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1. Einleitung

1.1. Morbus Dupuytren

Morbus Dupuytren ist eine benigne Erkrankung der Palmaraponeurose und zahlt zu
den superfiziellen Fibromatosen. Ausgehend von den straffen Bindegewebsfasern
der Palmaraponeurose entstehen zu Beginn der Erkrankung hyperproliferative Zell-
knoten in der Hohlhand. Hieraus bilden sich Faserbindel, die in Langsrichtung in die
Finger ziehen und im Verlauf zu einer standigen Beugekontraktur der Metacarpopha-
langealgelenke (MCP) und der proximalen Interphangealgelenke (PIP) der Finger
fuhren. Am haufigsten erkranken der 4. und 5. Finger, grundsatzlich konnen aber alle

Finger betroffen sein (Townley et al. 2006).

In Deutschland gibt es etwa 2 Millionen Patienten (Brenner et al. 2001), wobei der
Erkrankungsgipfel bei Mannern in der flinften Lebensdekade und bei Frauen in der
sechsten liegt (Shaw et al. 2007). In der neunten Lebensdekade ist die Geschlechts-
verteilung so gut wie ausgeglichen (Saar et al. 2000). Manner erkranken bis zu
sechsmal so haufig wie Frauen, dieses Phanomen wird als Androtopie bezeichnet
(Shaw et al. 2007). Kinder sind extrem selten betroffen (Urban et al. 1996, Foucher
et al. 2001). Patienten, die in einem jingeren Lebensalter erkranken, erleiden haufig
einen aggressiveren Verlauf mit erhdhter Rezidivneigung (sog. Dupuytren-Diathese)
(Berger et al. 1990, Wilbrand et al. 1999). Das Verhaltnis Manner zu Frauen liegt in
Bezug auf die Operationen bei 7:1 (Brenner et al. 2001). Fingerkndchelpolster
(Caroli et al. 1991), Morbus Ledderhose an der Plantaraponeurose (de Palma et al.
1999) und die Induratio penis plastica (Nugteren et al. 2011) sind &tiologisch &hnlich
und treffen gehauft in Assoziation mit Morbus Dupuytren auf.

Erstmalig medizinhistorisch verbirgt wurde der Morbus Dupuytren 1647 von Felix
Platter dokumentiert. Dieser fuhrte die Erkrankung allerdings auf eine Luxation der
Beugesehnen zurtick. 1831 beschrieb der Pariser Chirurg Guillaume Dupuytren die
digitopalmare Kontraktur als Erkrankung der Palmaraponeurose. Das Krankheitsbild
war bereits friher beschrieben worden und auch erste Versuche einer Aponeuroto-
mie waren durchgefiihrt worden, wie z.B. durch Henry Cline (1808) und Sir Astley

Cooper (1824). Seit 1831 ist es aber nach Guillaume Dupuytren benannt (Brenner et
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al. 2001, Khashan et al. 2011). Der frihen Erstbeschreibung zum Trotz ist die exakte
Pathogenese des Morbus Dupuytren bis heute noch nicht verstanden. Daher beste-

hen nach wie vor keine kausalen Therapiemoglichkeiten.

1.1.1. Klinisches Bild

Der typische Verlauf der Erkrankung entwickelt sich langsam und Uber viele Jahre.
Die Knotenbildung bleibt durch viele Patienten unbeachtet, da sie selten Einschran-
kungen verursacht. Durch die Strangbildung entsteht tblicher Weise Uber die Jahre
eine progressive Beugekontraktur der Finger. Weder Knoten noch Strénge sind
schmerzhatft, es sei denn ein Strang druckt direkt auf einen Hautnerven. Lediglich die
forcierte Dehnung gegen die Beugekontraktur wird als unangenehm bis schmerzhaft
empfunden. AulRerdem treten Hauteinziehungen (hauptsachlich beidseits der dista-
len Beugefalte) sowie unspezifische Verdickungen und Verhartungen auf. Sensibili-
tatsveranderungen, vor allem im Innervationsgebiet des Nervus ulnaris, werden be-
schrieben, diese sind aber selten (Berger 2009). Die Patienten leiden hauptséchlich
unter dem Kontrakturbedingten fortschreitenden Funktionsverlust der Hand. Im Ver-
lauf der Erkrankung werden Alltagsverrichtungen wie z.B. das Greifen und Schreiben
zunehmend unmoglich. Haufig sind beide Hande betroffen. Wenngleich haufiger die
rechte als die linke Hand operiert wird, kommt die Erkrankung an beiden Handen

gleich haufig vor.
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Abbildung 1: Hande mit Dupuytrenbefall, es zeigt sich eine dauerhafte Kontraktur im MCP
des vierten bzw. flnften Fingers. Gut sichtbar ist ebenfalls die Strangbildung in der Hohl-
hand.

1.1.2. Diagnosestellung

Die Diagnosestellung ist aufgrund des typischen klinischen Bildes meist einfach. Le-
diglich Kontrakturen anderer Genese konnen bisweilen differenzialdiagnostisch an-
spruchsvoll sein. Ebenso bei sehr frihen Stadien nur mit Knotenbildung, kann es
schwierig sein, eine eindeutige Diagnose zu stellen (Lennox et al. 1993). Bei der Be-
urteilung eines Rezidivs muss zwischen Narbenkontraktur und echtem Rezidiv unter-

schieden werden.

Zur exakten Beschreibung wie auch zur Verlaufserfassung kann das Ausmald der
Kontraktur nach Tubiana (Tubiana et al. 1968) eingeteilt werden. Hierbei werden die
Streckdefizite aller beteiligten Finger und Gelenke aufaddiert.
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Stadium 0 | Knoten in der Hand ohne Kontraktur
Stadium 1 | Kontraktur bis 45°

Stadium 2 | Kontraktur 46 —90°

Stadium 3 | Kontraktur 91 —135°

Stadium 4 | Kontraktur > 135°

Tabelle 1: Klassifikation nach Tubiana (Tubiana et al. 1968).

Stadium 1
45°-90°

Stadium 0

e

Stadium 2 Stadium 3
90°-135° / >135°

Abbildung 2: Erfassung des Streckdefizits (Brenner et al. 2001).

1.1.3. Epidemiologie

Allgemein tritt der Morbus Dupuytren am haufigsten in Nordeuropa auf (McFarlane
2002). Er gilt als die Krankheit der Wikinger bzw. Kaukasier. Schwarze Menschen er-
kranken nicht bzw. nur &uRRert selten (Mitra et al. 1994, Sladicka et al. 1996), in Asien
ist die Erkrankung weitgehend unbekannt, selten treten milde Formen auf, bei denen
sich nur Knoten bilden ohne operationsbedurftige Kontraktur der Finger (Slattery
2010).

1.1.4. Atiologie und Begleiterkrankungen

Die Atiologie des Morbus Dupuytren ist bislang nicht geklart. Auf Grund typischer
Begleiterkrankungen werden verschiedene endogene und exogene Faktoren disku-
tiert. Bei der Vielzahl der verschiedenen Begleiterkrankungen ist eine eindeutige Kor-

relation bezuiglich einer einheitlichen Atiologie schwierig, vor allem, da weiterhin nicht
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geklart ist, ob die jeweiligen Erkrankungen wirklich einen gemeinsamen Ursprung
haben oder lediglich Einfluss auf einander haben.

Die familidre Haufung weist auf eine genetische Ursache der Erkrankung hin. In der
Literatur werden autosomal-dominante mit variabler Penetranz oder rezessive
Erbgange diskutiert (Ling 1963, Burge 1999). Mogliche Ursachen hierfir waren Muta-
tionen in einzelnen bzw. in mehreren Genen. So haben Hu et al. (2005) in einer
schwedischen Familie eine veranderte Chromosomregion auf Chromosom 16 be-
schrieben haben. In dieser Region liegen die bekannten Gene CHD 9, RBL 2, AK-
TIP, RPGRIP1I, FTO, IRX 3, IRX 5, IRX 6. Fur weitergehende Aussagen musste al-

lerdings ebenfalls die Veranderung der Genprodukte untersucht werden.

Dolmans et al. (2011) haben in einer grol3en Studie (2300 Patienten) 9 Genloci be-
schrieben, die bei Dupuytrenpatienten veréndert sind. Auf 6 dieser 9 Loci liegen Ge-
ne, deren Produkte den Wnt- Signalweg beeinflussen wie z.B. WTN2, WNT4 und
WNT7B.

Sowohl Leberzirrhose ohne alkoholtoxische Ursache als auch erhdhter Alkoholkon-
sum (Burge et al. 1997) sind vergesellschaftet mit dem Auftreten von Morbus Dupuy-
tren. Dabei ist unklar, ob primar der Alkohol oder die Lebererkrankung das Auftreten
des Morbus Dupuytren befordert (Noble et al. 1992). Es stellt sich die Frage, ob die
veranderte metabolische Funktion der Leber eine Ursache sein konnte. Dies ist aber
noch nicht geklart (Rabinowitz et al. 1983)

Auch bei erhéhtem Nikotinkonsum tritt Morbus Dupuytren vermehrt auf. Ein Erkla-
rungsansatz konnte sein, dass die beim Morbus Dupuytren beschriebenen vaskula-
ren Verdnderungen im Sinne einer mikrovaskularen Einengung bis zur Okklusion
durch die durch das Rauchen ebenfalls verschlechterte Mikrozirkulation in der Hand
die Entstehung und Progression von Fibrose und in der Folge dann des Dupuytren
befordert (An et al. 1988, van Adrichem et al. 1992, Burge et al. 1997, Brenner et al.
2001).

Epilepsie tritt bei mannlichen Patienten verglichen mit gesunden Probanden mit ei-

ner funffach erhéhten Wahrscheinlichkeit mit Morbus Dupuytren vergesellschaftet
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auf. Bei weiblichen Patienten ist das Risiko sogar um das Elffache hoher (Early
1962). Interessanter Weise tritt Morbus Dupuytren hauptsachlich bei idiopathischer
und nicht bei posttraumatischer Epilepsie auf (Stuhler et al. 1977). Dies ist als Hin-
weis darauf zu werten, dass beide Erkrankungen maoglicher Weise einen gemeinsa-

men genetischen Hintergrund haben.

Morbus Dupuytren tritt aul3erdem gehauft bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ |
und Typ Il auf. In diesem Patientenkollektiv zeigt sich kein geschlechtsspezifischer
Unterschied. Allerdings erkranken Patienten mit Diabetes mellitus Typ | durchschnitt-
lich friher als das normale Dupuytrenkollektiv (Arkkila et al. 1997). Diabetiker erlei-
den einen milderen Verlauf und werden daher seltener operiert (Noble et al. 1992,
Brenner et al. 2003). Jennings et al. (1989) und Rosenbloom et al. (1996) zeigten
Ubereinstimmend, dass die Streckhemmung der Fingergelenke bei Morbus Dupuy-
tren sowohl mit der diabetischen Retino- als auch mit der Neuropathie assoziiert ist.
Die Mikroangiopathie, die bei Diabetes mellitus haufig auftritt, wird hier als mdgliche
Ursache gesehen. Aber auch erhéhte Cholesterin- und Triglyzerinwerte, wie bei Dia-
betikern haufig, treten bei Morbus Dupuytren signifikant vermehrt auf (Sanderson et
al. 1992).

Die These, dass Morbus Dupuytren eine Autoimmunerkrankung ist, bzw. zumindest
eine autoimmunologische Komponente hat besteht schon seit Langem und wird
dadurch untermauert, dass die Therapie mit Steroiden einen Effekt zeigt (Ketchum et
al. 2000). Es wurden verschiedene Antikérper gegen die Kollagene Typ I-IV bei Du-
puytrenpatienten nachgewiesen (Menzel et al. 1979, Neumuller et al. 1994). Dartber
hinaus leiden auch HIV-Patienten zu einem signifikant héheren Prozentsatz unter
Morbus Dupuytren (Bower et al. 1990).

Bereits seit langer Zeit wird als Ursache fur Morbus Dupuytren handwerkliches Arbei-
ten und Traumata in der Anamnese diskutiert (Mikkelsen 1978, Liss et al. 1996). Der
Erklarungsansatz war die Vermutung, dass durch Mikrotraumata in den Kapillaren
und Kollagenfasern die Entstehung und Progression der Erkrankung befordert wer-
den konnte. Die Definition von Trauma per se ist schwierig, genauso wie eine Mes-
sung des Ausmalies. Ebenfalls werden die Ergebnisse zum Teil dadurch beeinflusst,

zum Teil sogar verfalscht, dass sich Patienten, die beruflich nicht kérperlich arbeiten,
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in ihrer Freizeit manuell betatigen (z.B. Tennis, Golf) und ihre Hande dadurch eben-
falls mechanischem Stress ausgesetzt sind. Daher gibt es einige Autoren, die eine
direkte Korrelation ablehnen (Wulle 1986, Bergenudd et al. 1993, Burke et al. 2007).
Dennoch ist auf die Menge der epidemiologischen Daten hin zumindest eine Koinzi-

denz festzustellen (Bovenzi 1994, Brenner et al. 2001, Descatha et al. 2011).

[ 1)

Genetische Disposition
Nikotin
Alkohol
\ J —_—
Epilepsie

Manuelle Traumata

\ J

p
Veranderungen des

Immunsystems ) /

Abbildung 3: Atiologische Einfliisse auf Morbus Dupuytren.

1.1.5. Therapie des Morbus Dupuytren

1.1.5.1. Konservative Therapie

Viele verschiedene konservative Therapieansatze des Morbus Dupuytren wurden in
der Vergangenheit propagiert und zum grof3en Teil wieder verworfen. Eine kurze
Ubersicht soll der Vollstandigkeit halber gegeben werden. AusschlieBlich physiothe-
rapeutische Versuche werden immer wieder beschrieben, fihren aber nie zu einer
dauerhaften Besserung. Behandlungsversuche mit Vitamin E, Dimethylsulfoxid
(DMSO) und y-Interferon haben nachgewiesener Weise keinen Effekt auf die Erkran-
kung (Rayan 2008). Die lokale Injektion von Steroiden bewirkt zwar Besserung im
Sinne von kleineren und weicheren Knoten, sowie einer verlangsamten Progression
und verminderten Rezidivraten (Ketchum et al. 2000, Meek et al. 2002). Allerdings
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verhindern aber Nebenwirkungen wie Hautatrophie und Sehnenrupturen einen ver-
breiteten Einsatz dieser Methode (Rayan 2008). Strahlentherapie verhindert die aku-
te Progression des Morbus Dupuytren vor allem in den friihen Tubiana-Stadien 0 und
1 und kann daher bei solchen Patienten zur Anwendung kommen. Die Strahlenthe-
rapie verschlechtert die Bedingungen fir eine eventuell dennoch spater notwendige
Operation nicht (Betz et al. 2010).

Der zurzeit erfolgreichste und aktuellste Ansatz unter den nicht-operativen Thera-
piemdglichkeiten ist die enzymatische Aponeurotomie durch Injektion mikrobieller
Kollagenase. Erste Versuche gab es bereits in den 1970er Jahren (Hueston 1971).
Nach Phase Il und Il Studien durch Badalamente et al. (2007) haben Hurst et al.
(Hurst et al. 2009) eine Placebo-kontrollierte, randomisierte, doppelblinde Multicen-
terstudie veroffentlicht, in der bei 308 Patienten mit Kontrakturen von 20° und mehr
drei Kollagenaseinjektionen vorgenommen wurden. Die Bewegungsfreiheit in den be-
troffenen Gelenken stieg daraufhin signifikant. Nebenwirkungen dieser Behandlung
waren Hamatome, Hautverletzungen, Schwellung und diffuse Schmerzen; ebenfalls
wurden zwei Falle von Sehnenrupturen berichtet. Das Ergebnis dieser Studien ist
sehr vielversprechend und stellt eine relevante Alternative fiur bestimmte Patienten
dar; insbesondere fur Patienten, fir die aus verschiedenen Griinden eine Operation

nicht in Frage kommt.

1.1.5.2. Chirurgische Therapie

In Folge der begrenzten Mdglichkeiten der nicht-operativen Therapie und wegen des
sehr eingeschrankten Verstandnisses der Atiologie des Morbus Dupuytren ist aktuell
bei fortgeschrittenen Stadien eine operative Entfernung des erkrankten Gewebes die
Methode der Wabhl. Die alleinige Knoten- und Strangbildung in der Hohlhand stellt nur
bei Schmerzen eine Indikation fir eine Operation dar. Sobald allerdings eine Strang-
bildung zu einer Kontraktur in einem Metacarpophalangealgelenk von tber 30° fuhrt
oder eine Kontraktur, gleich welchen Ausmales, in einem proximalen Interphalange-
algelenk auftritt, sollte die Operations-Indikation gestellt werden (Smith 1991, Shaw
et al. 2007).

Es gibt verschiedene Operationsverfahren; bei allen kénnen als Nebenwirkungen
Hamatombildung, Sehnenverletzung, Wundheilungsstorungen, Hautnekrose, CRPS
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(compex regional pain syndrome), Schwellung und erneute Narbenkontraktur entste-
hen. Nebenwirkungen sowie die Rezidivrate variieren allerdings je nach Verfahren.

Partielle Aponeurektomie: Dies ist das aktuell am héaufigsten verwendete Verfahren.

Hierbei wird die Haut der Hohlhand erdffnet und das kontrahierende Gewebe zu-
sammen mit der umgebenden Palmaraponeurose prapariert und entfernt. Da sich die
Erkrankung nicht auf die makroskopisch sichtbaren Bereiche beschrankt, kénnen auf
diesem Weg einzelne erkrankte Gewebeteile zuriickbleiben. Dennoch werden mit der
partiellen Aponeurektomie gute Ergebnisse mit relativ niedrigen Rezidivraten (20%
nach 5 Jahren) erzielt. Die Nebenwirkungsrate ist auf Grund der Invasivitat hoher als
bei der Nadelaponeurotomie, aber niedriger als z.B. bei der radikalen Aponeurekto-

mie (van Rijssen et al. 2012).

Aponeurotomie: Es kann eine offene oder geschlossene Aponeurotomie durchge-

fuhrt werden. Dies ist das élteste Operationsverfahren; dabei wird der Strang, der die
Kontraktur bewirkt, durchtrennt, ohne das erkrankte Gewebe zu exzidieren. Beson-
ders bei alteren Patienten ist die Nadelaponeurotomie eine haufig angewendete Op-
tion, da das minimal invasive Verfahren zu einer schnelle Erholung mit geringen Ne-
benwirkungen fihrt. Nach funf Jahren ist die Rezidivrate mit 85% allerdings sehr
hoch (van Rijssen et al. 2012).

Radikale Aponeurektomie: Um die Rezidivrate maximal zu senken wurde die radikale

Aponeurektomie nach Mclndoe (1958) entwickelt. Hierbei wird die gesamte Aponeu-
rose der Hohlhand- und der Finger entfernt. Aktuelle Studien zeigen allerdings nicht
die angestrebte deutliche Senkung der Rezidivrate. Da das Verfahren dartiber hinaus
relativ. hohe Komplikationsraten mit Hamatombildung, verzogerter Wundheilung,
Hautnekrosen und CRPS aufweist, wird es nur sehr selten bei besonders aggressi-

ven Verlaufen mit flachigem Befall der Hohlhand eingesetzt (Khashan et al. 2011).

Dermatofasziektomie: Ebenfalls um die Rezidivrate zu senken (Hall et al. 1997), wur-

de die Exzision des erkrankten Gewebes mit geringem Erfolg auf die dartber liegen-
de Haut ausgedehnt (Gordon 1957, Townley et al. 2006). Der Defekt wird anschlie-
Rend durch ein Vollhauttransplantat gedeckt (Tonkin et al. 1984).
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Amputation: Eine ultima Ratio stellt die Amputation eines Fingers im proximalen In-
terphalangeal-Gelenk dar. Dies kann dann indiziert sein, wenn die Hand bereits
mehrfach operiert wurde und sich eine Kontraktur nicht mehr korrigieren lasst. Auch
bei einer schweren neurovaskularen Beeintrachtigung kommt eine Amputation in
Frage (Degreef et al. 2009). Alternativ kommt ebenfalls eine Versteifung der be-
troffenen Gelenke infrage. Diese fuhrt interessanter Weise zu einem Stillstand der
Erkrankung.

Unabhéngig von der gewahlten Operationsmethode ist eine gute Nachbehandlung
mit Physiotherapie und Schienung der Hand in jedem Fall wichtig, um eine Narben-
kontraktur zu verhindern und die Beweglichkeit der Finger maximal zu verbessern
(Saar et al. 2000).

Abbildung 4 zeigt eine partielle Aponeurektomie, mit ihren Vorteilen, da das betroffe-
nen Gewebe so gut wie vollstéandig entfernt wird und dadurch die Rezidivrate relativ
niedrig gehalten werden kann und ihren Nachteilen, da auf Grund der Grof3e des
Eingriffes Nebenwirkungen haufiger auftreten und die Zeit bis zur vollstandigen Erho-

lung langer ist als bei weniger invasiven Verfahren wie der Nadelaponeurektomie.
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Abbildung 4: zeigt eine partielle Aponeurektomie. A: Planung der Schnittfihrung; B: Prapa-
ration des Strangs; C: Resektion des Strangs; D: Nach Hautnaht.

1.1.6. Prognose

Haufig ist die Progression der Kontraktur sehr langsam (in einzelnen Fallen wurde
sogar eine Regression beschrieben), so dass die Situation der Finger lange Zeit
stabil bleibt und keine Therapie bendtigt wird (Townley et al. 2006). Je nachdem wie
stark Patienten im Alltag auf Feinmotorik und alle Finger angewiesen sind, muss zum
Teil die Operations-Indikation schon sehr friih gestellt werden. Leider ist der Verlauf
bei jungeren Patienten oft aggressiver (sog. Dupuytrendiathese), so dass diese
ebenfalls schneller eine Operation zur Erhaltung der Handfunktion benétigen. Dies
stellt vor allem deshalb ein Problem dar, da die Rezidivrate bei diesen Patienten rela-
tiv hoch ist. Die kontralaterale Seite ist dabei haufig ebenfalls, aber in einem niedrige-
ren Ausmal3, betroffen (Wilbrand et al. 1999). Die Rezidivrate nach Aponeurektomie

wird mit 20% innerhalb von 5 Jahren angegeben (van Rijssen et al. 2012).

1.1.7. Pathohistologie

Morbus Dupuytren gehdrt pathohistologisch zu der Gruppe der Fibromatosen. Diese
prasentieren sich als fibrése Proliferation und haben eine Zwischenstellung zwischen
benignen fibrosen Tumoren und den Fibrosarkomen. Sie wachsen zwar lokal infiltrie-
rend, metastasieren aber nicht (Riede 2004). Das histologische Bild des Morbus Du-
puytren ahnelt den Prozessen, die bei der aktiven Wundheilung von Bindegewebe
ablaufen (Howard et al. 2004). Es gibt eine hohe Anzahl von Fibroblasten und es
wird eine erhéhte Menge von Proteinen der Extrazellularen Matrix, besonders Kol-
lagen, eingelagert. Dartber hinaus ist die Anwesenheit von Myofibroblasten sowohl
fur Morbus Dupuytren als auch fur die Wundheilung charakteristisch (Tomasek et al.
2002). Ausgehend von den histologischen Veranderungen haben Luck et al. (1959)

drei Stadien definiert, in die sich die Erkrankung einteilen Iasst.

1. Proliferationstadium: Dieses Stadium ist gekennzeichnet durch das Entstehen von

einzelnen Knoten, die gut vaskularisiert sind; sie bilden sich aus Endothelzellen und
der gleichzeitigen Vermehrung von retikularen Fasern. Das Proliferationsstadium ist

sehr zellreich.
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2. Involutionsstadium: Das Involutionsstadium ist das Ubergangsstadium vom zellrei-

chen zum zellarmen Stadium. Der Kollagenanteil steigt und die Zellen ordnen sich
entlang der Belastungslinien des Gewebes an und fuhren so zur Kontraktur. Subku-
tanes Gewebe und die Haut werden ebenfalls von Kollagen infiltriert. Die Knoten bil-

den sich zuriick.

3. Residualstadium: Die Knoten sind fast vollstdndig verschwunden. Es haben sich

zellarme Stréange gebildet, die von Kollagenfasern umhiillt sind. Es kommt zur fortge-

schrittenen Kontraktur und Hautfixation.

Diese Phasen konnen allerdings bei einem Patienten unabhéngig von einander an
mehreren Stellen der Hohlhand gleichzeitig ablaufen. In der Literatur wird die Eintei-
lung nach Luck héaufig benutzt, allerdings hat sie fur die Klinik keine wesentliche Be-
deutung (Shih et al. 2010).

1.2. Aktueller Stand der Forschung

1.2.1. Die Rolle der Myofibroblasten im Morbus Dupuytren

Die Verkirzung der Palmaraponeurose fuhrt bei Patienten, die an Morbus Dupuytren
erkrankt sind, zu einer dauerhaften Flexionskontraktur (McFarlane et al. 1990). Wie
es zu dieser Kontraktur kommt, war lange Zeit ungeklart. Gabbiani et al. (1972) be-
schrieben als erste eine besondere Zellart in aus Dupuytrenoperationen gewonne-
nem Gewebe. Es handelt sich dabei um Fibroblasten, die Eigenschaften glatter Mus-
kelzellen aufweisen und sich kontrahieren konnen. Daher wurden diese als ,Myo-
fibroblasten“ bezeichnet. Diese Zellen werden ebenfalls bei der aktiven Wundheilung
gefunden und fiihren dort zur Kontraktion des Gewebes (Hinz 2007). Im Unterschied
zu Fibroblasten enthalten sie mehr Bundel intrazellularer Aktin-Mikrofilamente, auch
Stressfasern genannt, die dhnlich den Myofibrillen von glatten Muskelzellen langs zur
Zellachse organisiert sind, anstatt wie in Fibroblasten ein kortikales Netzwerk zu bil-
den (Tomasek et al. 1987). Wie in glatten Muskelzellen sind die Zellkerne eingedellt
(Tomasek et al. 1999). Uber die sogenannten transmembrandsen Fibronexus sind
die Aktin-Mikrofilamente der Myofibroblasten mit extrazellularen Fibronektin-
Filamenten verbunden (Singer 1979, Tomasek et al. 1991, Hinz et al. 2007). Dadurch



Einleitung 19

wird die Kraftibertragung von der Zelle auf das umliegende Gewebe moglich (Shaw
et al. 2007).

In Myofibroblasten findet sich ein ausgedehntes raues endoplasmatische Retikulum,
ein gut entwickelter Golgi-Apparat und typischer Weise keine Basalmembran. Au-
Rerdem sind sie Uber Gap-Junctions verbunden. Diese Eigenschaften sind ebenfalls
typisch fir Fibroblasten (Sandbo et al. 2011). Fur Fibroblasten als Ursprung der Myo-
fibroblasten spricht auf3erdem, dass sich in den Zellen Vimentin und nicht-
muskulares Myosin nachweisen lassen; zusétzlich sind sie negativ fur Laminin und
Desmin, die beide glattmuskulare Proteine sind (Tomasek et al. 1987, Hinz et al.
2007).

Das spezifische Mikrofilament der Myofibroblasten ist a-SMA (smooth muscle actin).
Dieses wird auch als Nachweis der Anwesenheit von Myofibroblasten im Gewebe
verwendet (Hinz et al. 2007). In Dupuytren-Gewebe ist die Konzentration von a-SMA
erhoéht (Hindman et al. 2003) und die Expression von a-SMA ist positiv korreliert mit
der Entstehung bzw. Erzeugung von kontraktiler Kraft in Dupuytren’schen Zellen
(Tomasek et al. 1995). Myofibroblasten werden in den Knoten der Zellproliferation
gefunden und verschwinden in den Kontrakturstrangen (McFarlane et al. 1990).

Die Proliferation von Myofibroblasten kann in vitro stimuliert werden durch die Gabe
von TGF-B 1 und 2 (transforming growth factor) sowie Fibronektin ED-A (Hinz et al.
2007). AulRerdem stimuliert mechanischer Stress ebenfalls die Proliferation von Myo-
fibroblasten (Halliday et al. 1995, Tomasek et al. 2002). Weitere Zytokine und
Wachstumsfaktoren wie PDGF (platelet-derived growth factor) und TNF-a (Tumor
Nekrose Faktor) induzieren zwar die Proliferation von Myofibroblasten, nicht aber die
Expression von a-SMA im Gewebe, welches ein entscheidender Effekt zu sein
scheint (Tomasek et al. 1999). Das Wachstum der Myofibroblasten wird durch die
Gabe von Interleukin 1 o und B und Interferon-y dahin gegen inhibiert (Pittet et al.
1994, Shephard et al. 2004).
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1.2.2. Veranderungen in der Zusammensetzung der extrazellularen Matrix

Fibroblasten produzieren sowohl Kollagen als auch Glykosaminoglykane. Da die
Zellproliferation in dem erkrankten Gewebe erhoht ist, ist auch die Zusammenset-
zung der extrazellularen Matrix verandert. Im Gewebe der Dupuytren-Aponeurose ist
der Gesamtkollagengehalt erhdht (Bazin et al. 1980). Hierbei ist das Kollagen Typ Il
im Verhaltnis zu Kollagen Typ | erhdht, was dadurch bedingt ist, dass wegen der er-
hohten Zellproliferation und —dichte weniger Kollagen-Typ | durch die Myofibroblas-
ten produziert wird (Lam et al. 2010). Kollagen-Typ 1V, V und VI sind ebenfalls er-
hoht. Diese Kollagen-Typen finden sich hauptsachlich in den zellreichen Gewebebe-
reichen (McFarlane et al. 1990, Berndt et al. 1994, Magro et al. 1997, Lee et al.
2006). Die Uberexpression von TGF-f fuhrt auf mehreren Wegen zu einer Verstar-
kung der pathologischen Situation. Zum einen stimuliert TGF-B die Produktion von
extrazellularen Matrix Proteinen wie Kollagen, Fibronektin und Integrine durch die
Fibroblasten und zum anderen inhibiert es die Enzyme wie z.B. Kollagenasen, die
diese abbauen, (Blobe et al. 2000).

Fibronektin ist ein adhasives extrazellulares Glykoprotein. Durch alternatives Splei-
Ben der pra&-mRNA werden aus einem Gen mehrere Variationen des Fibronektin ko-
diert (Van Obberghen-Schilling et al. 2011). Wéahrend des aktiven Krankheitsprozes-
ses ist die Fibronektin-Konzentration im Gewebe erhéht und nimmt zur Residualpha-
se langsam wieder ab (Halliday et al. 1994). Interessanter Weise ist besonders die
fotale Isoform des Fibronektin ED-B+ hoch reguliert. Dies zeigt, dass vermutlich der
Pathogenese des Morbus Dupuytren Parallelen von bei der Wundheilung wirksamen
Prozessen zu Grunde liegen (Halliday et al. 1994, Berndt et al. 1998). Fibronektin
verbindet Fibroblasten mit dem umliegenden Kollagen. Auf diese Weise Ubertragt es
die intrazellulare Kontraktionskraft auf die extrazellulare Matrix (Tomasek et al.
1987). Damit hat es eine Schlisselrolle bei Remodellierungsablaufen im Bindegewe-
be inne (Halliday et al. 1994).

Laminin, ein Protein der Basalmembran und Tenascin, ein Glykoprotein der extrazel-
lularen Matrix, zeigen ein ahnliches Expressionsprofil wie Fibronektin (Berndt et al.
1994). Forsman et al. (2008) haben gezeigt, dass zum einen im Dupuytren-Gewebe
Myoglobulin herunter reguliert ist und zum andern der Tyrosinkinase Orphanlike Re-

zeptor 2 (ROR2) deutlich starker exprimiert wird als im gesunden Gewebe. Interes-



Einleitung 21

santer Weise ist der ROR 2 auch mit anderen Erkrankungen mit Handdeformitaten
assoziiert (Schwabe et al. 2000). Diese Veranderungen missen aber noch weiter er-

forscht werden.

Glykosaminoglykane sind Makromolektle der extrazellularen Matrix, die aus einem
Kernprotein (core-protein) und mindestens einem peripheren Polysaccharid-
Fragment bestehen. Diese bestimmen in ihrer unterschiedlichen Zusammensetzung
wesentlich die Steifigkeit und Stabilitat der Extrazellularen Matrix. Die jeweilige Zu-
sammensetzung der Glykosaminoglykanarten ist gewebespezifisch. Diese Mischung
bestimmt die Viskositdt und Permeabilitdt des Gewebes. Aul3erdem hangt die Was-
serbindungsfahigkeit und damit der Turgor der extrazellularen Matrix von ihr ab
(Loffler et al. 2007). Dieser ist beim Morbus Dupuytren signifikant erhoht (Bazin et al.
1980). In erkranktem Gewebe ist zum einen der Gesamtgehalt an Glykosaminogly-
kanen erhéht und zum anderen die Zusammensetzung der verschiedenen Proteine
verandert. Dies haben z. B. Strukturanalysen von Kozma et al. (2007) ergeben. Ob-
wohl alle Glykosaminoglykane durch einen hohen Umsatz gekennzeichnet sind, kann
man bei Dupuytrenpatienten erhéhte Werte im Blutserum nachweisen (Brenner et al.
2003).

1.2.3. Regulation von Wachstumsfaktoren, Rezeptoren und Enzymen im Du-

puytrengewebe

Eine Vielzahl an Wachstumsfaktoren sind im Rahmen der Dupuytren’schen Kontrak-
tur verandert; diese sind daher entweder ursdchlich oder als Folge der Erkrankung
beteiligt. Ein kurzer Uberblick Giber den aktuellen Stand der Forschung soll hier ge-
geben werden. Die Uberexpression von TGF-B, ist eine der bekanntesten und am
besten untersuchten Veranderungen im Dupuytrengewebe (Baird et al. 1993, Zhang
et al. 2008). Dieser Wachstumsfaktor ist fur die Regulation diverser Matrixproteine,
wie Fibronektin, Kollagen, Glykosaminoglykane und weiterer, welche beim Morbus
Dupuytren verandert sind, verantwortlich. Darlber hinaus wird TGF- haufig bei Ent-
zindungs- und Fibroseprozessen ausgeschuttet (Oberringer et al. 2008). Insofern
sind die Interaktionswege zwischen der Erkrankung und diesem Wachstumsfaktor
vielfaltig. Der PDFG (platelet-derived growth factor) und der FGF (fibroblast growth

factor) sind Stimulatoren der Fibroblastenproliferation und werden im Dupuytrenge-
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webe vermehrt exprimiert (Gonzalez et al. 1992, Khashan et al. 2011). Hinzu kommt,
dass mit zunehmender Zugkraft auf das Gewebe, die Expression von PDFG durch
die Fibroblasten steigt (Terek et al. 1995, Alman et al. 1996). Ebenfalls hoch reguliert
ist der EGF (epidermal growth factor) (Augoff et al. 2005). Der EGF spielt eine Rolle

bei Zellproliferation und —differenzierung.

Mehrere Studien haben gezeigt, dass die Regulation der Matrix-Metalloproteinasen
stark verandert ist. So sind MMP 2, 13, 14 und TIMP 1 (Tissue Inhibitors of Me-
talloproteinases) hoch reguliert (Ulrich et al. 2003, Johnston et al. 2007, 2009). Da
diese Enzymgruppe wesentlich die Synthese und Ablagerung von Kollagen beein-
flussen, verstarken diese Veranderungen mafgebend die Entstehung der Fibrose.
Townley et al. (2009) haben daher in vitro die Wirkung von dem MMP-Inhibitor llo-
mastat auf Dupuytren-Fibroblasten untersucht. Diese Studien zeigten eine Verringe-
rung der Kontraktion der Fibroblasten bei Gabe von llomastat, allerdings fehlt noch

die Untersuchung in vivo.

Pagnotta et al. (2002) haben gezeigt, dass in Dupuytren-Gewebe Androgenrezepto-
ren starker exprimiert werden; dies kdnnte die Androtopie des Morbus Dupuytren
mitbegrinden. Die Expression des heat shock protein 47, Interleukin 1 und von MafB
sind hoch reguliert (Baird et al. 1993, Howard et al. 2004, Lee et al. 2006). Die Be-
deutung der Ergebnisse dieser Studien muss noch weiter untersucht werden. Vi et al.
(2009) haben gezeigt, dass Periostin, ein Matrixprotein, das sezerniert wird, in Du-
puytrengewebe in erhdhter Konzentration nachweisbar ist. Interessanter Weise bin-
det Periostin an aVp3 und aVp5 Integrine und moduliert dartiber die Zellmotilitat und

-proliferation (Gillan et al. 2002).

1.2.4. Verandertes Integrinprofil der Dupuytrenzellen

Die Veranderungen in der extrazellularen Matrix, besonders in Hinsicht auf die Hoch-
regulation von Fibronektin aber auch die Veranderungen im Adhasionsverhalten,
weisen auf die Mdglichkeit hin, dass das Integrinprofil der Dupuytrenzellen ebenfalls
verandert sein kdnnte. Integrine sind transmembranare Proteine, die sowohl bei Zell-
Zell- als auch bei Zell-Matrixkontakten eine wichtige Rolle spielen. Sie spielen unter
anderem eine Rolle bei Zellproliferation, -migration, -morphologie, -differenzierung
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und Apoptose. Integrine sind Dimere, die jeweils aus einer a und einer  Untereinheit
bestehen, es sind 18 a- und 8 B-Untereinheiten bekannt. Fibronektin ist ein wichtiger

Integrinligand (Docheva et al. 2007).
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Abbildung 5: Schematisches Integrinmodell. 5A zeigt den Aufbau des transmembrandsen
Integrinrezeptors aus einer a- und einer B-Untereinheit (Docheva et al. 2007). 5B gibt eine
Ubersicht tber die vielfachen Liganden der Integrinrezeptoren (Barczyk et al. 2010).

Magro et al. (1995, 1997) wiesen mittels Immunoféarbung die Hochregulation des
a5B1-Integrins in den zellreichen Knoten nach. In den zellarmen Strangregionen, liel3
sich diese Veranderung nicht zeigen. Fir die ebenfalls untersuchten Integrine a21
und a6PB1 lieRen sich dahingegen keine Veranderung nachweisen. Bereits 1997 un-
tersuchten (Quaglino et al.) Dupuytrenzellen mittels FACS (fluorescence activated
cell sorting, Durchflusszytometrie) und zeigten, dass die Expression der Integrine
verandert ist. Sie fanden eine Erniedrigung der a2 Integrine und eine Erhéhung der
a5 Integrine, vor allem in Zellen, die aus Strangpraparaten gewonnen worden waren.
Hoch et al. untersuchten (2002) ebenfalls per FACS Dupuytrenzellen auf ihr Integrin-
profil, allerdings fanden sie keine Unterschiede zu den Kontrollzellen fur die Integrine
a2 und a3 und B1.



Einleitung 24

1.2.5. Genetische Veranderungen im Zusammenhang mit Morbus Dupuytren

Da eine familidre Haufung bei Morbus Dupuytren bekannt ist, wird seit langem unter-
sucht, welche Risikofaktoren auf genetischer Ebene zu finden sind. Dabei liel3en sich
verschiedene Veranderungen feststellen. Hu et al. (2005) haben bei einer schwedi-
schen Familie mit Morbus Dupuytren einen Abschnitt auf Chromosom 16q identifi-
ziert, der dominant fur die Erkrankung ist. Shih et al. (2009) fanden aufbauend auf

dieser Studie ein Gen, IRX 6, das bei Morbus Dupuytren hoch reguliert ist.

Dass HLA-DR3 positive Patienten ein erhéhtes Risiko haben an Morbus Dupuytren
zu erkranken, fanden Neumdller et al. (1994). Spencer et al. (1984) konnten eben-
falls eine signifikante Assoziation fir HLA-DR4 positive Patienten nachweisen. Wei-
terhin wurde eine erhdhte Inzidenz des Morbus Dupuytren fur Patienten, die HLA-
DR1*15 positiv sind, festgestellt (Brown et al. 2008).

Bekannte Polymorphismen fiur TGF-3 wurden untersucht, sind aber nicht mit Morbus
Dupuytren assoziiert (Bayat et al. 2002, 2003). Dahingegen konnte ein Polymor-
phismus fur Zf9 signifikant mit dem Risiko Morbus Dupuytren zu entwickeln, assozi-
iert werden (Bayat et al. 2003). Des Weiteren wurde ebenfalls eine mitochondriale
Mutation gefunden, die hoch signifikant fir Dupuytrenpatienten ist (Bayat et al.
2005). Dolmans et al. (2011) haben bei 2300 Dupuytren- Patienten 9 SNPs nachge-
wiesen, von denen 6 die Signalkaskade des Wnt-Proteins beeinflussen. Dies ist zum
einen ein Beleg fir eine genetische Ursache des Morbus Dupuytren und zum ande-
ren ein Nachweis, dass das Wnt-Protein eine Beteiligung an der Pathogenese haben

kdnnte.

1.2.6. Hypoxie und freie Sauerstoffradikale als mdgliche Ursachen

Histologisch findet sich beim Morbus Dupuytren eine Einengung der Lumina der
Endgefal3e, die durch eine Verdickung der Endothelwande bedingt wird (Comtet et
al. 1985). Dadurch kommt es zu einer Minderperfusion, welche die Proliferation von
Fibroblasten stimuliert und durch die lokale Hypoxie die Bildung von Myofibroblasten
beglnstigt. Das Interessante an dieser These ist, dass sie auf der Mirkoangiopathie
grundet, die sowohl Nikotinabusus, Alkoholabusus, Diabetes mellitus, Leberzirrhose

als auch das repetitive Handtrauma als Ursache haben kann.



Einleitung 25

Die Frage, ob es das Trigonum palmare, also eine per se hypovaskulare Zone, in der
Hohlhand gibt, wird in der Literatur diskutiert (Conway et al. 1954, Schrader et al.
1997, Elsner et al. 2001). Die Hypothese, dass Hypoxie allein die Progression der
Erkrankung beftrdert, wird erweitert durch die Frage nach der Rolle der freien Sau-
erstoffradikalen im Gewebe. Murrell et al. (1987, 1990) fanden 6-fach erhéhte Hypo-
xanthinwerte in erkrankter Aponeurose, was ebenfalls durch Hypoxie bedingt zu sein
scheint (Kloen 1999). Der Abbau von Hypoxanthin durch die Hypoxanthinoxidase
lauft mit der Abgabe freier Sauerstoffradikale einher. Freie Sauerstoffradikale stimu-
lieren die Proliferation von perivaskuléaren Zellen, was wiederum die Gefal3verengung
und die damit die Gewebehypoxie verstarkt. Dazu kommt, dass aul3erdem die Fib-
roblastenproliferation sowie die Kollagenproduktion angeregt wird und sich dadurch
die Fibrose verstarkt (Shih et al. 2010).

1.3. Ziel der Arbeit - Charakterisierung der Zellen aus der Dupuy-

tren’schen Kontraktur auf molekularbiologischer Ebene

Die Tatsache, dass bislang weder die Atiologie noch die Pathogenese des Morbus
Dupuytren umfassend verstanden sind, ist ein grundlegendes Problem fir die Ent-
wicklung kausaler Therapieansétze. Die Forschung hat sich, wie oben dargestellt, mit
vielen Veranderungen im erkrankten Gewebe beschaftigt; allerdings wurde die Cha-
rakterisierung der Zellen selbst erst sehr wenig erforscht. Mit dem Ziel einen neuen
Therapieansatz fur den Morbus Dupuytren zu finden haben wir in der vorliegenden
Studie Zellen aus Palmaraponeurosen von Morbus-Dupuytren-Patienten isoliert und

mit Zellen aus gesunder Palmaraponeurose verglichen.

Die hohe Rate an Rezidiverkrankungen wirft aul3erdem die Frage auf, ob sich grund-
legende Unterschiede zwischen Zellen aus Dupuytrenerstmanifestationen und Zellen

aus Rezidivoperationen feststellen lassen.

Dazu wurden zuerst grundlegende Techniken etabliert, die Frage der Isolation und
Kultivierung der Zellen betreffend. In einem zweiten Schritt wurden das Wachstums-
verhalten in der Langzeitkultur und die Stammzelleigenschaften der Zellen unter-

sucht.
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Die Bezeichnung der Zellen als Myofibroblasten fuhrte zur Untersuchung der Frage-
stellung ob und in welchem Ausmal} sich Dupuytren’sche Zellen in andere Zelllinien
differenzieren lassen. Hierbei galt das vorrangige Forschungsinteresse der Frage,

inwieweit sich die Zellspezifitat der Zellen verandert hat.

AulRRerdem sollte ausgehend von den bereits bekannten Veranderungen im Gewebe
ein Profil der Veranderungen auf RNA-Ebene mittels PCR-Untersuchung erstellt
werden. Die bereits erforschten Veranderungen (Quaglino et al. 1997, Hoch et al.
2002) lielRen uns dabei einen Schwerpunkt auf das Integrinprofil der Zellen legen. Da
die bisherigen Untersuchungen nicht auf PCR-Ebene durchgefuhrt worden waren, in-

teressierte uns das Expressionsprofil in dieser Untersuchung besonders.
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2. Material und Methoden

2.1. Operationspraparate

Alle verwendeten Proben stammen aus geplanten ambulanten Operationen des
Fachbereiches Handchirurgie, plastische Chirurgie der Chirurgischen Klinik und Poli-
klinik Innenstadt, der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen. Die Patienten wurden
vor den Operationen tber ihre Teilnahme an der Studie aufgeklart und mit Hilfe eines
Fragebogens (s. Anhang) aufgenommen. Alle Patienten willigten schriftlich in die
Teilnahme ein. Fur die Verwendung der Proben zu Forschungszwecken liegt der be-
willigte Antrag an die Ethikkommission der medizinischen Fakultat der LMU (Ethikan-
trag 166-08) vor.

2.2. Spenderkollektiv

2.2.1. Epidemiologie des Spenderkollektivs

Tabelle 2 zeigt die Ubersicht (iber alle Spender der Praparate, die im Rahmen dieser
Studie untersucht wurden. Alle Patienten wurden anonymisiert mit der Kennung HA.
Dabei steht HA flr humane Aponeurose und die Zahl fur die Reihenfolge, in der die
Proben im Labor eintrafen. Es wurden ausschlie3lich Manner kaukasischer Herkunft
untersucht. Wie die Tabelle zeigt, kamen in dem Kollektiv die Risikofaktoren Nikotin
sowie Alkoholabusus gehauft vor. Eine Erkrankung an Diabetes mellitus Typ 2 wurde
einmal angegeben. Aulerdem wiesen mehrere Spender eine positive Familienan-

amnese auf.
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Nr. Gruppe Familie Nikotin Alkohol Diabetes Rezidiv Tubiana
HA-1 PrimDup 1 2
HA-2 X X 4
HA-3 2
HA-4 1
HA-5 PrimDup2 | x 4
HA-6 4 PY 2
HA-7 RezDup 1 ex 20 PY 3x 4
HA-8 RezDup 2 2/d 1x 3
HA-9 PrimDup 3 | x 2
HA-10 X 1/d 2
HA-11 ex 3PY 1/d 1
HA-12 X ex 10PY 1
HA-13 X 1
HA-14 RezDup 3 1x 2
HA-15 Kon

Tabelle 2: Das Spenderkollektiv zeigt die Ubersicht tiber alle Spender der Praparate, die im

Rahmen dieser Studie untersucht wurden. Alle Patienten wurden anonymisiert mit der Kennung

HA. Dabei steht HA flr humane Aponeurose und die Zahl fur die Reihenfolge, in der die Proben

im Labor eintrafen. Es wurden ausschliel3lich Manner kaukasischer Herkunft untersucht. Abktr-

zungen: HA humane Aponeurose, PrimDup primérer Dupuytren, RezDup Rezidivdupuytren, Kon

Kontrollzellen, PY Pack Years, d Tag.

2.2.2. Selektion der Spender

Auf Grund des gut belegten Einflusses von Nikotin (Burge et al. 1997), Alkohol
(Burge et al. 1997), Diabetes (Brenner et al. 2001), Epilepsie (Stuhler et al. 1977)

und HIV (Bower et al. 1990) wurden Praparate der Patienten mit diesen Kriterien

ausgeschlossen. Eine familidre Belastung wurde so haufig festgestellt, dass es nicht

moglich war ausschlie3lich Patienten ohne jegliche Risikofaktoren einzuschliel3en.

Es konnte aber eine Gruppe ohne extrinsische Risikofaktoren fur M.Dupuytren gebil-

det werden. Es resultierten, wie in Tabelle 3 dargestellt, zwei Gruppen a drei Spen-

der. Die Spender HA1, HA5 und HA9 wurden in die Gruppe der Zellen aus priméren

Dupuytren, d.h. ohne extrinsische Risikofaktoren, eingeschlossen und als PrimDupl,
PrimDup2 und PrimDup3 bezeichnet. Die Spender HA7, HA8 und HA14 wurden in
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die Gruppe der Rezidivpatienten eingeschlossen und als RezDupl, RezDup2 und
RezDup3 bezeichnet. In dieser Gruppe treten externe Risikofaktoren gehauft auf (s.
Tabelle 3). Die Kontrollzellen aus gesunder Palmaraponeurose stammen aus einer

Operation zur Entlastung eines Karpaltunnelsyndroms und wurden als Kon bezeich-

net.
Familie Nikotin Alkohol Diabetes Rezidiv Tubiana

PrimDup 1 2
PrimDup2 | x 4
PrimDup 3 | x 2
RezDup 1 Ex 20 PY 3x 4
RezDup 2 2/d 1x 3
RezDup 3 1x 2
Kon

Tabelle 3: Selektion der Spender. Aus dem Kollektiv der Spender wurde sowohl eine Gruppe
mit Patienten ohne extrinsische Risikofaktoren gebildet und als PrimDup benannt als auch eine
Gruppe mit Patienten, die wegen eines Rezidivs operiert wurden und diese als RezDup be-
nannt. Die Kontrollzellen stammen aus einer Operation zur Entlastung eines Karpaltunnelsyn-
droms. Abklrzungen: PrimDup priméarer Dupuytren, RezDup Rezidivdupuytren, Kon Kontrollzel-
len, PY Pack Years, d Tag.

2.3. Zellkultur

2.3.1. Zellisolation

Alle Praparate wurden unter sterilen Bedingungen in 50ml Falcon-Réhrchen
(Sarstedt, Deutschland) mit Nahrmedium bestehend aus 85% DMEM/HAM'S mit Glu-
tamin (Gibco, USA), 10% fétalem Kalberserum (Sigma), 2% MEM-Aminosauren (Bi-
ochrom, Deutschland), 1% Ascorbinsdurephosphat (Sigma), 1% Penicillin
/Streptomycin (Gibco, USA), 1% Patricin (Biochrom, Deutschland) gegeben. Direkt
im Anschluss erfolgte die erste Waschung in einer 100mm Petri-Schale (Falcon,
USA) mit PBS (phosphate-buffered saline; Merck, Deutschland), so dass keine Blut-

reste mehr zurtickblieben. Mit Hilfe eines Skalpells und Pinzette wurde samtliches



Material und Methoden 30

Fettgewebe ab prapariert. Bei der Isolierung der Zellen wurden zwei unterschiedliche
Protokolle verwendet, verotffentlicht von Salingcarnboriboon et al. (2003) und von
Schulze-Tanzil et al. (2004):

Protokoll nach Salingcarnboriboon:

Das Dupuytrengewebe wurde mit einem Skalpell in moglichst kleine Stiicke geschnit-
ten. In einem sterilen 15ml Falconréhrchen (Sarstedt) wurde Dupuytren Zellmedium
mit 0,15% Kollagenase Il (Worthington, USA) gemischt, danach wurden die Gewe-
bestickchen in dem Verdaumedium fur 14-16h in einem 37°C Inkubator auf einer
Schittelplatte inkubiert. Dabei war es wichtig, nicht zu viel Gewebe in ein Falcon-
réhrchen (Sarstedt) zu geben, damit alles Gewebe gleichmalRig verdaut werden
konnte. Nach Ablauf der Verdauzeit wurde die gesamte Probe durch ein steriles Ny-
lonnetz (70um) (Falcon) gefiltert und das Filtrat zentrifugiert (CT 422, Jouan, Frank-
reich) bei 500 x g fiir 5min. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in Zellme-
dium aufgelost und die Zellen in Kulturflaschen (Nunc GmbH & Co. KG, Deutsch-

land) bei nicht mehr als 30-40% Konfluenz ausgesat.

Protokoll nach Schulze- Tanzil:

Das Dupuytrengewebe wurde ebenfalls in mdglichst kleine Stiicke geschnitten. Diese
Sticke wurden mit viel Abstand zwischen den Gewebestiicken in sterilen 100mm
Petri-Schalen (Falcon, USA) verteilt und gerade so mit Zellmedium bedeckt, dass sie
den Bodenkontakt sicher nicht verlieren konnten. Die Schalen wurden im Brut-
schrank (Ser. Nr.: 39709355, Jouan, France) bei konstant 37°C und 5% CO, gela-
gert. Das Medium wurde alle drei Tage gewechselt. Dabei wurde mittels einer steri-
len Glaspipette etwa 2/3 des alten Mediums abgesaugt und dieses durch frisches
Medium ersetzt. Sobald so viele Zellen aus dem Gewebe ausgewandert waren, dass
ihre Konfluenz 50-60% erreichte, wurde das Gewebe entfernt und die Zellen trypsini-

ert.

Um Dupuytrenzellen aus molekularbiologischer Sicht besser charakterisieren zu
kénnen, war es essenziell diejenige Isolationsmethode zu wahlen mit der die Zellen
am wenigsten verandert werden. Die Isolation der Zellen aus dem Dupuytrengewebe
per Verdau dauert einen Tag, wohin gegen die Migration der Zellen aus dem Gewe-
be ca. 14 Tage dauert. Dies bedeutet, dass die Zellen langer den in vitro-
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Bedingungen ausgesetzt sind, bevor weitere Versuche eingeleitet werden und z.B.
RNA isoliert werden kann. Zusatzlich werden die Zellen durch den Migrationsprozess
bereits selektiert und verandert. Aul3erdem kommt hinzu dass die Zellen morpholo-
gisch weniger homogen sind. Um vergleichbare und méglichst origindre Zellen zu un-
tersuchen, wurden fur alle Experimente nur Zellen, die per Verdau isoliert wurden,

verwendet.

Abbildung 6: Dupuytrenpraparat.

2.3.2. Zellkulturbedingungen

Die Zellen wurden in Zellmedium (siehe Tabelle 4) in Kulturflaschen (Nunc) in Brut-
schrank (Jouan) unter konstant 37°C und 5% CO; kultiviert. Bei den frihen Passa-
gen (0-2) wurde Patrizin (Biochrom, Deutschland) zum Medium dazugegeben um ei-
ne Pilzinfektion zu verhindern. Alle Arbeiten mit den Zellen wurden in einer sterilen
Arbeitsbank, die Uber einen stdndigen laminaren Luftstrom verfugt, durchgefuhrt.
FBS (Sigma, Deutschland) wurde vor der Verwendung im Wasserbad bei 56°C hitze-

inaktiviert.

Zusatze Konzentration Volumen auf Unternehmen
500ml

DMEM/ HAM'S mit 85% 425 ml Gibco, USA
Glutamin
Fetales Kalber Serum 10% 50 ml Sigma, Deutschland
(FBS)
MEM- AS 2% 10 ml Biochrom, Deutschland
Ascorbin Saure Phosphat 1% 5mil Sigma
Penicillin/ Streptomycin 1% Smi Gibco
Patrizin 1% 5ml Biochrom

Tabelle 4: Medium fur Dupuytrenzellen.
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2.3.3. Zellen passagieren

Bei einer Konfluenz von 85-90% wurden die Zellen passagiert. Dabei wurde zuerst
das alte Medium verworfen und die Zellen vorsichtig mit PBS gewaschen. Daraufhin
wurden die Zellen in 2ml Trypsin/ EDTA-L6sung (PAA, Osterreich) fir ca. 5min inku-
biert (37°C, 5% CO,) und nach Ablauf der Zeit unter dem Mikroskop kontrolliert, dass
alle Zellen sich abgeldst haben. Das Trypsin (PAA) wurde mit 5ml Zellmedium inakti-
viert und nach sorgféltigem Durchmischen mittels einer sterilen Pipette in ein 15ml
Falconrohrchen (Sarstedt) umgefiillt und bei 500 x g fir 5min zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde wiederum verworfen und das Zellpellet in neuem Medium resuspendiert.

Daraufhin wurden die Zellen gezahlt und neu ausgesat.

2.3.4. Zellen zahlen

Fur die Zellzahlung wurden eine Neubauer Zahlkammer (Fa. Brand, Deutschland)
genutzt. Dabei pipettiert man 10pl der Zellsuspension unter das Deckglas der Zahl-
kammer. Im Mikroskop (10x Vergrof3erung) wurden die vier Hauptfelder der Zahl-
kammer ausgezahlt, wobei von den Zellen, die auf den Randern lagen, nur die Zellen

auf dem linken und oberen Rand berlcksichtigt wurden.

Die Zellzahl wurde mit folgender Formel berechnet:

Zellzahl/ ml = (Summe der vier Quadranten/4) x 10*

2.3.5. Zellen einfrieren und auftauen

Zellen wurden trypsiniert und gezahlt (s.0.) und dann in gekihltem (4°C) Einfrierme-
dium resuspendiert und in 1,8ml Cryovials pipettiert. Dabei wurden Zellkonzentratio-
nen von 0,5 x 10° — 1 x 10° /ml eingehalten. Das Einfriermedium bestand aus Zell-
medium 70%, FBS 20% (Sigma) und Dimethyl Sulfoxid (DMSO) 10% (Merck,
Deutschland). DMSO (Merck) verhindert die Bildung von Kristallen und schiitzt so die
Zellen vor Beschadigung durch Scherkrafte. Die Cryovials wurden 15-30min in Tro-
ckeneis gelagert bis die gesamte Flussigkeit im Cryovial gefroren war. Danach wur-
den die Cryovials im -80°C Gefrierschrank oder in flissigem Stickstoff gelagert. Um
die Zellen wieder aufzutauen, wurden die Cryovials in Wasserbad bei 37°C solange

erwarmt bis der gesamte Inhalt wieder flissig war. In einem 15ml Falconréhrchen
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(Sarstedt) mit 2ml frischem Medium wurden die Zellen fir 5min bei 500 x g zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen resuspendiert und in sterilen Zell-

kulturflaschen (Nunc) bei 30-40% Konfluenz ausgesat.

2.3.6. Wachstumskurve

Fur die Langzeitwachstumskurve wurden jeweils 60.000 Zellen in eine T25 Zellkultur-
flasche (Nunc) ausgesat. Sobald die Zellen 85-90% Konfluenz erreichten, wurden die
Zellen passagiert, gezahlt und erneut 60.000 Zellen in eine neue T25 Zellkulturfla-

sche (Nunc) ausgesat.

2.3.7. Berechnung der kumulativen Populationsverdopplungszeit

Fur das Langzeitwachstumsverhalten der Zellen wurden die Zellen nach dem oben
beschriebenen Protokoll beobachtet. Daraus wurde die Populationsverdopplungszeit
(PD) berechnet. Die PD wird genutzt um das Zellwachstum auf logarithmischer Basis

zu beschreiben.
Fur die Berechnung wurde in jeder Passage die folgende Formel benutzt:
PD = (log (Nn/ No)) /log 2

Nn = Anzahl der Zellen zum Zeitpunkt des Trypsinierens

No = Anzahl der Zellen, die ausgesat wurden

Die kumulative PD ergibt sich hieraus und ist die Summe der einzelnen Populations-

verdopplungszeiten.

2.3.8. Colony forming units (CFU) Assay

Das CFU-Assay erfolgte nach dem Protokoll von Alberton et al. (2011). Zusammen-
gefasst wurden 1.500Zellen in einer 100mm Petri-Schale (A=56,7cm?) in 7ml Zell-
medium mit B-Mercaptoethanol ausgesat. Die Zellen wurden fir 14Tage im Brut-
schrank unter Standardbedingungen inkubiert. Das Medium wurde alle 3Tage ge-
wechselt. Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 3ml Crystal Violet
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(250mg Crystal Violet in 50ml Methanol; Sigma) gefarbt. Anschlie3end wurden die
Uberschissigen Reste des Crystal Violets abgesaugt, die Kolonien sorgfaltig mit PBS
gewaschen und gezahlt. Die Effizienz des Assays wurde nach folgender Formel be-

rechnet;

CFU Effizienz [%] = (Anzahl der Kolonien/ Anzahl der ausgeséten Zellen) x 100

Abbildung 7: (Petri-Schale 100mm) Die Anzahl der gebildeten Kolonien spiegelt die Fahig-
keit der Zellen, Kolonien zu bilden, wieder. Die Pfeile weisen beispielhaft auf einzelne Kolo-

nien.

2.3.9. Osteogene Differenzierung

2.3.9.1. Induktion der osteogenen Differenzierung

Um eine osteogene Differenzierung zu induzieren wurden die Zellen mit einer Dichte
von 5000 Zellen/cm? in einer 6-well-Platte (BD Biosciences, Deutschland) ausgesat.
Bis zu einer Konfluenz von 70-80% wurden sie im Standardzellmedium inkubiert. An-
schlieend wurde fiir die Dauer von 21 Tagen in der Halfte der wells auf osteogenes
Induktionsmedium bestehend aus DMEM high glucose medium (PAA Laboraties
GmbH, Osterreich), 10% FBS, 40IU/ml Penicillin/Streptomycin, 100uM Dexame-
thason (Sigma) und 50uM L-Ascorbinsdurephosphat umgestellt. Die andere Halfte
der wells wurde als Negativkontrolle weiter mit Standardzellmedium inkubiert. Das

Medium wurde alle drei Tage gewechselt (Bocker et al. 2008, Alberton et al. 2011).
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2.3.9.2. Alzarin Rot Farbung

Die osteogene Induktion wurde fur jeweils 21Tage durchgefuhrt. Danach wurden die
Zellen mit PBS (Merck) gewaschen und far 15min mit Formaldehyd (Sigma) bei
Raumtemperatur fixiert. Nach der Fixierung wurde der Formaldehyd (Sigma) mit des-
tilliertem Wasser weggewaschen und die Zellen mit 40mM Alzarin Rot L6sung (Sig-
ma) fur 20min bei Raumtemperatur gefarbt. Die Reste der Farbe wurden wiederum
mit destilliertem Wasser weggewaschen und die Zellen unter dem Axiovert100 Mik-
roskop mit einer AxioCam ICc3 Farbkamera (Carl Zeiss Microlmaging GmbH,

Deutschland) fotografiert.

2.3.9.3. Osteogene Quantifizierung

Die Quantifizierung der osteogenen Differenzierung wurde mittels eines Osteogene-
sis Quantitations Kit (Millipore, Deutschland) durchgefthrt. Fur die Quantifizierung
wurde das Protokoll des Herstellers befolgt.

Hierbei wurde das Ausmald der osteogenen Differenzierung mittels des Vergleichs
zwischen der Alzarin Rot Aufnahme durch die Zellen und einer Standardkurve einer

Alzarin Rot Verdinnung quantifiziert.

2.3.10. Adipogene Differenzierung

2.3.10.1. Induktion der adipogenen Differenzierung

Um eine adipogene Differenzierung zu induzieren wurden die Zellen mit einer Dichte
von 5000 Zellen/cm? in einer 6-well-Platte ausgesét. Bis zu einer Konfluenz von 90%
wurden sie im Standardzellmedium inkubiert, anschlie3end wurde das Medium in der
Halfte der wells fir eine Dauer von 5Tagen durch adipogenes Induktionsmedium
ausgetauscht. Dieses bestand aus DMEM high glucose medium, 10% FBS, 401U/ml
Penicillin/Streptomycin, 4mM L-Glutamin, 1uM Dexamethason, 0,2mM Indomethacin,
0,01mg/ml Insulin und 1mM 3-Isobutyl-1-Methyl-Xanthin (alle Sigma). Nach finf Ta-
gen wurden die Zellen flr 2 Tage in adipogenem Erhaltungsmedium inkubiert. Die-
ses enthielt DMEM high glucose medium, 10% FBS, 401U/ml Penicillin/Streptomycin,
4mM L-Glutamin und 0,01mg/ml Insulin. Abschlie3end erfolgte erneut eine flnftagige

Kultur in Induktionsmedium sowie eine zweitdgige Kultur in Erhaltungsmedium. Die
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andere Halfte der wells wurde als Negativ-Kontrolle weiter in Standardzellmedium in-
kubiert.

2.3.10.2. Oil Red O Farbung

Die adipogene Differenzierung nach oben beschriebenem Protokoll wurde jeweils fur
16 Tage ausgefuhrt. Danach wurden die Zellen mit PBS (Merck) gewaschen und mit
Formaldehyd (Sigma) auf -20° C fur 2min fixiert. Daraufhin wurde der Formaldehyd
(Sigma) mit 50% Ethanol weggewaschen und die Zellen mit 0,2% Oil Red O Lésung
(Sigma) fur 20min bei Raumtemperatur gefarbt. Nach erfolgter Farbung wurden die
Uberreste der Farbe mit destilliertem Wasser weggewaschen und die Zellen unter
dem Mikroskop (Carl Zeiss) fotografiert.

2.4. Myotube formation

2.4.1. Induktion der Myotube formation

Das Protokoll fur die Induktion der Myotube formation wurde adaptiert nach Touro-
vskaia et al. (2006). Es wurden jeweils 6000/cm? Zellen in eine 6-well-Platte (BD
Biosciences) ausgesat und Standardzellmedium inkubiert bis eine 95-100% Kon-
fluenz erreicht war. Daraufhin wurde das Medium in drei wells zu Myotuben-
Induktionsmedium gewechselt. Das Induktionsmedium bestand aus DMEM/HAM'S
94% (Gibco), Pferdeserum 2%, MEM-AS 2%, Penicillin/Streptomycin 1%, Ascorbin-
saure Phosphat 1% (alle Sigma). Die Zellen wurden fir 14Tage im Induktionsmedi-
um inkubiert. Die restlichen drei wells dienten als Negativ-Kontrolle. Ein Medium-
wechsel wurde alle drei Tage durchgefihrt. Eine Positivkontrolle wurde mit Mausmy-
oblasten (C2C12) durchgefthrt.

2.4.2. Wright Farbung

Fur die Farbung wurde das Protokoll, veroffentlich bei Vyas et al. (2002), verwendet.
Die Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS (Merck) gewaschen und dann in 10 %
Methanol (Sigma) fur 15 min fixiert. Dann wurden die Zellen fir 2min mit Wright L6-
sung (Sigma Aldrich, Deutschland) gefarbt. Die Uberreste der Farbe wurden entfernt,



Material und Methoden 37

die Zellen mit destilliertem Wasser gewaschen und unter dem Mikroskop (Carl Zeiss)
fotografiert.

2.5. PCR Analyse

2.5.1. RNA und cDNA Isolation

Fur die Isolierung von RNA aus Zellen wurde das RNAeasy Mini Kit (Qiagen, USA),
verwendet und das Protokoll des Herstellers befolgt. Dementsprechend wurden je-
weils ca. 10° Zellen bei einer Konfluenz von 80-90 % mit PBS (Merck) gewaschen,
mit RTL Buffer und 1% 3-Mercaptoethanol lysiert und daraufhin mit einem Zellscrat-
cher von der Zellkulturflasche gekratzt. Das Zelllysat wurde durch einen Quiashred-
der filtriert, im Verhaltnis 1:1 mit 70% Ethanol (Sigma) gemischt und auf die Membran
einer Quiashredder-Saule geladen. Kontaminationen mit genomischer DNA wurde
mit 10U DNAse verdaut. Die Saulen wurden mit Waschbuffer gewaschen und durch
Zentrifugieren mit maximaler Geschwindigkeit getrocknet. Die RNA wurde in RNAse-
freiem Wasser eluiert und mittels Spectrofotometrie die Konzentration der RNA ermit-
telt. FUr kurzfristige Verwendung (bis vier Wochen) wurde die RNA auf -20°C gela-

gert, zur langeren Aufbewahrung auf -80°C.

2.5.2. cDNA Synthese

Fur die Synthese von cDNA wurde das Cloned AMV First-Strand cDNA Synthesis Kit
(Invitrogen) verwendet und das Protokoll des Herstellers befolgt. Es wurde jeweils
1pg RNA mit Aqua des. auf 10l verdiinnt und fir 15min auf 65 °C erhitzt, so dass
die RNA denaturiert. Dann wurde eine Mischung aus Random-Hexamer-Primern,
10mM dNTPs, Synthesepuffer, 15U reverser Transkriptase, 40U RNAse Inhibitor und
0,1M DTT dazu gegeben und im PCR-Thermocycler fir 60min auf 50°C erhitzt. Die
neu synthetisierte cDNA wurde auf das ,housekeeping“-Gen GAPDH getestet und al-

le weiter verwendeten Proben auf dieses Gen normalisiert.

2.5.3. RT-PCR

Der Mastermix aus PCR Puffer, 1,5mM MgCl, 0,2mM dNTPs, 0,5uM Primern (s. Tab.

5) und 1U Tag DNA Polymerase (alles Invitrogen) wurde jeweils mit einer spezifische
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Menge DNA, abhangig von der Expression der GAPDH in PCR-Gefal3en (Eppendorf,
Deutschland), gemischt. Fir die PCRs wurde eine MG Research PCR Maschine (Bi-
oRad, USA) genutzt. Das PCR-Programm durchlauft standardméaRig folgenden Ab-
lauf: Denaturierung bei 95°C fur 3min, anschliel3end wird das folgende Programm flr
35 Zyklen wiederholt: Denaturierung bei 95°C fir 30sec, annealing bei 45-65°C fur
30sec, Elongation bei 72°C fur 60sec, Zyklusende; nach weiteren 10min bei 72°C
kihlt die PCR Maschine die Proben, bis diese wieder entnommen werden, auf 4°C.
Die annealing-Temperatur ist abhéngig von der spezifischen Gré3e der Primer. Die
Protokolle wurden etabliert von Popov et al. (2011). Die PCR Produkte wurden mit
Ethidium Bromid markiert und in einem 2% Agarosegel mit Elektrophorese analysiert.
Zum Nachweis der korrekten Grof3e der Produkte wurde eine DNA ladder (Invitro-
gen) genutzt. Die Bilder wurden mit einem Gel Imaging System (Vilber Lourmat,
Deutschland) analysiert. Die Ergebnisse repréasentieren eine relative Expression der

Gene.
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Produkt- Annealin
Gene Primer grofe, o 9 Referenz
Temp, °C
bp

F ACATCAGCCAAGTCAATGTTTCG

a1 241 51 [Popov 2011]
R AGCATTAACAGCAACAATCCGG
F GCTGCTGTGCATTAGATATTAG

a2 217 48 [Popov 2011]
R CTGTAACTTCTGGTGAAATCCT
F ATCTTGAGAGCCACAGTCA

a3 201 52 [Popov 2011]
R CTGGGTCCTTCTTTCTAGTTC
F AATGGATGAGACTTCAGCACT

a4 278 48 [Popov 2011]
R CTCTTCTGTTTTCTTCTTGTAGG
F ACTAGGAAATCCATTCACAGTTC

a5 201 52 [Popov 2011]
R GCATAGTTAGTGTTCTTTGTTGG
F CTTGGAGAAGATGGGTTTATT

a6 213 48 [Popov 2011]
R GAATACAGATAGGGGAGGAAA
F TGGGCGCACCCATGTACTTC

a1 223 55 [Popov 2011]
R ATGGCTCCTGCGTGGTTGTC
F GGAGCACATTTAGTTGAGGTAT

av 274 46 [Popov 2011]
R ACTGTTGCTAGGTGGTAAAACT
F ATGAATGAAATGAGGAGGATTACTTCG

p1 322 52 [Popov 2011]
R AAAACACCAGCAGCCGTGTAAC
F CTGCTGTAGACATTTGCTATGA

B3 211 52 [Popov 2011]
R GCCAAGAGGTAGAAGGTAAATA
F CTGTGGACTGATGTTTCCTT

B5 407 54 [Popov 2011]
R GTATGCTGGTTTTACAGACTCC

Fibro- F CCTCAATTGTTGTTCGCTGGA

i 83 51 [Popov 2011]

nektin R | GCTACCTTCTACTGATGGCGAATAG
F CAACTACATGGTTTACATGTTC

GAPDH 181 50 [Bocker 2008]
R GCCGTGGCTCCACGAC

Tabelle 5: Auflistung der Primer mit Lange (bp), annealing-Temperatur und Referenz.

F=forward, R=reverse. Referenzen: (Bocker et al. 2008, Popov et al. 2011).

2.6. Mikroskop

Fur die Untersuchungen der Zellen wurde ein invertiertes Phasenkontrastmikroskop

Axiovert 100 (Carl Zeiss) verwendet. Die Bilder wurden in verschiedenen Vergrol3e-

rungen mit einer AxioCam ICc 3 Kamera (Carl Zeiss Microlmaging GmbH) aufge-

nommen.



Material und Methoden 40

2.7. Statistische Methoden

Die statistische Signifikanz wurde mit dem t-Test fur zwei unabhangige Proben ermit-
telt. Dafur wurde die Software SigmaBlot 8.0 (SSPS, Deutschland) genutzt. Eine sta-

tistische Signifikanz wurde ab einem Wert von P < 0,05 angenommen.
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3. Ergebnisse

3.1. Morphologie der drei Zelltypen

Direkt nach Isolierung der Zellen wurde unter dem Mikroskop deutlich, dass sich die
PrimDup-Zellen hinsichtlich ihrer Morphologie sowohl von den Kontroll-Zellen als
auch von den RezDup-Zellen unterschieden (Abb. 8). Die Kontroll-Zellen sind im
Vergleich am gré3ten und gleichen in ihrer Konfiguration klassischen Fibroblasten.
Sie sind dinn, spindelférmig und meist bipolar. Im Unterschied dazu waren die
PrimDup-Zellen kleiner und kompakter, aber ebenfalls spindelférmig und bipolar.

RezDup-Zellen hingegen waren breiter und unregelmafig geformt.

PrimDup RezDup

Abbildung 8: Unterschiede in der Morphologie von RezDup- (P1), PrimDup-, und Kontroll-
Zellen (beide PO0). Die drei Zelltypen unterscheiden sich in frihen Passagen (PO bzw. P1) hin-
sichtlich ihrer Morphologie. Zellen aus gesunder Palamraponeurose &hneln in ihrer Konfigura-
tion Fibroblasten: sie sind schlank, spindelférmig und bipolar, wahrend PrimDup-Zellen kleiner
und kompakter sind. RezDup-Zellen sind breiter und unregelmaRiger geformt. Mal3stabsbal-
ken 100pum. Abkirzungen: PrimDup priméare Dupuytrenzellen, RezDup Zellen aus Rezidivdu-
puytren, Kon gesunde Aponeurosezellen.

3.2. Wachstumsverhalten

3.2.1. Unterschiede in der Wachstumskinetik von Zellen der Palmaraponeurose
gesunder und an Morbus Dupuytren erkrankten Patienten

Das Wachstumsverhalten wurde in der Langzeitkultur durch die Bestimmung der ku-

mulativen Populationsverdopplung beobachtet. Abbildung 9 zeigt aufgetragen tber
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die Zeit in Tagen, wie oft sich die Population des jeweiligen Zelltyps verdoppelte. Die
PrimDup-Zellen vermehrten sich in den ersten vierzig Tagen mit einer relativ hohen,
aber konstanten Proliferationsrate und gelangten schlie3lich in eine Plateauphase
(Seneszenz). Demgegeniber proliferierten die Kontroll-Zellen mit einer deutlich ge-
ringeren Rate, erreichten aber etwa zeitgleich das Seneszenzstadium. Die Prolifera-
tionsrate der RezDup-Zellen hingegen war anfangs deutlich geringer um nach etwa
sechzig Tagen erheblich anzusteigen. Wahrend des gesamten untersuchten Zeit-

raums wurde das Seneszenzstadium nicht erreicht.
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Abbildung 9: Wachstumskinetik der Zellisolate aus Palmaraponeurose von Patienten mit
Erstmanifestation eines Morbus Dupuytren (PrimDup), von Patienten mit Rezidiv-Kontraktur
(RezDup) und von Zellen aus gesunder Palmaraponeurose (Kon) in der Langzeitkultur. Die
PrimDup-Zellen zeigen tber 40 Tage einer relativ konstante Proliferation und gelangen dann
in Seneszenz. Ahnlich, wenngleich mit insgesamt niedrigerer Proliferationsrate verhalten sich
die Kontrollzellen (Kon). Dahingegen proliferierten die Zellen aus rezidiviertem Morbus Du-

puytren durchgehend und gelangten auch nach 100 Tage nicht in eine Plateauphase. Abkur-
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zungen: PrimDup primére Dupuytrenzellen, RezDup Zellen aus Rezidivdupuytren, Kon ge-

sunde Aponeurosezellen.

3.2.2. Dupuytren Rezidivzellen erreichen in hohen Passagen das Seneszenz-

stadium nicht

Mithilfe eines sogenannten colony-forming-units-assays (CFU) wurden die in der
Langzeitkultur getatigten Beobachtungen tberpruft (Abb. 10). In niedrigen (2-5) und
in hohen Passagen (16-18) wurde mit allen drei Zelltypen ein CFU-Assay durchge-
fuhrt. In den frihen Passagen bildeten die PrimDup-Zellen signifikant mehr Kolonien
als die anderen beiden Zelltypen (Abb. 10A). In den hohen Passagen jedoch bildeten
weder die PrimDup- noch die Kontroll-Zellen Kolonien, wahrend die RezDup-Zellen

intensiv weiter proliferierten (Abb. 10B).
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Abbildung 10: Colony-forming-units-Effizienz (CFU-Effizienz) der drei Zelltypen in friher
Passage (A) und in spater Passage (B). In den friihen Passagen bilden die Zellen von Pati-
enten mit primarem Dupuytren (PrimDup) signifikant mehr Kolonien als die der Patienten mit
Rezidiv (RezDup) und von Kontrollzellen (Kon). Dahingegen veréndert sich das Verhéltnis
deutlich bei Zellen spater Passagen: Sowohl PrimDup- als auch Kontroll-Zellen gelangen in
Seneszenz und bilden tberhaupt keine Kolonien mehr. Die RezDup-Zellen hingegen bilden
bis zur Passage 18 ungebremst Kolonien, die in der Anzahl vergleichbar sind mit denen der
PrimDup-Zellen in niedrigen Passagen. Die Colony-forming-units-Effizienz der Zellen unter-
scheidet sich hier hochsignifikant (*** P < 0,01). Abkirzungen: PrimDup primére Dupuytren-

zellen, RezDup Zellen aus Rezidivdupuytren, Kon gesunde Aponeurosezellen.
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3.3. Differenzierungspotenzial in andere Gewebetypen

3.3.1. Dupuytrenzellen sind exzellent osteogen und adipogen differenzierbar

Um die sogenannte stemness, also das Ausmald des Stammzellcharakters der Zellen
der Palmaraponeurose von Morbus Dupuytren-Patienten zu untersuchen, wurden al-
le Zellen nach standardisierten Protokollen osteogen und adipogen stimuliert. Sowohl
die PrimDup- als auch die RezDup-Zellen differenzierten hervorragend osteogen,
was sich quantitativ in einem signifikanten Unterschied gegentber den Kontrollzellen
bemerkbar machte (Abb. 11A). Mittels einer Quantifizierung wurde objektivierend
nachgewiesen, dass das Ausmald des Differenzierungserfolges der Aponeurosezel-
len vergleichbar ist mit der Differenzierbarkeit von hMSCs (Volkmer et al. 2010), wéah-
rend die primaren Dupuytrenzellen diesen Erfolg um ca. den Faktor 10 Ubertrafen
(Abb. 11B). Der Unterschied zwischen der Alzarin Rot Aufnahme der priméren Du-
puytrenzellen und der Aponeurosezellen war signifikant. Die PrimDup-Zellen diffe-

renzierten nochmals signifikant starker osteogen als die RezDup-Zellen.
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Abbildung 11: Zellen aus Palmaraponeurosen von Patienten mit Morbus Dupuytren diffe-
renzieren signifikant starker osteogen als Kontrollzellen. Die Alizarin-Rot-Farbung nach statt-
gehabter osteogener Differenzierung dokumentiert eine kréftige osteogene Differenzierung
(rot) der Zellen von Patienten mit Morbus Dupuytren (PrimDup-Zellen unten rechts, RezDup-
Zellen oben rechts; linke Bildtafel) und eine schwache osteogene Differenzierung der Zellen
aus gesunder Palmaraponeurose (linke Bildtafel unten links), oben links nichtdifferenzierte
Zellen als Negativkontrolle. Die Quantifizierung der Alizarin-Rot-Farbung (rechte Bildtafel)
zeigt, dass PrimDup-Zellen signifikant starker osteogen differenzieren als RezDup-Zellen.
Diese haben wiederum ein signifikant hoheres Differenzierungspotential als Zellen gesunder
Aponeurose (* P < 0,05, ** P < 0,01; MaRRstabsbalken 100um). Abkirzungen: PrimDup pri-
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mare Dupuytrenzellen, RezDup Zellen aus Rezidivdupuytren, Kon gesunde Aponeurosezel-
len.

Auch die adipogene Differenzierung der PrimDup- und RezDup-Zellen fiel kraftiger
aus. Die Kontrollzellen differenzierten im Gegensatz dazu schwéacher, wenngleich
auch sie zumindest partiell entlang der adipogenen Linie differenziert werden konn-
ten (Abb. 12).

Abbildung 12: Zellen aus Palmaraponeurosen von Patienten mit Morbus Dupuytren lassen
sich auch adipogen differenzieren. Die Oil-Red-O-Farbung nach adipogener Differenzierung
zeigt eine kraftige Differenzierung (rot) der Zellen von Patienten mit Morbus Dupuytren
(PrimDup-Zellen unten rechts, RezDup-Zellen oben rechts) und eine schwache adipogene
Differenzierung der Zellen aus gesunder Palmaraponeurose (unten links), oben links nichtdif-

ferenzierte Zellen als Negativkontrolle. Mal3stabsbalken100um.

3.3.2. Differenzierung in die myoblastische Linie

Aufgrund der erfolgreichen Differenzierung in die osteo- und adipogene Stammzellli-
nie ergab sich als nachster Schritt die Differenzierung in die myoblastische Linie. Wir
etablierten zunachst eine Positivkontrolle mit Mausmyoblasten (C2C12). Wie Abbil-
dung 13A und B zeigen erreichte diese eine deutliche Bildung von myotubes in
Mausmyoblasten. Dupuytrenzellen bildeten im Vergleich eher keine oder nur sehr
vereinzelt moytubes (Abbildung 13C). In der Wrightfarbung (Abbildung 13D) sieht
man an einzelnen Stellen, wie sich polynukleare Zellen gebildet haben.



Ergebnisse 46

Abbildung 13: Dupuytrenzellen bilden nur sehr vereinzelt myotubes. Die Positivkontrolle mit
Mausmyoblasten (C2C12) zeigt (13A, 10x VergréRerung, Mal3balken 100pum) wie sich meh-
rere myotubes quer durchs Bild ziehen und in 13B (10x VergréRerung, MaRRbalken 100um)
sieht man den polynukleéren Zellverband vertikal mittig durchs Bild ziehen. Dabei I6sen sich
neben den myotubes Zellen, die vorher 100% konfluent waren, teilweise ab. In den Dupuy-
trenzellproben konnte man solche myotube formation nur sehr vereinzelt beobachten, wie
z.B. in 13C (10x VergroRerung, Mafl3balken 100um) bei hoher Auflésung fanden sich verein-
zelt mehrere Kerne in elongierten Zellen (13D, 40x Vergrof3erung, Maf3balken 50um).

3.4. PCR Analyse

3.4.1. In Dupuytrenzellen ist die Expression der Integrine auf mRNA-Ebene

verandert

Ausgehend von den unterschiedlichen Morphologien der Zellen und in Anbetracht
der Tatsache, dass es in der Literatur einige Hinweise darauf gibt, dass das Expres-

sionsprofil von Integrinen bei Morbus Dupuytren verandert ist, wurde in einer scree-
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ning-Untersuchung die Expression der wichtigsten Integrine auf mRNA-Ebene per
semiquantitativer RT-PCR verglichen. Hierbei zeigte sich vor allem bei den Integrinen
a2, B3 und B5 eine Hochregulierung der Genexpression in Dupuytrenzellen im Ver-
gleich zu Aponeurosezellen. Die Integrine al, a3, a4, a5, aV, a1l und 1 sind im Un-

terschied dazu unverandert und zeigen kein Unterschiede in der Expression.
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Abbildung 14: Expressionsprofil der Dupuytrenzellen fir Integrine. Mit semiquantitativer RT-
PCR wurde in den Integrinen a2, f3 und B5 eine Hochregulierung der Genexpression in Du-
puytrenzellen im Vergleich zu Aponeurosezellen nachgewiesen. Die Integrine a1, a3, a4, a5,
aV, a11 und B1 sind dahingegen gleichmafig exprimiert und zeigen kein Unterschiede in der

RT-PCR. Abklrzungen: PrimDup primare Dupuytrenzellen, Kon gesunde Aponeurosezellen.
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3.4.2. Die Fibronektin bindenden Integrine 3 und 5 sind in Dupuytrenzellen
hochreguliert

Um die in der screening-Untersuchung gefundenen Veranderungen zu verifizieren,
wurden die drei Zelltypen auf die veréanderten Integrine hin untersucht. In der semi-
guantitativen RT-PCR zeigte sich, dass in allen Proben die Integrine a2, 33 und 35
im Vergleich zu den Kontrollzellen hochreguliert waren (Abb. 15). Die Integrine B3
und B5 sind Integrine, welche Fibronektin binden (Docheva et al. 2007). Daher wurde
ebenfalls die Expression von Fibronektin untersucht. Das Protein selbst war auf

MRNA-Ebene nicht hochreguliert.
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Abbildung 15 PCR Analyse der Dupuytrenzellen. In der semiquantitativen RT-
PCR konnte gezeigt werden, dass in allen vier Dupuytrenproben die Integrine
a2, B3 und B5 im Vergleich zu den Aponeurosezellen hochreguliert sind. Im Ver-
gleich dazu zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Expression zwischen
den einzelnen Spendern. Fibronektin selbst ist ebenfalls nicht hochreguliert. Ab-
kirzungen: PrimDup primére Dupuytrenzellen, RezDup Zellen aus Rezidivdu-

puytren, Kon gesunde Aponeurosezellen.
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4. Diskussion

Der Morbus Dupuytren ist bereits in vielen Einzelfacetten untersucht worden. Den-
noch ist die Atiologie und die kausale Pathogenese bislang noch nicht ganzlich auf-
geklart, und die Therapieansatze sind entsprechend symptomorientiert. Um das Ver-
standnis der Erkrankung zu verbessern und um neue Therapieansatze zu entwi-
ckeln, haben wir in der vorliegenden Untersuchung die Zellen aus Palmaraponeuro-
sen-Praparaten isoliert und molekularbiologisch charakterisiert. Die Praparate
stammten einerseits von Patienten mit Rezidiv-Kontraktur und andererseits von Pati-
enten mit Erstmanifestation des Morbus Dupuytren. Zellen aus gesunder Palmara-
poneurose dienten als Kontrolle. Ein spezieller Fokus lag auf der Untersuchung der
sogenannten stemness der Zellen, also des Stammzellpotenzials, da gezeigt wurde,
dass Fibroblasten aus Dupuytrengewebe einige Charakteristika mit Progenitor-Zellen

teilen.

4.1. Isolation der Zellen im Vergleich — Zellmigration und Gewebe-

verdau

Der erste Schritt um mit den Untersuchungen beginnen zu kdénnen, bestand in der er-
folgreichen Isolation von Zellen aus dem Dupuytrengewebe. Es wurden die beiden
bekanntesten Isolationsmethoden, Gewebeverdau mit Kollagenase nach dem Proto-
koll von Salingcarnboriboon et al. (2003) und Migration der Zellen etabliert von
Schulze-Tanzil et al. (2004), getestet. Beide Methoden konnten erfolgreich und prob-
lemlos durchgefuhrt werden. Bei der Isolation von Zellen treten zwei Fragenstellun-
gen auf: zum einen geht es darum auf welchem Weg die Zellen mdglichst schnell zur
Untersuchung und weiteren Verwendung zur Verfiigung stehen und zum Anderen,
besonders bei den Dupuytrenpraparaten, die mit diversen Fremdgewebe verwach-
sen sind, geht es um das Problem, wie man moglichst origindre und homogene Zel-
len erhalt. Die Gewinnung von Zellen, in dem man sie aus Gewebestiickchen migrie-
ren lasst, dauert 10-14 Tage und setzt diese in dieser Zeit den in vitro-Bedingungen
aus, was zu Veranderungen fiuhrt. Auch wenn die Selektion, die durch den Vorgang
der Migration vorgenommen wird, ein Argument fir diese Methode ist, da Myo-
fibroblasten die Fahigkeit zur Migration haben (Hinz 2007) und genau diese zu isolie-

ren das Ziel ist. Wandeln sich Myofibroblasten auf der anderen Seite wieder in Fib-
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roblasten um, wenn sie weniger Spannung ausgesetzt sind und sich die allgemeinen
Umgebungsbedingungen wie u.a. auch die Zelldichte andern (Halliday et al. 1995).
Allerdings waren die Zellen, die durch Kollagenaseverdau isoliert wurden, homoge-
ner, man erhalt mehr Zellen aus der gleichen Menge Gewebe und die Zellen werden
kirzer den Zellkulturbedingungen ausgesetzt, bevor es moglich ist, RNA zu isolieren.
Vor allem auf Grund des letztgenannten Argumentes haben wir uns dafir entschie-
den nur Zellen zu verwenden, die per Kollagenaseverdau isoliert wurden. Bei der Un-
tersuchung der Zellen muss allerdings beachtet werden, dass es sich im Letzten im-
mer um Mischkulturen handelt, da es auf Grund der Beschaffenheit des Gewebes bei
der Praparation nicht moglich ist, eine wirklich hundertprozentige Reinheit zu errei-

chen.

4.2. Unterschiede zwischen Erstmanifestationen und Rezidivzellen

Die Frage warum ein Rezidiv nach einer Dupuytrenoperation auftreten kann, hat di-
verse Aspekte. Bei vielen Patienten bilden sich mehrere Knoten entweder nur in ei-
ner Hand oder auch bilateral parallel (Brenner et al. 2001), so dass ein Patient
gleichzeitig unterschiedlich weit fortgeschrittene ,Erkrankungszentren’ haben kann
(Shih et al. 2010). Dies macht die Beurteilung des Rezidivs schwierig, da es sowohl
sein kann, dass sich Knoten vdllig neu in zuvor gesunder Aponeurose gebildet ha-
ben, oder das nach einer Operation zurtick gebliebene Gewebereste erneut prolife-
riert haben (Desai et al. 2011). Zuletzt gilt es auch immer zu beurteilen, ob es sich
bei dem vermeintlichen Rezidiv nicht um eine Narbenkontraktur handelt. Bei der Un-
tersuchung der Zellen muss aul3erdem auch immer bertcksichtigt werden, dass man
noch nicht weil3, ob ein primar aufgetretener Dupuytren rezidiveren wird oder nicht;
Bulstrode et al. (2005) postulieren sogar, dass das Auftreten eines Rezidives nur da-
von abhange, ob der Patient ausreichend lange weiterlebe. Bei der Gruppenbildung
ging es uns in Anbetracht dieser Uberlegungen nicht vorrangig um eine scharfe
Grenzziehung, sondern diese ergab sich vielmehr aus der Abgrenzung zur Bildung
einer Gruppe ohne extrinsische Risikofaktoren. Da bei vielen Risikofaktoren nicht ge-
sichert ist, ob sie Ausloser oder lediglich Verstarker der Erkrankung sind, wollten wir
bei der Auswahl der Spender eine Gruppe bilden, die keine extrinsischen Risikofak-
toren, wie Rauchen, Alkoholabusus oder Diabetes mellitus etc. (Khashan et al.

2011), aufwies. Gerade bei der durch diese Risikofaktoren verursachten Mikroangio-



Diskussion 51

pathie ist nicht klar (Kischer et al. 1984), ob sie im Vergleich zu den Veranderungen
der Kapillaren, die bei Morbus Dupuytren immer auftreten, parallel auftritt oder eben

imstande ist, die Erkrankung tberhaupt auszulésen (Murrell et al. 1990).

Bei der Gruppenbildung der Patienten mit primaren Dupuytren haben wir daher ver-
sucht, alle Patienten mit extrinsischen Risikofaktoren auszuschlie3en, so dass aus-
schlie3lich Zellen, die nur durch den Morbus Dupuytren geschadigt bzw. verandert
wurden, untersucht werden und die Ergebnisse nicht durch zuséatzliche Sekundar-
schaden verfalscht werden. Interessanter Weise wiesen alle Patienten, die an einem
Rezidiv operiert werden mussten, einen oder mehrere extrinsische Risikofaktoren

auf.

Dazu kam, dass wir in der Zellkultur morphologisch (Abb. 8) und in Hinsicht auf das
Proliferationsverhalten den Eindruck gewonnen haben, dass die Zellen der verschie-
denen Gruppen sich grundsatzlich unterscheiden und sich die Frage stellte, ob dies
nur ein durch den Umfang der Proben bedingte Beobachtung bei einzelnen Spen-
dern ist oder ob sich wirklich grundsatzliche Unterschiede zwischen den Gruppen

feststellen lassen.

4.3. Rezidivdupuytrenzellen erreichen das Seneszenzstadium nicht

Das Wachstumsverhalten der Zellen im Morbus Dupuytren gehért zu den in der Lite-
ratur viel diskutierten Fragestellungen (Khashan et al. 2011). Hierunter fallen die
Fragen, warum die Dupuytren-Knoten so zellreich sind, oder warum manche Patien-
ten jahrelang mit einer stabilen Situation leben und es dann scheinbar unvermittelt zu
einer Progression der Erkrankung kommt (Townley et al. 2006). Bis heute gab es
keine detaillierte Wachstumsanalyse von Zellen aus erkrankter Palmaraponeurose.
Die in Abb. 9 dargestellte Wachstumskurve zeigt, dass PrimDup-Zellen &hnlich wie
Kontroll-Zellen in den ersten vierzig Tagen stark proliferieren, schlief3lich aber eine
Plateauphase (Seneszenz) erreichten. Die Proliferationsrate der PrimDup-Zellen war
allerdings in der frihen Wachstumsphase gegeniber gesunden Zellen deutlich er-
héht.
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Eine sehr interessante Beobachtung war, dass die Zellen aus Palmaraponeurosen
von Patienten mit Rezidivkontraktur gar keine Plateauphase erreichten. Sie prolife-
rierten bis zum Ende des Beobachtungsintervalls nach 100 Tagen weiter, was durch
die Untersuchung der CFU-Effizienz bestétigt werden konnte. Es scheint also, dass
die Seneszenzregulation bei Morbus Dupuytren-Rezidiv gestort ist. Dies deckt sich
mit Beobachtungen, dass die Regulation von verschiedenen Wachstumsfaktoren, die
auch eine Rolle bei der Zellproliferation und der Apoptose spielen, gestort sind. So
sind z.B. die Expressionslevel von TGF-f, PDFG, EGF und bFGF verandert (Zhang
et al. 2008, Khashan et al. 2011). Spekulativ aber spannend ist die Frage, ob man
durch Messung derlei Unterschiede vorhersagen kann, ob ein Rezidiv auftreten wird,
ahnlich dem Modell von Degreef et al. (2011), das anhand von Merkmalen wie Ge-

schlecht, Alter, oder Familienanamnese ein Rezidiv vorherzusagen suchte.

4.4. Zellen aus Palmaraponeurosen von Morbus Dupuytren Patien-

ten haben ein erh6htes Stammzellpotential

Im nachsten Schritt haben wir die Zellen auf ihre Zellspezifitat hin untersucht. Die in
der Literatur beschriebene F&higkeit von Fibroblasten zu Myofibroblasten zu diffe-
renzieren war ein erster Hinweis darauf, dass die Zellen der Dupuytren’schen Kon-
traktur zumindest gewisse Eigenschaften von Progenitorzellen besitzen und nicht
vollstandig ausdifferenziert sind (Tomasek et al. 1987, Hinz et al. 2007, Shih et al.
2010). Die Fahigkeit in andere Zelllinien zu differenzieren ist ein Attribut der huma-
nen mesenchymalen Stammzellen (Schieker et al. 2007, Bocker et al. 2008). Wie
unsere Untersuchung gezeigt hat, sind Zellen aus Palmaraponeurosen von Morbus
Dupuytren-Patienten besser osteogen und adipogen differenzierbar als die Kontroll-
zellen. Sie besitzen also eine erhdhte stemmness, d.h. sie haben im Verhaltnis zu
gesunden Zellen starker ausgepragte Stammzelleigenschaften. Der Versuch, Dupuy-
trenzellen myotubes bilden zu lassen, fiel nicht sehr deutlich aus. Dies kdnnte daran
liegen, dass die Zellen, auch wenn sie als Myofibroblasten bezeichnet werden (Shaw
et al. 2007) und bestimmte Eigenschaften mit diesen gemeinsam haben (Tomasek et
al. 1999), atiologisch dennoch den Fibroblasten naher stehen. Um diese Annahme
zu bestatigen, sind allerdings noch weitere Untersuchungen z.B. auch auf PCR Ebe-

ne notig.
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4.5. Die Integrine a2, 3 und B5 sind in Dupuytren-Zellen hochregu-

liert

Diese Arbeit hat zum ersten Mal das Integrinprofil von Zellen aus Morbus Dupuytren
auf PCR-Ebene untersucht. Die bereits in der Literatur beschriebenen Veranderun-
gen in der extrazellularen Matrix, inbesondere die Hochregulation von Fibronektin
aber auch die Verdnderungen im Adhasionsverhalten und einiger Integrin-
Rezeptoren liel3en uns vermuten, dass eventuell das Expressionsprofil fir Intergrine
bei Morbus Dupuytren weiterreichend verédndert sein konnte. Fur Myofibroblasten
wurde gezeigt, dass das a5 Integrin ihre Expression stimuliert und das B1 Integrin zu
starkerer Kontraktion fuhrt (Norman et al. 1999). Daruber hinaus sind wenige Veran-
derungen bezlglich der Integrinexpression beschrieben. In unserer PCR-
Untersuchung war das Integrin a2 in Zellen von Morbus Dupuytren-Patienten leicht
hochreguliert. Quaglino et al (Quaglino et al. 1997) hatte mittels FACS-Untersuchung
ebenfalls gezeigt, dass die Integrine a2 und a5 in Zellen der Palmaraponeurose von
Morbus Dupuytren-Patienten vermehrt exprimiert waren. Das Integrin a2 bindet
hauptséachlich Kollagen und bewirkt dartiber Matrixinteraktionen und -modulationen
(Tuckwell et al. 1995). Hoch et al. (Hoch et al. 2002) untersuchten ebenfalls die In-
tegrine a2, a3 und B1 per FACS. Allerdings fanden sie keine Unterschiede zu den
Kontrollzellen. In Hinblick auf die Funktion dieser Integrin-Untereinheit erscheint eine
Veranderung der Regulation der Zell-Zell- und Zell-Matrixinteraktionen (Halliday et al.
1994, Magro et al. 1995, Quaglino et al. 1997, Hinz et al. 2003) wahrscheinlich. Es
konnte allerdings sein, dass die Regulation des Integrin a2 nur bei einigen Patienten
verandert ist. Es kdnnte ebenfalls sein, dass diesem Integrin keine endgdiltig ent-
scheidende Rolle zukommt, oder es lediglich beeinflusst wie stark ausgepragt die Er-
krankung jeweils auftritt. Diese Hypothesen sind Ausgangspunkte fir mogliche weite-

re Untersuchungen.

Das Integrin B1 war in unserer Studie nicht verandert. Hierin stimmen unsere Ergeb-
nisse mit denen von Hoch et al. (2002) Gberein. Eventuell ist es nur in Verbindung
mit der a5 Untereinheit erhoht. Allerdings war dessen Expressionsprofil auf PCR- Le-
vel ebenfalls nicht erhdht. Interessanter Weise korreliert die Expression des Integrins
a5B1 mit der Konzentration von Fibronektin, welches dessen wichtigster Ligand im
Gewebe ist (Magro et al. 1995, AbiEzzi et al. 1997, Manabe et al. 1997). Es wurde



Diskussion 54

dariber hinaus gezeigt, dass das Integrin B1 durch Fibronektin aktiviert wird und
durch diese Aktivierung die Zell- Matrixkontakte und die Bildung von Stressfasern in-
duziert (Chi-Rosso et al. 1997, Hocking et al. 1998, Gabbiani 2003). Dies kdnnte er-
klaren, warum die Untereinheit f1 auf PCR- Level nicht vermehrt exprimiert sein

muss und trotzdem in ihrer Funktion verstarkt ist.

Die Fibronektin-bindenden Integrine B3 und 35 zeigten sich in unserer Untersuchung
ebenfalls hochreguliert. Dies ist eine wichtige Erkenntnis, die das Krankheitsver-
standnis grundlegend andern kénnte. In der Literatur wurden bisher diese beiden In-
tegrin-Untereinheiten in ihrer Korrelation zu Morbus Dupuytren noch nicht untersucht.
Es sind aber zwei wichtige Liganden fur Fibronektin (Docheva et al. 2007), welches
eine Schllsselrolle bei der Pathogenese des Morbus Dupuytren (Tomasek et al.
1987, Berndt et al. 1994, Halliday et al. 1994) spielt. Wenn man die Funktion der In-
tegrine bezlglich Zellproliferation, -migration, -morphologie, -differenzierung und
Apoptose (Docheva et al. 2007) und die Aufgaben von Fibronektin in Hinblick auf
Zell-Zell- sowie Zell-Matrixkontakte, aber auch Remodelling des Gewebes und Uber-
tragung der intrazellularen Kontraktionskraft, welche vorrangig tber Integrine ablau-
fen, betrachtet, ergeben sich aus dem Wissen, dass beides verstarkt in Dupuytren-
gewebe wirkt, viele Ansatzpunkte flir ein besseres Verstandnis der veranderten Zell-
proliferation, Zell-Zell- sowie Zell-Matrixinteraktionen. Die Untereinheit 33 bindet au-
Berdem Tenascin, welches ebenfalls im Dupuytrengewebe hochreguliert ist (Berndt
et al. 1994). Tenascin moduliert ebenfalls Zellproliferation und -migration (Midwood
et al. 2009) und hat daher wahrscheinlich gemeinsam mit dem hochregulierten In-

tegrin B3 einen Einfluss auf die Krankheitsprogression.

Auch die die Konzentration von Fibronektin ist im Dupuytren’schen Gewebe erhoht
(Halliday et al. 1994). Sechler et al. (Sechler et al. 1997) haben gezeigt, dass das ak-
tivierte Integrin aVB3 die Fibronektinsynthese beeinflussen kann. Hier besteht ein
weiterer potenzieller Interventionspunkt, durch dessen Modulation die Progredienz
des Morbus Dupuytren beeinflusst werden kénnte. Dass Fibronektin in unseren Un-
tersuchungen auf mMRNA-Ebene nicht hochreguliert ist, kbnnte daran liegen dass es

ein Matrixprotein ist und von den Fibroblasten sezerniert wird.
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In Bezug auf die Verénderungen im Expressionsprofil der Integrine haben wir keine
Unterschiede zwischen RezDup- und PrimDup-Zellen festgestellt. Dies zeigt, dass
die Zellen unabhangig von der Krankheitsprogression ein relativ stabiles Integrinprofil
haben. Wilbrand et al. (Wilbrand et al. 2003) untersuchten immunhistologisch Patien-
ten sowohl nach Erst- wie nach Rezidivoperationen auf die Expression der Integrin-
Untereinheit a5 und konnten ebenfalls keinen Unterschied zwischen den beiden
Gruppen feststellen. Fur weitergehende Aussagen wird es wichtig sein, die Proben-
anzahl zu vergroRern. Die gezielte Manipulation der Integrinrezeptoren kénnte sich
als zukunftstrachtige Strategie in der Therapie der Dupuytrenschen Beugekontraktur
bewéhren. So befindet sich z.B. der Integrin-Inhibitor Cilengitide in der klinischen Te-
stung zur Glioblastomtherapie. Cilengitide blockiert spezifisch die Integrine aVp3 und
aVB5 (Stupp et al. 2007), kbénnte aber aufgrund seiner Spezifitat auch fur die Thera-

pie des Morbus Dupuytren interessant sein.

4.6. Schlussfolgerungen und Ausblick

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war Zellen aus Morbus Dupuytrenpréaparaten zu iso-
lieren und mit molekularbiologischen Methoden zu charakterisieren, um neuen An-

satze Therapiemoglichkeiten zu finden.

Wenn man die Ergebnisse unserer Untersuchungen zusammen fasst (Abb. 16), ist
zu sehen, dass die Zellen in vielfaltiger Weise verandert sind. Das Proliferationsver-
halten von Zellen in Morbus Dupuytren ist stark erhéht und Zellen aus rezidiviertem
Dupuytren gehen nicht in Seneszenz. Des Weiteren ist ihre Zellspezifitat erniedrigt
und ihre Transdifferenzierung zu anderen Zelllinien erhéht. Sowohl das Kollagen-
bindende Integrin a2 als auch die Fibronektin-bindenden Integrine 3 und B5 in den

Zellen sowie das Fibronektin im Gewebe sind erhoht.
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Aponeurose Dupuytren
£ ZTN T

Zellproliferation 1
Zellspezifitat |
Progenitoreigenschaften 1
Fibronektinrezeptoren?
Integrine a2, B3, 5 1

Abbildung 16: Modell Veréanderungen von Zellen aus Morbus Dupuytren im Vergleich zu
Kontrollzellen aus gesunder Aponeurose: Dupuytrenzellen sind hochproliferativ bei herabge-
setzter Zellspezifidt, was sich darin zeigt, dass sie sehr gut osteogen und adipogen differen-
zieren. Sowohl das Kollagen-bindende Integrin a2 als auch die Fibronektin-bindenden In-
tegrine B3 und B5 in den Zellen und das Fibronektin im Gewebe sind erhéht.

Unsere Ergebnisse bestatigen und konkretisieren die aktuelle Literatur, die davon
ausgeht, dass das Gewebe grundséatzlich in Bezug auf die Zell- Zell- und Zell- Mat-
rixkontakten verandert ist (Cordova et al. 2005, Hinz 2007).

DarlUber hinaus stellen sich auf der Basis dieser Arbeit viele neue Fragen. Fir die
Entwicklung alternativer Therapiemdglichkeiten ware es ein interessanter Ansatz, ob
sich durch Inhibition der vermehrt exprimierten Integrine die Progression der Erkran-
kung verzoégern bzw. beenden oder sogar deren Ausbruch verhindern lasst. So be-
findet sich z.B. der Integrin- Inhibitor Cilengitide in der klinischen Entwicklung, der
spezifisch die Integrine aV3 und aVB5 angreift (Stupp et al. 2007). Dieser wird aktu-
ell fir Glioblastome, getestet, konnte aber in seiner Spezifitat auch fur die Dupuytren-
therapie interessant sein. Hierbei ware sowohl die weitere Untersuchung des Integr-
inprofils der Zellen interessant als auch die Entwicklung eines in vivo-Modells zur Te-
stung eines Integrin-Inhibitors.
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Vi et al. (2009) haben gezeigt, dass Periostin, ein Matrixprotein, das sezerniert wird,
in Dupuytrengewebe in erhdhter Konzentration nachweisbar ist. Interessanter Weise
bindet Periostin die Integrine aVB3 und aVB5 und moduliert dartiber Zellmotilitat und
-proliferation (Gillan et al. 2002). In Verbindung mit unserer Untersuchung entsteht so
eine mehrfache Verstarkung der Krankheitsprogression, wenn sowohl die Integrinun-

tereinheiten als auch ein Ligand tberexprimiert werden.

Es ist bekannt, dass die Regulation von TGF- 3 und diversen MMPs in Dupuytren-
gewebe verandert ist (Zhang et al. 2008, Ulrich et al. 2009), beide interagieren in
vielfaltiger Weise mit Integrinen (Brakebusch et al. 2002, Docheva et al. 2007,
Goodwin et al. 2009), auch hier bieten sich zahlreiche neue Ansatzpunkte, um die

Pathogenese des Morbus Dupuytren weiter aufzuklaren.

Ein verbessertes Verstandnis der Proliferationskinetik konnte eventuell die Einschét-
zung des Risikos eines Rezidivs erleichtern. Dazu misste die Uberwindung der Se-

neszenz durch Zellen aus rezidiviertem Dupuytren weiter untersucht und verstanden
werden. Unsere Untersuchungen zur Mdglichkeit die Zellen in die myoblastische Li-

nie zu differenzieren, waren nicht eindeutig. Um zu weitergehenden Aussagen zu

kommen, sind auch hier weiterfihrende Versuche nétig.
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5. Zusammenfassung

Zielsetzung und Fragestellung:

Goldstandard in der Therapie des fortgeschrittenen Morbus Dupuytren ist nach wie
vor die partielle Aponeurektomie mit allen bekannten Nebenwirkungen. Mit dem Ziel,
neue therapeutische Strategien zu entwickeln, haben wir Zellen aus gesunder
Palmaraponeurose (Kon) isoliert, molekularbiologisch charakterisiert und mit Zelliso-
laten der Palmaraponeurose von Patienten mit einer Erstmanifestation von Morbus
Dupuytren (PrimDup) sowie von Patienten mit Morbus-Dupuytren-Rezidiv (RezDup)
verglichen. Da Zellen der Palmaraponeurose von Morbus-Dupuytren-Patienten
Merkmale von Stammzellen wie z.B. die Fahigkeit von Fibroblasten zu Myofibroblas-
ten zu transdifferenzieren haben, wurde neben der Zellmorphologie und dem Integr-
inprofil der Zellen auf RNA-Ebene insbesondere das Wachstumsverhalten und der

Stammzellcharakter untersucht.

Material und Methoden:

Aus insgesamt 15 Dupuytren-Praparaten, die im Rahmen von partiellen Aponeurek-
tomien angefallen waren, wurden jeweils 3 Spender ohne extrinsische Risikofaktoren
(PrimDup) und 3 Spender, die an einem Rezidiv erkrankt waren (RezDup), selektiert.
Die Zellen wurden mittels Kollagenaseverdau isoliert und unter Standard-
Zellkulturbedingungen expandiert. Palmaraponeurose gesunder Spender diente als
Kontrolle (Kon). Wachstumskurven der 3 Zelltypen wurden Uber 100 Tage erstellt.
AulRerdem wurden Colony forming units Assays (CFU) Uber 14 Tage in jungen und
alten Passagen durchgefiihrt. Die Zellen wurden nach etablierten Protokollen osteo-
gen und adipogen differenziert. Dartiber hinaus wurde die Fahigkeit der Zellen my-
otubes zu bilden untersucht. Eine semiquantitative PCR Analyse wurde als Scree-
ning fur alle Integrine und als detaillierte Untersuchung fur die Integrine a2, B3, B5

und fur Fibronektin durchgefihrt.

Ergebnisse:
PrimDup-Zellen wuchsen signifikant schneller als RezDup-Zellen, die wiederum

schneller wuchsen als Kon-Zellen. PrimDup- und Kon-Zellen gelangten nach ca. 40
Tagen in Seneszenz, wahrend RezDup-Zellen tber 100 Tage in Zellkultur proliferier-

ten. Der CFU Assay ergab vergleichbar fir Zellen der Passagen 2-5, dass PrimDup
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Zellen ca. 100 Kolonien pro Petrischale ergeben, wahrend RezDup Zellen 40 Kolo-
nien pro Schale und Kon Zellen 20 Kolonien pro Schale erreichten. In hohen Passa-
gen drehte sich dieses Verhaltnis um, denn PrimDup und Kon Zellen bildeten keine
Kolonien mehr, wahrend RezDup Zellen ca. 80 Kolonien pro Schale formten.
RezDup- und PrimDup-Zellen differenzierten am starksten adipogen und osteogen.
Demgegenuber differenzierten Kon-Zellen nur mafig adipogen und osteogen. Die
PCR-Analyse zeigte, dass sowohl die Fibronektin-bindenden Integrine 3 und 5 als
auch das Kollagen-bindendende Integrin a2 in PrimDup- und RezDup-Zellen im Ver-
gleich zu gesunden Zellen der Palmaraponeurose deutlich vermehrt exprimiert wur-

den. Fibronektin selber war in den Zellen allerdings nicht erhoht.

Schlussfolgerungen:

Die Zellen der verschiedenen Gruppen unterscheiden sich phanotypisch erheblich.
PrimDup-Zellen wachsen schneller als RezDup-Zellen, was nahelegt, dass in Prim-
Dup-Zellen eine Stérung der Wachstumsregulation vorliegt. Da RezDup-Zellen in-
nerhalb von 100 Tagen nicht das Seneszenzstadium erreichen, muss angenommen
werden, dass diese Zellen zusétzliche Defekte in Seneszenz-kontrollierenden Genen
haben. Dies konnte erklaren, warum der Morbus Dupuytren in einigen Fallen rezidi-
viert und in anderen nicht. Sowohl RezDup- als auch PrimDup-Zellen zeigten eine
deutlich bessere adipogene und osteogene Differenzierbarkeit als die gesunden Kon-
trollen, was darauf hinweist, dass Morbus Dupuytren-Zellen eine weniger differen-
zierte Vorstufe von Fibroblasten darstellen konnten. Fibronektin, welches, wie bereits
gezeigt, in Dupuytren-Gewebe hoch reguliert ist, zeigt sich in allen isolierten Zellen in
der PCR-Analyse auf dem gleichen Level. Der Grund dafir kdnnte in der Tatsache
begrindet sein, das Fibronektin ein Matrixprotein ist, welches sezerniert wird. Dass
allerdings die fibronektin-bindenden Integrine B3 und (5, sowie das Kollagen-
bindende Integrin a2 in Dupuytren-Zellen erhdht sind, kénnte bedeuten, dass Zell-
Matrix-Interaktionen ebenfalls den Verlauf der Krankheit beeinflussen. Hier kdnnte

ein Ansatzpunkt fur zuktnftige Therapieansatze liegen.
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Fragebdgen:

Morbus Dupuytren Studie
Name:
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Dup Erkrankung seit (y):
Risikofaktoren:
Familienanamnese:
Diabetes:

Nikotinkonsum in PY:
Alkoholkonsum:

Epilepsie:

manuelle Arbeit:

Beruf:

Tubiana:

sonstiges:

Funktion:
Streckung/Beugung des Daumen (1)
rechts links
| MCP
DIP

beidseits

links

Beugung des Daumens im Grund- u. Endgeienk

10-30"

o
T _F

Strechung Im Gruadgelisnk

Beugung im Grundgelenk

ol {
A
= o
100*

Beugung im Mittel- una Endgelenn

weitere Daumenfunktionen/ Streckung/ Beugung im Sattelgelenk

Streckung/Beugung der Finger (Il - V)

rechts
Il MCP
PIP
DIP
1 MCP
PIP
DIP

Gesamtfunktion der Hande (z.B. Faustschluss)

links

rechts links
MCP
PIP
DIP
MCP
PIP
DIP



Lokalisation

logie

Histo

Strange, Knoten,

Sensibilitat
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cDNA
CFU
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CO;
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d.h.
DMEM
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dNTPs
DTT
EDTA
EGF
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FBS
FGF

GAPDH
HA
hMSC
MCP
Mg

Min

M

Mm

mM

Abildung

Alkalische Phosphatase

Beziehungsweise

Celsius

Circa

complementary Desoxyribonucleic acid

Colony forming unit, Klonogenes Assay

Zentimeter

Kohlenstoffdioxid

gesunde Aponeurosezellen

das heif3t

Dulbecco's modified eagle medium

Dimethylsulfoxid

Desoxynucleotid- triphosphate, Desoxyribonukleosidtriphosphate
Dithiothreitol

Ethylendiamintetraessigsaure

Epidermal growth factor

fluorescence activated cell sorting, Durchflusszytometrie
fetal bovine serum, fetales Kéalberserum

Fibroblast growth factor

Erdschwerebeschleunigung

Gramm

Human glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Handaponeurose

Humane mesenchymale Stammzelle
Metacarpophalangealgelenk

Milligramm

Minute

Milliliter

Millimeter

Millimolar
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MRNA
N.

P

PBS
PrimDup
PDGF
PIP

PY
RezDup
RNA
RT-PCR
SNP
S.0.

Sec

TE

TGF
TNF

Mg

Mi

Mm

UM

Matrix- Metalloproteinase

Messenger ribo nucleic acid, Messenger- Ribonukleinsaure
Nervus

Passage

Phosphate buffered saline, phosphatgepufferte Salzlésung
primarer Dupuytren

Platelet- derived growth factor

proximalen Interphangealgelenke

Pack Years

Rezidivdupuytren

Ribonucleic acid, Ribonukleinsaure

Reverse transkriptase polymerase chain reaction
Single Nucleotide Polymorphism

siehe oben

Sekunde

Tissue engineering

Transforming growth factor

Tumor Nekrose Faktor

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Mikromolar
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