus cruris venosum
vorhanden und somit mafgeblich an der nachgewiesenen

Expressionssteigerung von Tenascin C und Fibrillin 2 beteiligt.

Einen mdglichen Ursprungsort der verstarkten Tenascin C Expression kénnten
die Fibroblasten der dermalen Gefalle darstellen. Auffallig ist die perivaskulare
Verteilung in einigen Proben. Das koénnte fur einen vaskular getriggerten
Prozess sprechen (Herrick et al., 1992). Es zeigt sich jedoch in dieser Studie
nicht in allen Proben eine verstarkte perivaskulare Anfarbung. Zum Teil Iasst
sich die gesteigerte Expression auch subepidermal oder in der Tiefe zuerst
nachweisen. Daher liegt die Vermutung nahe, dass es unabhangig davon an
anderen Orten ebenfalls zu einer erhdhten Fibroblastenaktivierung und somit
einer verstarkten Expression der untersuchten Proteine kommt. Ahnlich wie bei
der Myofibroblastenbildung scheinen sowohl die lokalen Fibroblasten in der
Dermis als auch die Perizyten der Gefalle ein mdglicher Ursprung fur die

erhohte Expression zu sein. Was der Ausloser ist, dass es einmal zu einer
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erhohten perivaskularen Expression und ein anderes Mal zu einer erhdhten
Expression in der Tiefe kommt, ist noch unklar und bedarf weiterer

Untersuchungen.

4.1.2 a-Smooth Muscle Actin

In normaler Haut finden sich Myofibroblasten und somit a-Smooth Muscle Actin
nur in den Gefallwanden, wie schon 2003 von Bandemir nachgewiesen. Ein
analoges Bild zeigt sich im Stadium C2 der CEAP Klassifikation. Zur
Differenzierung von Myofibroblasten sind, wie bereits erwahnt, verschiedene
Faktoren notwendig: eine erhdhte Aktivitdt von TGF B1, die Anwesenheit von
EDA-Fibronektin und ein hoher extrazellularer Stress (Hinz et al., 2007). Da
diese Voraussetzungen im Stadium C2 nicht gegeben sind, erscheint es nicht
verwunderlich, dass sich keine erhdhte Expression von a-Smooth Muscle Actin

in den entsprechenden Hautbiopsien finden lasst.

Im Stadium C4 war in den enthommenen Hautproben ebenfalls keine vermehrte
Myofibroblastenbildung in der Dermis nachweisbar. Im Gegensatz dazu stehen
die Ergebnisse von Bandemir (2003) und Vignale et al. (2004), die in ihren
Untersuchungen von Dermatoliposklerose eine erhdohte a-Smooth Muscle Actin
Expression in der tiefen Dermis und Subkutis fanden. Auch Wang et al. (2005)
und Hinz (2007) beschrieben eine erhéhte Anzahl von Myofibroblasten bei
fibrotischen Vorgangen. Somit ware zu erwarten gewesen, dass es im Stadium
der Dermatoliposklerose zu einer erhdhten a-Smooth Muscle Actin Expression
in der gesamten Dermis kommt. Die Myofibroblasten scheinen aber, laut den in
dieser Untersuchung erhobenen Befunden, erst in einem spateren Stadium der

Fibrose aufzutreten und somit nicht ursachlich fir deren Entstehung zu sein.

Im Stadium C6, also in den Biopsien aus dem Randbereich eines Ulcus cruris
venosum, zeigte sich hingegen eine Expression von a-Smooth Muscle Actin in
der tiefen Dermis. In diesem Stadium der CVI konnten somit die Ergebnisse von
Bandemir (2003) bestatigt werden. Da es sich bei einem floriden Ulcus cruris
venosum um eine akute Entzindung und Verletzung mit anschlieRender
Wundheilung  handelt, entspricht das vermehrte Vorkommen der

Myofibroblasten dem aktuellen Wissensstand. Die Myofibroblasten scheinen
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nicht die Ursache eines Ulkus zu sein, sondern vielmehr eine Reaktion auf ein

bereits bestehendes Ulkus.

Tamaoki et al. (2005) untersuchten die Regeneration von Herzmuskelgewebe
nach Myocardinfarkten und fanden heraus, dass es zu einer erhdhten Tenascin
C Expression kommt und in diesen Bereichen des Herzmuskels nachfolgend zu
einem erhohten Vorkommen von Myofibroblasten. Sie konnten zeigen, dass das
Vorhandensein von Tenascin C eine Voraussetzung fur die Differenzierung von

Myofibroblasten ist.

Ubertragt man diese Beobachtung auf die CVI, so unterstiitzt sie die
Ergebnisse dieser Arbeit, dass es erst im Stadium C4b zu einem Anstieg der
Tenascin C Expression kommt und anschlieBend im Stadium C6 zu einer

vermehrten Expression von a-Smooth Muscle Actin.

4.2 Einfluss der Kompressionstherapie auf die Expression der
EZM Proteine in den Stadien C2 und C4

4.2.1 Tenascin C und Fibrillin 2

Ein Effekt der Kompressionstherapie auf die Expression der untersuchten
Proteine konnte an Hand dieser Studie nicht nachgewiesen werden. Fur Fragen
nach der Dauer der Kompressionsbehandlung und der effektivsten KKL gilt
ahnliches. Im Stadium C2 waren Fibrillin 2 und Tenascin C im Vergleich zu
Gesunden nicht vermehrt in der Haut der Patienten nachweisbar. Somit war es
nicht moglich einen eindeutigen Einfluss der Kompressionstherapie auf die
Proteinexpression darzustellen. Da im Stadium C4 nur bei der Halfte der
Patienten die Proteine erhoht waren, ist auch hier die Aussagekraft
eingeschrankt. Wie beschrieben zeigten sich bei fast allen Patienten im
Stadium C4 verschiedene Expressionsmuster in den drei enthommenen
Hautproben. Die Unterschiede waren jedoch vollkommen unabhangig davon,
um welche der drei Proben es sich handelte. Das erkennt man vor allem an der
Gruppe A. Hier konnten Unterschiede zwischen der ersten und der zweiten
Hautprobe festgestellt werden, obwohl in der Zeit zwischen den

Entnahmezeitpunkten keine Kompressionstherapie durchgefuhrt wurde und
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daher zu erwarten gewesen ware, dass sich das gleiche Expressionsmuster
zeigt. Betrachtet man alle zwolf Patienten, lassen die bestimmten
Expressionsmuster keinen Rickschluss auf das klinische Stadium zu.
Ausnahme ist die Unterscheidung zwischen den Stadien C4a und C4b, wie in
Kapitel 4.1.1 beschrieben. Die veranderte Tenascin C und Fibrillin 2 Expression
war nicht kontinuierlich in der gesamten Unterschenkelhaut nachweisbar.
Bereits bei einem Abstand von einem cm zwischen den einzelnen Proben
zeigte sich ein unterschiedliches Muster, insbesondere wenn die
Hautveranderungen noch im Anfangsstadium waren oder nicht den gesamten
Unterschenkel betrafen. In einigen Fallen zeigte sich in der zweiten oder dritten
Hautprobe im Gegensatz zur ersten eine erhdhte Expression. Diese Steigerung
kann eventuell durch Wundheilungsprozesse hervorgerufen worden sein, die in

Folge der ersten Probenentnahme eingesetzt hatten.

Eine mogliche Ursache dafur, dass keine Veranderung durch die
Kompressionstherapie festgestellt werden konnte, ist eventuell ein zu kurzes
Behandlungsintervall bzw. eine zu kurze Beobachtungsdauer. Es ist an Hand
dieser Studie nicht auszuschlieRen, dass die Kompressionstherapie einen
positiven Einfluss auf die Expression der untersuchten Proteine hat, sich die
Veranderungen aber erst nach einer Therapiedauer von mehr als vier Wochen

nachweisen lassen.

Ein wichtiger Punkt der Studie ist, dass samtliche klinische Erscheinungsbilder
des Stadiums C4 eingeschlossen wurden. Wie sich im Verlauf der
Untersuchung herausgestellt hat, gibt es im Stadium C4 jedoch kein
einheitliches oder eindeutig vermehrtes Expressionsmuster. Bemerkenswert ist
der Unterschied in der Expression der Extrazellularproteine im Stadium C4. Die
Studie zeigt, dass die Unterteilung des Stadiums C4 in C4a und C4b von
entscheidender Bedeutung ist, wenn man die Veranderungen der EZM
betrachtet. Es ware sinnvoll, das Stadium C4 in weitere Untergruppen zu
gliedern, da auch die unter C4a zusammengefassten Pigmentveranderungen
und das Ekzem kein einheitlich verandertes Expressionsmuster fur die in dieser
Studie untersuchten Proteine zeigten. Bei zukunftigen Untersuchungen sollte

berucksichtigt werden, dass sich das Expressionsmuster der einzelnen Proteine
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in direkt nebeneinander liegenden Hautarealen unterscheiden kénnte. Dieses
scheint vor allem bei gerade beginnenden Hautveranderungen der Fall zu sein.
Hierbei gibt es folgendes zu beachten: Die Hautproben missen einerseits nah
genug beieinander liegen, damit sie sich mdglichst ahnlich sind, was die
Veranderungen der EZM und den Anpressdruck der MKS betrifft. Andererseits
muissen sie so weit voneinander entfernt sein, dass die Entziindungs- und
Wundheilungsprozesse, die durch die erste Probenentnahme ausgelost
werden, keinen Einfluss auf das Hautareal der nachsten Probenentnahme
haben. Liegen die Enthahmestellen zu dicht beieinander, konnte es sein, dass
in der ersten Probe keine vermehrte Expression nachweisbar ist, es aber durch
die Manipulation an der Haut jedoch in den folgenden Proben zu einer

verstarkten Expression der EZM Proteine kommt.

Um einen eindeutigen Effekt der Kompressionstherapie auf die untersuchten
Proteine nachweisen zu konnen, musste man weitere Untersuchungen
durchflhren. Eventuell mit einer deutlich gréReren Probandenzahl und genauer
definierten Einschlusskriterien bezlglich des klinischen Erscheinungsbildes. Am
geeignetsten ware es Probanden mit einer deutlichen Dermatoliposklerose
(Stadium C4b), die gleichmalig den gesamten Unterschenkel betrifft, zu
untersuchen. AuRerdem ware ein langerer Untersuchungszeitraum ratsam, falls
sich die erwirkten Veranderungen erst nach Wochen oder Monaten nachweisen

lassen.

4.2.2 ao-Smooth Muscle Actin

Auch hier kann keine Aussage Uber den Einfluss der Kompressionstherapie
getroffen werden, da in den Stadien C2 und C4 in dieser Studie keine erhdhte
Anzahl an Myofibroblasten in der Haut am Unterschenkel nachweisbar war. Ein
Einfluss der Kompressionstherapie kann demnach also nicht beurteilt werden.
Gleiches qilt fur die Frage, ob sich ein Effekt der Kompressionstherapie bereits
nach zwei Wochen zeigt und ob es Unterschiede zwischen den

Kompressionsklassen Il und Il gibt.
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4.3 Image 3D Volumenmessung

Die  durchgefuhrten  Messungen  zeigen, dass es unter der
Kompressionstherapie zu einer Abnahme des Beinvolumens kommt. Somit
konnten die Beobachtungen von Vayssairat et al. (2000) und Benigni et al.
(2003), dass es schon nach einer vierwochigen Behandlung zu einer
Verminderung des Beinvolumens kommt, bestatigt werden. Partsch (2006) kam
zu dem Ergebnis, dass man bereits mit leichten Kompressionsstrumpfen einem
Odem vorbeugen kann. Bei den hier untersuchten Patienten kam es allerdings
nur zu einer sehr geringen, nicht signifikanten Reduktion des Beinvolumens, bei
einzelnen Patienten sogar zu einer partiellen Zunahme. Diese individuellen
Schwankungen konnten auf eine unterschiedliche Tragedauer der MKS oder
auf eine mangelnde Compliance zurtickgefuhrt werden. Die Patienten wurden
angewiesen, die Strimpfe mindestens acht Stunden am Tag zu tragen, ob
dieses durchgefiihrt wurde, entzieht sich der Uberpriifung durch die Studie. Ein
weiterer Kritikpunkt dieser Arbeit ist die relativ niedrige Fallzahl, hierdurch fallen

Ausreil3er schwerer ins Gewicht.

Entgegen den Erwartungen ist die Volumenabnahme der Gruppe A grofder als
die der Gruppe B. Es ware zu erwarten gewesen, dass die Volumenreduktion in
der Gruppe B groRer ausfallt, da beide Gruppen die gleichen MKS (VenoTrain®
micro) trugen, die Gruppe B jedoch zwei Wochen langer behandelt wurde. Das
Ergebnis lasst sich eventuell durch eine zu geringe Probandenzahl und eine
mangelnde Compliance erklaren. Die Probanden der Gruppe C, die MKS der
KKL 1l trugen, zeigten wie erwartet die groRte Volumenabnahme, der

Unterschied zur Gruppe A ist jedoch nur gering.

Fur die zum Teil sehr ausgepragten Unterschiede der Volumenveranderungen
zwischen dem Ober- und Unterschenkel gibt es keine direkte Erklarung. Bei
einer Person lassen sie sich vielleicht dadurch erklaren, dass der betroffene
Proband angab, die Strimpfe wirden am Oberschenkel rutschen. Ein weiterer
moglicher Grund ist, dass der Anpressdruck am Oberschenkel wesentlich
geringer ist als am Unterschenkel und es somit vor allem zu einer
Volumenverminderung am Unterschenkel kommt. Messfehler bei der

Anpassung der Strumpfe konnten durch die Verwendung des Image 3D
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Systems weitgehend vermieden werden, lassen sich jedoch nicht vollkommen

ausschliefRen.

Betrachtet man die Ergebnisse dieser Studie, so scheint es, als reichen die
VenoTrain® micro Strumpfe (KKL IlI) aus, um einen volumenverringernden
Effekt zu erzielen. Mit den MKS der KKL Ill lassen sich keine wesentlichen
Verbesserungen gegenuber KKL Il erreichen. Um eine genauere Aussage Uber
den zu erwartenden Effekt bezlglich der Volumenreduktion der beiden
verwendeten Modelle VenoTrain® delight und VenoTrain® micro machen zu
kénnen, sollte eine erneute Messung mit einer deutlich gréReren Anzahl an

Probanden durchgefuhrt werden.

4.4 Patientenbefragung

Bei der Patientenbefragung zeigte sich, dass es subjektiv zu einer

Beschwerdebesserung durch das Tragen der MKS gekommen ist.

Sowohl das Schweregefuhl als auch die Schmerzen waren unter der Therapie
wesentlich geringer und bei der Mehrzahl der Probanden gar nicht mehr
vorhanden. Dieser positive Effekt der MKS wurde bereits in der Bonner
Venenstudie beschrieben (Pannier et al., 2007), wobei die dort erzielten
Ergebnisse auf Grund der groReren Probandenzahl deutlicher ausfielen, als in
dieser Studie. Die Studie besagt, dass insgesamt 73,1% der Befragten eine
Besserung ihrer Beschwerden unter der MKS Therapie angaben, vor allem das

Schweregefuhl konnte bei 89% positiv beeinflusst werden.

Eine spezielle Aussage zu den in der Studie verwendeten
Kompressionsstrumpfen zu treffen, ist an Hand dieser Ergebnisse schwierig, da
viele der Probanden mittlerweile neu verordnete MKS trugen. Vor allem die
Patienten im Stadium C2 trugen statt der zuerst verordneten
Oberschenkelstrimpfe (AG) haufig nur noch Wadenstrimpfe (AD). Es konnte
also nur der generelle Effekt von MKS auf die bestehenden Beschwerden und
die Lebensqualitat beurteilt werden. Auffallig ist, dass vor allem Patienten mit
einer CVI (C4) regelmallig ihre MKS trugen und eine gute Compliance

aufwiesen. So lag die Anzahl der Patienten, die weiterhin regelmafig ihre
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Kompressionsstrumpfe trugen, in der Gruppe mit dem Stadium C4 wesentlich
héher (88,8%) als in der Gruppe mit dem Stadium C2 (54,5%). Diese Werte
liegen deutlich Uber den Ergebnissen der Bonner Venenstudie. Dort trugen nur
noch 31,4% der Befragten die verordneten Kompressionsstrimpfe. Die
Patienten im Stadium C4 empfanden ihre Lebensqualitat deutlicher gesteigert
als die der Gruppe C2. So gab kein Patient im Stadium C4 an, dass er sich
durch die MKS beeintrachtigt fihle. Im Stadium C2 waren es immerhin zwei
Patienten, die auf Grund einer fur sie subjektiv empfundenen eingeschrankten
Lebensqualitat die Kompressionsstrumpfe nicht mehr trugen. Dieses zeigt, dass
die Bereitschaft regelmalig MKS zu tragen mit dem Schweregrad der

Venenerkrankung steigt.
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5. Kapitel: Zusammenfassung

Bei der chronischen vendsen Insuffizienz kommt es im Verlauf der Erkrankung
zu Umbauvorgangen in der Extrazellularmatrix. Das EZM Protein Tenascin C
wird in den fortgeschrittenen Stadien der CVI vermehrt in der Dermis exprimiert.
Fibrillin 2 ist bei der Dermatoliposklerose erhoht. a-Smooth Muscle Actin ist ein
Marker fur Myofibroblasten und wird bei Patienten mit Ulcus cruris venosum
vermehrt in dem betroffenen Hautareal gebildet. Diese Proteine zeigen in
hypertrophem Narbengewebe ein verandertes Expressionsmuster, das sich
unter Kompression wieder normalisiert. Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich
damit, in welchem klinischen Stadium der CVI eine dermale
Expressionssteigerung der genannten Proteine auftritt und ob eine

Kompressionsbehandlung die Proteinexpression beeinflusst.

Bei vier Patienten im Stadium CO, je zwolf Patienten im Stadium C2 und C4 und
funf Patienten im Stadium C6 wurden Hautstanzen Gber dem Maleolus medialis
untersucht, um die Proteinexpression in den einzelnen Stadien zu beschreiben.
Bei den Patienten im Stadium C2 und C4 wurden insgesamt drei Stanzbiopsien
im Abstand von 14 Tagen entnommen. Wahrend dieser Zeit erhielten die
Patienten eine Kompressionstherapie von unterschiedlicher Dauer und

Kompressionsklasse.

Die entnommenen Hautproben wurden mittels APAAP Farbungen auf die EZM
Proteine untersucht. Hierbei war im Stadium CO fur Tenascin C und Fibrillin 2
ein schmal angefarbter Streifen entlang der Basalmembran und eine Anfarbung
der Gefallwande und Hautanhangsorgane nachweisbar. Ein ahnliches Bild
zeigte sich im Stadium C2. Im Stadium C4 ergaben die Farbungen fur Tenascin
C und Fibrillin 2 kein einheitliches Bild. Bei Patienten mit Hyperpigmentierung
(Stadium C4a) konnte keine verstarkte Tenascin C oder Fibrillin 2 Expression
nachgewiesen werden. Dagegen zeigt bereits eine beginnende Sklerose
(Stadium 4b), eine gesteigerte, haufig perivaskulare Expression in der
papillaren Dermis. Liegt eine ausgepragte Dermatoliposklerose vor, war sowohl
die papillare als auch die retikulare Dermis angefarbt. a-Smooth Muscle Actin

lie sich im Stadium CO, C2 und C4 nur in den GefalRwanden und Drisen
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nachweisen. Erst im Stadium C6 zeigte sich eine verstarkte Expression aller

drei Proteine in der gesamten Dermis.

Zusammenfassend kann man sagen, dass es erst in den fortgeschrittenen
Stadien der CVI zu einer vermehrten Expression der untersuchten Proteine
kommt. Die Veranderungen beginnen entweder perivaskular, subepidermal oder
in der retikuldren Dermis. Es scheint keinen einheitlichen Ursprungsort zu
geben. Erst beim klinischen Bild der Dermatoliposklerose und des Ulcus cruris
venosum kommt es zu einer gesteigerten Expression in der gesamten Dermis.
Myofibroblasten lassen sich erst bei Vorhandensein eines Ulkus in der Haut

nachweisen.

Ein Einfluss der Kompression auf die Zusammensetzung der EZM konnte nicht
eindeutig belegt werden. Um einen Effekt der Kompression genauer beurteilen
zu koénnen, sollten weitere Studien mit einer grélReren Probandenzahl und
langerer Kompressionsdauer durchgefuhrt werden. Sinnvoll ware es, explizit
Patienten mit einer ausgedehnten Dermatoliposklerose, Stadium C4b, unter

unterschiedlichen Modalitaten der Kompressionstherapie zu untersuchen.

Bei den Patienten im Stadium C2 und C4 wurde zusatzlich eine
Volumenmessung der Beine vorgenommen. Es zeigte sich eine
Volumenreduktion unter Kompression, am Unterschenkel ausgepragter als am
Oberschenkel. Des Weiteren wurden die Patienten ruckblickend zu ihren
vendsen Beschwerden und ihren Kompressionsstrumpfen befragt. Die
Befragung ergab, dass in der Gruppe der C2 Patienten 54,5% und in der
Gruppe der C4 Patienten 88,8% weiterhin Kompressionsstrumpfe trugen und
die Mehrheit der Patienten ihre Lebensqualitat durch das Tragen der MKS als
verbessert ansah. Schmerzen und Schweregefuhl hatten sich wahrend der

Therapie subjektiv ebenfalls verbessert.
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7.1 Verwendete Chemikalien
NaCl

Trizma base

Trizma hydrochloride
2-Amino-2-methly-1,3-propandiol
(-)-Tetramisole hydrochloride
Na-Nitrit

Naphtol-As-Bi-Phosphat

Elastase pancreatic from porcine pancreas
Proteinase, bacterial
Glyceringelatine

HCI

N,N-Dimethylformamid
Rabbit-Anti-Mouse Immunglobulin
Mouse-Anti-Rabbit-Immunglobulin

APAAP, mouse, monoclonal
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Fa. Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Artikelnr.: 9265.1

Fa. Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

Artikelnr.: T1503

Fa. Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

Artikelnr.: T3253

Fa. Merck, Darmstadt,
Deutschland

Artikelnr.: 8.01464.0250

Fa. Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

Artikelnr.: L-9756

Fa. Merck, Darmstadt,
Deutschland

Artikelnr.: F-0220

Fa. Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

Artikelnr.: N2250

Fa. Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

Artikelnr.: E6883

Fa. Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

Artikelnr.: P8038

Fa. Merck, Darmstadt,
Deutschland

Artikelnr.: 1.09242

Fa. Merck, Darmstadt,
Deutschland

Artikelnr.: 1.09063.1000

Fa. Merck, Darmstadt,
Deutschland

Artikelnr.: 3034

Fa. Dako Deutschland GmbH,
Hamburg, Deutschland
Artikelnr.: Z0259

Fa. Dako Deutschland GmbH,
Hamburg, Deutschland
Artikelnr.: MO737

Fa. Dako Deutschland GmbH,
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Hamburg, Deutschland
Artikelnr.: D0651
Dako ChemMate, antibody diluent Fa. Dako Deutschland GmbH,
Hamburg, Deutschland
Artikelnr.: S2022
Hamalaun, sauer nach Mayer Division Chroma, Waldeck GmbH,
Munster, Deutschland
Artikelnr.: 2E038
Dinatriumhydrogenphosphat Fa. Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland
Artikelnr.: 4984 .1
Natriumdihydrogenphosphat Fa. Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland
Artikelnr.: K300.2
Natrium-Acetat Fa. Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland
Artikelnr.: 6773.2
Kalium-Acetat Fa. Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland
Artikelnr.: T874.1

Sonstige Materialien

Superfrost Plus Objekttrager Hassa Werner GmbH, Lubeck,
Deutschland
Artikelnr.: J1I800AMNZ

Menzel-Deckglaschen Fa. Menzel, Braunschweig,
Deutschland
24*60mm

Aqua dest.

PBS NaCl 45¢g
Dinatriumhydrogenphosphat*H20 8,79
Natriumdihydrogenphosphat*H20 0,99
Aqua dest. 5000ml
mit Orthophosphorsaure auf pH 7,2
einstellen

Protease I6sen in 10mmol Na-Acetat (MG 82,03)
5mmol Ka-Acetat (MG 98,15)
pH=7,5
0,1-1 mg/ml

Elastase Stammldsung von 0,2-,05 Units in
100mmol Tris-HCI
pH= 8,0
1mg/ml
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7.2 Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen der
Stadien C2 und C4

Tabelle 13: Ergebnisse der immunhistochemischen Féarbungen fiir Tenascin C in
den Hautproben der Patienten im Stadium C2

klinisches . o
Proband Erscheinungsbild Hautprobe Ergebnis der Farbungen

diskontinuierliche Anfarbung entlang der

Nr. 1 Basalmembran, Anfarbung der
GefalRwande
diskrete Varizen am diskontinuierliche Anfarbung entlang der
A1 Nr. 2 Basalmembran, Anfarbung der
Unterschenkel v o
Gefallwande

kontinuierliche Anfarbung entlang der
Nr. 3 gesamten Basalmembran, Anfarbung
der GefalRwande

diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Nr. 1 Basalmembran, Anfarbung der
Gefallwande

stark geschlangelte kontinuierliche Anfarbung entlang der
A2 sichtbare Varizen  Nr. 2 gesamten Basalmembran, Anfarbung
am gesamten Bein der GefalRwande

kontinuierliche Anfarbung entlang der
Nr. 3 gesamten Basalmembran, Anfarbung
der GefalRwande

kontinuierliche Anfarbung entlang der
Nr. 1 gesamten Basalmembran, Anfarbung
der GefalRwande

gering sichtbare kontinuierliche Anfarbung entlang der
A3 Varizen am Nr. 2 gesamten Basalmembran, Anfarbung
Unterschenkel der GefalRwande

diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Nr. 3 Basalmembran, Anfarbung der
Gefallwande

kontinuierliche Anfarbung entlang der
Nr. 1 gesamten Basalmembran, Anfarbung
der GefalRwande

gering sichtbare diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Ad Varizen am Nr. 2 Basalmembran, Anfarbung der
Unterschenkel Gefallwande

diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Nr. 3 Basalmembran, Anfarbung der
GefalRwande
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Fortsetzung Tabelle 13: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen fiir
Tenascin C in den Hautproben der Patienten im Stadium C2

klinisches . ..
Proband Erscheinungsbild Hautprobe Ergebnis der Farbungen
kontinuierliche Anfarbung entlang der
Nr gesamten Basalmembran, Anfarbung
o ' der Gefaltwande, an einer Stelle
gering sichtbare perivaskuldre Anfarbung
Varizen r‘;"m el diskontinuierliche Anfarbung entlang der
B1 Unterschenkel, Nr. Basalmembran, Anfarbung der
G Gefawande
phlebectatica i L .
diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Nr. Basalmembran, Anfarbung der
GefalRwande
schwache diskontinuierliche Anfarbung
Nr. entlang der Basalmembran, Anfarbung
gering sichtbare dermaler GefalRe
Varizen am diskontinuierliche Anfarbung entlang der
B2 Unterschenkel, Nr. Basalmembran, Anfarbung entlang
Corona dermaler Gefale
phlebectatica diskontinuierliche Anféarbung entlang der
Nr. Basalmembran, Anfarbung entlang
dermaler Gefale
diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Nr. Basalmembran, Anfarbung entlang
dermaler GefalRe
diskrete Varizen am diskontinuierliche Anfarbung entlang der
B3 Nr. Basalmembran, Anfarbung entlang
Unterschenkel -
dermaler Gefalde
diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Nr. Basalmembran, Anfarbung entlang
dermaler Gefalde
diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Nr. Basalmembran, Anfarbung entlang
o _ dermaler Gefalie
;?::klljlrire?‘s\{sahneznekll kontinuierliche Anfarbung entlang der
B4 " Nr. gesamten Basalmembran, Anfarbung

Corona
phlebectatica

Nr.

entlang dermaler Gefalle

kontinuierliche Anfarbung entlang der
gesamten Basalmembran, Anfarbung
entlang dermaler Gefalle
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Fortsetzung Tabelle 13: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen fiir
Tenascin C in den Hautproben der Patienten im Stadium C2

klinisches . -
Proband Erscheinungsbild Hautprobe Ergebnis der Farbungen
diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Nr. Basalmembran, Anfarbung entlang
gering sichtbare dermaler Gefale
Varizen am diskontinuierliche Anfarbung entlang der
C1 Unterschenkel, Nr. Basalmembran, Anfarbung entlang
Corona dermaler Gefalle
phlebectatica schwache kontinuierliche Anféarbung
Nr. entlang der gesamten Basalmembran,
Anfarbung entlang dermaler Gefalie
kontinuierliche Anfarbung entlang der
Nr. gesamten Basalmembran, Anfarbung
entlang dermaler Gefalie
stark geschlangelte kontinuierliche Anfarbung entlang der
Cc2 sichtbare Varizen  Nr. gesamten Basalmembran, Anfarbung
am gesamten Bein entlang dermaler Gefalle
kontinuierliche Anfarbung entlang der
Nr. gesamten Basalmembran, Anfarbung
entlang dermaler Gefalle
kontinuierliche Anfarbung entlang der
Nr. gesamten Basalmembran, Anfarbung
entlang dermaler Gefalie
gering sichtbare kontinuierliche Anfarbung entlang der
C3 Varizen am Nr. gesamten Basalmembran, Anfarbung
Unterschenkel entlang dermaler Gefalie
diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Nr. Basalmembran, Anfarbung entlang
dermaler Gefalle
kontinuierliche Anfarbung entlang der
Nr. gesamten Basalmembran, Anfarbung
entlang dermaler Gefalie
stark geschlangelte diskontinuierliche Anfarbung entlang der
C4 sichtbare Varizen  Nr. Basalmembran, Anfarbung entlang

am gesamten Bein

Nr.

dermaler Gefalte

kontinuierliche Anfarbung entlang der
gesamten Basalmembran, Anfarbung
entlang dermaler Gefalie

78




7.Anhang

Tabelle 14: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen fiir Tenascin C
in Hautproben von Patienten im Stadium C4

Proband

klinisches
Erscheinungsbild

Hautprobe Ergebnis der Farbung

A1

A3

A4

beginnende Sklerose

Hyperpigmentierung,
sichtbare Varizen

Hyperpigmentierung,
beginnende Sklerose

Dermatoliposklerose

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

deutliche Anfarbung in der papillaren und
oberen retikularen Dermis, entlang der
dermalen Gefalle

verbreiterte Anfarbung in der papillaren
Dermis, vor allem in der Umgebung von
Gefalien

verbreiterte Anfarbung entlang der
Basalmembran, vor allem in der
Umgebung von Gefalien
diskontinuierlicher Streifen entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalRwande

kontinuierlicher Streifen entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

diskontinuierlicher Streifen entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

nicht angefarbt

verbreiterte Anfarbung in der papillaren
Dermis, vor allem in der Umgebung von
Gefallen

verbreiterte Anfarbung in der papillaren
Dermis, vor allem in der Umgebung von
Gefalien

verbreiterte Anfarbung in der papillaren
Dermis, vor allem in der Umgebung von
Gefalen, beginnende punktuelle
Anfarbung in der tiefen Dermis
diskontinuierlicher Streifen entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
Gefallwande

deutliche fibrillare Anfarbung in der tiefen
Dermis, vor allem perivaskular,
verbreiterte Anfarbung in der papillaren
Dermis
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Fortsetzung Tabelle 14: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen fiir
Tenascin C in Hautproben von Patienten im Stadium C4

Proband Iélrlz::shcer:ﬁ:ngsbild Hautprobe Ergebnis der Farbung
kontinuierlicher Streifen entlang der
Nr. 1 Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande
beginnende kontinuierlicher Streifen entlang der
B1 Sklerose, Nr. 2 Basalmembran, verbreitert in der
Hyperpigmentierung Umgebung von Gefalten
gering verbreiterte Anfarbung entlang der
Nr. 3 Basalmembran, deutliche Anfarbung in

der tiefen Dermis, vor allem perivascular
diskontinuierlicher Streifen entlang der
Nr. 1 Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande
diskontinuierlicher Streifen entlang der
B2 Hyperpigmentierung Nr. 2 Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande
diskontinuierlicher Streifen entlang der
Nr. 3 Basalmembran, Anfarbung der
GefalRwande
verbreiterte Anfarbung in der papillaren
Dermis, vor allem in der Umgebung von
Gefalien, punktuell verwaschen in der
tiefen Dermis

Nr. 1

Dermatoliposklerose,

B3 Stauungsekzem Nr. 2 deutliche fibrillér_e Anfarbung der
gesamten Dermis
deutliche Anfarbung der gesamten
Nr. 3 Dermis, (iberwiegend verwaschenes
Muster
kontinuierlicher Streifen entlang der
. . Nr. 1 Basalmembran, Anfarbung der
B4 Hypgrplgm entierung, GefaRwande
beginnende Sklerose Nr. 2 Studie abgebrochen
Nr. 3 Studie abgebrochen
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Fortsetzung der Tabelle 14: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen
flir Tenascin C in Hautproben von Patienten im Stadium C4

Proband

klinisches
Erscheinungsbild

Hautprobe Ergebnis der Farbung

C1

C2

C3

C4

Hyperpigmentierung,
beginnendes
Stauungsekzem

Stauungsekzem

Stauungsekzem

Dermatoliposklerose

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

diskontinuierlicher Streifen entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalBRwande

kontinuierlicher Streifen entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
Gefallwande

diskontinuierlicher Streifen entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

diskontinuierlicher Streifen entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
Gefallwande

nicht angefarbt

diskontinuierlicher Streifen entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
Gefallwande

nicht angefarbt

verbreiterte Anfarbung in der papillaren
Dermis, vor allem in der Umgebung von
Gefalien

deutliche Anfarbung in der papillaren und
retikularen Dermis, vor allem perivaskular
kontinuierlicher Streifen entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

verbreiterte Anfarbung in der papillaren
Dermis, vor allem in der Umgebung von
Gefalien

verbreiterte Anfarbung entlang der
Basalmembran, vor allem in der
Umgebung von Gefalien
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Tabelle 15: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen fir Fibrillin 2 in
den Hautproben der Patienten im Stadium C2

Proband

klinisches
Erscheinungsbild

Hautprobe Ergebnis der Farbungen

A1

A3

Ad

diskrete Varizen am
Unterschenkel

stark geschlangelte
Varizen am
gesamten Bein

gering sichtbare
Varizen am
Unterschenkel

diskrete Varizen am
Unterschenkel

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

kontinuierliche Anfarbung entlang der
gesamten Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

kontinuierliche Anfarbung entlang der
gesamten Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

kontinuierliche Anfarbung entlang der
gesamten Basalmembran, Anfarbung der
Gefallwande

diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalRwande

diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

kontinuierliche Anfarbung entlang der
gesamten Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

schwache diskontinuierliche Anfarbung
entlang der Basalmembran, Anfarbung
der GefaBwande
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Fortsetzung Tabelle 15: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen fiir
Fibrillin 2 in den Hautproben der Patienten im Stadium C2

Proband

klinisches
Erscheinungsbild

Hautprobe Ergebnis der Farbungen

B1

B2

B3

B4

gering sichtbare
Varizen am
Unterschenkel,
Corona
phlebectatica

gering sichtbare
Varizen am
Unterschenkel

gering sichtbare
Varizen am
Unterschenkel,
Corona
phlebectatica

retikulare Varizen,
Corona
phlebectatica

Nr.

Nr.

Nr.

Nr.

Nr.

Nr.

Nr.

Nr.

Nr.

Nr.

Nr.

Nr.

kontinuierliche Anfarbung entlang der
gesamten Basalmembran, Anfarbung der
Gefallwande, an einer Stelle
perivaskulare Anfarbung

kontinuierliche Anfarbung entlang der
gesamten Basalmembran, Anfarbung der
Gefallwande

kontinuierliche Anfarbung entlang der
gesamten Basalmembran, Anfarbung der
Gefallwande

diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalRwande

diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

schwache kontinuierliche Anfarbung
entlang der gesamten Basalmembran,
Anfarbung der GefaBwande
diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
Gefallwande

diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
Gefallwande

diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

schwache kontinuierliche Anfarbung
entlang der gesamten Basalmembran,
Anfarbung der GefaBwande
kontinuierliche Anfarbung entlang der
gesamten Basalmembran und Anfarbung
der GefalRwande

kontinuierliche Anfarbung entlang der
gesamten Basalmembran und Anfarbung
der GefalRwande
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Fortsetzung Tabelle 15: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen fiir
Fibrillin 2 in den Hautproben der Patienten im Stadium C2

Proband

klinisches
Erscheinungsbild

Hautprobe Ergebnis der Farbungen

C1

C2

C3

C4

gering sichtbare
Varizen am
Unterschenkel,
Corona
phlebectatica

stark geschlangelte
Varizen am
gesamten Bein

gering sichtbare
Varizen am
Unterschenkel

stark geschlangelte
Varizen am
gesamten Bein

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

kontinuierliche Anfarbung entlang der
gesamten Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalRwande

kontinuierliche an einigen Stellen leicht
verbreiterte Anfarbung entlang der
gesamten Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

kontinuierliche Anfarbung entlang der
gesamten Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

kontinuierliche Anfarbung entlang der
gesamten Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

kontinuierliche Anfarbung entlang der
gesamten Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

kontinuierliche Anfarbung entlang der
gesamten Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

kontinuierliche Anfarbung entlang der
gesamten Basalmembran, Anfarbung der
GefalRwande

diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
Gefallwande

kontinuierliche Anfarbung entlang der
gesamten Basalmembran, Anfarbung der
GefalRwande

diskontinuierliche Anfarbung entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

kontinuierliche Anfarbung entlang der
gesamten Basalmembran, Anfarbung der
Gefallwande
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Tabelle 16: Ergebnis der immunhistochemischen Farbungen fiir Fibrillin 2 in
den Hautproben von Patienten im Stadium C4

Proband

klinisches
Erscheinungsbild

Hautprobe Ergebnis der Farbung

A1

A3

Ad

beginnende Sklerose

Hyperpigmentierung,
sichtbare Varizen

Hyperpigmentierung,
beginnende Sklerose

Dermatoliposklerose

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

deutliche Anfarbung in der papillaren
und oberen retikularen Dermis,
Anfarbung der GefalRwande

verbreiterte Anfarbung in der papillaren
Dermis, vor allem in der Umgebung von
Gefallen

verbreiterte Anfarbung entlang der
Basalmembran, vor allem in der
Umgebung von Gefalden
diskontinuierlicher Streifen entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefaBwande

kontinuierlicher Streifen entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

diskontinuierlicher Streifen entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalRwande

nicht angefarbt

verbreiterte Anfarbung in der papillaren
Dermis, vor allem in der Umgebung von
Gefalen

verbreiterte Anfarbung in der papillaren
Dermis, vor allem in der Umgebung von
Gefalien

verbreiterte Anfarbung in der papillaren
Dermis, vor allem in der Umgebung von
Gefalien, beginnende punktuelle
Anfarbung in der tiefen Dermis
diskontinuierlicher Streifen entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

deutliche fibrillare Anfarbung in der tiefen
Dermis, vor allem perivaskular,
verbreiterte Anfarbung in der papillaren
Dermis
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Fortsetzung Tabelle 16: Ergebnis der immunhistochemischen Farbungen flir
Fibrillin 2 in den Hautproben von Patienten im Stadium C4
klinisches

Proband Erscheinungsbild Hautprobe Ergebnis der Farbung

kontinuierlicher Streifen entlang der
Nr. 1 Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande
kontinuierlicher Streifen entlang der
B1 beginnende Sklerose, Nr. 2 Basalmembran, verbreitert in der
Hyperpigmentierung Umgebung von Gefalden
gering verbreiterte Anfarbung entlang
der Basalmembran, deutliche Anfarbung
in der tiefen Dermis, vor allem
perivascular
diskontinuierlicher Streifen entlang der
Nr. 1 Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande
diskontinuierlicher Streifen entlang der
B2 Hyperpigmentierung Nr. 2 Basalmembran, Anfarbung der
GefalRwande
diskontinuierlicher Streifen entlang der
Nr. 3 Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande
verbreiterte Anfarbung in der papillaren
Dermis, vor allem in der Umgebung von
Gefalien, punktuell verwaschen in der
Dermatoliposklerose, tiefen Dermis
Stauungsekzem Nr. 2 deutliche fibrillare Anfarbung der
' gesamten Dermis
deutliche Anfarbung der gesamten
Dermis, Uberwiegend granulares Muster
kontinuierlicher Streifen entlang der
Nr. 1 Basalmembran, Anfarbung der
GefalRwande
Nr. Studie abgebrochen
Nr. 3 Studie abgebrochen

Nr. 3

Nr. 1

B3

Nr. 3

Hyperpigmentierung,

B4 beginnende Sklerose

N
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Fortsetzung Tabelle 16: Ergebnis der immunhistochemischen Farbungen flir
Fibrillin 2 in den Hautproben von Patienten im Stadium C4

Proband

klinisches
Erscheinungsbild

Hautprobe Ergebnis der Farbung

C1

C2

C3

C4

Hyperpigmentierung,
beginnendes
Stauungsekzem

Stauungsekzem

Stauungsekzem

Dermatoliposklerose

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

diskontinuierlicher Streifen entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
Gefallwande

kontinuierlicher Streifen entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

diskontinuierlicher Streifen entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

diskontinuierlicher Streifen entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

nicht angefarbt

diskontinuierlicher Streifen entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

nicht angefarbt

verbreiterte Anfarbung in der papillaren
Dermis, vor allem in der Umgebung von
Gefalen

deutliche Anfarbung in der papillaren
und retikularen Dermis, vor allem
perivaskular

kontinuierlicher Streifen entlang der
Basalmembran, Anfarbung der
GefalBwande

verbreiterte Anfarbung in der papillaren
Dermis, vor allem in der Umgebung von
Gefalien

verbreiterte Anfarbung entlang der
Basalmembran, vor allem in der
Umgebung von Gefalien
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Tabelle 17: Ergebnisse der immunhistochemischen Féarbungen fiir a-Smooth
Muscle Aktin in den Hautproben der Patienten im Stadium C2

Proband Ilgrlz::icel}ilsmgsbild Hautprobe Ergebnis der Farbungen

diskrete Varizen am Nr. 1 Anf?rbung der Gef?l&w?nde

A1 Unterschenkel Nr. 2 Anfarbung der GefalRwande

Nr. 3 Anfarbung der GefaRwande

stark geschlangelte Nr. 1 Anfarbung der GefalRwande

A2 Varizen am Nr. 2 Anfarbung der Gefallwande

gesamten Bein Nr. 3 Anfarbung der GefaRwande

gering sichtbare Nr. 1 Anfarbung der Gefallwande

A3 Varizen am Nr. 2 Anfarbung der GefaRwande

Unterschenkel Nr. 3 Anfarbung der GefaRwande

gering sichtbare Nr. 1 Anfarbung der GefalRwande

A4 Varizen am Nr. 2 Anfarbung der GefalRwande

Unterschenkel Nr. 3 Anfarbung der GefaRwande

gering sichtbare Nr. 1 Anfarbung der GefalRwande

B1 VElFZE) I NI, 2 Anfarbung der GefaRwande
Unterschenkel,

Corona phlebectatica Nr. 3 Anfarbung der GefaRwande

gering sichtbare Nr. 1 Anfarbung der GefalRwande

B2 Varizen am NI 2 Anfarbung der GefaRwande
Unterschenkel,

Corona phlebectatica Nr. 3 Anfarbung der GefaBwande

, , Nr. 1 Anfarbung der GefalRwande

B3 ?Jlr?tker fstir:; a:]ril(ze?n aMm N2 Anfarbung der GefaRwande

Nr. 3 Anfarbung der GefaBwande

retikulare Varizen am Nr. 1 Anfarbung der GefalRwande

B4 Unterschenkel, Nr. 2 Anfarbung der GefalRwande

Corona phlebectatica Nr. 3 Anfarbung der GefaRwande

gering sichtbare Nr. 1 Anfarbung der GefaRwande

C1 VETPEE ET Nr. 2 Anfarbung der GefalRwande
Unterschenkel,

Corona phlebectatica Nr. 3 Anfarbung der GefalRwande

stark geschlangelte Nr. 1 Anfarbung der GefalRwande

C2 Varizen am Nr. 2 Anfarbung der GefaRwande

gesamten Bein Nr. 3 Anfarbung der GefaRwande

gering sichtbare Nr. 1 Anfarbung der GefalRwande

C3 Varizen am Nr. 2 Anfarbung der GefaRwande

Unterschenkel Nr. 3 Anfarbung der Gefalwande

stark geschlangelte Nr. 1 Anfarbung der GefaRwande

C4 Varizen am Nr. 2 Anfarbung der GefalRwande

gesamten Bein Nr. 3 Anfarbung der GefaBwande
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Tabelle 18: Ergebnisse der immunhistochemischen Féarbungen fiir a-Smooth
Muscle Aktin in den einzelnen Hautproben bei Patienten im Stadium C4

Proband Iél::::sh(::ﬁzngsbild Hautprobe Ergebnis der Farbung
Nr. 1 Anfarbung der GefalRwande
A1 beginnende Sklerose Nr. 2 Anfarbung der GefalRwande
Nr. 3 Anfarbung der GefaRwande
. . Nr. 1 Anfarbung der GefalRwande
o Hyperpigmentierung, \ 5 nnfarbung der GefaBwénde
Nr. 3 Anfarbung der GefalRwande
s TETIETE Nr. 1 Anffc:arbung der Gef%lfswfc:lnde
A3 beginnende Sklerosé Nr. 2 Anfarbung der GefalRwande
Nr. 3 Anfarbung der GefaRwande
Nr. 1 Anfarbung der GefalRwande
Ad Dermatoliposklerose Nr. 2 Anfarbung der GefaRwande
Nr. 3 Anfarbung der GefaRwande
beginnende Nr. 1 Anféarbung der GefaRwande
B1 Sklerose, Nr. 2 Anfarbung der GefalRwande
Hyperpigmentierung Nr. 3 Anfarbung der Gefaltwande
Nr. 1 Anfarbung der GefalRwande
B2 Hyperpigmentierung Nr. 2 Anfarbung der GefaRwande
Nr. 3 Anfarbung der GefalRwande
e Nr. 1 Anf?rbung der Gef?&w?nde
B3 Stauungsekzem "Nr. 2 Anfarbung der Gefallwande
Nr. 3 Anfarbung der GefalRwande
H . . Nr. 1 Anfarbung der GefalRwande
B4 bggﬁ?e'%rg:gﬁg:gsgé Nr. 2 Studie abgebrochen
Nr. 3 Studie abgebrochen
Hyperpigmentierung, Nr. 1 Anfarbung der GefalRwande
C1 beginnendes Nr. 2 Anfarbung der GefaRwande
Stauungsekzem Nr. 3 Anfarbung der GefalRwande
Nr. 1 Anfarbung der GefalRwande
Cc2 Stauungsekzem Nr. 2 nicht angefarbt
Nr. 3 Anfarbung der GefalRwande
Nr. 1 nicht angefarbt
C3 Stauungsekzem Nr. 2 Anfarbung der GefalRwande
Nr. 3 Anfarbung der Gefallwande
Nr. 1 Anfarbung der GefalRwande
C4 Dermatoliposklerose Nr. 2 Anfarbung der Gefallwande
Nr. 3 Anfarbung der GefaRwande
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