Aus der Klinik fiir Unfall- und Handchirurgie
der Heinrich-Heine-Universitiat Dusseldorf
Direktor: Univ.-Prof. Dr. Joachim Windolf

Untersuchungen zum Einfluss von IL-1f3 und
TGF-p1 auf die Differenzierung von
Fibroblasten und zur Bedeutung von blauem
Licht beim Morbus Dupuytren

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
der Medizinischen Fakultiat der Heinrich-Heine-Universitiat Diisseldorf

vorgelegt von
Annika Borgschulze
(2016)



Als Inauguraldissertation gedruckt mit der Genehmigung der
Medizinischen Fakultdt der Heinrich-Heine-Universitédt Diisseldorf

Gez.:

Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. Joachim Windolf
Referent: Prof. Dr. med. Tim Logters
Korreferent: Prof. Dr. med. Timm Filler



Meinen Eltern



Zusammenfassung

Der Morbus Dupuytren ist eine proliferative Palmarfibromatose, deren Atiologie sowie Pathogene-
se bis heute nicht im Detail geklért sind. Zwar bestehen Kenntnisse {iber begiinstigende Kofaktoren
der Atiologie wie z. B. Alkoholabusus, Diabetes mellitus, genetische Disposition etc., inwieweit
diese aber wirklich eine Ursache und nicht nur eine Begleiterscheinung darstellen, ist ungeklirt. Es
wird angenommen, dass die verstdrkte Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten und
eine verdnderte Zusammensetzung der extrazelluldren Matrix (EZM) und ihrer Komponenten (z. B.
Kollagen) eine Schliisselrolle einnehmen. Als Einflussfaktoren auf die Differenzierung und die
EZM werden Zytokine, hier insbesondere TGF-B sowie Enzyme, die Matrix-Metalloproteasen
(MMPs) und deren Inhibitoren, die Tissue inhibitor of metalloproteases (TIMPs) beschrieben. Den
operativen Standard stellt nach wie vor die partielle Aponeurektomie dar, doch sind Rezidive nicht
selten.

Ziele dieser Arbeit waren, die Genexpression im Gewebe und den Einfluss von TGF-1 und IL-1B
auf die kultivierten Zellen zu untersuchen. Hierbei wurde insbesondere der Fokus auf die Homdo-
stase von MMPs und TIMPs sowie die Zytokinexpression gelegt. Weiterfilhrend wurde der Ein-
fluss von TGF-B1 und IL-1B auf die Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten
untersucht. Hierzu wurde die Gen- und Proteinexpression analysiert. Des Weiteren ist die Relevanz
einer Bestrahlung mit blauem Licht von isolierten Fibroblasten untersucht worden, um einen mog-
licherweise neuen Therapieansatz zu finden. Die Differenzierung wurde mit Hilfe der Western Blot
Analyse evaluiert.

Es konnte gezeigt werden, dass die Stimulation von TGF-B1 und IL-1p einen deutlichen Einfluss
auf die Genexpression und insbesondere den MMP-TIMP-Haushalt hatte. Signifikante Unterschie-
de ergaben sich fir MMP2, MMP9 und TIMP3 (nach TGF-B1 Stimulation) und MMP3 und TIMP3
(nach IL-1p Stimulation). Die Ausschiittung von IL-1f oder TGF-B1, wie z. B. nach einer Operati-
on, konnen die MMP-TIMP-Homdostase beeinflussen und den Krankheitsprogress verstarken. Des
Weiteren fiihrte die Bestrahlung (40 J/cm?) der Fibroblasten mit einer Wellenlidnge von 453 nm
(blaues Licht) insbesondere bei TGF-f1 stimulierten Fibroblasten zu einer deutlichen Reduktion
der a-smooth muscle actin (SMA) Proteinexpression. Die Hemmung der Differenzierung von Fib-
roblasten durch blaues Licht konnte insbesondere zur Tertidrprophylaxe direkt im Anschluss an
einen operativen Eingriff genutzt werden, da gerade hier im Rahmen der Wundheilung und Nar-

benbildung hohe Konzentrationen von IL-1f und TGF-f1 im Gewebe exprimiert werden.



Abklirzungsverzeichnis

v Mikro

pum Mikrometer

Abb. Abbildung

ADAM A disintegrin and metalloproteinase domain

ADAM-TS A disintegrin and metalloproteinase domain with thrombospondin

motif
a-SMA a-smooth muscle actin
BSA Bovine Serum Albumin (Rinderserumalbumin)
°C Celsius
cm’ Quadratzentimeter
dest. destilliert
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EZM Extrazelluldre Matrix
FACS Fluorescence Activated Cell Sorting
FCS Foetal calf serum (fotales Kilberserum)
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethan-Sulfonat
h hour (Stunde)
HRP Meerrettichperoxidase
IL-1B Interleukin 13
IL-6 Interleukin 6
IL-8 Interleukin 8
J Joule
MD Morbus Dupuytren
min minute (Minute)
ml Milliliter
mm Millimeter
MMP2 Matrix-Metalloprotease 2
MMP3 Matrix-Metalloprotease 3
MMP9 Matrix-Metalloprotease 9
NEAA Non essential amino acids

PBS Phosphate buffered saline



PFA
RIPA
ROS
rpm

RT
SDS-PAGE
TBS
TBST
TGF-B1
TIMP1
TIMP2
TIMP3
TIMP4
TNFa
Tris

U

w

w/0

Paraformaldehyd

Radio-Immunoprecipitation Assay

Reactive oxygen species (reaktive Sauerstoffspezies)
revolutions per minute

Raumtemperatur

Sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Tris-gepufferte Salzlosung

Tris-gepufferte Salzlosung mit Tween

Transforming growth factor beta 1

Tissue inhibitor of metalloprotease 1

Tissue inhibitor of metalloprotease 2

Tissue inhibitor of metalloprotease 3

Tissue inhibitor of metalloprotease 4

Tumor necrosis factors alpha
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Unit

with (mit)

without (ohne)

111



Abbildungsverzeichnis

Abb. 1 Die relative Genexpression von TGF-B2 und TIMP3 im Gewebe.........c..ccceeuee.ee. 31

Abb. 2 Die relative Genexpression von IL-1p, IL-6, IL-§, MMP2, MMP3, MMP?9,
TIMP1, TIMP2, TIMP4 und TNFot im GeWebe..........coovviiiiiieciieeieeceeeee e, 32

Abb. 3 Das Gleichwicht zwischen TIMPs zu MMPs im Gewebe von MD und der
KONIIOLLE oo 34

Abb. 4 Die relative mRNA-Expression von IL-1p, IL-6, IL-8, MMP3 und TIMP3 der
Kontroll- und MD-Fibroblasten nach IL-18 Stimulation...........c.cccceeeienieriieniiennnnn. 35

Abb. 5 Die relative mRNA-Expression von TGF-2, TNFa, MMP2, MMP9, TIMP1,
TIMP2 und TIMP4 der Kontroll- und MD-Fibroblasten nach IL-1 Stimulation...... 37

Abb. 6 Die relative mRNA-Expression von IL-1p, TGF-f2, MMP2, MMP9, TIMP3
und TNFa der Kontroll- und MD-Fibroblasten nach TGF-1 Stimulation................ 39

Abb. 7 Die relative mRNA-Expression von IL-6, IL-8§, MMP3, TIMP1, TIMP2 und
TIMP4 der Kontroll- und MD-Fibroblasten nach TGF-B1 Stimulation ..................... 40

Abb. 8 Die 0o—SMA Proteinexpression der IL-18 oder TGF-B1 stimulierten MD-
FIDIODIASIEN. ...ttt 42

Abb. 9 Immunhistochemische Mikroskopaufnahmen der a—SMA -Antikdrperfarbungen
VON MD-FIibroblasten.. ........coccoiiiiiiiiiiiiiinieeeeeceese et 43

Abb. 10 Effekte der TFG-B1 Stimulation auf die relative Apoptoserate der MD-
FIDIODIASIEN ...ttt 44

Abb. 11 Toxische Effekte von blauem Licht auf die MD-Fibroblasten.............ccovvvuuun...... 45

Abb. 12 Effekte von blauem Licht auf die unstimulierten oder TGF-B1 stimulierten
MD-FIDIrObIaSIEI ..c..ceeiiiiiieiiiiiceee et 46

Abb. 13 Ein beispielhafter Western Blot von bestrahlten und TGF-B1 stimulierten
MD-FIDIrObIaStEI ..c..ceiiiiiiiiiiieieec et 46

Abb. 14 Effekte der Bestrahlung in MD-Fibroblasten auf die Generierung von ROS....... 47

IV



Inhaltsverzeichnis

1 EINICITUNG..cuueiiiniiiiiiiininicninncisnicnsnnicsssnicsssnisssssssssssessssnssssssssssssosssssossssssssssssssssssssssssssns 1
LT DEIINIEION .ottt ettt ettt et sae e 1
1.2 HistoriScher UDErblick ...........oovuiviuiveiieeieieeeiecee e, 1
1.3 EPIdemiOlOZIC ... .ceeviiiiiieiieeiiieiieeie ettt ettt ettt et e st esete et e snneesaeenaeenseeenne 1
1.4 ALOLOZIC .. .veveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt n s n e 2

L4.T HETEAIAL ..ttt sttt s 2
1.4.2 Stoffwechselerkrankungen ............ccccoecieiiiiiieniieiieceee e 3
L.4.3  EPIEPSIC eeieniiieiieiie ettt ettt ettt et et sneeennee e 3
1.4.4  Alkoholkonsum/NiKOtINKONSUIM .....c..evuiiriiiiiniiniiiienieieeieseeeee e 3
1.4.5 Handwerkliches Arbeiten/Manuelle Traumata...........cccccceeeieerieenieenienieeienne 4
1.4.6  Immunsystem/HIV ......cccooiiiiiiiiiiiie e 5
1.5 ANALOMIUC ...eutiiiiiiiiiierteeie ettt ettt et b ettt ettt sbe bt s b e et sae e 5
1.6 PathOZENESE.....coouiieiiieiiieiiecie ettt ettt ettt st e b e eeseeeaaeenseeenes 6
1.6.1 Myofibroblasten und das a—smooth muscle actin (SMA) Protein.................... 6
1.6.2 Die extrazelluldre MatriX (EZM).......cccooooviiiieiieeiieeceeeeee e 6
1.6.3 Matrix-Metalloproteasen und deren Inhibitoren...........c.cecevveniiiienieneenennne 7
1.6.4 Erhohte Expression von ZytOKINen ..........c.oecverieeriienieeniienieeieesie e sve e 8
1.7  HistologiSChe Stadien.........cccieiuiiiiiiiiieiiieiieeie et 9
1.8 KIHNIK 1ottt sttt ettt ene s 9
1.8.1 Symptomatik und Verlauf ............cccciiiiiiiiiiiiii e 9
L.8.2  THETAPIC ....eeuiieiiieiieeiie ettt ettt ettt e et e s e e teesateesbeessbeensaeensaens 10
1.8.2.1 Konservative ThEeTapie ........cccveeruierieeiiienie ettt ettt ens 10
1.8.2.2 Operative TRETAPI€ .......ceecvieriiieiieiie ettt et 11
1.8.3  REZIAIVIALE .....eeutiiiiiieieiie ettt sttt et 11
1.9 Blaues Licht als potentiell neues Therapieverfahren fiir den Morbus Dupuytren. 12
L.10  Ziele der ATDEIt......ccueeriiiiiriieiieieeiteseee ettt 14

2 Material und Methoden.......ceeieennninieensnensneensennsennsneessnecssesssscssseesssessssssssssssassses 15

2.1 MaAtETIAlICN ..ottt ettt st be e 15
20101 GIALE. ..ttt st ettt 15
2.1.2 MAALEIIAL ..t 16
2.1.3  SUDSTANZEN ..e.vviniiiiiiiietieieeit ettt ettt 17
2.1.4 Puffer und LOSUNZEN .......ocoviiiiiiiieiieeiieieeie ettt ens 19

2.2 PatieNteNPIODEN.....ccviiiiiieiieiieeit ettt ettt ettt et e et eseae e b e e sabeenbeeseaeenseas 22

2.3 Zellisolation und ZellKUItUL ........cc.oooiiriiiiiiiiiiiieeeee e 22

2.4 ZRIETNLE ...ttt ettt eanes 22

2.5 RNA-Isolation aus dem GEWEDE........c..ccvueriiriiniiiiirieieeceeeee e 23
2.5.1 Enzymatische Verdauung der DNA ..........ccooiiiiiiiiiiniiiieeceeee e 23
2.5.2 Synthese vOn CDNA ......coooiiiiiieiee ettt 24
2.5.3 Real-time polymerase chain reaction (RT-PCR).........cccceoieiiniininnininnnne. 24

2.6 Stimulation der Zellen mit IL-18 und TGF-f.....ccceoviiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeen 25

2.7 Bestimmung der intrazelluldren Apoptoserate mittels Durchflusszytometrie....... 25

2.8 Nachweismethoden der Differenzierung ...........cccceevveeriieniieniienieeiecieeee e 25
2.8.1 Western Blot ANalySe......ccceeviieiiiiiiieiieie ettt 25

2.8.1.1 ProteinbeStMMUNG .........cceeriieiiieiiieiieeie et eteetee et eteebeesaeeseesaaeens 26
2.8.1.2 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE).....26
2.8.1.3 Western BIOttNg ........cccvieiiiiiieiieeiieee et 27



2.8.2 IMMUNIISTOCREIMIE .coooviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 28

2.9 Blaues LICHE ..cc.coiuiiiiiiiiiiieeee e e 29
2.9.1  TOXIZIEAESTEST...euveeureeiteteeteeit ettt ettt sttt st sb et e b e 29
2.9.2 Bestrahlung und TGF-B1 Behandlung ...........ccccoevieviiiiiiiniiiiieieeiceeees 29
2.9.3 Bestimmung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) .......ccoocvieviiiiiiiniiiiiiiiieeis 30

2.10  StatiStiSChe AUSWEITUNG.......ceeiviiiiiieiieeiieeiieeite ettt et eiee et e sere e s e sibeebeeseneenseas 30

EX@eDMiSSe...uuuiiiiiiicnsnicssnninssnninssnnicsssnessssnesssnssssssossssnossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 31

3.1 Die Genexpression im GEWEDE.........coeviiiiieiiiiieeiieeie et 31
3.1.1 Relative Genexpression von TGF-2 und TIMP3 im Gewebe .........c..cccoc...... 31
3.1.2 Relative Genexpression von IL-18, IL-6, IL-8, MMP2, MMP3, MMP9,

TIMP1, TIMP2, TIMP4 und TNFa, im Gewebe..........ccceccveeriieriieniieeieeienne, 31
3.2 Das Gleichgewicht zwischen TIMPs und MMPS ...........cccooiiiiiieniiiinieniieeee 34
3.3 Der Einfluss von IL-1p auf die Genexpression der stimulierten Morbus
Dupuytren (MD)-Fibroblasten .............ccoeciiriirrieiiieiieeieeieeeie et 35
3.4 Der Einfluss von TGF-B1 auf die Genexpression der stimulierten Morbus
Dupuytren (MD)-Fibroblasten .............ccceoieriiiiieiiiieiieeieeieeeie e 38
3.5 Der Einfluss von IL-13 oder TGF-B1 auf die a-SMA Proteinexpression der
stimulierten Morbus Dupuytren (MD)-Fibroblasten............ccccoecevieniniiencinennn. 42
3.6 Die Effekte der TGF-B1 Stimulation auf die APOPtoSe........cceevvervreriiervienieennnene 43
3.7 Effekte von blauem Licht..........cccovviiiiiiiiiiniiieiieeeeeeee e 44
3.7.1 Toxische Effekte des blauen Lichts..........ccccooviviiniiiiniiniiieniieeece 44
3.7.2 Die Effekte der Bestrahlung von unstimulierten und TGF-B1 stimulierten
Morbus Dupuytren (MD)-Fibroblasten ............cccoeceevieniienieniieienieeiieeens 45

3.7.3 Effekte der Bestrahlung in Morbus Dupyutren (MD)-Fibroblasten auf die
Generierung Reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) .....ccoovvvvviieiiinciiinieiiieiee, 47
DISKUSSION «.ccueeeireisniiisnensteninecsnnssanssnesssecssnssssnsssnssssesssnssssssssassssssssssssassssassssasssssssassss 48

4.1 Die mRNA-EXpression im GEWEDE ..........cccieriieriierieeiieeiieiieeee e 48

4.2 Gestortes Gleichgewicht zwischen MMPs und TIMPS ...........cccccoeviiniiiinienieenen. 50

4.3 Verinderte Genexpression stimulierter Fibroblasten...............ccceevviviieniennennen. 51

4.4 Erhohte o—SMA Proteinexpression der stimulierten Fibroblasten........................ 54

4.5 Erhohte Apoptoserate der stimulierten Fibroblasten ...............ccoceeviiiiieniennnnnen. 54

4.6 Die Hemmung der Differenzierung von stimulierten Fibroblasten durch blaues

LCRE e ettt 56

4.6.1 Toxische Wirkungen von blauem Licht ...........ccoocviiniiiiiiiniiiiiiiiieie, 56
4.6.2 Mogliche Anwendung von blauem Licht beim Morbus Dupuytren (MD) ..... 57

4.7 SChIUSSTOIZETUNZEN .....ueiiiieiiieiieie ettt et e e eeaas 58

5 Literatur- und QuellenverzeiChmis ........ccccceeeeeeeecrrcnsneereececcsssssnnsaseececsssssnsasssssecssssses 60

VI



1 Einleitung
1.1 Definition

Der Morbus Dupuytren (MD) gehort zu den gutartigen superfiziellen Fibromatosen und ist
eine hdufige proliferative Erkrankung der Aponeurose an der Handinnenfldche (Brenner et
al., 2001). Eine Knoten- und Strangbildung in der Hohlhand mit Ausstrahlung in die
Finger fiihrt hdufig zu einer Beugekontraktur (Dupuytrensche Kontraktur) der Grund- und
Mittelgelenke der Finger. Meist sind der Ring- und Kleinfinger betroffen, seltener die
radialseitigen Finger. Die Erkrankung zeichnet sich durch einen chronisch-progressiven
Charakter aus, wobei der Fortschritt der Erkrankung unterschiedlich schnell ist. Wéhrend
bei einigen Patienten iiber Jahre hinweg lediglich eine geringe Knotenbildung in der
Hohlhand ohne jegliche Einschrinkung der Fingerbeweglichkeit vorhanden ist, beklagen
andere Patienten eine deutliche und schnelle Knoten- und Strangbildung innerhalb von
Monaten, die zu einer nachhaltigen und signifikanten Funktionsstérung der betroffenen
Finger fiihrt. Die Ursachen und die Pathogenese des MD sind bis heute nicht vollstindig
geklart.

1.2 Historischer Uberblick

Erstmalig wurde die Erkrankung von Felix Platter 1647 erwidhnt, der allerdings die
Erkrankung auf eine Luxation der Beugesehnen zuriickfiihrte (Verheyden, 1983). Der
Londoner Chirurg Henry Cline beschrieb erste  Operationstechniken und
Behandlungsmethoden des MD (1808) (Greve, 2002). Astley Cooper (1822) und der
franzosische Chirurg Guillaume Dupuytren (1831) vermuteten erstmals, dass die
Beugekontraktur ihren Ursprung an der Palmaraponeurose (Grabowski, 2004) hat.
Guillaume Dupuytren empfahl als Therapie die Fasziotomie und fiihrte diese auch selbst
durch (1831). Seitdem wird die Erkrankung nach Guillaume Dupuytren benannt (Brenner
et al., 2001).

1.3 Epidemiologie

Die Erkrankung betrifft ungefahr 2 % der Weltbevolkerung (Hueston, 1963), wobei deutli-
che geografische Schwankungen in der Inzidenz vorliegen. In der ndrdlichen Erdhalbku-

gel, z. B. Mittel- und Nordeuropa (McFarlane, 2002) sowie Nordamerika tritt sie



wesentlich haufiger auf als in Asien und Afrika (Mitra and Goldstein, 1994; Sladicka et al.,
1996). In Norwegen und England stellt der MD eine Volkskrankheit dar. 3-5 % aller Eng-
lander sind betroffen (Gerber et al., 2011) und 30 % der iiber 60-jdhrigen in Norwegen
(Burge, 1999). In GroBbritannien tritt die Erkrankung sogar nahezu bei jedem zweiten
Mann iiber dem 65. Lebensjahr auf. Demgegentiber ist der MD bei Schwarzafrikanern eine
Seltenheit (Richard-Kadio et al., 2008). In Deutschland kommt der MD bei ca. 2 Millionen

Menschen vor (Brenner, Krause-Bergmann, and Van 2001).

Mainner erkranken ca. sechsmal héufiger als Frauen (Shaw et al., 2007). Insgesamt sind
etwa 20 % der iiber 60-jahrigen Ménner betroffen (Hueston, 1963). Angesichts der unter-
schiedlichen Ausprdgung und des heterogenen Verlaufs der Erkrankung bedarf jedoch
nicht jeder einer Therapie. Der Inzidenzgipfel liegt bei Frauen im sechsten und bei Mén-

nern im flinften Lebensjahrzehnt (Shaw et al., 2007).
1.4 Atiologie

Bis heute sind die Ursachen des MD nicht geklart. Allerdings gibt es gewisse Kofaktoren,
die gehduft mit dem MD auftreten und nachfolgend beschrieben werden. Ein kausaler
Zusammenhang zwischen diesen Faktoren und der Pathogenese der Erkrankung konnte

jedoch bisher (noch) nicht nachgewiesen werden.
1.4.1 Hereditat

Eine genetische Komponente ist wahrscheinlich. Die Erkrankung weist eine starke
geographische Tendenz auf, wie z. B. in Nordeuropa (McFarlane, 2002) und im Gegensatz
zu Afrika und Asien liegt in Nordeuropa eine familidre Haufung vor. So ist die Inzidenz
von Familienmitgliedern bei bereits erkrankten Verwandten entsprechend erhoht (Ling,
1963; Millesi, 1965). Es wird ein autosomal dominanter Erbgang diskutiert (Burge, 1999).
Dariiber hinaus tritt die Erkrankung hiufig an beiden Hénden auf. In einer aktuellen Studie
wurden klinische Daten von 736 MD-Patienten, die sich einer Operation unterzogen,
evaluiert. Die Daten zeigten, dass eine positive Familienanamnese den stirksten Einfluss
auf das Alter, in dem sich die Patienten einer OP unterzogen, nimmt. Becker et al. wiesen
mit dieser Studie auf die Bedeutung der genetischen Disposition fiir die MD-Erkrankung
hin (Becker et al., 2015).

[\®)



1.4.2 Stoffwechselerkrankungen

Der Diabetes mellitus I und II tritt gehduft mit dem MD zusammen auf. Einige Autoren
wie z. B. Paeslack (1962) und Rhomberg (1967) beschrieben ein gemeinsames Auftreten
der Krankheiten. Auch Heathcote et al. kamen zu dem Ergebnis, dass Diabetiker mit einer
gehduften Pravalenz (42 %) vom MD betroffen sind (Heathcote et al., 1981). Eine weitere
Studie von Noble (1984) wies eine sichere Assoziation zwischen MD und Diabetes
mellitus auf (Noble et al., 1984). Die Autoren fiihrten den Zusammenhang darauf zuriick,
dass sie innerhalb einer klinischen Studie nachweisen konnten, dass 42 % der Patienten mit

Diabetes mellitus auch an MD erkrankt waren.

Nicht nur erhohte Glucose-Spiegel, sondern auch erhohte Cholesterin- und
Triglyzerinspiegel stehen in Korrelation mit MD (Sanderson et al. 1992). Degreef at al.
fanden in einer Studie mit 130 Frauen heraus, dass 39 % der Patientinnen mit MD erhohte

Cholesterinwerte aufwiesen (Degreef, Steeno, and De Smet 2008).

1.4.3 Epilepsie

Schon lange besteht die These, dass MD mit Epilepsie assoziiert ist (Pojer et al., 1972).
Eine erhohte Inzidenz von Morbus Dupuyten und Epilepsie ist in verschiedenen Studien
untersucht worden. Mit einer Haufigkeit der Erkrankungen gemeinsam zwischen 8 % und
57 % (Arafa et al., 1992; Hart and Hooper, 2005). Early beschrieb 1962, dass minnliche
Patienten mit einem fiinffach hoheren Risiko und weibliche Patienten, die an Epilepsie
leiden, sogar mit einem elffach hoheren Risiko assoziiert sind, an MD zu erkranken
(Early, 1962). Die Dupuytrensche Kontraktur wurde bei 21,6 % der 524 Patienten mit
Epilepsie beobachtet. Insbesondere die idiopathische Epilepsie wurde vermehrt in

Verbindung mit der Dupuytrenschen Kontraktur diagnostiziert (Stuhler et al., 1977).

1.4.4 Alkoholkonsum/Nikotinkonsum

Die Korrelation zwischen der Erkrankung und einem erhéhten Alkoholkonsum, verbunden
mit einer Leberzirrhose, wird in diversen Studien diskutiert (Becker et al., 2014; Burge et

al., 1997; Noble et al., 1992).

Neuere Studien bestétigen eine erhohte Wahrscheinlichkeit des Auftretens von MD,

verbunden mit einem Nikotinabusus (Brenner, Krause-Bergmann, and Van 2001). Bereits



in der Vergangenheit diskutieren verschiedene Studien eine Assoziation zwischen MD und

Nikotinkonsum (An et al. 1988; Burge et al. 1997).

Der mikrovaskuldre Verschluss von GefdBlen konnte ein begiinstigender Faktor der MD-
Erkrankung sein. Rauchen ist einer der entscheidenden Faktoren fiir die Entwicklung der
peripheren Vaskulopathie. In einer retrograden Studie explorierten An et al. das Auftreten
zwischen MD-Patienten, die sich operieren lieBen und Nikotin konsumieren. Bei 68,2 %
der MD-Patienten wurde auch gleichzeitig Nikotinkonsum beobachtet. Auffillig war, dass

72,1 % der mannlichen Patienten Nikotin konsumieren (An et al., 1988).

Burge et al. untersuchten eine klinische Fallstudie von 222 Patienten mit MD, die sich
einer Operation unterzogen. Dabei fiel auf, dass insbesondere die Patienten mit einer
Dupuytrenschen Kontraktur eine Operation brauchten, die Zigaretten rauchen. Der
durchschnittliche Zigarettenkonsum lag bei 16,7 pack/vears im Vergleich zu 12,0
pack/years der Kontrollen (Burge et al., 1997).

1.4.5 Handwerkliches Arbeiten/Manuelle Traumata

Bereits Guillaume Dupuytren (1832) mutmalte, dass ein Zusammenhang zwischen der
Krankheit und einer chronischen Traumatisierung der Palmaraponeurose existiert (Greve,
2002). Auch Skoog vermutete, dass viele kleinere Traumata zu Einrissen in der
Aponeurose fithren und daraufhin vermehrt Fibroblasten aktiviert werden (Skoog, 1957).
Weitere Autoren gehen davon aus, dass eine vermehrte Pridvalenz der Krankheit und
handwerklichem Arbeiten bzw. Traumata vorliegt (Mikkelsen 1978; Bovenzi 1994;
Brenner, Krause-Bergmann, and Van 2001). Sowohl die Autoren Thomas und Clark, Liss
und Storck als auch Descatha et al. fiihren die Hypothese auf, dass besonders Ménner, die
viel handwerklich und an vibrierenden Geréten arbeiten, betroffen sind (Descatha et al.,
2012; Liss and Stock, 1996; Thomas and Clarke, 1992). Trotz dieser Studien gilt der MD
nicht als Berufskrankheit fiir spezifische Berufe und eine Anerkennung des MD als solche

ist auBBerordentlich selten.

Fiir einen mechanischen Einfluss auf den Krankheitsprozess spricht die klinische
Erfahrung, dass ein chirurgischer Eingriff an der Hand zu einer erh6hten
Auftrittswahrscheinlichkeit von MD fiihrt (Lanzettd and Morrison, 1996). So konnen

langer unveridndert vorhandene Knoten in der Hohlhand im Anschluss an eine Operation



an der gleichen Extremitdt deutlich an Volumen zunehmen und die Erkrankung kann
schneller voranschreiten. Lanzetta und Morrison beobachteten bei 3 klinischen Fillen, dass
ein chirurgisches Trauma an der Hand die MD Erkrankung ausloste. Alle Patienten
entwickelten die Dupuytrensche Kontraktur zwischen 3 Wochen und 3 Monaten nach der
Operation. Die Entwicklung der Erkrankung war nur in der Hand, die zuvor operiert
worden ist und nicht auf der kontralateralen Seite erkennbar (Lanzettd and Morrison,

1996).

1.4.6 Immunsystem/HIV

Bei HIV-Patienten besteht die erhohte Wahrscheinlichkeit zusdtzlich an MD zu erkranken
(Bower et al., 1990). Deshalb wird die Hypothese aufgestellt, dass Verdnderungen im
Immunsystem die Entstehung der Krankheit begiinstigen. Menzel et al. und Neumiiller

zeigten Verdnderungen der Antikorper gegen Kollagene (Menzel et al., 1979; Neumiiller et

al., 1994).

1.5 Anatomie

Die Palmaraponeurose (Aponeurosis palmaris) besteht aus straffem Bindegewebe, das zu
einer Sehnenplatte an der beugeseitigen Hand und Finger verstirkt wird (Schiinke et al.,
2007). Sie wird aus einem dreidimensionalen Netzwerk gebildet und zwar aus
longitudinalen, transversalen und vertikalen Fasern. Sie schiitzt die darunter liegenden
GefdBBe und Nerven zum Beispiel beim Greifen von Gegenstinden (Ritter, 1973). Die
Aponeurose bildet die Fortsetzung der Sehne des langen Hohlhandmuskels (Musculus
palmaris longus) und wird von den kurzen Muskeln der Hohlhand (Musculus palmaris

brevis) gespannt (Schiinke et al., 2007).

Am proximalen Ende ist die Aponeurose mit dem Retinaculum musculorum flexorum
verbunden und zieht distal mit den longitudinalen Bindegewebsfasern den so genannten
Fibrae longitudinales facherformig zu den Kopfen der Os metacarpale 2-5 aus. Die Fibrae
transversae strahlen von den interdigitalen Hautfalten mit ein. Die Aponeurose ist

deltaformig angelegt. (Bojsen-Moller and Schmidt, 1974; Schiebler, 2004).



1.6 Pathogenese

Im Rahmen des MD kommt es zu einer verstirkten und undifferenzierten Bildung von
Gewebe der Aponeurose. Dies betrifft sowohl die zelluliren als auch extrazelluldren
Bestandteile. Durch eine ungeordnete Bildung beider Komponenten kommt es zur Knoten-
und Strangbildung. Trotz der undifferenzierten Gewebebildung handelt es sich um eine
gutartige Tumorbildung. Eine Metastasierung oder maligne Entartung ist bisher nicht

bekannt (Vaerst, 2013).

1.6.1 Myofibroblasten und das a—smooth muscle actin (SMA) Protein

Die Pathogenese des MD ist wesentlich gekennzeichnet durch eine verstérkte
Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten. Bereits 1972 zeigten Gabbiani und
Majno, dass in den Knoten der Palmaraponeurose vermehrt Myofibroblasten nachweisbar

sind (Gabbiani and Majno, 1972).

Myofibroblasten sind besonders charakteristisch fiir die Wundheilung (Darby et al., 2014).
Sie sind gekennzeichnet durch die Fiahigkeit, sich kontrahieren zu konnen. Zudem
enthalten sie vermehrt intrazelluldre Biindel an Mikrofilamenten (Tomasek et al., 1987).
Dieses spezifische Mikrofilament zeichnet sich durch eine erhdhte o—smooth muscle actin
(SMA) Proteinexpression aus (Hinz, 2007). Das a—SMA Protein findet sich auch erhdht in
Dupuytrengewebe (Bisson et al., 2003; Hindman et al., 2003) und dient als
Surrogatparameter fiir die Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten. Die
Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten ldsst sich in vitro sowohl durch
Transforming Growth Factor-p1 (TGF-B1) (Bisson et al., 2009) als auch TGF-B2 (Hinz,

2007) stimulieren.

Satish et al. postulierten, dass ein hoher Anstieg des cyclic Adenosinmonophosphat
(cAMP) Levels dazu fiihrt, dass die TGF-B1 induzierte Bildung der extrazelluldren Matrix
(EZM)-Synthese und die Myofibroblasten Differenzierung gehemmt werden (Satish et al.,
2011).

1.6.2 Die extrazellulare Matrix (EZM)

Neben der Differenzierung sind an der Pathogenese des MD Verdnderungen in der

Struktur und Beschaffenheit der extrazelluliren Matrix (EZM) beteiligt. Es wurde ein



gestorter Aufbau der EZM im Gewebe des MD nachgewiesen. Durch eine erhohte
Zellproliferation von Fibroblasten kommt es u. a. vermehrt zur Kollagenexpression und in
deren Folge zu einem verdnderten Aufbau der EZM (Bazin et al., 1980). Des Weiteren ist
die Expression der Glykosamine erhoht und Strukturanalysen haben ergeben, dass die

Zusammensetzung der Proteine verdndert ist (Kozma et al., 2007).

1.6.3 Matrix-Metalloproteasen (MMPs) und deren Inhibitoren

Matrix-Metalloproteasen (MMPs) sind an den physiologischen An- und Abbauprozessen
der gesunden Aponeurose beteiligt. Es existiert eine Vielzahl von MMPs. Beim Menschen
sind bisher 23 MMPs bekannt (Massova et al., 1998). Mutationen in den MMP-Genen
konnen Ursache diverser Erbkrankheiten sein, z. B. das Torg-Winchester-Syndrom, bei
dem zwei Mutationen im MMP2-Gen identifiziert wurden (Zankl et al., 2007). Bei einem
Defekt im MMP13-Gen kann eine Dysplasie entstehen (Kennedy et al., 2005).

Fiir einige MMPs wurde ihre funktionelle Bedeutung verstanden, bei anderen liegen
lediglich Kenntnisse iiber den Aufbau, aber nicht deren Funktion vor. MMP2 und MMP9
sind Gelatinasen, also proteolytische Enzyme, die Gelatine hydrolysieren und dadurch in
ihre Bestandteile (Polypeptide, Aminosduren) zerlegen. Sie verdauen eine Anzahl an
Molekiilen der extrazelluliren Matrix z. B. Kollagentyp IV, V und XI und Laminin
(Patterson et al., 2001). Die Aktivitit der MMPs wird sowohl iiber das a,-Makoglobulin
und deren Inhibitoren, die Tissue inhibitor of matrixmetalloprotease (TIMP) reguliert

(Nagase et al., 2006).

Ein gestortes Gleichgewicht der die EZM abbauenden MMPs und deren Inhibitoren, den
TIMPs wird im Rahmen der Pathogenese des MD vermutet (Ulrich et al., 2009). TIMPs
konnen die Synthese und Ablagerung von Kollagenen beeinflussen und maBgebend die

Entstehung von Fibrosen verstirken (Kassiri et al., 2009).

Eine Schliisselrolle in der Pathogenese des MD sollen MMP2 und 14 spielen. Im Gewebe
wurde eine erhohte Expression von MMP2 und 14 nachgewiesen (Wilkinson et al., 2012).
Ulrich et al. erforschten, dass die Genexpression von MMP2 sowie TIMPI und 2
signifikant im Dupuytrengewebe verstdrkt sind, wohingegen bei der Untersuchung von der
MMPY9 Genexpression keine verstirkte Expression im MD-Gewebe zu ermitteln war

(Ulrich et al., 2009, 2003). Neben der Expression der MMPs und deren Inhibitoren ist das



Gleichgewicht zwischen den funktionell korrespondierenden MMPs und TIMPs von

Relevanz.
1.6.4 Erhohte Expression von Zytokinen

Es wird angenommen, dass Zytokine wesentlichen Einfluss sowohl auf die zelluldre
Differenzierung als auch die Zusammensetzung der EZM in der Pathogenese des MD
besitzen. Erhohte Konzentrationen von Zytokinen, besonders eine Uberexpression von
TGF-B, wurden im MD-Gewebe nachgewiesen (Baird et al., 1993). TGF-B reguliert
sowohl die Produktion von Matrixproteinen (Fibronektin, Kollagen, Integrine und
Glykosamine) (Zhang et al., 2008; Baird et al., 1993) als auch die Inhibition von
Enzymen, wie z. B. Kollagenasen, die die EZM abbauen (Blobe et al., 2000). AuBerdem
spielt TGF-B eine wichtige Rolle in Entziindungs- und Fibroseprozessen (Oberringer et al.,
2008). Insbesondere in der Wundheilung, z. B. nach chirurgischen Eingriffen, ist eine
erhohte Konzentration von TGF-B1 nachweisbar (Wang et al., 1997). Die erhdhte
Konzentration von TGF-B1 in Wunden und die Tatsache, dass die Stimulation von
Fibroblasten mit TGF-B1 eine verstirkte Differenzierung zu Myofibroblasten auslost,
konnte ein Grund fiir die erhohte Rezidivrate und auch fiir das Neuauftreten bei MD-
Patienten nach chirurgischen Eingriffen sein (Bisson et al., 2003). Wong und Mudera
stellen allerdings die These auf, dass extrem erhdhte TGF-B1 Konzentrationen (20-30 ng)
die Differenzierung zu Myofibroblasten hemmen und so ein negativer Feedback-

Mechanismus entsteht (Wong and Mudera, 2006).

Interleukin-1o (IL-1a) und Interleukin-1p (IL-1PB) sind Entziindungsmediatoren, die das
Wachstum von Fibroblasten (Libby et al., 1985) und die Produktion von TGF-B
stimulieren (Yue et al., 1994) und somit auch die Produktion von Kollagenen und anderen
extrazelluldiren Matrixproteinen fordern. IL-1 wird hauptsdchlich von den Monozyten im
Blut produziert und ist ein Entziindungsmediator. Es zdhlt zu den zentralen Botenstoffen
und wird vermehrt als Reaktion auf duflere Einfliisse, wie z. B. auf Lipopolysacchariden in
gramnegativen Bakterienwidnden, oder durch andere Pyrogene produziert und
ausgeschiittet. Es kann Fieber und u. a. einen Anstieg neutrophiler Granulozyten, der Akut-
Phase-Proteine und Interleukin-6 auslosen. Eine Ausschiittung von IL-1 fiihrt auch
wiederum zu einem Anstieg von IL-1 (Dinarello et al., 1987). Eine Dysregulation kann zu
systemischen Krankheiten wie der idiopathischen juvenilen Arthritis fithren (Dinarello and

van der Meer, 2013).



Sowohl IL-1a also auch IL-1P sollen verstirkt im MD-Gewebe exprimiert werden und

somit eine wichtige Rolle bei der Entstehung des MD einnehmen (Baird et al., 1993).

1.7 Histologische Stadien

Die histologische Einteilung erfolgt in 3 Stadien (Luck, 1959). In dem ersten Stadium, dem
Proliferationsstadium, findet man knotige, vorwiegend aus zahlreichen Myofibroblasten

bestehende Gewebsverdichtungen, die sehr zellreich und gut vaskularisiert sind.

Das zweite Stadium wird als Involutionsstadium beschrieben. In diesem Stadium nimmt
der Kollagenanteil zu. Hier sind sowohl Myofibroblasten als auch Fibroblasten zu finden.
Der Anteil an Myofibroblasten nimmt jedoch ab. Haut und Gewebe werden vermehrt von
Kollagenfasern durchzogen. Insbesondere der Kollagenanteil von Kollagen Typ 1 nimmt

in den Phasen zu (Meister et al., 1979).

Im Residualstadium bilden sich die Knoten zuriick und es lassen sich zellarme Stringe, die
von Kollagen umgeben sind, nachweisen. Myofibroblasten sind nicht mehr oder nur

vereinzelt vorhanden (Gokel and Hiibner, 1977).

Die histologische Stadieneinteilung korreliert nicht zwingendermafen mit dem klinischen
Befund und gibt auch nur eingeschrinkt Auskunft itiber die aktuelle Dynamik der
Erkrankung. In allen histologischen Stadien konnen Einschrinkungen der
Fingerbeweglichkeit auftreten, oder in ihrer Ausprdgung zunehmen. Zudem konnen
Mischbilder der einzelnen Stadien an einer Hand vorliegen, so dass an einem Finger ein

Proliferationsstadium, an einem anderen Finger bereits das Residualstadium vorliegt.

1.8 Kilinik
1.8.1 Symptomatik und Verlauf

Von den betroffenen Patienten wird in der Regel eine Knoten- oder Strangbildung in der
Hohlhand mit Ausstrahlung in den 4. oder 5. Finger der Hand bemerkt (Mikkelsen, 1976).
Es konnen aber alle Finger betroffen sein. Diese Strangbildung mit Ausstrahlung in die
Finger fiihrt in spdteren Stadien zu einer funktionellen Einschrankung der Metacarpal- und
proximalen Interphalangealgelenke in Abhingigkeit des Krankheitsprogresses und zur so
genannten Dupuytrenschen Kontraktur. In den meisten Fillen ist weder die Knoten- noch

die Strangbildung schmerzhaft.



Die Erkrankung schreitet unterschiedlich schnell voran. Der typische Verlauf erfolgt
langsam in Intervallen fortschreitend iiber Jahre und kann in jedem Stadium auch zum
Stillstand kommen. Anhand der aktuell géngigen diagnostischen Kriterien ist der
Krankheitsverlauf nur sehr schwer vorhersehbar. Der Progress wird in 5 Stadien (Stadium
0-4) nach Tubiana eingeteilt (Tubiana et al., 1968). In dem Stadium 0 sind lediglich
Knoten in der Hohlhand tastbar, Kontrakturen sind nicht nachweisbar. Die Stadien 1 bis 4
richten sich nach dem Grad der Gesamtkontraktur des Fingers: Stadium 1 bis 45°, Stadium

2 bis 90°, Stadium 3 bis 135° und Stadium 4 iiber 135° (Tubiana et al., 1968).

1.8.2 Therapie

Zur Behandlung des MD stehen konservative und operative Therapiemethoden zur

Verfiigung, wobei keine dieser Therapien einen kausalen Ansatz hat.

1.8.2.1 Konservative Therapie

Es gibt verschiedene konservative Therapieansitze, die sich auf unterschiedliche Theorien
der Pathogenese beziehen. Zu erwéhnen sind die Applikation von Vitamin E, Dimethyl-
Sulfoxid (DMSO), Bestrahlung mit Rontgenstrahlen und die Verwendung von Ultraschall.
Insgesamt sind die Erfolge dieser Therapien von eingeschrinktem Wert und haben sich im
klinischen Alltag nur bedingt etabliert (Rayan, 2008). Auch die lokale Injektion von
Enzymen wie Trypsin und Hyaluronidase oder Kortikosteroide (Ketchum and Donahue,
2000) sowie physiotherapeutische Anwendungen fithren zu keiner dauerhaften Besserung

und konnen den Krankheitsverlauf nicht wesentlich positiv beeinflussen.

Injektion von Kollagenase

Vor knapp zwei Jahrzehnten wurde als neue Therapiealternative die Injektion von
Kollagenasen direkt in die pathologischen Areale erstmals durchgefiihrt (Starkweather et
al., 1996). Aktuelle Studien berichten {iber gute Erfolgsraten und eine hohe
Patientenzufriedenheit. Demnach stieg die Beweglichkeit der betroffenen Gelenke
signifikant (Hurst et al., 2009). Potentielle Risiken des Verfahrens sind sekundire
Sehnenrupturen und Rezidive. Insbesondere die Sehnenruptur stellt ein bedeutendes und
funktionell hochrelevantes Risiko dar. Fiir diese Sehnenrupturen liegen allerdings bisher

lediglich Fallberichte vor (Povlsen and Singh, 2014). In kontrollierten Studien sind
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Sehnenrupturen, wenn nur sehr vereinzelt beschrieben (Gaston et al., 2015). Das Risiko

scheint demnach nicht so hoch. Nachteilig sind die hohen Kosten des Medikaments.

1.8.2.2 Operative Therapie

Nadelfasziotomie

Die alleinige Durchtrennung der kontrakten Fasern erfolgt bei der Aponeurotomie. Diese
kann sowohl offen als auch geschlossen vollzogen werden. Bei der geschlossenen
Aponeurotomie wird der Kontraktionsstrang durch in die Haut eingestochene Nadeln
(Nadelfasziotomie) durchtrennt. Dieses Verfahren ist minimalinvasiv und mit wenigen
Nebenwirkungen verbunden. Da jedoch keine Entfernung des pathologischen Gewebes
erfolgt, ist die Rezidivrate bei dieser Therapie sehr hoch (van Rijssen et al., 2012). Eine
Indikation hierfiir besteht z. B. bei Stadien mit vornehmlicher Strangbildung oder Patienten
mit ausgeprigten Kontrakturen der Fingermittelgelenke. In diesen Féllen kann im Sinne
einer neoadjuvanten Therapie durch die Nadelfasziotomie die sehr starke Kontraktur
gebessert und die Erfolgschancen, der im Anschluss durchgefiihrten offenen

Aponeurektomie, gesteigert werden.

Partielle Aponeurektomie

Die partielle Aponeurektomie stellt den operativen Standard dar. Bei dieser Operation
entfernt man das erkrankte Gewebe einschlieflich einem kleinem Sicherheitssaum der
umgebenden Palmaraponeurose (Freehafer and Strong, 1963). Bei der partiellen
Aponeurektomie besteht die Gefahr, dass mikroskopisch erkranktes Gewebe zuriickbleibt.
Im Gegensatz dazu wird bei der radikalen Aponeurektomie die gesamte Aponeurose der
Hohlhand und Finger entfernt, um das Rezidivrisiko zu senken. Bei der radikalen
Aponeurektomie ist allerdings aufgrund der groBeren Wundfliche die Komplikationsrate

hoher und wird selten angewandt (Khashan et al., 2011).

Nur duferst selten wird noch die Dermatofasziektomie mit Entfernung des erkrankten
Gewebes und der dariiber liegenden Haut, die Athrodese oder in extrem fortgeschrittenen

Fillen die Amputation durchgefiihrt (Brotherston et al. 1994).
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1.8.3 Rezidivrate

Trotz addquater Therapie ist die Rezidivrate sehr hoch. Bei der Nadelaponeurotomie liegt
sie nach fiinf Jahren bei 84,9 % (van Rijssen et al., 2012). Geringere Rezidivraten werden
nach der partiellen Aponeurektomie erzielt. Sie liegt innerhalb von 5 Jahren nach der

Operation bei etwa 20,9 % (van Rijssen et al., 2012).

Das Problem der Rezidive ist der dann vorliegende signifikant erhohte Anspruch an die
Therapie. Postoperativ entstandene Narben und Rezidivstringe konnen Gefdale und Nerven
umwachsen und in ihrem Verlauf verdndern, dies erhoht den operativen Anspruch.

Mitunter sind Hauttransplantationen notwendig.

1.9 Blaues Licht als potentiell neues Therapieverfahren fur den Morbus
Dupuytren (MD)

Blaues Licht emittiert zwischen einer Wellenldnge von 400-500 nm. Es wird bereits
therapeutisch in der Dermatologie in der Behandlung von Akne vulgaris angewendet (Omi
et al., 2004) und zeigt anti-inflammatorische Eigenschaften (Shnitkind et al., 2006). Auch
in der Behandlung von Keloiden kommt es zur Anwendung. Des Weiteren weist eine
Studie die Inhibition des Wachstums von Hauttumoren bei Miusen durch blaues Licht
nach (Ohara et al., 2003). Weitere Studien belegen, dass blaues Licht die Wundheilung in
Rattenversuchen unterstiitzt (Adamskaya et al., 2011). Dennoch ist blaues Licht auch
assoziiert mit der Entstehung von malignen Melanomen in Tierversuchen und
Photoretinitis der Augen (Okuno et al., 2002). Oh et al. demonstrierten, dass blaues Licht
die Apoptose induziert und so die friihe Entstehung von Melanomzellen reduzierte (Oh et

al., 2015).

Laut einer Studie weist blaues Licht wellenldngenabhingig (410, 420 nm) Toxizitdten auf,
wohingegen sich bei lingeren Wellenlingen (453, 480 nm) keine toxischen Effekte
darstellten (Taflinski et al., 2014). Taflinski et al. untersuchten den Einfluss von blauem
Licht auf die Differenzierung von dermalen humanen Fibroblasten, stimuliert durch die
TGF-f1 Gabe und fanden heraus, dass blaues Licht die Differenzierung zu
Myofibroblasten inhibiert (Taflinski et al., 2014).

Der genaue Grund fiir den Effekt des blauen Lichts ist noch nicht ausreichend erforscht. Es

wird vermutet, dass verschiedenste Photorezeptoren oder Enzyme dafiir verantwortlich
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sind, wie z. B. Cytochrom C Oxidase, flavin-basierte Photosensoren, Lipofuscin oder auch

reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) (Taflinski et al., 2014).

Mamalis et al. 2015 zeigten eine Inhibition der Proliferation von adulten humanen
Hautfibroblasten durch Bestrahlung mit blauem Licht (Mamalis et al., 2015). Sie vermuten
eine Assoziation zwischen blauen Licht und dem Anstieg von reaktiven Sauerstoffspezies
in Abhéngigkeit der Bestrahlungsdosis. Die Autoren mutmafen, dass blaues Licht Keloide

und andere fibrotische Hauterkrankungen (Mamalis et al., 2015) therapieren kann.

Unter Beriicksichtigung der aktuellen Erkenntnisse wére die Anwendung von blauem Licht

beim MD denkbar. Hierzu liegen jedoch noch keine Untersuchungen vor.
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1.10 Ziele der Arbeit

Nach wie vor ist die genaue Pathogenese des Morbus Dupuytren (MD) nicht im Detail
verstanden. Zwar bestehen Kenntnisse iiber die Atiologie und begiinstigende Faktoren wie
z. B. genetische Disposition, Nikotinabusus, Diabetes mellitus, Alkoholabusus etc. dieser
Erkrankung, deren jeweilige Bedeutung und deren gegenseitige Beeinflussung sind jedoch
noch unzureichend verstanden. Einige Autoren vermuten, dass das Zytokin TGF-f eine
Schliisselrolle einnimmt, andere postulieren, dass die Zusammensetzung der extrazellulé-
ren Matrix und ihrer Komponenten, z. B. das Kollagen, die Entstehung der Erkrankung
mitverursacht. Auch die Matrixmetalloproteasen (MMPs) und deren Inhibitoren (TIMPs)

sollen fiir die Entstehung der Dupuytrenschen Kontraktur mitverantwortlich sein.

Den operativen Standard stellt nach wie vor die partielle Aponeurektomie dar, doch sind

Rezidive nicht selten.
Folgende Zielsetzung wurde fiir diese Arbeit definiert. Es sollten untersucht werden:

1. Welchen Einfluss TGF-B1 und IL-1p auf die MMP-TIMP-Homdostase und die Diffe-
renzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten besitzen. Hierzu wurden die Fibroblasten
aus dem Gewebe isoliert und mit IL-1p tiber 18 Stunden oder TGF-B1 {iber 120 Stunden
stimuliert und anschlieBend die Verdnderung der mRNA-Expression (IL-1pB, IL-6, IL-8,
TNFa, TGF-$2, MMP2, MMP3, MMP9, TIMP1, TIMP2, TIMP3 und TIMP4) analysiert.
Als weiterer Aspekt wurde die Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten mit-
tels der Proteinexpression von o—SMA nachgewiesen. Das 0o—SMA Protein diente hier als

Surrogatparameter fiir die Differenzierung.

2. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob blaues Licht als therapeutische Option die
Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten hemmen kann. Hierzu wurden die
Fibroblasten mit TGF-B1 stimuliert, sowohl iiber 72 als auch tiber 120 Stunden und paral-
lel mit blauem Licht bestrahlt. AnschlieBend wurde die a—SMA Proteinexpression evalu-
iert. Ziel war es hierbei herauszufinden, ob die Bestrahlung die a—SMA Proteinexpression

verringert und somit ein inhibitierender Einfluss auf die Differenzierung besteht.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Abzug Waldner

Blotter Life Technologies™ Blotter: Novex® Semi-Dry Blotter
Brutschrank Thermo Electron Corporation HERAcell® 150

Kryo-Einfriergerit

Schmidt Laborgerite und Umweltsimulationen Cryo-

Einfriergerdt (Mr. Frosty)

FACS FACSCalibur BD Biosciences
Fuge Thermo Scientific Haraeus Pico 17 Microcentrifuge
Fuge grof3 Thermo Scientific Haraeus Megafuge 16 R

Geldokumentationsanlage

BioRad GelDoc

Heizbad Fisher Scientific drybath
Magnetriihrer IKA® RET control/t IKAMAG® safety contro
Mikroskop Zeiss Axiovert 40
Multipipette Eppendorf Multipette® plus
PCR-Gerit 7300 Real Time PCR System
HANNA instruments® HI 2211 Basic pH/ORP Benchtop
pH-Meter Meter
Photometer Eppendorf BioPhotometer plus
Pipettboy BRAND accu-jet® pro
Eppendorf Research® fix 10 - 100 pul
Eppendorf Research® fix 100 - 1000 pl
Pipetten

Eppendorf Research® fix 0,5 - 10 pl

Thermo Scientific DH09306

Taumel-Rollenmischer

RMS5-V 1750

RMS5-V80 1752

Multiplattenlesegerit

Perkin Elmer VICTOR3™ V Multilabel Counter model
1420

Nanodrop

Spectrophometer ND-1000, Nandrop

Trans-Blot System

BioRad Trans-BlotR Turbo TM

Waage

KenABJ Log NoAO1 Electronic Balance Typ ABJ2204 No




WB1150494

Ken 440-45

Werkbank Thermo Electron Corporation HER Asafe®
Thermo Electron Corporation Heraeus Fresco 17 Centrifuge
Zentrifuge Thermo Scientific Heraecus Megafuge 16 R

Thermo Scientific Heraeus Pico 17 Microcentrifuge

Power Supplier

BioRad Power Pac HC

VWR Power Source

2.1.2 Material

0,5 ml Reaktionsgefille

Eppendorf Safe-Lock Tubes™ 0,5 ml

1,5 ml Reaktionsgefil3e

SARSTEDT Reagiergefal 1,5 ml EASY CAP

1,5 ml Reaktionsgefil3e
(safety lock)

Eppendorf Safe-Lock Tubes™ 1,5 ml

12-Well Platten

GREINER 12-Well CELLSTAR® Tissue Culture Plates

15 ml Falcons

GREINER bio-one Art.-Nr.;: 188171

2 ml Reaktionsgefife

Eppendorf Safe-Lock Tubes™ 2 ml

50 ml Falcons

GREINER bio-one Art.-Nr.: 227261

6-Well Platten

CytoOne 6-well TC plate

96-Well Platten

GREINER 96-Well CELLSTAR® Tissue Culture Plates

Einfrierrdhrchen

GREINER bio-one Cryo.s' " Einfrierrshrchen 2 mI™

Pasteurpipetten aus Glas

BRAND GmbH + CO KG Pasteurpipetten ISO 7712

Stripetten, 10 ml

Costar® 10 mL Shorty Stripette® Serological Pipets

Stripetten, 2 ml

Costar® 2 mL Shorty Stripette® Serological Pipets

Stripetten, 25 ml

Costar® 25 mL Shorty Stripette® Serological Pipets

Stripetten, 5 ml

Costar® 5 mL Shorty Stripette® Serological Pipets

Zahlkammer

Neubauer Zahlkammer

Zellschaber

GREINER BioOne Cell Scraper, blue, 40 cm
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2.1.3 Substanzen

2-Mercaptoethanol

SIGMA-ALDRICH® 2-Mercaptoethanol M7154 for

electrophoresis
4-Nitrophenol Solution, ‘ '
SIGMA 4-Nitrophenol Solution, 10 mM N7660
10mM
Acrylamid Bio-Rad 30 % Acrylamide/Bis Solutions
Aqua dest. (steril) Aqua B. Braun, 1000 ml
anti-o—SMA AK Abcam
Bad Stabil neoLab-BAD Stabil®
BSA PAA BSA Fraction V pH 7,0
CaCl, SIGMA-ALDRICH® Calcium chloride dihydrate C7902
CellTiter Blue Promega CellTiter-Blue® Cell Viability Assay
Dako REAL™ Detection System Alkaline Phosphatase /
DAKO Kit
RED Rabbit / Mouse
Dispase 11 ROCHE Dispase II (neutral protease grade II)
SIGMA-ALDRICH® Dimethyl sulfoxide D2650 - Hybri-
DMSO Max™,  sterile-filtered, BioReagent, suitable for
hybridoma, > 99.7 %
Merck KGaA 100062 Essigsdure 96 % zur Analyse
Eisessig
EMSURE®
Merck KGaA 100974 denaturiert
Ethanol
1 % Methylethylketon zur Analyse EMSURE®
FCS PAA Fetal Bovine Serum Gold
GAPDH Antikorper Dako
Hepes SIGMA-ALDRICH® HEPES H3375 - >99.5 % (titration)
IL1-B R&D Systems
Isopropanol Merck KGaA 818766 2-Propanol EMPLURA®
Merck KGaA 106009 Methanol, EMSURE®
Methanol
ACS, ISO, Reag. Ph Eur
Milchpulver Carl Roth® Milchpulver T145.2
NaCl 0,9 % B. Braun NaCl 0,9 %-Spiillosung
NaCl, VWR® Natriumchlorid ACS, ISO, Reag.Ph.Eur
PBS Biochrom AG PBS Phosphate Buffered Saline (Dulbecco)
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PBS-Losung mit Ca2+, Mg2+

Penicillin / Streptomycin

Gibco® Penicillin-Streptomycin 100X Solution (1000

units)

Ponceau S SERVA Electrophoresis Ponceau S

Salzsdure rauchend 37 % ROTIPURAN®, 37 %, p.a.,
Salzsdure

ACS, ISO
DS VWR®  Natriumdodecylsulfat ~ (SDS) fuir die

Molekularbiologie

Sodium Pyruvat

Gibco® Sodium Pyruvate MEM 100 mM, liquid

B-Glycerophosphat

SIGMA-ALDRICH® B-Glycerophosphate disodium salt
hydrate
(G9422 BioUltra, >99.0 % (titration)

VWR® N,N,N'\N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

TEMED

zur Analyse
TGF-p1 ImmunoTools rh TGF-beta 1
.y Carl Roth® TRIS PUFFERAN®, >99,3 %, Buffer Grade,

ris

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Merck KGaA 648310 Tris Base, Molecular Biology Grade
Tris-Base

Calbiochem®

Merck KGaA 648310648313 Tris, Hydrochloride,
Tris-HCl ®

ULTROL" Grade Calbiochem®

Biochrom AG Trypsin/EDTA-Losung (0,05 %/0,02 %) in
Trypsin/EDTA

PBS, ohne Ca*, Mg2+

Genspezifische Primer

IL-1 forward

AGGGCCAATCCCCAGCCCTTT

IL-1 reverse

GCCGTGGTTTCTGTCAGGCGG

IL-6 forward

TGTAGCCGCCCCACACAGACA

1L-6 reverse

CTGCCAGTGCCTCTTTGCTGC

IL-8 forward

GAGTGGACCACACTGCGCCA

IL-8 reverse

TCCACAACCCTCTGCACCCAGT

TGF-B2 forward

CGAGAGGAGCGACGAAGAGTA

TGF-B2 reverse

CACTGAGCCAGAGGGTGTTGT
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TNF forward

CGCTCTTCTGCCTGCTGCACT

TNF reverse

GCCTGGGCCAGAGGGCTGATT

MMP?2 forward AACCAGCTGGCCTAGTGATGATGT
MMP2 reverse GGCAGCCATAGAAGGTGTTCAGGT
MMP3 forward TTTTGGCCCATGCCTATGCCCC
MMP3 reverse ACCCAGGGAGTGGCCAATTTCAT
MMP9 forward TCAGTGCCGGAGGCGCTCAT
MMPO reverse GGTGGTGGTTGGAGGCCGTG
TIMP1 forward GACCTACACTGTTGGCTGTGA
TIMP1 reverse GTCCGTCCACAAGCAATGAG
TIMP2 forward AGGAAGTGGACTCTGGAAACG
TIMP?2 reverse CCTTCTTTCCTCCAACGTCCA
TIMP3 forward CTCTGTGGCCTTAAGCTGGA
TIMP3 reverse ACCGATAGTTCAGCCCCTTG
TIMP4 forward TGTGGTGTGAAACTAGAAGCCA
TIMP4 reverse GCTCGATGTAGTTGCACAGATG
GAPDH forward CCCGCTTCGCTCTCTGCTCCT
GAPDH reverse TGACCAGGCGCCCAATACGAC

2.1.4 Puffer und Losungen

Kollagenase Puffer
0,001 M CaCl
0,005 M Glucose
0,1 M HEPES

0,12 M NaCl2

0,05 M KCl

Fibroblastenmedium
1 % PS (Penicillin/Streptomycin)
1 % Sodium Pyruvat

1 % NEAA (Non-Essential Amino acid)

1 % Hepes




10 % FCS (foetal calf serum)

500 ml RPMI Medium

PCR Master-Mix

Fiir 1 Probe

2 pl 10x RT- Puffer

2 ul 2x d-NTP (5 mM)

1 pl Oligo dT (20 uM)
0,25 pl RNase-Inhibitor
0,25 pl Omniskript RTase
4,5 ul H,0 (RNase frei)

Proteinpuffer

RIPA-Puffer nach Abcam:

50 mM Tris pH=8

150 mM NaCl

1 % NP-40

0,5 % Na-Deoxycholat
0,1 % SDS

Dem Puffer wurden vor dem Gebrauch noch Phosphataseinhibitor und Proteininhibitor

zugesetzt. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

Western Blot

Sammelgel (1 Gel):
650 ul 30 % Acrylamid
3ml HQO

1,25 ml 4 x Sammelgelpuffer

10 ul TEMED
25 ul 10 % APS



10 %iges Trenngel (1 Gel):
2,5 ml 30 %iges Acrylamid
3,125 ml H,O

1,875 ml 4 x Trenngelpufter
10 ul TEMED

25 ul 10 % APS

Laemmli- Puffer

4xTris-glycin-SDS sample buffer

252 mmol TrisHCL pH 6,8

40 % Glycerin

8 % SDS

0,01 % Bromphenol blau + 20 % Mercaptoethanol

Laufpuffer (10x)

10 x Puffer:

30,3 g Tris (pH 8,3 - 8,8) (Endkonzentration in 1 x Puffer: 25 mM)
144,2 g Glycin (Endkonzentration in 1x Puffer: 192 mM)

10 g SDS (Endkonzentration in 1x Puffer 0,1 %)

ad 1000 ml H,O

gebrauchsfertiger Puffer

10 x Puffer 1:10 in Aqua dest.

Tris-Glycin Transferpuffer

fiir 25 x Puffer:

18,2 g Tris Base (Endkonzentration in 1 x Puffer: 12 mM)
90 g Glycin (Endkonzentration in 1 x Puffer 96 mM)

500 ml H,O

Blotting Puffer

60 ml Tris-Glycin Transferpufter
75 ml Methanol

750 ml H,O



2.2 Patientenproben

Die Studie wurde genehmigt von der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultdt der
Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf (Studiennummer: 3634). Die Studie umfasste 23
Patienten mit MD, die sich einer Aponeurektomie an der Klinik fiir Unfall- und Handchi-
rurgie an der Uniklinik Diisseldorf unterzogen. Gesunde Palmarfaszie von Patienten mit

Karpaltunnelsyndrom diente als Kontrolle (n = 24).
2.3 Zellisolation und Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Das Gewebe
wurde zerkleinert und in Kollagenase Puffer (10 ml Aqua dest., 0,15g BSA und 0,02¢g

Kollagenase Typl) in ein steriles 50 ml Falcon gegeben.

Das Falcon wurde mit Parafilm abgeklebt und fiir 45-60 min bei 37 °C in das Schiittelbad
gestellt. Nach 60 min wurde die Probe bei 1200 rpm bei 5 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt. Das angedaute Gewebe wurde durch ein Filtersieb (100 pm) mit einem
Glasstempel gedriickt. Das Zellpellet und das hinzugegebene Gewebe wurden mit 10 ml
PBS resuspendiert und die Suspension wurde erneut bei 1200 rpm 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt. Das Gewebe wurde mit einer Pinzette herausgenommen und
in eine Petrischale iiberfiihrt. Die pelletierten Zellen wurden mit Fibroblastenmedium (s.
0.) resuspendiert und auch in die Petrischale gegeben. Jeden 2. Tag wurde das Medium
gewechselt. Nachdem die Fibroblasten in der Petrischale konfluent (80 %) waren, sind sie
geerntet worden. Die Zellen sind je nach Versuch auf 6 Well Platten bzw. 12 Well Platten

ausgesét worden.
2.4 Zellernte

Die Fibroblasten wurden mit jeweils 1 ml kaltem PBS gewaschen und daraufhin mithilfe
eines Zellschabers abgeldst und in ein ReaktionsgefdB tiberfiihrt. Die verbliebenen Zellen
in den Wells wurden erneut mit 1 ml PBS aufgenommen und in das Gefil3 pipettiert. Die

Zellen wurden bei 1200 rpm 1 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt.

Bei den Proben, bei denen anschlieBend die Genexpression analysiert werden sollte, wurde

noch 1 ml Trizol hinzugefiigt und das Gefdll dann bei -80 °C eingefroren.

[\®)
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Fiir die Proteinbestimmung wurden die Zellen entsprechend ihrer Pelletgrofle mit 40-60 ul
Radio-Immunoprecipitation ~Assay-Puffer (RIPA) resuspendiert und bei -80 °C

weggefroren.

2.5 RNA-Isolation aus dem Gewebe

Das Gewebe wurde mit dem Skalpell zerkleinert und in einem 1,5 ml Eppendorfgefall mit

1 ml Trizol (-80 °C) aufbewahrt.

Das in Trizol gelegene Gewebestiick wurde mit 20 AmplitudenstoBen sonifiziert, kurz
stehen gelassen und dann noch mal mit 10 St6Ben beschallt. Es folgte eine Inkubation bei
Raumtemperatur (RT) fiir 5 min. Darauthin wurde 200 pl Chloroform zugegeben und 15
sec kriftig gevortext. Die Proben wurden 3-15 min bei RT inkubiert, bis sich die Phasen
deutlich voneinander trennten. Die Zentrifugation der Proben erfolgte fiir 15 min bei 11200
rpm (4 °C). Die farblose wissrige Phase (=RNA) wurde vorsichtig abgenommen und in ein
1,5 ml EppendorfgefiB iiberfiihrt. Ubrig blieb die weiBe, schmale Phase (=DNA) und die
rote Phenol-Chloroform-Phase (Proteine). Zur RNA wurden 500 pl Isopropanol
hinzugefiigt und kriftig gevortext. AnschlieBend wurden die Proben fiir 10 min bei RT
inkubiert und dann fiir 10 min bei 11200 rpm und 4 °C abzentrifugiert. Darauthin wurde
der Uberstand vorsichtig abgenommen und das Pellet (=RNA) mit 1 ml 75 % EtOH
gevortext. Die Proben wurden 7 min bei 8800 rpm und 4 °C zentrifugiert. Daraufhin wurde
das EtOH abpipettiert und der Waschschritt noch einmal wiederholt. Nachdem das EtOH
wiederholt abgenommen wurde, wurden die Proben kurz bei 13300 rpm zentrifugiert. Die
RNA wurde ca. 5 - 10 min (RT) inkubiert, damit EtOH verdunstete, dabei durfte das Pellet

nicht vollstindig austrocknen.

Im Anschluss folgte die Resuspension in sterilem RNase freiem H,O (10 pl - 50 pl je nach
Pelletgrofe).

2.5.1 Enzymatische Verdauung der DNA

Die enzymatische Verdauung der DNA erfolgte nach dem Protokoll Ambion ,,DNA-free™
Kit* von Applied Biosystems. Der Warmeblock wurde auf 37 °C erwdrmt. Die auf Eis
gekiihlten Proben wurden mit jeweils 0,1 % Volumen (1 pl) Puffer (10 x DNase Buffer)
und 0,1 % Volumen (1 pl) DNase versetzt und dann fiir 30 min in den Thermoblock

gestellt. Darauthin wurde der Inaktivator 0,1 % Volumen pro Probe hinzugefiigt und fiir 2
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min bei RT stehen gelassen. Die Proben wurden bei 10 000 rpm fiir 2 min zentrifugiert.

Der Uberstand enthielt die RNA. Der RNA Gehalt wurde mit dem NanoDrop gemessen.
2.5.2 Synthese von cDNA

Die Synthese der cDNA wurde nach dem Protokoll von Qiagen mit dem Omniskript® RT
Kit (200) durchgefiihrt. Die Proben, die die RNA enthielten, wurden auf Eis gestellt. Es
wurden jeweils 500 ng RNA und die entsprechende Menge H,O in ein neues Gefil3
iiberfiihrt und gevortext. Es folgte ein Zusammenfiigen von je 10 pl Probe und 10 pl des
Master-Mixes in ein neues 50 pl Eppendorfgefd. Die Proben wurden 1 h bei 37 °C
inkubiert und anschlieend bei -20 °C gelagert. Der Master-Mix wurde wie im Material

und Methodenteil beschrieben vorbereitet.
2.5.3 Real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)

Alle Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Die umgeschriebenen cDNA Proben wurden

verdiinnt mit RNase freiem H,0 (500 ng in einem Verhéltnis von 1:49).

Fiir jedes zu untersuchende Gen wurde aus folgenden Zusétzen ein Master-Mix hergestellt:
H,O 7 pul x Master-Mix Faktor

Primer Forward 0,75 pl x Master-Mix Faktor

Primer Reverse 0,75 pl x Master-Mix Faktor

Sybr Green Master 12,5 ul x Master-Mix Faktor

Je 21 pl des Master-Mixes wurden mit jeweils 4 pl der entsprechenden Probe (bestehend

aus cDNA und H,O) versetzt und im PCR-Gerit analysiert.

Das Programm wurde gestartet. In einem ersten Schritt, der Denaturierung, ist die
doppelstrangige DNA fiir 10 min auf 95 °C erhitzt worden, um so die

Wasserstoffbriickenbindungen, die die DNA Strange zusammenhalten, zu trennen.

In einem zweiten Schritt (Primer Annealing) wurde eine bestimmte Temperatur fiir 15 sec
gewihlt, bei diesem Schritt wird die Anlagerung der Primer an die cDNA ermoglicht. Die

Temperatur ist spezifisch und abhéngig von der Nukleotidabfolge der Primer.



In der letzten Phase (Elongation) synthetisiert die DNA-Polymerase die entsprechenden
Nukleotide an die Primer. Dieser Schritt dauert ca. 60 sec bei einer Temperatur von ca. 60

°C, wobei die Dauer von der jeweiligen Lénge des Transkripts abhédngt.

2.6 Stimulation der Zellen mit IL-18 und TGF-3

Sobald die Zellen konfluent waren, wurden sie fiir 18 h mit IL-18 (500 U/ml) oder 2 ng/ml
TGF-B1 iiber 5 Tage stimuliert. Eine unbehandelte Kontrolle wurde mitgefiihrt. Die
stimulierten Fibroblasten und die unbehandelte Kontrolle wurden geerntet. Die Zellpellets

wurden bei -80 °C eingefroren. Es folgten die oben beschriebenen Schritte der RT-PCR.

2.7 Bestimmung der intrazellularen Apoptoserate mittels
Durchflusszytometrie

Sobald die Zellen konfluent waren, wurden die Fibroblasten der Kontrolle und der MD-
Patienten mit und ohne TGF-B stimuliert (s.0.) und mit jeweils 2 verschiedenen

Staurosporin-Konzentrationen (0,025 uM; 0,075 uM) fiir 22 h behandelt.

Das Medium wurde abgenommen und die Zellen mit 1 ml kaltem PBS behandelt und mit
Hilfe des Zellschabers vom Boden geldst. AnschlieBend wurden die Zellen in 1 ml PBS
resuspendiert und in FACS-Ro6hrchen iiberfiihrt. Die FACS Rohrchen wurden bei 1400
rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert. Es folgte ein
Zentrifugationschritt bei 1400 rpm fiir 5 min. Im nichsten Schritt wurde der Uberstand
abgenommen und die Zellen mit 4 ml PBS gewaschen und bei 1400 rpm 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und zu den Zellen wurde 200 pl der
Propidiumiodid-Losung (10 pg/ml) hinzugefiigt und bei RT in dunkler Umgebung fiir 30

min inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert.

2.8 Nachweismethoden der Differenzierung
2.8.1 Western Blot Analyse

Um die Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten zu analysieren, konnte
mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) die Proteine nach Gréfe und
Ladung getrennt werden und im Anschluss wird die o-Smooth Muscle Actin (SMA)

Proteinexpression im Western Blot bestimmt.
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Die Zellen wurden geerntet (s.0.) und entsprechend ihrer PelletgroBe mit 40-60 ul RIPA-
Puffer (Lysepuffer) resuspendiert. AnschlieBend wurden die Proben bei -80 °C

weggefroren.
2.8.1.1 Proteinbestimmung

Diese Analyse wurde mit dem Pierce™ BCA Protein Assay Kit von Thermo Scientific
(bestehend aus Biocinonsdure und 4 % Kupfersulfat) durchgefiihrt. Das Prinzip dieser
Proteinbestimmung basiert auf der Reduktion von Cu2+ zu Cut durch Proteine im
alkalischen Milieu. Die Zellen wurden mit Ultraschall sonifiziert (hierbei werden die
Zellen aufgeschlossen). Die Proben wurden in einem Verhiltnis von 1:6 in PBS verdiinnt
und mit 200 pl des Working Reagenzes (bestehend aus Biocinonsdure und 4 %
Kupfersulfat) vermischt. Um die Proteinmenge bestimmen zu konnen, wird ein
Proteinstandard mitgefiihrt, der Standard wird wie die Probe angesetzt. Die Platte mit dem
Standard und den Proben wurde mit einer Folie verschlossen. Dann wurden die Proben fiir
I min auf dem Schiittler gemischt. Darauthin wurden die Platten fiir 30 min bei 37 °C
inkubiert. Die Messung der Absorption erfolgte bei 562 nm mit einem PerkinElmer Victor
X3 Plattenphotometer. Die Bestimmung der Proteinmenge erfolgte anhand der

Standardkurve.
2.8.1.2 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Trenn- und Sammelgel wurden wie im Material und Methodenteil beschrieben gegossen.
Es wurden 12 %ige Trenngele verwendet. Die Prozentigkeit des Trenngels richtet sich
nach der a-SMA Proteingrofle (42 kDa). Das Trenngel wurde mit einem kleineren
Sammelgel iiberschichtet. Je 10 pg Proteinlysat wurden zu Beginn in dem Lammli-Puffer
aufgenommen. Durch das in dem Puffer enthaltene p-Mercaptoethanol werden die
Disulfidbriicken reduziert und das enthaltene Natriumdodecylsulfat bildet anionische
Micellen um das Protein. Die Proteinprobe wurde fiir 5 min bei 95 °C denaturiert. Dadurch
werden die Proben linearisiert und negativ geladen. Im Anschluss wurden die Proben auf
Eis gestellt. Die Proben und der Proteinstandard wurden aufgetragen und zum Einlaufen
der Proben in das Sammelgel wurde zuerst fiir 20 min eine Stromstérke von 60 mA und

danach fiir ca. 1 h eine Stromstédrke von 120 mA angelegt.



2.8.1.3 Western Blotting

Die der GroBe nach aufgetrennten Proteine wurden auf eine Nitrocellulosemembran
iibertragen. Fiir jedes Gel wurden 2 Whatman Papiere und eine Nitrocellulose Membran in
der GroBe des entsprechenden Gels im Transferpuffer dquilibriert. Auf 1 Whatman-Papier
wurde die Membran gelegt, auf die Membran das Gel platziert. Ein weiteres Whatman-
Papier wurde vorsichtig auf das Gel verbracht. Dieses ,,Sandwich® wurde so in die
Gelkassette gelegt, dass nach Anlegung der Spannung von 25 V und 1,0 A (30 min) in

einem Trans-Blot System die Proteine aus dem Gel auf die Membran transferiert wurden.

Die erfolgreiche Ubertragung kann mittels Ponceau-S-Firbung iiberpriift werden. Diese

farbt unspezifisch die iibertragenen Proteine auf der Nitrocellulose Membran an.

Nach kurzer Inkubation der Nitrocellulose Membran mit der Ponceau-S-Gebrauchslosung
wurde diese wieder abgenommen und mit Aqua dest. gewaschen, bis man die Ubertragung
der Proteine auf der Membran gut erkennen konnte. Die Nitrocellulose Membran wurde

durch Waschen mit TBST-Puffer entférbt.

Anschlieflend erfolgte das Blocking der Membran, dafiir wurde diese mit einer 5%igen
BSA-TBST-Losung fiir 1 h bei RT inkubiert, um die unspezifischen Bindungsstellen der
Membran zu blockieren und um eine spezifische Bindung des Antikorpers an die Proteine

zu ermdglichen.

Der Primirantikorper anti-o—SMA wird 1:1000 in 3 % BSA in TBST {iber Nacht bei 4 °C
auf dem Rock’n’ Roller inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBST (jeweils 5 min)
wurden ungebundene Antikorper entfernt. AnschlieBend wurde fiir 1 h bei RT der
Sekundirantikorper auf die Membran gegeben, der mit Meerrettichperoxidase (HRP)
konjugiert ist. Der Proteinstandard wurde mittels Zugabe eines spezifischen-Antikorpers
detektiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Membran dreimal mit TBS-T gewaschen

und der gebundene Antikdrper mittels Luminol detektiert.

Danach erfolgt der Nachweis des Housekeeping-Proteins Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH). Der GAPDH-Antikérper wurde 1:6000 in 3 % BSA in TBST
fiir eine Stunde bei RT mit der Membran inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBST
(jeweils 5 min) wurden ungebundene Antikorper entfernt. Anschlieend wurde fiir 1 h bei

RT der Sekunddrantikorper auf die Membran gegeben, der mit Meerrettichperoxidase
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(HRP) konjugiert ist. Auch hierbei wurde nach der Inkubationszeit die Membran dreimal
mit TBST gewaschen und der gebundene Antikorper mittels Luminol detektiert.

Mithilfe der Geldokumentationsanlage konnen die Bereiche auf der Nitrocellulose
Membran, an welcher der Primérantikdrper beziehungsweise auch der Sekundirantikdrper
gebunden hat, detektiert werden. Dabei wurde die Membran kurz mit Entwicklerlosung
iberschichtet, welche Luminol enthielt. Die HRP katalysierte die Oxidation des Luminols.
Die Lumineszenz konnte unter UV-Licht detektiert werden. Mithilfe des Proteinstandards
konnen die Proteinbanden einem Molekulargewicht zugeordnet werden. Die Membranen

konnen lichtgeschiitzt bei 4 °C aufbewahrt werden.

Bei der Auswertung wurden die Western Blots mit dem Programm Quantity One
densitometrisch ausgewertet. Hierbei wurden die Werte auf das Housekeeping-Protein

GAPDH normiert.

2.8.2 Immunhistochemie

Die Zellen wurden auf Deckglidschen ausgesét. Sobald die Zellen konfluent waren, wurden
die Zellen jeweils drei und fiinf Tage sowohl mit IL-1p (500 U/ml) als auch mit TGF-B1 (2
ng/ml) behandelt. Nach jeweils drei bzw. fiinf Tagen wurde das Medium abgesaugt und
mit 1 ml PBS dreimal gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen mit 500 pl 4 % PFA 20
min bei RT inkubiert, um diese zu fixieren. AnschlieBend wurde das PFA abgenommen

und die Zellen wurden dreimalig mit PBS gewaschen.

Es wurden 300 pl Triton Losung (0,2 %) zu den Zellen hinzugefiigt und 10 min bei RT
stehen gelassen. AnschlieBend erfolgte dreimaliges Waschen mit PBS. Das PBS wurde
erneut abgesaugt und die Zellen wurden mit 4 %igem BSA Puffer (500 pl) behandelt und
anschlieend fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Der a—SMA-Antikorper wurde mit dem 4
%igen BSA Puffer verdiinnt (1:400 Verdiinnung) und 200 pl wurden pro Well zu den
Zellen zugegeben. Mit Parafilm wurde das Zellkulturgefdl verschlossen, die Zellen
wurden in geschlossenen Kisten fiir 60 min bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurden die

Zellen mit PBS dreimal gewaschen.

Die weiteren Schritte wurden nach dem Herstellerprotokoll des DAKO Kits vollzogen:



Die Zellen wurden mit ca. 15 Tropfen DAKO A fiir 15 min inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS wurden 15 Tropfen der Dako B hinzugefiigt und fiir 15 min auf dem
Objekt belassen. AnschlieBend wurden die Zellen erneut drei weitere Male mit PBS
gewaschen und 200 pl Chromoreagenz wurde zu den Zellen gegeben, gefolgt von einer
Inkubation von 20 min bei RT im Dunkeln. Nach dem Absaugen der Chromoreagenz-
Losung wurden die Zellen mit Aqua dest. gespiilt. Der Objekttrager mit den fixierten
Zellen wurde fiir 5 sec erst mit Himalaun, dann 5 sec mit Leitungswasser und zum Schluss
in Aqua dest. geschwenkt. Die Zellen wurden nun in einer Alkoholreihe mit erst 500 pl
von 70 %igem, 96 %igem, 100 %igem Ethanol entwissert und am Ende mit Xylol fiir

jeweils 5 min inkubiert.

Mit einem Tropfen Deplex wurde das Deckgldschen mit den fixierten Zellen umgedreht

auf dem Objekttréiger fixiert.
2.9 Blaues Licht

Alle Bestrahlungsexperimente wurden mit einer speziell von Philips Research (Aachen)
hergestellten Prototyp LED (light-emitting diode) Lampe durchgefiihrt, die mit einer Wel-

lenldnge von 453 emittiert.

2.9.1 Toxizitatstest

Die Fibroblasten wurden mit verschiedenen Dosen bestrahlt (5, 10, 20, 40, 60, 80
Joule/cm®) und mittels CellTiter-Blue (Promega, Madison, USA) wurden mdgliche toxi-
sche Effekte analysiert. CellTiter-Blue (1:20) wurde mit Medium verdiinnt und fiir 1 h bei
37 °C auf den Zellen inkubiert. Abhdngig von der Zellviabilitit wird Resazurin zu Reso-
rufin reduziert. Resorufin ist ein Fluoreszenzfarbstoff. 100 pl des Uberstands wurden ab-
genommen und die Fluoreszenzintensitit mit PerkinElmer Victor X3 Plattenphotometer

bestimmt.
2.9.2 Bestrahlung und TGF-$1 Behandlung

Sowohl die Fibroblasten der MD-Patienten als auch die der Kontrollgruppe wurden entwe-
der mit TGF-B1 (2 ng/ml) stimuliert oder in ithrem normalen Fibroblastenmedium belassen.
Von jeder Gruppe wurden Zellen entweder mit (40 Joule/cm®) bestrahlt oder zur gleichen

Zeit bei RT inkubiert (Temperaturkontrolle). Wihrend der Bestrahlungszeit wurden alle
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Zellen in PBS mit Magnesium und Calcium belassen, sowohl die bestrahlten als auch die
nicht-bestrahlten Zellen. Die Bestrahlung wurde tiglich {iber drei und fiinf Tage wieder-

holt.

Im Anschluss wurden die Zellen geerntet und die a-SMA Proteinexpression wurde mittels

Western Blot Analyse detektiert wie oben beschrieben.
2.9.3 Bestimmung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)

Die Bestimmung der reaktiven Sauerstoff Spezies (reactive oxygen species, ROS) wurde
unter der Verwendung von Dihydrorhodamine 123 (DHR123) durchgefiihrt. Die ROS oxi-
dieren DHR 123 zu seinem fluoreszierenden Derivat Rhodamine123. Nach der Bestrahlung
(60 J/cm?) wurden die Zellen fiir 45 min in 10 uM DHR 123 Lésung mit Medium inkubiert.
Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und die Fluoreszenz wurde 485gx/535gm im Perki-

nElmer Victor X3 Plattenphotometer gemessen.
2.10 Statistische Auswertung

Von den ermittelten Daten wurde ein Mittelwert errechnet und dieser wurde relativ zur
Kontrolle gesetzt. Die statistischen Analysen wurden mittels gepaartem bzw. ungepaartem,
zweiseitigem ¢-Test durchgefiihrt und die Analysen wurden in GraphPad Prism 5 ausge-
wertet und graphisch dargestellt. Die Darstellung der Balken zeigt in den Graphiken die
Standardabweichung. Das Signifikanzlevel wurde bei p < 0,05 festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Die Genexpression im Gewebe

In einer ersten Versuchsreihe wurde die relative Genexpression direkt aus dem unstimu-

lierten und unkultivierten Gewebe bestimmt.

3.1.1 Relative Genexpression von TGF-2 und TIMP3 im Gewebe

Die mRNA-Expression von TGF-B2 und auch von TIMP3 war signifikant erniedrigt im
Gewebe von MD-Patienten im Vergleich zu gesunder Palmaraponeurose (Abb. 1 A und

B).
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Abb. 1 Die relative Genexpression von TGF-f2 und TIMP3 im Gewebe A Die mRNA-Expression von TGF-
B2 in der Palmaraponeurose (Kontrolle; n=9) und im Gewebe von Morbus Dupuytren (MD; n=12) B Die
mRNA-Expression von TIMP3 in der Palmaraponeurose (Kontrolle; n=11) und im Gewebe von Morbus
Dupuytren (MD; n=16). Die Genexpression wurde gemessen und auf das Housekeeping-Gen Glycerinalde-
hyde-3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH) normiert. Siehe genaue Beschreibung unter Material und Me-
thoden.* p < 0,05; *** p <0,0005.

3.1.2 Relative Genexpression von IL-18, IL6, IL-8, TNFa, MMP2, MMP3,
MMP9, TIMP1, TIMP2 und TIMP4 im Gewebe

Demgegeniiber wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen fiir
die Parameter IL-1B, IL6, IL-8§, MMP2, MMP3, MMP9, TIMP1, TIMP2, TIMP4 und
TNFa nachgewiesen (Abb. 2 A bis 2 J). Eine signifikante Verdnderung der Expression von
MMPs konnte insgesamt nicht festgestellt werden, wobei man eine Tendenz erkennen

kann. Im MD-Gewebe war die Expression von MMP2, 3 und 9 erniedrigt.
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Abb. 2 Die relative Genexpression von IL-1p, IL-6, IL-8, MMP2, MMP3, MMP9, TIMP1, TIMP2, TIMP4
und TNFa im Gewebe. A Die mRNA-Expression von IL-18 im Gewebe von der Kontrolle (n=5) und MD
(n=17) B Die mRNA-Expression von IL-6 im Kontrollgewebe (n=7) und im Gewebe von MD (n=13). C Die
mRNA-Expression von IL-8 im Gewebe von der Kontrolle (n=8) und MD (n=14) D Die mRNA-Expression
von MMP2 im Kontrollgewebe (n=8) und im Gewebe von MD (n=10). E Die Expression von MMP3 im
Gewebe von der Kontrolle (n=10) und MD (n=10) F Die mRNA-Expression von MMP9 im Kontrollgewebe
(n=7) und im Gewebe von MD (n=8). G Die Expression von TIMP1 im Gewebe von der Kontrolle (n=11)
und MD (n=16) H Die mRNA-Expression von TIMP2 im Kontrollgewebe (n=11) und im Gewebe von MD
(n=16). I Die mRNA-Expression von TIMP4 im Gewebe von der Kontrolle (n=11) und MD (n=15) J Die
mRNA-Expression von TNFa im Kontrollgewebe (n=6) und im Gewebe von MD (n=14).

Die Genexpression wurde gemessen und auf das Housekeeping-Gen Glycerinaldehyde-3-Phosphate Dehyd-
rogenase (GAPDH) normiert. * p < 0,05; *** p <0,0005.
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3.2 Das Gleichgewicht zwischen TIMPs und MMPs

Fiir die Homdostase der extrazelluldren Matrix ist ein Gleichgewicht zwischen den MMPs
und deren Inhibitoren, den TIMPs, notwendig. In einer weiterfithrenden Analyse wurde
daher das Verhéltnis von MMPs und TIMPs ermittelt. Das Gleichgewicht in der Genex-
pression von TIMP1 zu MMP3 und TIMP1 zu MMP9 ergab eine signifikante Erh6hung im
Gewebe des MD im Vergleich zum Kontrollgewebe (Abb. 3 A und B). Abb. 3 C und D
demonstrieren das Verhéltnis von TIMP3 zu MMP2 und MMP3. Dies war im MD-Gewebe
signifikant reduziert im Gegensatz zum Verhéltnis von TIMP3 zu MMP2 und TIMP3 zu
MMP3 im Kontrollgewebe (Abb. 3 C und D).
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Abb. 3 Das Gleichwicht zwischen TIMPs zu MMPs im Gewebe von MD und der Kontrolle. A Das Verhilt-
nis von TIMP1 zu MMP3 im Gewebe von der Kontrolle (n=11) und MD (n=16) B Das Verhéltnis von
TIMP1 zu MMP9 im Kontroll- (n=11) und MD-Gewebe (n=16). C Das Verhéltnis von TIMP3 zu MMP2 im
Gewebe der Kontrolle (n=10) und MD (n=16). D Das Verhiltnis von TIMP3 zu MMP3 im Kontroll- (n=10)
und MD-Gewebe (n=16). Die Genexpression wurde gemessen und auf das Housekeeping-Gen GAPDH nor-
miert. * p <0,05; ** p <0,005.
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3.3 Der Einfluss von IL-1B auf die Genexpression der stimulierten Morbus

Dupuytren (MD)-Fibroblasten

Zwar konnte im MD-Gewebe keine verdnderte mRNA-Expression von IL-1f in der vorlie-
genden Arbeit nachgewiesen werden, jedoch ist IL-1p ein inflammatorisches Zytokin, dem
eine Bedeutung in der Pathogenese des MD zugeschrieben wird (Baird et al., 1993). In
einer zweiten Versuchsreihe sollte daher bestimmt werden, welchen Einfluss die Stimula-
tion mit IL-1pB (iiber 18 h) auf isolierte Fibroblasten besitzt. Hierzu wurden Fibroblasten
isoliert und die Genexpression nachfolgender Parameter beim MD bestimmt. Die Genex-
pression von IL-1B, IL-6, IL-8 und MMP3 wies einen signifikanten Anstieg nach IL-18
Stimulation in den MD-Fibroblasten und den Kontrollfibroblasten im Vergleich zu den
unstimulierten Fibroblasten auf (Abb. 4 A, B, C, D). Des Weiteren erzeugte die Stimulati-
on mit IL-1P eine signifikante Reduktion der TIMP3 Expression in MD-Fibroblasten (Abb.

4 ).
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Abb. 4 Die relative mRNA-Expression von IL-1f, IL-6, IL-8, MMP3 und TIMP3 der Kontroll- und MD-
Fibroblasten nach IL-1B Stimulation. A IL-1B Genexpression von unstimulierten und IL-1f stimulierten
Kontrollfibroblasten (Kontrolle; n=5) und MD-Fibroblasten (MD; n=9) B IL-6 Genexpression von unstimu-
lierten und stimulierten Kontrollfibroblasten (Kontrolle; n=5) und MD-Fibroblasten (MD; n=12) C IL-8
Genexpression von unstimulierten und stimulierten Kontrollfibroblasten (Kontrolle; n=6) und MD-
Fibroblasten (MD; n=11) D MMP3 Genexpression von unstimulierten und stimulierten Kontrollfibroblasten
(Kontrolle; n=5) und MD-Fibroblasten (MD; n=10). E TIMP3 Genexpression von unstimulierten und stimu-
lierten Kontrollfibroblasten (Kontrolle; n=5) und MD-Fibroblasten (MD; n=9) A-E Die Expression wurde
gemessen und auf GAPDH normiert. * p < 0,05; ** p < 0,005; *** p <0,0005.

Die Abbildung 5 visualisiert die Genexpression von TGF-p2, TNFa, MMP2, MMP9,
TIMP1, TIMP2 und TIMP4 unter der Gabe von IL-1f. Durch die IL-1 Stimulation lieBen
sich keine Verdnderungen in der mRNA-Expression beobachten (Abb. 5 A-G).
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Abb. 5 Die relative mRNA-Expression von TGF-2, TNFa, MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2 und TIMP4 der
Kontroll- und MD-Fibroblasten nach IL-1B Stimulation. A TGF-B2 Genexpression von unstimulierten und
stimulierten Kontrollfibroblasten (Kontrolle; n=5) und MD-Fibroblasten (MD; n=13) B TNFa mRNA-
Expression von unstimulierten und stimulierten Kontrollfibroblasten (Kontrolle; n=5) und MD-Fibroblasten
(MD; n=8) C MMP2 Genexpression von unstimulierten und stimulierten Kontrollfibroblasten (Kontrolle;
n=5) und MD-Fibroblasten (MD; n=7) D MMP9 Expression von unstimulierten und stimulierten Kontroll-
fibroblasten (Kontrolle; n=5) und MD-Fibroblasten (MD; n=9). E TIMP1 Genexpression von unstimulierten
und stimulierten Kontrollfibroblasten (Kontrolle; n=6) und MD-Fibroblasten (MD; n=10). F TIMP2 Genex-
pression von unstimulierten und stimulierten Kontrollfibroblasten (Kontrolle; n=5) und MD-Fibroblasten
(MD; n=9). G TIMP4 Expression von unstimulierten und stimulierten Kontrollfibroblasten (Kontrolle; n=5)
und MD-Fibroblasten (MD; n=10). A-G Die mRNA-Expression wurde gemessen und auf das Housekeeping-
Gen GAPDH normiert.

3.4 Der Einfluss von TGF-B1 auf die Genexpression der stimulierten Mobus

Dupuytren (MD)-Fibroblasten

Eine verstirkte Expression von TGF-f (Baird et al., 1993) sowie der Spleiflvariante TGF-
B2 (Baird et al., 1993; Zhang et al., 2008) wird im MD-Gewebe angenommen, wohingegen
wir eine erniedrigte TGF-B2 Genexpression feststellten. Dass TGF-f eine gestorte Regula-
tion zeigt und eine wichtige Rolle in der Pathogenese spielt, ist unumstritten. Der Einfluss
von TGF-B1 auf den MMP-Haushalt beim MD hingegen ist noch nicht bekannt. Daher
wurde in der folgenden Versuchsreihe der Einfluss einer Stimulation (120 h) von isolierten
Fibroblasten mit TGF-f1 auf die Parameter IL-1pB, IL6, IL-8, TGF-B2, TNFa, MMP2,
MMP3, MMP9, TIMP1, TIMP2 TIMP3 und TIMP4 untersucht. Die Kontrollfibroblasten
zeigten eine signifikante Anderung der mRNA-Expression auf die TGF-B1 Stimulation im
Vergleich zu den MD-Fibroblasten (Abb. 6 A, B). Die Genexpression von TGF-f2 in Kon-
trollfibroblasten war nach der TGF-B1 Stimulation verstirkt herunterreguliert (Abb. 6 B).
MD-Fibroblasten wiesen eine signifikante Reduktion in der MMP2, MMP9 und TNFa
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Genexpression nach der Stimulation mit TGF-B1 auf (Abb. 6 C, D, F), wihrend die TIMP3
Expression durch TGF-B1 Gabe signifikant anstieg (Abb. 6 E).

A

mRNA-Expression

MRNA-Expression

IL-1B B
1.5- 1 # ]
S
»
1.01 T - “E’_
x
u
0.5 <
(14
£
0.0 .

Kontlrolle MD

] unstimuliert
B TGF-B stimuliert

MMP2 D
1.5

* 5
— 2
1.0 L 1 o
o
i
0.51 S
(14
£

0.0 .

Kontlrolle MD

] unstimuliert
B TGF-B stimuliert

1.5

1.0

0.51

0.0

Kontrolle

MD

] unstimuliert
I TGF-B stimuliert

MMP9
1.5-
*
—

1.0' —|— —I—
0.5-
0.0 Y Y

Kontrolle MD

] unstimuliert
B TGF-B stimuliert

39



E TIMP3 F TNFa

1.5- * 1.5- *
S — g —
@ T L FA L T
o 1.0 o 1.01
& s
ud u
< 0.5 < 0.5
(14 X
= £
0.0 Y Y 0.0 Y Y
Kontrolle MD Kontrolle MD
] unstimuliert ] unstimuliert
B TGF-B stimuliert B TGF-B stimuliert

Abb. 6 Die relative mRNA-Expression von IL-1p, TGF-B2, MMP2, MMP9, TIMP3 und TNFa der Kontroll-
und MD-Fibroblasten nach TGF-B1 Stimulation. A IL-18 Genexpression von unstimulierten und stimulierten
Fibroblasten der Kontrolle (Kontrolle; n=6) und MD (MD; n=8) B TGF-f2 Expression von unstimulierten
und stimulierten Fibroblasten der Kontrolle (Kontrolle; n=6) und MD (MD; n=12) C MMP2 Genexpression
von unstimulierten und stimulierten Fibroblasten der Kontrolle (Kontrolle; n=5) und MD (MD; n=9) D
MMP9 Expression von unstimulierten und stimulierten Fibroblasten der Kontrolle (Kontrolle; n=6) und MD
(MD; n=10) E TIMP3 Genexpression von unstimulierten und stimulierten Fibroblasten der Kontrolle (Kon-
trolle; n=7) und MD (MD; n=10) F TNFo Expression von unstimulierten und stimulierten Fibroblasten der
Kontrolle (Kontrolle; n=6) und MD (MD; n=9). Die Genexpression wurde gemessen und auf GAPDH nor-
miert. *p < 0,05; # p < 0,05 zeigt den signifikanten Unterschied der Differenz zwischen den stimulierten und
unstimulierten MD-Fibroblasten bzw. den Kontrollfibroblasten.

Durch die Gabe von TGF-P1 lieB sich keine signifikante Anderung in der Genexpression
von IL-6, IL-8, MMP3, TIMP1, TIMP2 und TIMP4 nachweisen. Dies war weder bei den
Fibroblasten der Kontrolle noch der Fibroblasten des MD der Fall (Abb. 7 A-F).
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Abb. 7 Die relative mRNA-Expression von IL-6, IL-8, MMP3, TIMP1, TIMP2 und TIMP4 der Kontroll-
und MD-Fibroblasten nach TGF-f1 Stimulation. A IL-6 Genexpression von unstimulierten und stimulierten
Fibroblasten der Kontrolle (n=6) und MD (n=13) B IL-8 Expression von unstimulierten und stimulierten
Fibroblasten der Kontrolle (n=4) und MD (n=12) C MMP3 Genexpression von unstimulierten und stimulier-
ten Fibroblasten der Kontrolle (n=6) und MD (n=9) D TIMP1 Expression von unstimulierten und stimulier-
ten Fibroblasten der Kontrolle (n=7) und MD (n=10) E TIMP2 Genexpression von unstimulierten und
stimulierten Fibroblasten der Kontrolle (n=6) und MD (n=10) F TIMP4 Genexpression von unstimulierten
und stimulierten Fibroblasten der Kontrolle (n=7) und MD (n=10). Die Genexpression wurde gemessen und
auf das Housekeeping-Gen GAPDH normiert.
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3.5 Der Einfluss von IL-1B oder TGF-1 auf die a-SMA Proteinexpression
der stimulierten Morbus Dupuytren (MD)-Fibroblasten

Das Protein a-SMA ist an der Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten betei-
ligt (Bisson et al., 2003; Hindman et al., 2003; Satish et al., 2011) und kann als Surrogatpa-
ramter fiir den Differenzierungsgrad im Rahmen des MD genutzt werden. In dieser
Versuchsreihe wurden Fibroblasten isoliert, mit IL-1f oder TGF-B1 stimuliert und die Pro-
teinexpression von o-SMA mittels Western Blot bestimmt. Zudem erfolgte eine visuelle

Darstellung der Expression von a-SMA mithilfe der Immunhistologie.

Die Stimulation von Kontrollfibroblasten mit Il-1f fiihrte zu einem signifikanten Anstieg
der a-SMA Proteinexpression nach 72 h. Die IL-18 Behandlung der MD-Fibroblasten
nach 72 h bewirkte ebenfalls eine stirkere, im Vergleich zu den Kontrollen noch hdhere o.-
SMA Proteinexpression, die allerdings von 72 h verglichen mit 120 h abnimmt (Abb. 8 A).
Die Stimulation mit TGF-f1 demonstriert eine deutliche Erh6hung der a-SMA Proteinex-
pression von MD- und Kontrollfibroblasten nach 120 h (Abb. 8 B).

Als weiterfithrenden Nachweis der deutlichen Effekte der Stimulation mit TGF-B1 ist bei-
spielhaft in Abb. 9 die a-SMA Expression immunhistochemisch dargestellt. Ein vergleich-
bares Ergebnis ergab sich nach Stimulation mit IL-1f (nicht dargestellt).
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Abb. 8 Die o—SMA Proteinexpression der IL-1$ oder TGF-B1 stimulierten MD-Fibroblasten. A Die Protein-
expression von IL-1f stimulierten Kontroll- (w/o 72h n=6; w/o 120h n=6; with 72h n=4; with 120h n=5) und
MD-Fibroblasten (w/o 72h und 120h n=8; with 72h und 120h n=7). B Die Proteinexpression von TGF-$1
stimulierten Fibroblasten der Kontrolle (w/o 72h und 120h n=6; with 72h n=5; with 120h n=6) und MD (w/o
72h und 120h n=8; with 72h n=7; with 120h n=6). Die Proteinexpression wurde gemessen und mit Hilfe von
GAPDH normiert. * p <0,05; ** p <0,005; *** p <0,0005.
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Abb. 9 Immunhistochemische Mikroskopaufnahmen der a—-SMA-Antikorperfirbungen von MD-
Fibroblasten. A Unstimulierte MD-Fibroblasten geférbt mit einem anti-o—SMA Antikérper B TGF-B1 stimu-
lierte (120 h) MD-Fibroblasten, die mit einem immunhistochemischen anti-o—SMA Antikorper gefarbt wur-
den. Der Messbalken reprasentiert 200 pm.
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3.6 Die Effekte der TGF-1 Stimulation auf die Apoptose

Bei einer Vielzahl von Erkrankungen ist die gestorte Apoptose von pathophysiologischer
Bedeutung. Neben einer nachgewiesenen verstirkten Sensibilitdt gegeniiber der Stimulati-
on mit IL-1B bzw. TGF-B1 wire eine Dysregulation der Apoptose beim MD denkbar. Da-
her wurde die Apoptoserate der isolierten Fibroblasten mittels durchflusszytometrischer
Analyse bestimmt. Staurosporin ist ein Proteinkinaseinhibitor, der den intrinsischen
Apoptose-Signalweg aktiviert. Es konnte gezeigt werden, dass MD-Fibroblasten mit einer
hoheren Apoptoserate im Vergleich zu den Kontrollfibroblasten reagieren. Besonders
TGF-B1 stimulierte MD-Fibroblasten, die mit einer Konzentration von 0,075 uM behandelt
worden sind, wiesen einen signifikanten Anstieg der Apoptoserate im Vergleich zu den

Kontrollfibroblasten vor.
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Apoptose Auswertung
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Abb. 10 Effekte der TFG-f1 Stimulation auf die relative Apoptoserate der MD-Fibroblasten. Die Kontroll-
fibroblasten (ohne TGF-B1 Gabe und 0,025 uM oder 0,075 uM STS Konzentration n=8; mit TGF-1 und
0,025 uM oder 0,075 uM STS Konzentration n=6) verglichen mit MD-Fibroblasten (ohne TGF-1 Gabe und
0,025 oder 0,075 pM STS Konzentration n=7; mit TGF-B1 Gabe und 0,025 pM oder 0,075 uM STS Kon-
zentration n=4) wurden mit 0,025 uM und 0,075 uM Staurosporin (STS) behandelt. Die Daten der Analyse

wurden normiert zu den unstimulierten Kontrollfibroblasten. * p < 0,05;.

3.7 Effekte von blauem Licht

Blaues Licht hemmt die Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten (Taflinski et
al., 2014). In der Dermatologie zur Behandlung von Acne vulgaris gibt es bereits eine kli-
nische Anwendung (Omi et al., 2004). Die therapeutischen Effekte sind daher auch fiir den
MD denkbar und sollten hier weiterfiihrend getestet werden.

3.7.1 Toxische Effekte von blauem Licht

In einem ersten Schritt sollte eine etwaige Toxizitdt von blauem Licht auf Fibroblasten der
Hohlhand untersucht werden. Hierzu wurden Fibroblasten isoliert und mit unterschiedli-
cher Intensitit bestrahlt. Die Bestrahlungsintensitit lag zwischen 0 und 80 J/cm® iiber einen
Zeitraum von 5 bis zu 64 min Bestrahlungszeit. Die Zellviabilitit wurde nach 24 h analy-
siert. Die Zellviabilitit (relative Zellzunahme) der bestrahlten Kontrollfibroblasten (mit
Ausnahme von 20 J/cm?) war signifikant reduziert im Vergleich zu der nicht bestrahlten
Kontrolle. Nur die Bestrahlung von 80 J/cm® lieB eine signifikante Abnahme der Zellviabi-
litdit der MD-Fibroblasten erkennen (Abb. 11). Es konnte gezeigt werden, dass eine An-

wendung von bis zu 60 J/cm® keine relevante toxische Dosis fiir die Fibroblasten darstellt.
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Toxische Effekte von blauem Licht
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Abb. 11 Toxische Effekte von blauem Licht auf die MD-Fibroblasten. Das Verhiltnis der relativen Zellviabi-
litdt der bestrahleten MD-Fibroblasten und der Kontrolle nach 24 h. Die Fibroblasten von MD (0, 5, 10, 20,
40, 60, Joule/cm? n=6; 80 Joule/cm> n=3) und die Fibroblasten der Kontrolle (n=5) wurden mit verschiedenen
Dosen bestrahlt (5, 10, 20, 40, 60, 80 Joule/cm?) und die Zellviabilitit vor und 24 Stunden nach der Bestrah-
lung gemessen. p < 0,05; *** p < 0,0005.

3.7.2 Die Effekte der Bestrahlung auf unstimulierte und TGF-B1 stimulierte
Morbus Dupuytren (MD)-Fibroblasten

In einem néchsten Schritt wurden die Effekte der Bestrahlung von blauem Licht auf die
Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten untersucht. Als Surrogatparameter
diente a-SMA. Angesichts der pathophysiologischen Bedeutung von TGF-f1 innerhalb
der Pathogenese des MD und bereits durchgefiihrter Studien an dermalen Hautfibroblasten
sollte zudem der Einfluss der blauen Lichttherapie auf die Stimulation mit TGF-1 und in
Folge dessen auf die Differenzierung untersucht werden. Isolierte Fibroblasten wurden
iiber 72 h bestrahlt und anschlieBend die a-SMA Proteinexpression mittels Western Blot
bestimmt. Uberraschenderweise bewirkte die Bestrahlung ohne TGF-B1 Gabe keinen sig-
nifikanten Effekt auf die a-SMA Proteinexpression der Kontroll- und MD-Fibroblasten
(Abb. 12 A und 12 C). Im Gegensatz dazu hat die Behandlung mit TGF-B1 iiber 72 h und
gleichzeitiger Bestrahlung (40 J/cm?) die a-SMA Proteinexpression der MD-Fibroblasten
reduziert (Abb. 12 B). Dieser Effekt war noch stirker nach 120 h Inkubationszeit mit
TGF-B1 und Bestrahlung, hier zeigten auch die Kontrollfibroblasten eine reduzierte
a-SMA Proteinexpression (Abb. 12 D).
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Abb. 12 Effekte von blauem Licht auf die unstimulierten oder TGF-B1 stimulierten MD-Fibroblasten. Dar-
gestellt ist die relative o—SMA Proteinexpression von unstimulierten oder TGF-B1 stimulierten und bestrahl-
ten (40 J/cm®) Kontrollfibroblasten im Vergleich zu MD-Fibroblasten. A Die a—SMA Proteinexpression von
unstimulierten (72 h) und bestrahlten Fibroblasten der Kontrolle (n=8) und MD (n=7) B Die a—SMA Protei-
nexpression von TGF-B1 stimulierten (72 h) und bestrahlten Fibroblasten der Kontrolle (n=8) und MD (n=7).
C Die a-SMA Proteinexpression von unstimulierten (120 h) und bestrahlten Fibroblasten der Kontrolle
(n=8) und MD (n=6-7). D Die o—SMA Proteinexpression von TGF-B1 stimulierten (120 h) und bestrahlten
Fibroblasten der Kontrolle (n=8) und MD (n=6-7). Die Proteinexpression wurde gemessen und zum Hous-
ekeeping-Protein GAPDH normiert. * p < 0,05; *** p < 0,0005.
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Abb. 13 Ein beispielhafter Western Blot der bestrahlten und TGF-B1 stimulierten MD-Fibroblasten. Der Blot
zeigt die a—SMA Expression von MD-Fibroblasten mit TGF-B1 Stimulation (+TGF), ohne Stimulation
(QTGF), mit und ohne Bestrahlung (¥ oder @ ') entweder {liber 72 h oder 120 h. Die o—SMA Expression
wurde gemessen und zu GAPDH normiert.
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3.7.3 Effekte der Bestrahlung in Morbus Dupuytren (MD)-Fibroblasten auf
die Generierung Reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)

ROS steht fiir reaktive Sauerstoffspezies, die bei oxidativem Stress und unterschiedlichen
Erkrankungen, sowie der Abwehr von bakteriellen Infektionen eine pathophysiologische

Rolle spielen. Dazu zdhlt u. a. das Wasserstoffperoxid (H,0,).

Der genaue Mechanismus, der die Wirkung von blauem Licht erklirt, ist noch nicht hinrei-
chend erforscht. Da die ROS fiir die Effekte von blauem Licht mitverantwortlich sein
konnten, wurde die ROS Generierung, die durch blaues Licht entstehen konnte, gemessen.
Dies wurde mit Hilfe von 123Dihydrorhodamine getestet, da dies durch ROS zu Rhodamin
123 oxidiert wird. Die absolute ROS Menge stieg in Fibroblasten nach der Bestrahlung an.
Sowohl bestrahlte als auch nicht bestrahlte Fibroblasten des MD generierten immer mehr
ROS, im Vergleich zu den bestrahlten und nicht bestrahlten Kontrollfibroblasten. (Abb.
14). Die Quantitidt der ROS nahm kontinuierlich {iber 24 h zu. Nichtsdestotrotz war die
ROS Generation von den bestrahlten Kontrollfibroblasten signifikant stidrker nach 24 h
verglichen mit den bestrahlten Kontrollfibroblasten nach 'z h, 1 h und 2 h. Die bestrahlten
Kontrollfibroblasten zeigten einen signifikanten Anstieg nach 24 h im Gegensatz zu den

nicht bestrahlten Kontrollfibroblasten.
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Abb. 14 Effekte der Bestrahlung in MD-Fibroblasten auf die Generierung von ROS. Dargestellt ist die ROS
Generation von bestrahlten und nicht bestrahlten Kontrollfibroblasten im Vergleich zu MD-Fibroblasten. Die
Messungen der bestrahlten (60 Joule/cm®) oder nicht bestrahlten Kontrollfibroblasten (n=5) im Vergleich zu
MD-Fibroblasten (n=5) sind nach % h, 2 h, 4 h und 24 h durchgefiihrt worden. * p <0.05; ** p < 0.005.
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4 Diskussion

Wesentlich an der Pathogenese des MD beteiligt ist zum einen eine verstirkte Differenzie-
rung von Fibroblasten zu Myofibroblasten und zum anderen eine unverhéltnisméBige Pro-
duktion und Zusammensetzung der extrazelluliren Matrix (EZM). Beide Anteile
unterliegen Einfliissen durch unterschiedliche Parameter, wobei insbesondere den Zytoki-
nen TGF-f und IL-18 sowie den Matrix-Metalloproteasen eine besondere Rolle zuge-

schrieben wird.

Ziel dieser Arbeit war es zum einen die Genexpression im Gewebe und den Einfluss von
TGF-B1 und IL-1 auf die zelluldre Differenzierung sowie die MMP-TIMP-Homdostase
und einige Zytokine zu untersuchen als auch einen mdglichen therapeutischen Ansatz

durch die Bestrahlung mit blauem Licht zu finden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl TGF-B1 als auch IL-1f ei-
nen Einfluss auf die Genexpression von MMPs und deren Inhibitoren isolierter Fibroblas-
ten beim MD haben. Es konnte evaluiert werden, dass das Gleichgewicht zwischen MMPs
und TIMPs im Gewebe von MD-Patienten gestort ist. Die Ergebnisse visualisieren, dass
die Stimulation sowohl mit IL-1f als auch mit TGF-f1 Einfluss auf die mRNA-Expression
und insbesondere auf die TIMP-MMP-Homdostase nimmt. Weiterhin konnten wir im Ein-
klang mit der Literatur eruieren, dass erhohte TGF-B1 Konzentrationen die o—SMA Prote-
inexpression erhohen und damit die Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten
verstirken. Wurde mit Staurosporin die Apoptose induziert, konnte eine signifikante Erho-
hung der Apoptoserate in mit TGF-1 stimulierten MD-Fibroblasten beobachtet werden.
Zudem wurde gezeigt, dass blaues Licht eine mogliche Therapieoption beim MD darstel-
len konnte. Hier wurde eine Reduktion der Differenzierung vor allem der TGF-B1 stimu-

lierten Fibroblasten auffillig.
4.1 Die mRNA-Expression im Gewebe

Im Gewebe wurde eine signifikant erniedrigte Genexpression von TGF-2 und TIMP3
nachgewiesen (siche Abb. 1). Fiir die anderen MMPs und TIMPs wurden keine signifikan-
ten Unterschiede festgestellt (siche Abb. 2). Dies war insofern liberraschend, als das TGF-

[ eine Schliisselrolle in der Pathogenese des MD zugeschrieben wird und andere Studien

48



eine erhohte TGF-B2 Genexpression aufzeigen konnten (Zhang et al., 2008). Ein mogli-
cher Grund hierfiir wire, dass in der vorliegenden Arbeit keine Unterscheidung zwischen
Knoten und Strangen vorgenommen wurde. Denn besonders in Knoten von pathologi-
schem Gewebe des MD wurde eine erhdhte Expression von TGF-2 beschrieben (Baird et
al., 1993; Wong and Mudera, 2006). Wahrscheinlicher ist allerdings, dass eine Heterogeni-
tat der Proben in Bezug auf das histologische Stadium im Progress der Erkrankung vorlag.
Denn insbesondere im Proliferationsstadium, das sich durch ein schnelles Fortschreiten der
Erkrankung kennzeichnet, wird angenommen, dass dies unter dem Einfluss lokaler Media-
toren stattfindet. Hier sind TGF-f3 und Periostin zu nennen (Khashan et al., 2011; Vi et al.,
2009). Von TGF-f sind bis jetzt drei Spleilvarianten identifiziert: TGF-1, TGF-2 und
TGF-3. TGF-B1 ist intrazelluldr in Myofibroblasten in jedem Stadium der Erkrankung zu
finden. TGF-f2, der in der hier vorliegenden Arbeit bestimmte Mediator, ist in erster Linie
in der Proliferations- und Involutionsphase erhoht exprimiert (Badalamente et al., 1996). In
fortfiihrenden Untersuchungen an gréferen Kollektiven wére eine Unterscheidung zwi-

schen den histologischen Stadien denkbar. Diese erfolgte in der vorliegenden Arbeit nicht.

Weiterfiihrend sind Risikofaktoren und Sekundérerkrankungen (wie z. B. Rauchen, Alko-
holabusus oder Diabetes mellitus) beschrieben worden, die den Krankheitsverlauf beein-
flussen. Es ist noch immer nicht geklirt, inwieweit diese Faktoren, den Krankheitsverlauf
verstirken oder vielleicht sogar auslosen. Deswegen hat eine Studie bewusst nur Patien-
tenmaterial ausgewdihlt, bei denen keine dieser begiinstigenden Faktoren oder Sekundirer-
krankungen vorlagen (Docheva et al., 2012). TGF-f wird vermehrt bei Entziindungs- und
Fibroseprozessen ausgeschiittet (Oberringer et al., 2008), aber erhohte TGF-f3 Level liegen

z. B. auch bei Rauchern im Gegenzug zu Nichtrauchern vor (Ryder et al., 2002).

In der vorliegenden Arbeit konnte im MD-Gewebe fiir TIMP3 eine verminderte Expressi-
on nachgewiesen werden (siche Abb. 1). Dies passt insofern in den Kontext, da ein gestor-
ter MMP und TIMP Haushalt bereits in der Literatur beschrieben wurde (Ulrich et al.,
2009). Fir TIMP3 konnte auch in anderen Arbeiten eine verminderte Genexpression im
Gewebe aufgezeigt werden (Kang et al.,, 2014). Auch andere Studien vermuten, dass
TIMP3 eine wichtige Rolle in der Entstehung von Fibrosen einnimmt (Fan et al., 2014).
Kassiri et al. mutmaRen, dass ein Gleichgewicht zwischen TIMPs und MMPs das Flie$3-
gleichgewicht in der EZM ermdglicht. Von den 4 TIMPs ist TIMP3 besonders in der EZM

verbunden und hat eine deutliche Protease-Inhibition, die sich iiber die ADAMSs (a disin-
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tegrin and metalloproteinase domain) und ADAM-TS (a disintegrin and metalloproteina-
se domain with thrombospondin motif) erstreckt. Das sind Proteasen, die die Bioaktivitit
von vielen Wachstumsfaktoren und Zytokinen kontrollieren. Kassiri et al. konnten zeigen,
dass ein TIMP3 Verlust die interstitielle Nephritis und Entstehung von Fibrosen fordert
(Kassiri et al., 2009).

Als Schliisselmetalloproteinasen in der Pathogenese des MD werden in den Arbeiten von
Wilkinson et al. und Ulrich et al. erhohte MMP2 Genexpressionen beschrieben (Ulrich et
al., 2009; Wilkinson et al., 2012), wobei in der Untersuchung von Wilkinson et al. nur das
Verhiltnis von vier Spendern untersucht wird. Anhand der hier durchgefiihrten Arbeit
konnte keine verstirkte Expression nachgewiesen werden. Ein moglicher Grund wére, dass
die RNA direkt aus dem unkultivierten Gewebe isoliert wurde. In der Arbeit von Wilkin-
son hingegen erfolgte hingegen die Bestimmung der Genexpression aus den isolierten Fib-

roblasten, die sich bereits in Kultur befanden (Wilkinson et al., 2012).

Des Weiteren konnte ein Grund fiir die unterschiedlichen Beobachtungen sein, dass in der
vorliegenden Arbeit keine Unterscheidung zwischen Knoten und Stringen vorgenommen
wurde. Eine Studie hat die Genexpression von MMP2 analysiert, wobei hier Knoten und
Strdnge separat untersucht wurden. Die Studie zeigte, dass die MMP2 Genexpression in

Knoten wesentlich hoher als in Strdngen war (Ulrich et al., 2009).

Wie erwartet zeigten unsere Ergebnisse eine tendenziell reduzierte Genexpression der
MMPs (MMP2, MMP3 und MMP9). Diese MMPs sind u. a. fiir den Abbau der EZM ver-
antwortlich. Erniedrigte MMP3 Expressionslevel im MD-Gewebe sind bereits in der Lite-
ratur beschrieben worden (Rehman et al., 2008). MMP3 kann MMP1 aktivieren und es
baut die Kollagentypen I, III, IV, und IX ab. Eine Dysfunktion kann zu Fibrosen fiihren.

Sowohl bisherige Untersuchungen (Ulrich et al., 2009) als auch unsere Ergebnisse lassen

keine verdnderte Genexpression von MMP9 beobachten (siche Abb. 2 F).

4.2 Gestortes Gleichgewicht zwischen MMPs und TIMPs

In der Literatur wird ein veridndertes Gleichgewicht zwischen MMPs und TIMPs beim MD
vermutet (Ulrich et al., 2009). Insbesondere wird ein Ungleichgewicht von MMPs zu
TIMPs zugunsten der TIMPs angenommen. Die daraus resultierende Hemmung des Ab-

baus der Komponenten der EZM kdnnte die Krankheitsprogression (Ulrich et al., 2003)
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erkldren. Einige Autoren sehen in der Hemmung von TIMPs sogar einen therapeutischen
Ansatz (Picardo and Khan, 2012). Eine Option stellt hierbei Relaxin, ein Insulin-like
growth factor Hormon dar. Relaxin kann die Expression von MMPs fordern und die von
TIMPs hemmen (Unemori et al., 1996). Die Erfahrungen hierzu beziehen sich allerdings

auf Fibrosen anderer Genese und nicht auf den MD.

Eine Verdnderung des Gleichgewichts von MMPs und TIMPs wurde auch in der hier vor-
liegenden Arbeit nachgewiesen (sieche Abb. 3). Die Genexpression von TIMP1 zu MMP3
und MMP9 als auch die Genexpression von TIMP3 zu MMP2 und MMP3 war signifikant
verdndert. Das Gleichgewicht war allerdings von TIMP1 zu MMP3 und 9 zugunsten der
TIMPs und fiir TIMP3 zu MMP2 und 3 zugunsten der MMPs verschoben. Wihrend die
Verschiebung zugunsten der TIMPs im Einklang mit der Literatur steht, wiirde die Ver-
schiebung zugunsten der MMPs nicht als Ursache fiir ein Fortschreiten der Erkrankung des
MD sprechen. Ein MMP Ubergewicht ermdglicht eher einen Abbau von Kollagen. Eine
Erh6hung von MMP2 wie in der Literatur beschrieben (Ulrich et al., 2009; Wilkinson et
al., 2012), konnte allerdings ein Symptom der Erkrankung darstellen, indem dies ein Ver-
such der Zellen ist, das Kollagen abzubauen und dem Kollageniiberschuss entgegenzuwir-

ken.

Ein moglicher Grund fiir die gegensitzlichen Verschiebungen der Verhéltnisse wiére die
Vielfiltigkeit der MMPs und TIMPs. Es sind insgesamt 23 MMPs und 4 TIMPs beschrie-
ben. Nicht fiir jede liegen Kenntnisse iiber die funktionelle Bedeutung vor. Zwar bestehen
zwischen den TIMPs 1-3 strukturelle Uberschneidungen, die funktionelle Rolle im Sinne
einer Hemmung oder Aktivierung variiert jedoch in vivo. Eine spezifische funktionelle
Korrespondenz zwischen einzelnen MMPs und TIMPs ist nicht beschrieben. Insgesamt
konnte anhand der vorliegenden Arbeit eine verdnderte Balance zwischen einzelnen MMPs
und TIMPs nachgewiesen werden. Grundsitzlich ist eine Verschiebung zugunsten der
TIMPs anzunehmen, die auch mitverantwortlich fiir die Verdnderungen der extrazelluldren

Matrix sein kénnten.
4.3 Veranderte Genexpression stimulierter Fibroblasten

Sowohl IL-1f als auch TGF-B1 besitzen deutliche Einfliisse auf die Expression von MMPs

und TIMPs in Fibroblasten. In der vorliegenden Arbeit wurde auch der Einfluss von



TGF-B1 und IL-1B auf die mRNA-Expression der MMPs und TIMPs kultivierter Fib-

roblasten des MD bestimmt.

Die Stimulation mit IL-1f3 bewirkte zum einen eine erhohte Genexpression inflammatori-
scher Zytokine (IL-1p, IL-6, IL-8), zum anderen aber auch auf den MMP und TIMP Haus-
halt (MMP3 und TIMP3). Als Folge einer Stimulation der Fibroblasten mit IL-1f war eine
erhohte MMP3 und eine erniedrigte TIMP3 Genexpression sowohl in den Kontroll-
fibroblasten als auch den MD-Fibroblasten nachweisbar (siche Abb. 4). Die verminderte
Expression von TIMP3 in kultivierten Zellen steht im Einklang mit der verminderten
TIMP3 Genexpression im Gewebe. Die verdanderte TIMP3 Expression der isolierten Fib-
roblasten ist von besonderem Interesse. Die ADAMTSs (a disintegrin and metallopro-
teinase domain with thrombospondin motif) sind eine Untergruppe der MMPs. Die
ADAMTs sind Proteoglykane und Peptidasen, wobei von den insgesamt 19 ADAMTS die
Funktion nicht immer bekannt ist (Porter et al., 2005). TIMP2, 3 und 4 sind potentielle
Inhibitoren der ADAMTS. Insbesondere TIMP3 ist ein Inhibitor von ADAMTS-4 und -5
(Kashiwagi et al., 2001). Inwiefern diese Inhibition jedoch zu einer Beschleunigung des
Krankheitsprogresses beitragt bzw. nicht beitrdgt kann noch nicht beantwortet werden. Die
wahrscheinlich vielseitigen - und schichtigen Funktionen der TIMPs und deren Einfluss
auf die unterschiedlichen MMPs und ADAMTS sind noch nicht hinreichend bekannt. Die
mitunter gegensitzlichen Verdnderungen in der mRNA-Expression stimulierter Fibroblas-
ten bei noch unzureichender Bekanntheit der Funktion einzelner MMPs und TIMPs weist
auf den hohen Anspruch an die Interpretation hin. Die signifikante Verdnderung der Ex-
pression von Genen in Kontrollfibroblasten oder Fibroblasten des MD nach der Stimulati-
on stellt jedoch die Komplexitit und Anfélligkeit des Gleichgewichts der EZM bei der MD
Erkrankung heraus.

IL-1B ist ein Entziindungsmediator und stimuliert die Proliferation von Fibroblasten und
die Ausschiittung von TGF-B und dadurch auch die Produktion von Kollagen und anderen
extrazelluliren Matrixproteinen. IL-1B wird als Reaktion des Immunsystems z. B. auf
Lipopolysaccharide aus Bakterienwédnden oder andere Pyrogene produziert und
ausgeschiittet. Zudem kann es auch im Rahmen inflammatorischer Prozesse zu einer
systemischen Ausschiittung von IL-1f kommen. Die alleinige Ausschiittung von IL-1f
konnte somit die Induktion eines Wachstumsschubs einer verstirkten Differenzierung von

Fibroblasten zu Myofibroblasten erkldren. Der lokale Einfluss einer erhdhten IL-1B
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Konzentration auf den MMP Haushalt konnte anhand dieser Arbeit gezeigt werden. Da
Untersuchungen zeigen, dass z. B. Rauchen die Konzentrationen von inflammatorischen
Zytokinen wie IL-1f und auch TGF-f erhoht (Ryder et al., 2002; Wu et al., 2014), konnte
dies eine moglicher Ursache sein, warum Nikotinabusus den Krankheitsverlauf des MD
begiinstigen konnte. Wie in unserer Arbeit belegt, verursachen erhohte IL-1 Spiegel ein
Ungleichgewicht der MMP-TIMP-Homdostase, dies fiihrt zu einem gestorten
Gleichgewicht der EZM. Dieses konnte ein Hinweis darauf sein, dass die extrinsischen
Kofaktoren nicht ein Ausloser der Erkrankung sind, sondern ein Verstirker des

Krankheitsprogresses.

Die Bedeutung von TGF-B1 fiir die Pathogenese des MD wird fiir wesentlich eingeschitzt.
In der vorliegenden Arbeit konnte ein deutlicher Einfluss von TGF-1 auf die Genexpres-
sion sowohl der Zytokine (IL-1p, TGF-p) als auch auf die der MMPs und TIMPs (MMP2,
MMP9 und TIMP3) gezeigt werden. Die Kontrollfibroblasten reagierten mit einer erhhten
IL-1P Genexpression auf die TGF-f1 Stimulation, wohingegen die MD-Fibroblasten kei-
nen Anstieg der Genexpression zeigten (siche Abb. 6). Dies konnte bedeuten, dass die
MD-Fibroblasten an hohe TGF-1 Konzentrationen adaptiert sind und deshalb keine Ent-

ziindungsreaktion des Immunsystems ausgelost wird.

Die Stimulation von TGF-B1 fiihrte zu einer signifikant verminderten Expression von
MMP2 und MMP9. Diese verminderte Expression konnte mit dem verminderten Abbau

von Kollagenen in der Hohlhand assoziiert sein.

Die Stimulation mit TGF-B1 fiihrte zudem zu einer erniedrigten Genexpression von MMP3
(siche Abb. 6). Die Protease MMP3 ist auch an dem Abbau der EZM beteiligt. Zum einen
kann es MMP1 aktivieren, was zu einem Abbau der Kollagentypen II, III, IV, und IX
fithrt. Zum anderen soll eine Dysfunktion von MMP3 zu Fibrosen fiihren. Forrester et al.
spekulieren, dass niedrige Level von aktivierten MMP1 Proteinen die Akkumulation von
Kollagen I, II, und III in der EZM bewirken und die Proteasen nicht fahig sind, diese abzu-
bauen (Forrester et al., 2013). Dies ist ein mdglicher Ansatzpunkt, warum gerade nach
Operationen die Rezidivrate erhoht ist. Erhohte Konzentrationen von TGF-g1 wurden u. a.
vermehrt in Wunden nach chirurgischen Eingriffen nachgewiesen. Bisherige Studien zeig-
ten eine erhohte Expression von sowohl TGF-f (Baird et al., 1993; Zhang et al., 2008) als

auch von dem inflammatorischen Zytokin IL-1.



Unsere Ergebnisse zeigen den Einfluss von sowohl TGF-f als auch von IL-1f auf in-
flammatorische Zytokine als auch die MMP-TIMP-Homgostase in MD-Fibroblasten. Uber
eine grundsitzliche Ausschiittung von IL1-f und oder TGF-f3 unabhingig von der MD
Erkrankung konnen diese Zytokine den MMP und TIMP Haushalt verdndern und die Pro-

gression der Erkrankung somit verstarken.
4.4 Erhohte a—-SMA Proteinexpression von stimulierten Fibroblasten

Im néchsten Schritt haben wir die Differenzierung mittels o—SMA Proteinexpression der
Fibroblasten zu Myofibroblasten untersucht (siche Abb. 8). Einige Studien haben bereits
eine verstdrkte Differenzierung mittels TGF-f1 Stimulation (Bisson et al., 2009) oder auch
TGF-B2 (Hinz, 2007) beschrieben, dies konnten unsere Ergebnisse bestitigen. Denn es
konnte gezeigt werden, dass besonders die MD-Fibroblasten durch TGF-g1 Gabe zu Myo-

fibroblasten differenzieren.

In der vorliegenden Arbeit konnte die Stimulation mit IL-1f eine verstirkte Differenzie-
rung von Fibroblasten zu Myofibroblasten induzieren, gemessen an dem Surrogatparame-
ter, der o—SMA Proteinexpression (siche Abb. 8 A). Einerseits wurde in der Literatur eine
Inhibition der Differenzierung durch die Stimulation mit IL-1f beschrieben (Pittet et al.,
1994; Shephard et al., 2004), andererseits konnte in einer jlingeren Studie gezeigt werden,
dass in der Lunge eine verstirkte Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten

durch die Stimulation mit IL-1f ausgeldst werden konnte (Jin et al., 2011).

Verjee et al. beschreiben, dass die Knoten in der GroBe und in Abhdngigkeit von der Loka-
lisierung am proximalen Interphalangealgelenk variieren. 2/3 der Stringe bestehen aus
Knoten und diese sind zellreich und beinhalten besonders viele a—SMA positive Zellen.
Die Stringe, die mit Kollagenfasern verbunden sind und keine Knoten beinhalteten, waren
signifikant verstdrkt an Fingerkontrakturen beteiligt. Die Autoren vermuten, dass die Zel-
len sich in knotigen Stringen kontrahieren und sich das in den Komponenten der EZM
niederschlidgt. Diese EZM ist umgebaut in eine verkiirzte Struktur und daraus entwickelt

sich die Dupuytrensche Kontraktur (Verjee et al., 2009).
4.5 Erhohte Apoptoserate der stimulierten Fibroblasten

Die Beteiligung einer gestdrten Apoptose an zahlreichen Erkrankungen ist mittlerweile
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bekannt. Dazu zdhlen neurodegenerative Krankheiten wie die der Morbus Parkinson
(Mochizuki et al., 1997) ebenso wie AIDS und die degenerative Arthritis (Brill et al.,
1999). Auch kann die Mutation in Apoptose regulierenden Genen oder eine Uberexpressi-

on an Genen, die die Apoptose hemmen, die Entstehung von Tumoren induzieren.

In der vorliegenden Untersuchung wurde festgestellt, dass MD-Fibroblasten mit einer ho-
heren intrinsischen Apoptoserate im Vergleich zu den Kontrollfibroblasten reagierten. Be-
sonders TGF-B1 stimulierte MD-Fibroblasten, die mit einer Konzentration von 0,075 pM
STS behandelt worden sind, wiesen einen starken Anstieg der Apoptoserate im Vergleich

zu den Kontrollfibroblasten auf (siche Abb. 10).

In der Literatur wird bereits ein Ungleichgewicht zwischen der Zellproliferation und dem
programmiertem Zelltod vermutet (Jemec et al., 1999). Inflammatorische Zellen produzie-
ren Wachstumsfaktoren, die nicht nur in der Wundheilung, sondern auch im MD-Gewebe
gefunden worden sind (Baird et al., 1993). Fitzgerald et al. verglichen bereits Wundhei-
lungsgewebe mit dem von MD-Patienten (Fitzgerald et al., 1999), sie konnten einen Man-
gel an Zytokinen und inflammatorischen Zellen beobachten. Dies wird erreicht ohne
Gewebszerstorung oder Entstehung einer Entziindung. Dieser Mechanismus ist noch nicht
vollstindig verstanden, aber Hinweise deuten auf den programmierten Zelltod, die
Apoptose, hin (Savill et al., 1989). Meek et al. vermuten, dass eine reduzierte Apoptoserate
der inflammatorischen Zellen innerhalb des MD-Gewebes mit einer Proliferation der Myo-
fibroblasten assoziiert ist (Meek et al., 2002). Viele Faktoren sind an der Zellapoptose be-
teiligt. Die von Baird et al. im MD-Gewebe nachgewiesenen Zytokine TGF-B1, IL-1 und
TNFa (Baird et al., 1993) besitzen antiapoptotische Wirkung und genau diese Wachs-
tumsfaktoren (TGF-B1, IL-1 und TNFa) sind extrem wirksam darin, inflammatorische
Zellen zu rekrutieren und deren Zelltod zu verhindern (Maier et al., 1996; Meek et al.,
2002). TNFa kann zudem die extrinsische Apoptose auslosen. In der vorliegenden Arbeit
zeigten unsere Ergebnisse jedoch eine signifikant erniedrigte TGF-B2 Genexpression so-

wie tendenziell erniedrigte mRNA-Expressionen von IL-1p und TNFo im MD-Gewebe.

Aufgrund von der Zellproliferation der MD-Fibroblasten, wiére eine fehlende Apoptose
(Wilutzky et al., 1998) denkbar gewesen. Anhand der vorliegenden Arbeit wurde aller-
dings der intrinsische Weg der Apoptose durch die STS-Behandlung untersucht. Diese

Ergebnisse deuten mdglicherweise eine zusitzliche Therapieoption des MD durch Indukti-
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on der intrinsischen Apoptose an. Um eine ganzheitliche Aussage in Bezug auf die Bedeu-
tung der Apoptose von Fibroblasten beim MD zu treffen, sollte auch die extrinsisch indu-

zierbare Apoptose untersucht werden.

4.6 Die Hemmung der Differenzierung von stimulierten Fibroblasten durch
blaues Licht

4.6.1 Toxische Wirkungen von blauem Licht

Effekte von blauem Licht wurden unter anderem in Rattenversuchen untersucht, wobei
sich zeigte, dass blaues Licht die Wundheilung unterstiitzt (Adamskaya et al., 2011). Es
konnte nachgewiesen werden, dass die Differenzierung von MD-Fibroblasten zu Myo-
fibroblasten deutlich reduziert werden kann, bei einer Bestrahlung von 30 J/cm® (420 nm)
(Taflinski et al., 2014). Nachteilig wiaren mogliche toxische Effekte der Bestrahlung mit
blauem Licht in Fibroblasten. Mogliche toxische Effekte wéren zelluldre Dysfunktion so-
wie die Entwicklung von malignen Melanomen oder Verletzungen der Netzhaut wie z. B.

die Photoretinitis (Okuno et al., 2002).

Das Risiko toxischer Wirkung ist wellenléingenabhéngig. Wellenldngen von 410, 420 nm
sind toxisch, wohingegen ldngere Wellenlédngen keine Toxizitdten zeigten (Taflinski et al.,
2014). Im Einklang mit der Literatur stellten wir fest, dass mit Steigerung der Dosis auch
das Risiko der Toxizitit steigt. Bei der Anwendung von 40 J/cm® konnten keine toxischen

Effekte ermittelt werden (siche Abb. 11).

Auf der Basis der gezeigten Ergebnisse wire eine Anwendung des blauen Lichts (ab 5
J/em®) in einem nicht toxischen Bereich méglich. Fiir eine sichere Anwendung spricht
auch, dass blaues Licht bereits in der Therapie von Akne vulgaris (Omi et al., 2004) und
der Behandlung von Keloiden eingesetzt wird. Die Patienten mit Akne vulgaris wurden
achtmal iiber 4 Wochen mit blauem Licht (420 nm) fiir jeweils 15 min bestrahlt. Bei 64,7

% der Patienten verbesserten sich die Aknewunden.

Der Wirkmechanismus von blauem Licht ist noch ungeklért. In der Literatur sind bereits
erhohte Hypoxanthinwerte in MD-Gewebe beschrieben (Murrell et al., 1987). Die Expres-
sion von Hypoxanthin kann durch Hypoxie induziert werden und wird von der Hypo-
xanthinoxidase unter Abgabe freier Sauerstoffradikale abgebaut. Diese freien

Sauerstoffradikale erzeugten die Proliferation von perivaskuldren Zellen, was zur GefaB-



verengung fiihrt. Eine GefaBBverengung wurde auch histologisch nachgewiesen (Comtet et
al., 1985). Durch die GefaBBverengung entsteht im Umkehrschluss wiederum erneut Hypo-
xie im Gewebe. Aus diesem Grunde untersuchten wir die ROS Generation. Unsere Ergeb-
nisse demonstrieren, dass sowohl bestrahlte als auch nicht bestrahlte Fibroblasten des MD
immer die hochste absolute ROS Generation erreichten im Vergleich zu den bestrahlten
und nicht bestrahlten Kontrollfibroblasten (siche Abb. 14). Dies wiirde wieder die These
der begilinstigenden Kofaktoren stiitzen. Die Kofaktoren (Rauchen, Diabetes, Alkoholabu-
sus etc.) forcieren die Entstehung einer Mikroangiopathie und somit die Hypoxie. Des
Weiteren wird die Proliferation von Fibroblasten und Kollagenproduktion verstérkt und

somit wird die Entwicklung einer Fibrose begiinstigt (Shih and Bayat, 2010).

Es wurde erwartet, dass durch die Bestrahlung von blauem Licht die ROS Generation bei
den MD-Fibroblasten abgenommen hétte. Es konnte sein, dass es zu einem Feebackme-
chanismus kommt. Die molekularbiogische Wirkungsweise konnte nicht vollstindig auf-
geklart werden, dennoch konnten wir zeigen, dass die ROS Generation in MD-Fibroblasten
hoher ist als in Kontrollfibroblasten und durch die Bestrahlung zunimmt. In jedem Fall ist

anzunehmen, dass die absolute ROS Generation durch die Bestrahlung zunimmt.

4.6.2 Mogliche Anwendung von blauem Licht beim Morbus Dupuytren (MD)

Grundsitzlich wiére eine Anwendung von blauem Licht zur Sekundédr- oder Tertidrpraven-
tion des MD denkbar. Eine Primérprophylaxe wire lediglich bei Patienten mit einer signi-

fikanten familidren Pradisposition denkbar.

Die Sekundérpravention wére bereits im Stadium 1 und 2 nach Tubiana noch vor einem
operativen Eingriff mdglich. Ziel der Behandlung in diesen Fillen wire es, den Progress
der Erkrankung zu hemmen bzw. aufzuhalten. Hauptziele der Behandlung konnten die
Fingerbeweglichkeit und klinisch manifeste Knoten-/Strangbildung sein. Erfolgsverspre-
chend wire hierbei, eine Bestrahlung in einem histologisch frithen Stadium z. B. dem
Proliferationsstadium einzusetzen, bei dem noch iiberwiegend Fibroblasten bzw. Myo-
fibroblasten vorhanden sind. Das Problem hierbei ist allerdings, dass die Aktivitét der Er-
krankung und die Differenzierungsaktivitit schwer abzuschédtzen ist, da das Stadium nach
Tubiana nicht mit dem histologischen Stadium tiibereinstimmt. Ein Einsatz des blauen
Lichts in den spéten klinischen und histologischen Stadien ist weniger zielfiihrend. Eine

Bestrahlung im Involutionsstadium verspricht keine Effekte. Ebenso ist eine Verbesserung



der Fingerbeweglichkeit bei einer bereits langjéhrig bestehenden hochgradigen Beugekon-

traktur in den Mittelgelenken der Finger nicht mehr zu erwarten.

In der vorliegenden Arbeit wurden wesentliche positive Effekte vor allem deutlich bei
TGF-B1 stimulierten Fibroblasten (sieche Abb. 12) deutlich. Der Einsatz von blauem Licht
insbesondere zur Tertidrprophylaxe wire direkt im Anschluss an einen operativen Eingriff
mdglich. Unmittelbar nach einem chirurgischen Eingriff liegen hohe Konzentrationen von
IL-1pB und TGF-B vor (Wang et al., 1997), daher ist besonders hier ein therapeutischer

Nutzen zu erwarten.

In der vorliegenden Arbeit wurden isolierte Fibroblasten iiber einen Zeitraum von 72 h
bzw. 120 h bestrahlt. In vivo sind iiber sinnvolle Zeiten noch keine Untersuchungen durch-
geflihrt worden. Im Rahmen eines in vivo Versuchs ist zudem zu beriicksichtigen, dass die
in vitro Effekte auf die Fibroblasten nicht zwingerdermallen auf die in vivo zu iibertragen
sind. Die Wirkung auf Fibroblasten, die unterhalb der Haut und des Fettgewebes in der
Hohlhand liegen, ist nicht bekannt. Vorteilhaft beim MD ist allerdings, dass die Abschwé-

chung gering ausfallen diirfte, da die Erkrankung unmittelbar unter der Haut stattfindet.

Bei einer etwaigen Therapie des MD mit blauem Licht sollte jedoch bedacht werden, dass
nach Beendigung einer Therapie das Rezidivrisiko wieder ansteigt. Unter Umstdnden wére

eine lebenslange Bestrahlung notig.

4.7 Schlussfolgerungen

Das Ziel dieser Arbeit sollte sein, den Einfluss von TGF-f1 und IL-1B auf die TIMP-
MMP-Homoostase und auf inflammatorische Zytokine zu untersuchen, sowie die Diffe-
renzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten. Zudem wurden erste Bestrahlungsversu-
che der MD-Fibroblasten mit blauem Licht durchgefiihrt, um so vielleicht einen neuen

nicht-invasiven Therapieansatz zu finden.

Die Zusammensetzung der EZM ist verdndert und es wird ein gestortes Gleichgewicht der
die EZM abbauenden MMPs und deren Inhibitoren, den TIMPs, im Rahmen der Pathoge-
nese vermutet (Ulrich et al., 2009). Unsere Untersuchungen zeigten eine signifikant ernied-
rigte mRNA-Expression von TIMP3. Erniedrigte TIMP3-Level fiihren als Gegenspieler

der MMPs zu vermindertem Abbau der EZM und so konnten Fibrosen entstehen.



Eine verdnderte Regulation von TGF- im MD-Gewebe ist in der Literatur beschrieben
worden (Zhang et al., 2008). Es wird angenommen, dass TGF-p eine Schliisselrolle in der
Pathogenese des MD einnimmt. Unsere Ergebnisse zeigen eine verminderte mRNA-
Expression von TGF-B2 im MD-Gewebe. Hier wiren weitere Untersuchungen der anderen
Spleivarianten von TGF-f notig und eine strengere Unterscheidung des zu untersuchen-

den Materials, z. B. nach Knoten und Strangen oder auch des histologischen Stadiums.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestdtigen die Annahmen der Literatur, dass die TGF-f Sti-
mulation zu einer erh6hten a—SMA Proteinexpression und somit verstirkten Differenzie-
rung von Fibroblasten zu Myofibroblasten fiihrt (Bisson et al., 2009). Die verstirkte
Differenzierung zu Myofibroblasten durch die TGF-f3 Stimulation kénnte ein Grund sein,
dass eine gesteigerte Rezidivrate nach Operationen besteht. Durch den Wundheilungspro-
zess liegen erhohte Konzentrationen von TGF-f3 im Gewebe vor und diese fiihren zu einer

verstdrkten Differenzierung zu Myofibroblasten.

Eine verminderte Apoptoserate wird in der Literatur vermutet (Wilutzky et al., 1998). An-
dere Autoren nehmen an, dass eine reduzierte Apoptose der inflammatorischen Zellen zur
Proliferation der Myofibroblasten fiihrt (Meek et al., 2002). Unsere Ergebnisse zeigten,
dass durch die TGF-f1 Gabe eine erhohte intrinsische Apoptoserate (Staurosporin-
Konzentration von 0,075 uM) induziert werden konnte. Durch diese Ergebnisse bietet sich
ein neuer Ansatz fiir die Entwicklung weiterer Versuche und moglicherweise alternativer

Therapieansitze an.

Die Bestrahlung mit blauem Licht von TGF-f1 stimulierten Fibroblasten fiihrte zu einer
verminderten Differenzierung der MD- und Kontrollfibroblasten. Dies sind erste Ergebnis-
se, die auf eine nicht-invasive Tertidrprophylaxe hindeuten. Die in vitro Ergebnisse sind
nicht zwangsldufig auf die in vivo Ergebnisse zu tibertragen und es sind weiterfiihrende
Versuche notwendig, um auch hier eine ganzheitlich Aussage auf eventuelle Spétfolgen

der Bestrahlung zu treffen.
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