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Einleitung und Fragestellung

1. Einleitung und Fragestellung

1.1. Einleitung

Die Induratio penis plastica (IPP) ist eine Erkrankung des alteren Mannes mit den
Symptomen peniler Plaque, Penisdeviation, Erektionsschmerz und erektiler
Dysfunktion. Die IPP tritt bei 0,4 — 3% der mannlichen Bevolkerung auf. Eine haufig
beobachtete = Begleiterkrankung ist der durch palmare Fibrosierungen
gekennzeichnete M. Dupuytren. Entzidndliche Prozesse mit Veranderungen der
bindegewebigen Strukturen und Kollagenablagerungen im Bereich der penilen
Tunica albuginea fuhren zu dem haufig gut palpablen, meist an der dorsalen Seite
des Penis gelegenen Plaque. Infolge dieser anatomischen Veranderungen mit
narbiger Kontraktur ist die Deviation des erigierten Penis in Richtung des Plaque zu
beobachten. Trotz variabler klinischer Verlaufe ist die Diagnose aufgrund der
typischen Symptome relativ einfach. Nach einer ausfuhrlichen Anamnese und der
korperlichen Untersuchung hat sich in der Praxis die Sonographie und Photographie
des erigierten Penis zur Verifizierung des Befundes und zur Verlaufsbeobachtung als
wertvoll erwiesen.

Trotz der jahrhundertelangen wissenschaftlichen Beschaftigung mit der IPP bleiben
viele Aspekte der IPP unklar. Die genaue Atiopathogenese und ein daraus
resultierender kausaler Therapieansatz konnten bislang nicht identifiziert werden. Im
Rahmen von Forschungen =zur Atiopathogenese wurden u.a. genetische,

traumatische, infektiose und medikamentose Ursachen diskutiert.

1.2. Fragestellungen

Aus den in der Literatur beschriebenen Hypothesen zur Atiopathogenese der IPP
ergeben sich verschiedene Fragestellungen, die im Rahmen dieser Promotionsarbeit
bearbeitet wurden. Ein besonderes Augenmerk gilt den immungenetischen
Veranderungen, die bei der IPP zu beobachten sind. Die Entstehung des
Krankheitsbildes der IPP konnte Folge einer immunologischen Fehlregulation sein.
Aufgrund dieser Annahme wurden in der vorliegenden Promotionsarbeit HLA-

Genotypisierungen durchgefihrt. Die Frage nach einer moglichen Assoziation der
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IPP mit den Antigenen des HLA-Systems sollte geklart werden. Da fast alle
Autoimmunerkrankungen mit HLA-Antigenen assoziiert sind, sollte durch die HLA-
Genotypisierungen aufgezeigt werden, ob es sich bei der IPP um eine
Autoimmunerkrankung handeln konnte.

Ein weiterer genetischer Aspekt bei der Entstehung der IPP ergibt sich aus der Rolle
des Zytokins TGF-beta1 in der Atiopathogenese dieser Erkrankung. Bislang konnte
eine vermehrte Expression von TGF-beta1 bei IPP-Patienten nachgewiesen werden.
Gibt es bei IPP-Patienten genetische Veranderungen, aus der diese vermehrte
Expression von TGF-beta1 resultiert? Auch dieser Fragestellung wurde in einer
prospektiven Studie im Rahmen dieser Arbeit nachgegangen.

Die dritte immungenetische Untersuchung dieser Arbeit beschaftigt sich mit dem
moglichen Einfluss des Proteinaseinhibitors Alpha-1-Antitrypsin  auf die
Atiopathogenese. Ein Mangel dieses Proteins kénnte zu Veranderungen der
Kollagensynthese flihren, aus denen ihrerseits das Krankheitsbild IPP resultieren
kann. Zunachst sollte der schon beschriebene Mangel des Alpha-1-Antitrypsins im
Serum von |IPP-Patienten verifiziert werden und im Folgenden eine genetische
Variante als Ursache fur die verminderte Expression dieses Proteins aufgezeigt
werden. Auf der Suche nach genetischen Varianten des Alpha-1-Antitrysin Gens und
daraus resultierendem erniedrigten Alpha-1-Antitrypsinserumspiegel wurden weitere

Untersuchungen an einem grof3en Kollektiv von IPP-Patienten durchgefuhrt.

Daraus ergeben sich folgende Fragestellungen:

1. Besteht ein Zusammenhang der IPP mit HLA-Antigenen und handelt es sich
somit wahrscheinlich bei der IPP um eine Autoimmunerkrankung?

2. Haben gemessene Veranderungen der Expression von TGF-betal in Plaques
von IPP-Patienten einen Einfluss auf die Atiopathogenese der IPP?

3. Bestehen erniedrigte Alpha-1-Antitrypsinspiegel im Serum bei IPP-Patienten, und
konnen diese durch Veranderungen des Kollagenstoffwechsels das

Krankheitsbild der IPP hervorrufen?
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2. Grundlagen

21. Krankheitsbild, Historie und Epidemiologie

Die Induratio penis plastica (IPP) ist ein Krankheitsbild, welches durch die
Symptomtrias peniler Plaque, Penisdeviation und Erektionsschmerz gekennzeichnet
ist [59]. Die als Plaque bezeichnete flache, erhabene und flachenférmige Verhartung
des Gewebes im Bereich der penilen Tunica albuginea ist das fuhrende Symptom
[28, 126]. Der Plaque fuhrt zu einer meist nach dorsal gerichteten Deviation. Zudem
kann der narbige Schrumpfungsprozess zu einer Penisverklrzung flihren [48, 59, 54,
61]. Begleitend konnen Kohabitationsschwierigkeiten und eine erektile Dysfunktion
auftreten [143]. Diese Konstellation von Symptomen fuhrt haufig zu einer erheblichen
Beeintrachtigung bei der Ausubung des Geschlechtsverkehrs.

In der Literatur gilt haufig Francois Gigot de la Peyronie als der Erstbeschreiber
dieser Krankheit. Daher wird sie im englischensprachigen Raum Peyronie's disease
genannt. De la Peyronie beschrieb 1743 die Symptomatik der IPP ausfuhrlich in
einem Fallbericht Uber einen Patienten mit Ejakulationsstorungen [29]. Eigentlich
wurde die IPP jedoch schon friher beschrieben. Unter der Bezeichnung ,pudendi
distortio“ beschrieb Giulio Cesare Aranzi bereits im 16. Jahrhundert "knotenartige,
bohnenférmige Tumore des Penis, die bei der Erektion den Penis in der Form eines
Widderhorns erscheinen lieen" [6]. Auch die Anatomen Fallopius und Vesalius
beschrieben in ihren Werken "Observationes anatomicae" und "Examen" 1561
beziehungsweise 1564 eingehend das Krankheitsbild der IPP [100].

Ca. 0,4 - 3% der mannlichen Bevolkerung, vorwiegend zwischen dem 50. und 60.
Lebensjahr, sind von der Erkrankung betroffen [81, 118, 126]. Ein milde Form der
Erkrankung konnte durch Autopsie verstorbener Personen und Untersuchung der
Histologie in 23% der Falle beobachtet werden [121]. Es kann somit von einer
relevanten Zahl nicht bekannter Krankheitsfalle bei Patienten Uber 50 Jahren
ausgegangen werden. Eine positive Familienanamnese ist in den wenigsten Fallen
zu erheben [67].

Die klinischen Verlaufe der Erkrankung sind sehr variabel. In der akuten,
entzundlichen Phase Uberwiegen die penilen Schmerzen, vor allem bei der Erektion.
Diese lassen jedoch bei der Uberwiegenden Mehrheit der Patienten in einem
Zeitraum von 12 bis 18 Monaten nach [43, 46, 67, 105, 107]. Von einem stabilen
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Krankheitsverlauf wird dann ausgegangen, wenn Uber einen Zeitraum von 6 Monaten
keine Progression der Erkrankung beobachtet werden konnte und der Patient
schmerzfrei ist [67, 107]. Eine vollstandige Remission der Erkrankung wird ebenso
wie ein progressives Fortschreiten beobachtet. Eine Restitutio ad integrum ist nur bei
dem Vorkommen eines nicht kalzifizierenden Plaque moglich. Bei einer
ausgepragten Progression der IPP kann es im Verlauf zu erheblichen
Penisdeformitaten kommen. Deviationen von uber 90° sind zu beobachten. Ein
vollstandiger Verlust der Erektionsfahigkeit und somit eine erheblichen

Einschrankung der Kohabitationsfahigkeit ist zusatzlich moglich [46, 54, 67].

2.2. Pathogenese

Die IPP stellt sich initial als ein entziindlicher Prozel3 mit perivaskularen B- und T-
Lymphozyteninfiltrationen im Bereich der Tunica albuginea und dem umliegenden
Bindegewebe dar [28]. Im Verlauf kommt es durch eine lokale Fibrinvermehrung [18,
122, 133], zu einer exzessiven Kollagenablagerung [18, 28, 123, 135] und zu einem
narbigen Umbau mit Verlust von elastischen Fasern [18, 28, 64]. Ein fibrotischer
Plaque im Bereich der Tunica albuginea ist das Resultat. Die narbige Schrumpfung
fuhrt zu der plaquewarts gerichteten Deviation wahrend der Erektion [54]. Diese
vermehrte Kollagenansammlung besteht hauptsachlich aus den Kollagentypen | und
[l [18, 28, 123, 135]. In Zellkulturen aus Myofibroblasten konnte dies bestatigt
werden [1]. Allerdings wurden die Kulturen aus Zellen der Corpora cavernosa und
nicht aus Zellen der Tunica albuginea der IPP-Patienten und Kontrollen entnommen
[1].

Der Plaque ist meistens unifokal dorsal lokalisiert, zwischen 15 und 30 mm grof3 und
kann im Extremfall vom Sulcus coronarius bis zum Ligamentum suspensorium
reichen [28, 105, 134, 143]. Eine von diesem Plaque ausgehende Einstrahlung von
fibrotischem Gewebe in die Corpora cavernosa ist moglich [18, 28]. Bei einem
chronischem Verlauf kann es in ca. 30% der Falle zu einer Kalzifizierung des
Plaques kommen [18, 28]. Intraluminal kdnnen sich Strukturen bilden, die
spongidsem Knochen ahneln. Hier ist zum Teil der Nachweis eines Osteoblasten-
ahnlichen Zelltyps moglich. Diese perivaskular gelegenen Knochenlamellen sind

dann haufig von zellarmem Bindegewebe umgeben [134].
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2.3. Atiologie

Die genaue Atiopathogenese der Induratio penis plastica ist bis heute unklar. Viele
verschiedene Vorstellungen zur Entstehung dieser Erkrankung werden diskutiert. Die
folgenden Kapitel geben einen Uberblick (iber die bisher untersuchten Theorien zur
Atiologie der IPP.

2.3.1. Assoziation mit M. Dupuytren

Bei Studien zur Atiologie der IPP stehen Assoziationen zu Fibromatosen im
Mittelpunkt der Diskussion. An erster Stelle ist der M. Dupuytren zu nennen, der bei
IPP-Patienten wesentlich haufiger als in der Normalbevolkerung auftreten soll [49,
54, 61]. Ein gleichzeitiges Vorkommen dieser Bindegewebserkrankung der
Palmaraponeurose bei Patienten mit IPP wird zwischen 1,0 [67] — 30,8% [114]
beobachtet. Weitere vereinzelte Assoziationen sind mit dem M. Ledderhose
beschrieben. Uber eine Assoziation mit der Sklerodermie wurde dagegen nur
sporadisch berichtet [23]. Der Zusammenhang zwischen der IPP und dem
M. Dupuytren konnte auf eine bislang unbekannte genetische Konstellation
hindeuten. Diese besondere genetische Veranlagung der Patienten konnte zu einer

vermehrten Fibrose disponieren.

2.3.2. Trauma

Durch Biegung des erigierten Penis bei der Kohabitation kommt es zu einer
Hyperextension der Tunica albuginea. Dadurch enstehen vor allem in der dorsalen
Tunica albuginea Scherkrafte (ABBILDUNG 1), die einen mikrovaskularen Schaden
verursachen und zur Hamatomentstehung zwischen den Schichten der Tunica
albuginea fuhren konnen [33, 82]. Dieser Mechanismus wird als einer der wichtigsten
atiopathogenetischen Faktoren diskutiert. In der Wundheilungsphase soll es im
weiteren Verlauf zur Entstehung von IPP-typischen Plaques kommen [33, 45, 65, 82,
87]. Das Septum, welches die beiden Corpora cavernosa voneinander trennt, hat

Faserverbindungen zu der inneren zirkularen Schicht der Tunica albuginea und ist fur
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die vertikale Rigiditat verantwortlich. Diese anatomische Konstellation erklart das

haufige Vorkommen eines dorsalen Plaques in der Mittellinie des Penis [33].

V. superficialis penis und V. dorsalis profunda penis
dorsale Arterie
Faszikel eines dorsalen Nerven
Haut
Tunica dartos
Faszia profunda penis (Buck)

Raum unter der Tunica albuginea (Smith’scher Raum)
A. profunda penis
Corpus cavernosum
Tunica albuginea - dul3ere longitudinale Schicht
- innere zirkulare Schicht
Corpus spongiosum

ABBILDUNG 1 ZEIGT EINEN PENISQUERSCHNITT. ZU SEHEN IST DIE BEZIEHUNG DER SCHWELLKORPER ZU DEN
SIE UMGEBENDEN FASZIEN, NERVALEN STRUKTUREN UND GEFAREN (MODIFIZIERT NACH DEVINE ET. AL. [33].

Rezidivierende Gewebsschadigungen flihren im Rahmen des Wundheilungs-
prozesses zu einer entzundlichen Reaktion. Konsekutiv erfolgt eine
Fibroblastenaktivierung und Narbenbildung [18, 64, 122, 133, 137].

Schon im 16. Jahrhundert wurde die traumatische Genese der IPP von Giulio Cesare
Aranzi beschrieben [6]. Er beschrieb bohnenférmige Knoten im Penis bei Mannern,
die der Liebe sklavisch zugewandt waren [6]. Ein signifikant haufiges Vorkommen
von penilen Traumen konnte bei Patienten mit IPP (40%) und bei Patienten mit
erektiler Dysfunktion (37%) gegenuber einer Kontrollgruppe von urologischen
Patienten (11%), die nicht an einer dieser beiden Erkrankungen litten, festgestellt
werden [65].

Dieses Modell der traumatisch induzierten IPP konnte auch im Tierexperiment
bestatigt werden. In einer Studie wurde Ratten eine chirurgische Lasion im Bereich
der Tunica albuginea zugefugt und die histologische Entwicklung beobachtet [39].
Vorubergehend konnten morphologische Veranderungen beobachtet werden, die
denen der Fruhphase der IPP, nicht aber der chronischen Phase der Erkrankung

ahnlich waren [39].
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2.3.3. Infektiose Genese und Autoimmunologie

Francois Gigot de la Peyronie vermutete eine infektiocse Genese [29] und sah die
Induratio penis plastica im Formenkreis der ,sexual transmitted diseases® (STD).
Auch in einer neueren Studie wurde ein Zusammenhang mit einer durch pathogene
Bakterien verursachte Autoimmunreaktion gesehen [110]. Untersucht wurde das
Phanomen der molekularen Mimikrie oder auch ,cross tolerance theory“. Bakterien
sind als Ausloser der IPP denkbar, wenn mikrobielle Pathogene gleiche Epitope wie
Histokompatibilitdtsantigene aufweisen und somit der Zerstérung durch das
Immunsystem aus dem Wege gehen konnen [75, 110]. Bei dieser Konstellation
konnte eine autoimmunologische Reaktion die klinischen Symptome der IPP
hervorrufen. Bekannt ist diese Kreuztoleranz u.a. zwischen Klebsiella pneumoniae
und dem HLA-B27 Antigen, welches signifikant haufiger bei Patienten mit M.
Bechterew im Gegensatz zu Kontrollkollektiven vorkommt [110]. Bei IPP-Patienten
wurden Allelfrequenzen von HLA-Antigenen und Antikérpertiter gegen Klebsiella-,
Proteus- und E. coli-Spezies untersucht, um einen mdglichen Zusammenhang
zwischen beiden herstellen zu konnen [110]. Bei Patienten mit IPP konnte jedoch
keine Assoziation zwischen dem Human Leukozyten Antigen-System (HLA-System)
und Antikorpertitern gegen Bakterien nachgewiesen werden [110]. Die Vermutung,
dass es keinen Zusammenhang zwischen der Entzindungsreaktion bei der IPP und
einer bakteriellen Infektion gibt, konnte durch eine aktuelle Studie bestatigt werden
[52]. Bei dieser Untersuchung wurde mittels molekularer PCR-Technik der Versuch
unternommen, 16S rDNA nachzuweisen. 16S rDNA ist eine kleine Untereinheit der in
allen Bakterien vorkommenden DNA des prokaryotischen Ribosoms [111]. 16S rDNA
ist damit ein hoch sensitiver Marker fur die Anwesenheit von Bakterien. Weder in
Proben aus Plaguegewebe noch in den Kontrollgeweben konnte diese Untereinheit
nachgewiesen werden, sodass eine bakteriell infektiocse Genese der IPP

ausgeschlossen werden kann [52].
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2.3.4. Genetische Untersuchungen

2.3.41. Antigene des Human Leukozyte Antigen-Systems

Das HLA-System entspricht dem MHC-Komplex (major histocompatibility complex).
Immunologisch ist dieser Komplex von groler Bedeutung, da er fir die
Unterscheidung von korpereigenen und korperfremden Zellen zustandig ist. Er
beEinflusst die Entwicklung der T-Zellen, die Abstol3ung von Ubertragenem Gewebe
und die Anfalligkeit fir viele immunologische Erkrankungen [139]. Der
Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC) besteht aus ungefahr 4x10° Basenpaaren
und enthalt beim Menschen uber 100 Gene. Die Einteilung der HLA-Antigene erfolgt
nach Klassen. Unterschieden werden Klasse | (HLA-A, -B, -C) und Klasse Il (HLA-
DR, -DP und —DQ) Antigene. Die Komplementfaktoren C2, C4A, C4B und Bf, die 21-
Hydoxylase sowie die zwei Loci fur den Tumornekrosefaktor und ein
Hitzeschockprotein (HSP70) koénnen als Klasse Il des HLA-Systems
zusammengefasst werden. Der MHC ist polygen, d.h. es gibt mehrere MHC Klasse |
und Klasse Il Gene. Er ist auch polymorph, da fur jedes Gen multiple Allele
existieren.

Verschiedene autoimmunologische Erkrankungen sind mit Antigenen des HLA-
Systems assoziiert. Da auch die IPP durch eine immunologische Fehlregulation
bedingt sein konnte und ein Zusammenhang =zu lokalisierten fibrotischen
Veranderungen mit dem HLA-B27 Antigen moglich erscheint [147], wurde diese
Hypothese in mehreren Arbeiten untersucht. Insgesamt zehn Studien versuchten
bisher eine mogliche Assoziation der IPP mit Antigenen des HLA-Systems
aufzuzeigen [11, 31, 74, 93, 99, 110, 113, 114, 146, 150].

HLA-Antigene der Klasse | wurden in allen Studien untersucht, wobei eine
Assoziation zu den Antigenen der B7-kreuzreagierenden Gruppe in funf Arbeiten
postuliert wurde [11, 99, 110, 146, 150]. Es handelt sich bei den Antigenen der B7-
kreuzreagierenden Gruppe um die Antigene B7, Bw22, B27 und Bw42. In einem
standardisierten Test mit lymphozytentoxischem Gewebe kommt es unter diesen vier
Antigenen zu einer Kreuzreaktion [128]. In einer anderen Studie wurde fir das HLA-
A1 Antigen, welches ebenfalls der Klasse | zugehort, eine Assoziation zur IPP

beschrieben [114]. Vier Arbeitsgruppen untersuchten zusatzlich Antigene der Klasse
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Il des HLA-Systems [93, 110, 113, 114]. Assoziationen wurden fir die Antigene HLA-
DQw2, HLA-DRS3 und HLA-DQS5 beschrieben [93, 113, 114].

2.3.4.2. Transforming Growth Factor-beta1 (TGF-beta1)

Die vielfaltigen Auswirkungen von Transforming-Growth-Factor-beta (TGF-beta) auf
entzindliche Gewebe, unterschiedlichste Zellen und Proteine, sowie die Tatsache,
dass TGF-beta eine Rolle in der Atiopathogenese von Lungen [7, 35, 69] - und
Leberfibrose [5] spielt, forderte Untersuchungen tber die Zusammenhange von TGF-
beta und der IPP. Dieses Zytokin scheint einen entscheidenden Einfluss auf die
Atiopathogenese der Induratio penis plastica zu nehmen.

Im Einzelnen besteht die Wirkung von TGF-beta in der Beeinflussung von
Gewebereparatur durch chemotaktische Wirkung auf Monocyten, AnstoRung der
Angiogenese sowie Produktionskontrolle von  Zytokinen und anderen
Entzindungsmediatoren [16]. TGF-betal stimuliert die Produktion von Monocyte
Chemotactic Protein-1 (MCP-1). Die daraus resultierende lokale Akkumulation von
Monozyten flhrt wiederum zu einer gesteigerten Freisetzung von TGF-beta1 [82].
Die MCP-1-Expression ist bei vielen fibrotischen Erkrankungen der Haut, Lunge,
Leber und Niere erhoht [80].

Eine hohe Anzahl von Mastzellen konnten in der Tunica albuginea von IPP-Patienten
beobachtet werden [77]. TGF-beta hat eine chemotaktische Wirkung auf Mastzellen.
Diese sind auch an Prozessen der Gewebsheilung beteiligt. In einer Studie wurde
das Vorkommen von Mastzellen in verschiedenen Bereichen von penilem Gewebe
bei IPP-Patienten und einem Vergleichskollektiv quantitativ bestimmt [77]. Bei 23
IPP-Patienten konnte eine erhdhte Anzahl von Mastzellen/mm? in der Tunica
albuginea und in dem dinnen Gewebe zwischen der Tunica und dem erektilen
Gewebe gegenuber der Kontrollgruppe festgestellt werden [77].

Des Weiteren stimuliert TGF-beta die Synthese von extrazellularen
Matrixkomponenten, wie Kollagen und Proteogylkanen, mit gleichzeitiger Blockierung
der Matrixgeneration [117]. Zudem hat TGF-beta die Fahigkeit, seine eigene
Produktion zu veranlassen und kann somit ausschlaggebend fur die Entstehung
einer chronischen Fibromatose sein [117]. In einer neueren Studie konnte die

fibrotische Wirkung von TGF-beta1 auf die Tunica albuginea von Kaninchen gezeigt
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werden [95]. In einem weiteren Tiermodell konnten, durch dosisabhangige
Injektionen von Cytomodulin — ein Peptid mit TGF-beta-ahnlicher Aktivitat -
Veranderungen beobachtet werden, die dem histologischen Krankheitsbild der IPP
ahnelten [37]. Die gleiche Arbeitsgruppe untersuchte daraufhin Tunica albuginea von
30 IPP Patienten auf Proteinexpression von TGF-beta1, TGF-beta2 und TGF-beta3
[38]. Eine Expression von TGF-beta1 konnte bei 26 Patienten (86%) festgestellt
werden [38]. TGF-beta2 wurde bei 7 (23%) und TGF-beta3 bei 5 (17%) der Patienten
exprimiert [38]. Da in der Kontrollgruppe dieser Studie nur jeweils eine Expression
von TGF-betal, 2 und 3 nachgewiesen werden konnte, wurde die TGF-beta1l
Expression als mit der IPP signifikant assoziiert beschrieben [38].

Der Einfluss von TGF-beta1 auf die Entstehung von Fibrosierungen ist durch weitere
Vorgange charakterisiert. Zum einen wird die Produktion von Connective Tissue
Growth Factor (CTGF) durch TGF-beta stimuliert und auf der anderen Seite die
Bildung von dem antifibrotisch wirkenden Stickoxid (NO) durch die Supprimierung der
induzierbaren Stickoxidsynthetase (iNOS) gehemmt [20, 82, 94]. Beides fordert die
Fibrosierung im Gewebe. Zudem stimuliert TGF-beta auch die Produktion der die
reaktive Fibrose fordernde Sauerstoffspezies (ROS) [50, 104]. Eine Verschiebung
des NO/ROS-Verhaltnisses zugunsten von ROS flhrte im Tierversuch zu einer
vermehrten Kollagenablagerung in Fibroblasten aus Ratten-Tunica [13, 14, 15]. Eine

Ubertragung dieses Phanomes auf die Pathogenese der IPP erscheint moglich.

TGF-beta

=

NO
— Fibrose
iINOS u

ROS
Fibrose 4— TT +

CTGF

Y

ABBILDUNG 2 ZEIGT DEN EINFLUSS DER MEDIATOREN NO, INOS, ROS uND CTGF BEI DER ENTSTEHUNG
EINER FIBROSE. EINE VERANDERUNG DER KOLLAGENSYNTHESE IN FIBROBLASTEN AUS RATTEN-TUNICA
KONNTE IM TIERVERSUCH GEZEIGT WERDEN [13, 14, 15]. BESONDERE BEACHTUNG GILT DEM VERHALTNIS
VON NO zu ROS (MODIFIZIERT NACH GONZALEZ ET. AL. [50].)
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Als Transmitter der Erektion konnte Stickoxid einen weiteren Einfluss auf das
Krankheitsbild der IPP haben [20].

Die durch TGF-beta1 induzierte Kollagensynthese in den Fibroblasten kann durch
Prostaglandin E1 unterdrickt werden [88]. Eine Untersuchung von Zellkulturen fuhrte
zu der Annahme, dal® TGF-beta1 und Prostaglandin E1 eine entscheidende Rolle in
der Modulation der Kollagensynthese in der Tunica albuginea und dem Corpus
cavernosum spielen [88]. Durch weitere Vergleiche von Zellkulturen aus penilem
Gewebe der [PP-Patienten und einem Normalkollektiv konnten erhebliche
morphologische Differenzen zwischen den Geweben festgestellt werden [125]. Ein
Ungleichgewicht in der Regulation der Synthese von extrazellularer Matrix wurde
postuliert [123]. Auch hier kann es sich um eine immunologische Fehlregulation
handeln, die sich als gesteigerte, fibroproliferative Kapazitat der Zellen auswirkt.

2.3.4.3. Alpha-1-Antitrypsin (AAT)

Alpha-1-Antitrypsin (AAT) ist ein Proteinaseinhibitor. Unterschiedliche Expression
von Alpha-1-Antitrypsin wird mit verschiedenen Erkrankungen in Verbindung
gebracht. Ein Mangel dieses Proteins ist mit dem Lungenemphysem bei
Erwachsenen und Lebererkrankungen bei Kindern assoziiert [24, 40]. Eine
mangelnde Aktivitat ist mit verschiedenen elektrophoretisch differenzierbaren
Varianten des Alpha-1-Antitrypsin assoziiert. Die haufigste ist die Z-Variante, die ca.
95% aller klinischen Alpha-1-Antitrypsin Mangelsyndrome bedingt [98].
Alpha-1-Antitrypsin ist ein Akute-Phase-Protein. Eine Zunahme des Alpha-1-
Antitrypsin Serumspiegels wird bei entzindlichen Erkrankungen beobachtet [40].
Seine Funktion besteht hauptsachlich in der Aktivitatsverminderung von Proteasen.
Es ist der wichtigste Proteinaseinhibtor von Serinproteasen im menschlichen
Blutplasma. Syntheseorte sind neben den Hepatozyten die Alveolarmakrophagen
und Blutmonozyten. Das Gen (PI), welches fur AAT kodiert, ist auf dem langen Arm
des Chromosom 14 lokalisiert und besteht aus sieben Exons und sechs Introns.

Der Einfluss von Alpha-1-Antitrypsin auf den Kollagenstoffwechsel und seine
Funktion als Proteinaseinhibitor (ABBILDUNG 3) wurde in Bezug auf die Atiologie der
IPP in verschiedenen Studien untersucht [12, 42, 70, 72].
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Alpha-1-Antitrypsin
imSerum u

PMN-Elastase im
Serum

Y

Alpha-1-Antitrypsin-
Mangel

PMN-Elastase _> Kollagenstoffwechselstérung

Proteolyse

ABBILDUNG 3 STELLT DEN EINFLUSS DES ALPHA-1-ANTITRYPSIN AUF DIE KOLLAGENSYTHESE UND DIE
FUNKTION ALS PROTEINASEINHIBITOR DAR. EINE HEMMUNG DES ALPHA-1-PROTEINASEINHIBITORS WURDE
ZU EINER GESTEIGERTEN PROTEOLYSE FUHREN. (MODIFIZIERT NACH BICHLER ET. AL. [12]).

Eine Arbeitsgruppe konnte an einem Kollektiv von IPP-Patienten einen erniedrigten
Alpha-1-Antitrypsinspiegel im Serum im Gegensatz zu einem Kontrollkollektiv
feststellen [72]. Ein Defizit von Alpha-1-Antitrypsin kénnte Uber die allgemeine
Steigerung von Proteasen und somit auch der PMN-Elastase (Polymorphkernige-
neutrophile Granulozyten-Elastase) zu einer Anderung des Kollagenstoffwechsels
fuhren [72]. Dies kdnnte zu einer vermehrten Produktion des Kollagen Il fuhren,

welches im Plaque von IPP-Patienten gehauft gefunden wurde [70, 72].
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2.3.4.4. Genexpression

Die Ergebnisse von Untersuchungen der Genexpression in Plaquegewebe sind in
TABELLE 1 zusammengefasst [50, 80, 83, 90, 92].

Vermehrte Expression Verminderte Expression
Transforming Growth Factor-beta1 Ubiquitin
TGF-beta1
Monocyte Chemotatic Protein 1 (MCP-1) id-2
Early Growth Response Protein Kollagenase IV
Elastase TGF-beta1-Modulatoren

Alpha Smooth Muscle Actin (ASMA) Connective Tissue Growth Factor (CTGF)
Gamma Smooth Muscle Actin (GSMA)
Desmin
Osteoblast Factor-1 (OSF-1)
Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF)
Kollagen | und 1lI

Pleiotrophin

DIE TABELLE 1 ZEIGT DIE ERGEBNISSE VON UNTERSUCHUNGEN DER GENEXPRESSION IN PLAQUEGEWEBE
[50, 80, 83, 90, 92]. DIE MCP-1- UND CTGF-EXPRESSION IST BEI VIELEN FIBROTISCHEN ERKRANKUNGEN
DER HAUT, LUNGE, LEBER UND NIERE ERHOHT [80]. DER ZUSAMMENHANG zU TGF-BETA WURDE BEREITS
ERLAUTERT (KAPITEL 2.3.4.2.).

Bei vielen fibrotischen Erkrankungen parenchymatdser Organe und der Haut ist eine
erhdhte MCP-1- und CTGF-Expression bekannt [80]. Die mdgliche Induktion einer
MCP-1-Sekretion und Stimulation von CTGF durch TGF-beta1 wurde bereits in
Kapitel 2.3.4.2. erlautert. Auch der Basiswachstumsfaktor der Fibroblasten (bFGF),
dessen Expression ebenfalls gesteigert in Zellkulturen aus Fibroblasten von IPP-
Plaques gefunden wurde, soll an fibrotischen Prozessen und dem Remodelling des
Gewebes beteiligt sein [90, 92]. Die Arbeitsgruppe um Mulhall beschrieb in diesem
Zusammenhang auch die Morphologie von Fibroblastenkulturen aus Plaquegewebe
[3, 90]. Unter anderem wurden plumpe Zellkorper, ein Verlust der Kontaktinhibition
und ein generell ungeordnetes Wachstumsmuster gegenuber den Kontrollen
festgestellt [90]. In verkalkten Plagques wurde eine gesteigerte Expression von
Osteoblast-Factor-1 (OSF-1) dokumentiert [50]. Im Rahmen einer Kalzifizierung des
Plaques im Verlauf der Erkrankung an IPP konnte dieser Zusammenhang einen
Einfluss haben [50].
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Eine wichtige Steuerungsfunktion in der Atiologie der IPP scheint auch dem
Zellzyklusregulator und proapoptotischen Faktor Protein-p53 zuzukommen. Nach
einer Bestrahlung von Fibroblastenzellkulturen aus Plaques war dieses Protein im

Gegensatz zu Kulturen eines Kontrollkollektivs weiter aktiv [90, 91].

2.3.4.5. Chromosomale Veranderungen

Schon in alteren Studien wurden Zellkulturen untersucht und in Plaquegewebe von
IPP-Patienten chromosomale Abnormalitaten festgestellt [51, 124]. Eine daraus
resultiernde pathologische lokalisierte Fibrosierung wurde postuliert [124]. In neueren
genotypischen Analysen konnte eine Aneusomie fur die Chromosomen 7, 8, 17, und
18 aufgezeigt werden [90]. Diese Ergebnisse wurden durch Fibroblastenkulturen aus
Plaquegewebe gewonnen [90]. Zytogenetische Instabilitdt in  Form von
Mikrosatellitenalterationen und ein Verlust der Heterozygotie konnten von einer

anderen Autorengruppe beobachtet werden [102].

2.3.5. Serummarker

Eine grundsatzliche Involvierung des Immunsystems bei der Pathogenese der IPP
zeigte eine italienische Arbeitsgruppe anhand von Serummarkern wie z.B. CRP,
Komplement C3 und Komplement C4 [116]. 50 von 66 (75%) der untersuchten
Patienten zeigten pathologische Veranderungen in mindestens einem der
durchgefuhrten Tests. In einer Vergleichsgruppe konnten nur 10% der Falle als
pathologisch eingeordnet werden. IPP Patienten wiesen Veranderungen in folgenden
immunpathologischen Serummarkern auf: LTT (Lymphozyten Transformations Test)
(48%), Immunglobuline (31,8%), Autoimmunantikdrper und Komplementaktivatoren
(37,9%), antinuklearer Antikorper (25,8%) sowie CRP in (19,7%) [116]. Ferner wurde
gezeigt, dass bei Patienten mit IPP hdhere Antikdrpertiter gegen Tropoelastin und
a-Elastin als im Kontrollkollektiv auftreten [127]. Elastin ist ein Strukturprotein der
extrazellularen Matrix und kommt in dehnbaren Organen wie z.B. Haut, BlutgefalRen
und Lungen vor. Es ist ein Hauptprotein der elastischen Fasern, Sehnen, Bandern,

Bronchien und Arterienwande. Diese Studie zeigte eine erhohte Umsatzrate von
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Elastin bei Patienten mit IPP [127]. AuRerdem wurde bei einem Kollektiv von 100
IPP-Patienten in 24 Fallen Uber ein vermehrtes Vorkommen von antinuklearen
Antikorpern, Hypergammaglobulinamien (13%) und Uber eine erhohte Konzentration
von Rheumafaktoren (11%) berichtet [109]. Subtunikal wurde eine gesteigerte T-
Lymphozyten- und Makrophageninfiltration, sowie vermehrte IgM-Ablagerungen
festgestellt [109]. Diese Ergebnisse stehen im Zeichen einer insgesamt gesteigerten
Immunantwort [109]. In einer neueren Untersuchung konnten keine signifikanten
Unterschiede von den im Serum gemessenen Markern CRP, Antinuklearen
Antikorpern, Serum- und Mukoproteinen, sowie Rheumafaktoren und LE-Zellen im
Vergleich von IPP-Patienten mit Kontrollen festgestellt werden [112]. Ein statistisch
signifikant erhdhtes Ergebnis beim Waaler-Rose Test (Hamagglutinationshemmtest)
wurde dokumentiert [112]. Uber die Studie, die erniedrigte Alpha-1-Antitrypsinspiegel
im Serum von |IPP-Patienten im Gegensatz zu einem Kontrollkollektiv festgestellt hat
[72], wurde bereits berichtet (Kapitel 2.3.4.3.).

2.3.6. Medikamente und nutritive Ursachen

In Betracht gezogen wurden auch mogliche Assoziationen der Atiopathogenese der
IPP mit verschiedenen Medikamenten. Untersucht wurden B-Blocker [132, 138, 148]
und Methotrexat [103]. Eine endgiltige Kldrung der Atiologie konnte durch diese
Studien nicht aufgezeigt werden. Diese Tatsache trifft auch auf Untersuchungen tber
nutritive Ursachen [54, 76] (Alkoholabusus, Vitaminmangel), sowie auf Studien, die
eine vermehrte Inzidenz der IPP bei Rauchern [71] beschrieben, zu [25, 71]. Der
Einfluss verschiedener Substanzen auf das Wachstum von Fibroblasten wurde in
Zellkulturen untersucht [3, 90]. Dokumentiert wurde dabei ein hemmender Effekt von

Colchizin, Prostaglandin E1, Verapamil und Interferon [3, 90].
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2.4. Diagnostik

Die Anamnese des Patienten stellt den Grundpfeiler des diagnostischen Vorgehens
dar. Man erhalt Informationen Uber den vom Patienten selbst erkannten Plaque, Uber
eine madgliche Deviation, Uber Schmerzen bei der Erektion oder eine schon
bestehende erektile Dysfunktion [54, 58, 62, 120]. Aufgrund der bekannten
Koinzidenzen wird auf das Vorhandensein einer Dupuytrenschen Kontraktur, einer
Plantarfibrose (M. Ledderhose) und Fingerkndchelpolster besonders geachtet [49,
54, 61].

Bestatigt sich eine positive Plaqueanamnese beim korperlichen
Untersuchungsbefund, ist differentialdiagnostisch an eine Schwellkorperfibrose z.B.
nach Schwellkdrperautoinjektion oder an Schwellkdrpertumoren wie Sarkome oder
Metastasen zu denken [56, 129]. Bei der Untersuchung empfiehlt es sich, eine
sorgfaltige Palpation bei leicht gestrecktem Glied durchzufihren. Hierbei ist die
Anzahl der Plaques, deren genaue Lage und ihre Ausdehnung zu eruieren [54]. Eine
weitere Methode zum Nachweis eines Plaques ist die Sonographie in zwei Ebenen
mit einer 7,5-10-MHz-Sonde und Wasservorlaufstrecke [54]. Die Nachweisraten von
Plaques mittels Sonographie schwanken deutlich, jedoch sind Kalzifizierungen zu
100% darstellbar [4, 10, 136]. Zur Verifizierung einer Deviation sollten Photographien
des erigierten Penis in drei Ebenen (von oben, vorne und seitlich) nach Kelami
angefertigt werden [68]. Dies kann als Autophotographie oder mit Hilfe eines
Schwellkdrperautoinjektionstests (SKAT-Test) mit z.B. 10 pg Prostaglandin E;
durchgefuhrt werden [54]. Eine unzureichende Erektion im SKAT-Test ist gleichzeitig
ein Zeichen einer bestehenden venookklusiven Dysfunktion [54]. 68% - 84% der
untersuchten IPP-Patienten hatten eine solche venookklusive Dysfunktion, die von
verschiedenen Arbeitsgruppen mittels einer dynamischen Infusionskavernometrie
und —graphie (DICC) dargestellt wurde [66, 143]. Die DICC findet auch vor
aufwandigen Korrekturoperationen zur Abschatzung der Schwellkdrperinfiltration des
Plaque Verwendung [66]. Durch Kombination eines SKAT-Tests mit einer
farbkodierten Duplexsonographie laf3t sich auch der arterielle Gefastatus evaluieren
[58, 86]. Untersuchungen mit Computertomographie und Kernspintomographie
haben im Vergleich zu dem hohen Kostenaufwand nur einen geringen
Informationszugewinn [52, 54]. |hr Einsatz hatte daher bislang nur wissenschaftlichen
Charakter [4, 62, 120, 136]. In einer neueren Studie wird jedoch die hohe Sensitivitat
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bei Diagnostik von Plaquegewebe bei IPP-Patienten mittels MRT im Gegensatz zur

Sonographie hervorgehoben [73]

2.5. Therapie

Da die Atiopathogenese der IPP bislang nicht gekart werden konnte, gibt es bislang
keinen kausalen Therapieansatz [48, 54, 61]. Wegen des haufig fehlenden
Effektivitatsnachweises existiert zudem kein einheitliches Therapieschema. Die orale
Applikation verschiedener Substanzen steht als nicht-invasives Verfahren am Beginn
des therapeutischen Spektrums [54]. Das am haufigsten eingesetzte Praparat ist das
Kalium-Paraaminobenzoat (Potaba®) in einer Dosierung von 4x3 g/Tag [54]. In
Fibroblastenkulturen konnte mit dieser Substanz die Bildung von Kollagen reduziert
werden [149]. Bei einem Teil der Patienten vermindert Kalium-Paraaminobenzoat die
Progression der Erkrankung, reduziert die Plaquegrof3e und sollte in der akuten,
schmerzhaften Phase der Erkrankung Uber einen Zeitraum von mindesten sechs
Monaten eingenommen werden [140, 141]. Des Weiteren wird die Gabe des
antiinflammatorisch wirkenden Vitamin E durchgefihrt [115]. Studien Uber
Therapieerfolge zeigten bisher jedoch unterschiedliche Ergebnisse [32, 46, 106,
119]. Gute Therapieeffekte beziglich Plaquerickbildung, Schmerzen und Deviation
wurden auch Uber Colchicin berichtet [2]. In einem Tierversuch wurde eine mdgliche
Suppression |IPP-ahnlicher Veranderungen unter einer frihen Colchizintherapie
postuliert [36]. In verschiedenen Studien Uber die Wirkung weiterer Medikamente wie
u.a. Tamoxifen konnte bisher kein eindeutiger Behandlungserfolg nachgewiesen
werden [108, 131].

Die intralasionale Injektionstherapie mit Substanzen wie Verapamil, Interferon-alpha-
2b und Cortison erwies sich fur die Therapie der IPP in unterschiedlichen Studien
bisher nicht als sicher wirksam [54, 57].

Sollte der Plaque eines IPP-Patienten verkalkte Anteile aufweisen oder vollstandig
verkalkt sein, scheint eine medikamentdse Therapie nicht sinnvoll [54, 57]. Bei
diesem Patientengut kann die extrakorporale Stol3wellentherapie (ESWT)
angewendet werden. Die ESWT befindet sich in einem experimentellen Stadium
[142]. Angenommen wird, dass durch die ESWT eine verbesserte Vaskularisation

des Gewebes mit Auflockerung der Kollagenstruktur erreicht werden kann [60, 84,
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145]. Eine Auflésung von Kalkstrukturen erscheint moglich, der genaue
Wirkmechanismus ist jedoch unbekannt. Da bei dieser Therapieform eine
kontrollierte, einfach-blinde Multizenterstudie noch nicht durchgefuhrt wurde, konnte
auch in neueren Untersuchungen eine sichere Wirksamkeit fur die Gesamtheit der
Patienten nicht aufgezeigt werden [54].

In der Behandlung der IPP haben auch operative Verfahren einen bedeutenden
Stellenwert. Wichtig ist die sorgfaltige Indikationsstellung. Nur in der stabilen,
progressionsfreien Phase der Erkrankung, wenn also die Erkrankung zum Zeitpunkt
der Operation mindestens seit einem Jahr besteht und der Patient mindestens Uber
einen Zeitraum von sechs Monaten schmerz- und progressionsfrei ist, sollte ein
operatives Therapieverfahren in Betracht gezogen werden [79, 144]. Das jeweilige
Operationsverfahren richtet sich nach dem Ausmal} der Deviation und einer eventuell
bestehenden erektilen Dysfunktion [78, 79]. Zur Verfugung stehen Verfahren nach
Essed-Schroeder, Nesbit, plaquechirurgische Verfahren (Inzision, Exzision mit
Deckung), sowie die Implantation einer hydraulischen Penisprothese mit
Begradigung der Deviation [41, 78, 79, 96].
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3. Material und Methoden
3.1. Patienten

In die Studie wurden IPP-Patienten eingeschlossen, die sich in der andrologischen
Sprechstunde der Klinik fur Urologie und Kinderurologie der Justus-Liebig-Universitat
Gielden vorstellten. Einschlusskriterium war die Diagnose Induratio penis plastica im
Alter Uber 18 Jahren. Auf die haufigen Symptome Plaque, Deviation,
Erektionsschmerz sowie auf eine begleitende erektile Dysfunktion wurde ein
besonderes Augenmerk gelegt. Anamnese, die korperliche Untersuchung, sowie die
Plaguesonographie und der Schwellkorperautoinjektionstest (SKAT-Test) bestatigten
die Diagnose. Ein Auswertungsbogen zur Befunderhebung ist im Anhang beigeflgt
(S. 102). Im Verlauf der durchgefuhrten Studien wurden 192 Patienten mit Induratio
penis plastica eingeschlossen. Von diesen Patienten wurden die Basisdaten Alter,
Krankheitsdauer, Anzahl der Plaques, Kalzifikationen, Ausmal’ der Deviation sowie
das Vorliegen eines M. Dupuytren erfasst. Zudem erfolgten Blutentnahmen zur
Bestimmung der HLA-Antigene der Klasse | und zur DNA-Isolierung fur alle
genetischen Untersuchungen. Da die drei Studien zu unterschiedlichen Zeitpunkten
durchgefuhrt wurden, variiert die jeweilige GroRe des Patientenkollektivs der TGF-
beta1-, der HLA- und der Alpha-1-Antitrypsinstudie.

TN

Kollektiv von Kollektiv von 43 IPP- Kollektiv von

192 IPP-Patienten, Patienten, bei denen 94 IPP-Patienten,

bei denen eine eine Bestimmung des bei denen eine

DNA-Isolierung Alpha-1- Bestimmung des

durchgefihrt Antitrypsinspiegels Alpha-1-

wurde. und eine DNA- Antitrypsinspiegels
Isolierung durchgefiihrt durchgefihrt wurde.

wurde.

DIE ABBILDUNG 4 ZEIGT DIE ZUSAMMENSETZUNG DER PATIENTENKOLLEKTIVE DER ALPHA-1-
ANTITRYPSINSTUDIE. DIE BESTIMMUNG DES SERUMSPIEGELS ERFOLGTE BEI 94 IPP-PATIENTEN. ZUR
GENOTYPISIERUNG VON ALPHA-1-ANTITRPYSIN STAND ISOLIERTE DNA EINES KOLLEKTIVS VON 192 IPP-
PATIENTEN ZUR VERFUGUNG. EINE GLEICHZEITIGE UNTERSUCHUNG DES ALPHA-1-ANTITRYPSIN
SERUMSPIEGELS UND EINE DNA-ISOLIERUNG ZUR GENOTYPISIERUNG KONNTE BEI 43 PATIENTEN
DURCHGEFUHRT WERDEN.
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Im Verlauf der Studien zu TGF-beta1l und den HLA-Antigenen wurde eine
gesonderte Blutentnahme zur Bestimmung des Alpha-1-Antitrypsin-Serumspiegels
begonnen. Eine Ermittlung des Serumspiegels konnte bei 94 Patienten durchgefuhrt
werden. Zur Genotypisierung des Alpha-1-Antitrypsin stand isolierte DNA eines
grolkeren Kollektivs von IPP-Patienten zur Verfugung. Alle drei Studien wurden mit
Einverstandnis der Ethikkommision durchgefihrt (Ethikvotum Nr. 16/99 und 12/03).

3.2. Kontrollgruppe

Das Kontrollkollektiv der HLA-Studie bestand aus einem Pool von 2450 (n4)
gesunden  Knochenmarkspendern des Instituts fur  Immunologie und
Transfusionsmedizin der Justus-Liebig-Universitat. Bei allen Personen der
Kontrollgruppe n4 wurden die Antigene der Klasse | des HLA-Systems typisiert, bei
316 Knochenmarkspendern aus dieser Gruppe ebenso die Antigene der Klasse Il.
Zusatzlich dienten publizierte Daten [89] eines Kollektivs von 14835 (n;) gesunden
Knochenmarkspendern als Kontrollwerte. Alle Personen der Gruppe n, wurden
bezuglich der HLA-Antigene Klasse | und Il untersucht.

Bei zusatzlich 100 gesunden Knochenmarkspendern erfolgte eine Blutentnahme zur
DNA-Isolierung. Eine Genotypisierung des TGF-beta1 und des Alpha-1-Antitrypsin
konnte mit diesem Kollektiv durchgefihrt werden. Fir die Alpha-1-Antitrypsin-Studie
wurden 100 gesunde Knochenmarkspender ausgewahlt und alle vier SNPs typisiert.
Fur die selten vorkommenden Mutationen S und Z des Alpha-1-Antitrypsin Gens
wurden zum Vergleich der Typisierungsergebnisse der Patienten Daten aus der
Literatur verwendet [30].

Zum Vergleich der Alpha-1-Antitrypsin Serumspiegel wurden 134 mannliche
Blutspender ausgewahlt und es wurde ebenfalls eine Blutentnahme durchgeflihrt.
Auswahlkriterien waren das Geschlecht (mannlich) und das Alter (>50 Jahre). Bei der
Bestimmung der HLA-Antigene und bei der TGF-beta1-Genotypisierung wurden
mannliche und weibliche Probanden eingeschlossen. Populationsgenetische
Erkenntnisse der HLA-Moleklle ermdglichen diese Konstellation der Kontrollgruppe
[139].
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3.3. Gerate und Kleinmaterial

3.3.1. Gerite

Elektrophoresekammer:
Feinwaage:
Magnetruhrer

Pipette 0,5 - 10pl:
Pipette 10 - 100pl:
Pipette 100 — 1000yl
Pipetus:

Sequenziergerat:

Sofortbildkamera:
Spannungsquelle:

Thermocycler:

Thermocycler:

TRIO-Thermoblock:

Vakuumpumpe:

Vakuumzentrifuge:

Vortex:

Zentrifugen: 1. Biofuge 22R
2. Biofuge A
3: Biofuge 13

Keutz, Reiskirchen

Mettler AE100, Giessen

lkamag RET, Janke & Kunkel, Staufen
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Hirschmann® EM Techcolor, Eberstadt
ABI-PRISM™310 Genetic Analyser, Perkin
Elmer Cetus, Norwalk, USA

IBI, New Haven, Conneticut, USA
PHERO-Stab 500, Biotec Fisher, Nidderau
Gene®Amp PCR System 2400, Perkin Elmer
Cetus, Norwalk, USA

Gene®Amp PCR System 9600, Perkin Elmer
Cetus, Norwalk, USA

Biometra, Gottingen

VacuGene Pump, Pharmacia LKB
Biotechnology, USA

Keutz, Reiskirchen

Heidolph REAX 2000, Deutschland
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau
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3.3.2. Kleinmaterial
Blue-cap-Tubes 15 ml und 50 mil:
Butterfly®-21 Kaniile:

EDTA- Monovetten:
Einfrierampullen 1,8 mi:

Einmalpipetten:

Elektrophoresegelkdmme:

Becton Dickinson Labware Europe, Meylan
Cedex, Frankreich

Venissystem™, Abott Ireland, Sligo, Rep. of
Irland

Sarstedt, Numbrecht

Fa. Nunc Intermed, Danemark

Becton Dickinson, USA

Kreutz, Reiskirchen

Genetic Analyser Sample Tubes 0,5 ml ABI PRISM, Genetic Analyser, Perkin Elmer,

Glaswaren:
PCR-Tubes:

Pipettenspitzen:

Pipettenspitzen:

Polaroidfilm:
Serumrohrchen:

Skalpelle:

Langen

Braun, Melsungen

Strip-ease-8, 0,2 ml, Robbins Scientific
Corporation, Sunnyvale, USA

Eppendorf, Hamburg

Filtertips  10ul / 100ul / 1000ul, ART
Molecular Bio-Products Inc. San Diego, USA
Typ 667, Hertfordshire, England

Greiner, Frickenhausen

steril, pfm, KdIn
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3.3.3. Reagenzien

10 x PCR Puffer:

100 bp Ladder:

ABI Prism® BigDye™ Terminator
Cycle Reation Kit

Agarose NA:

Ampli Taq Gold:

Aqua ad iniectablia:
Bromphenolblau:
Desoxynukleotide (ANTPs):

Ethanol:

Ethidiumbromid:
Ethylendiamintetraacetat (EDTA):
Isopropanol:

Natrium-Acetat ph 4,6:

Puregene® DNA Isolation Kit:

Sequencing Ready Reaction Kit:

Perkin Elmer Cetus, Norwalk, USA
New England BioLabs Inc., Frankfurt

PE Biosystems, Langen

Amersham Pharmacia Biotech AB Uppsala,
Schweden

Perkin Elmer Cetus, Norwalk, USA

Braun, Melsungen

Sigma, Deisenhofen

Ultrapure dNTP Set, Pharmacia Biotech, NJ,
USA

Riedel-de Haen AG, Seelze

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Puregene®, gentra Systems, Minneapolis,
USA

PE Biosystems, Langen

QIAquick® Spinn Handbook for QlIAquick

Gelextraction Kit:

SeaKem Agarose:

TRIS-(hydoxymethyl)-aminomethan:
Kit zur DNA-Isolierung:

Kits zur HLA-Typisierung:

Quiagen, Hilden

Seakem®GTG® Agarose, BMA, Rocklad,
ME, USA

Roth, Karlsruhe

Genonomic DNA Isolation Kit, Puregene™,
Gentra Systems, Minneapolis, USA

1. Inno-Train, HLA Ready Plate ABC 120/1
Kit (Inno Train Diagnostik GmbH, Kronberg
2. Biotest Lymphotype HLA-ABC 144/1 Italia
Kit, Biotest AG, Dreieich

3. PCR-SSP, OLERUP-SSP™, GenoVision,

Wien, Osterreich
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Cytokine Genotyping Tray, One Lambda,
Inc., Canoga Park, CA, USA
MWG-Biotech AG, Ebersberg

Kit zur TGF-beta1-Typisierung :

Oligonukleotidprimer (Kapitel 3.3.4.)

3.3.4. Oligonukleotide

M2

Polymorphismus ARG101His on M3 im AAT-Gen
Exon 2, Pos. 7689 in Acession gi:177830
Primer AAT-M2 com:

5°-GTC CAA CAG CAC CAATAT CT-3°
Primer AAT-M2 Hist do:

5-TCT GGC TGG TTT AGG GTA T-3°
Primer AAT-M2 Hist do:

5-TCT GGC TGG TTT AGG GTA C-3°

M3

Polymorphismus Glu376Asp on M1V im AAT-Gen
Exon 5, Pos. 12044 in Acession gi:177830
Primer AAT-M3 com:

5°-CAT AAG GCT GTG CTG ACC AT-3°
Primer AAT-M3 Asp do:

5-GGG GAG ACT TGG TAT TTT GG-3°
Primer AAT-M3 Glu do:

5-GGG GAG ACT TGG TAT TTT GT-3°

S

Polymorphismus Glu264Val on M1V im AAT-Gen
Exon 3, Pos. 9667 in Acession gi:177830
Primer AAT-S com:

5-GTG AAG GTC CCT ATG ATG AAG-3’
Primer AAT-S Val up:

5°-TAT CGT GGG TGA GGT CAT TTA-3’
Primer AAT-S Glu up:

5-TAT CGT GGG TGA GGT CAT TTT-3’

Y4

Polymorphismus Glu342Lys on M1A im AAT-Gen
Exon 5, Pos. 11940 in Acession gi:177830
Primer AAT-Z com:

5-ATG ATC TGA AGA GCG TCC TG-3°
Primer AAT-Z Lys do:

5-CAG CTT CAG TCC CCT TCT C-3°
Primer AAT-Z Glu do:

5-CAG CTT CAG TCC CCT TCT T-3°

AAT 3'-SEQUENZIERUNG
Primer AAT-3" up:

5-CTACCAGGAATGGCCTTGT-3
Primer AAT-3" do:

5-GAA ACA GTC GGT ATC CAT TGA-3’

A-396T

Polymorphismus A-396T im AAT-Gen
5°-Region, Pos. 6921 in Acession gi:177830
Primer A-396T com:

5-GCAGTT TCC CTG GCC ACT AA-3°
Primer A-396T-A do:

5-AGG CTC TGG ACA GCAACACTT T-3°
Primer A-396T-T do:

5- AGG CTC TGG ACA GCA ACA CTT A-3°

G6118A

Polymorphismus G6118 im AAT-Gen
3’-Region, Pos. 13434 in Acession gi:177830
Primer G6118A com:

5-GTATTT GTG GAG AGT GAA AGG-3’
Primer G6118A-A up:

5°-GTA ATA CCA AAT AGT GAT TTC A-3’
Primer G6118A-G up:

5- GTA ATA CCA AAT AGT GAT TTC G-3°
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3.4. Untersuchungen zur genetischen Disposition

3.4.1. Koinzidenz mit M. Dupuytren

In der andrologischen Sprechstunde der Klinik flr Urologie und Kinderurologie der
Universitat Gie3en wurde eine ausfihrliche Anamnese mit den an Induratio penis
plastica erkrankten Patienten durchgefuhrt.

Ein besonderer Schwerpunkt der Befragung lag in der Erkennung von anderen
Erkrankungen aus dem Formenkreis der Fibromatosen, da schon in verschiedenen
Studien eine Koinzidenz zwischen M. Dupuytren und der IPP beschrieben wurde [49,
54, 61]. Eine gezielte Anamnese und eine korperliche Untersuchung in Hinblick auf
diese Fragestellung wurde durchgefuhrt. Eine Evaluierung der Koinzidenz beider

Erkrankungen wurde somit bei dem gesamten Kollektiv von Patienten durchgefihrt.

3.4.2. DNA-Isolierung

Bei dem Prinzip der DNA-Isolierung handelt es sich um eine Ansatzmethode der
Firma Gentra Systems (Genonomic DNA Isolation Kit, Puregene®). Die folgenden
Arbeitsschritte wurden gemal den Herstellerangaben durchgeflihrt

FUir die DNA-Isolierung wurden Zellen aus vendsem, peripheren EDTA-Blut
verwendet. Der durch Zentrifugieren gewonnene Buffy coat (Leukozyten) wurde fur
die weitere DNA-Isolierung verwendet, da es sich bei den Leukozyten um kernhaltige

und daher auch DNA-reiche Zellen handelt.

3.4.3. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) dient der selektiven Vervielfaltigung von DNA-
Sequenzen. Diese in mehreren Zyklen ablaufende Technik ermdglicht es, eine
gewlnschte Zielsequenz aus dem ausgesuchten Gen in groler Anzahl zu
amplifizieren. Voraussetzung fur die Durchfihrung ist die Kenntnis Uber die
Basenabfolge vor und hinter der Region, die vervielfaltigt werden soll. An diesen

bekannten Stellen einer DNA-Sequenz setzen Oligonukleotide an und hybridisieren
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mit dem DNA-Molekil. Diese Oligonukleotide dienen als Primer fur die DNA
Synthesereaktion und kénnen von einer Polymerase verlangert werden. Fur den
vollstandigen PCR-Reaktionsansatz benotigt man zusatzlich zu den synthetisch
hergestellten Oligonukleotidprimern (Vorwarts- und Ruckwartsprimer) und der
thermostabilen DNA-Polymerase noch die Desoxyribonukleosidtriphosphate dATP,
dGTP, dCTP und dTTP. Die Buchstaben A und G stehen fiir die beiden Purinbasen
Adenin und Guanin, C und T stehen fur die Pyrimidinbasen Cytosin und Thymin.

Ein kompletter Zyklus einer PCR gliedert sich grundsatzlich in die drei Abschnitte

Denaturierung, “Annealing“ und “Extension®:

a) Denaturierung
Der Reaktionsablauf beginnt mit der Denaturierung, bei dem sich der DNA-
Doppelstrang in zwei einzelne auftrennt. Dies erreicht man durch Erhitzen des

Reaktionsansatzes auf 95°C.

b) “Annealing®

Die entstandene Matrize ermdglicht es, den Primer zu binden. Diesen Vorgang nennt
man Annealing. Bei diesem Schritt kann eine grundsatzlich richtige Temperatur nicht
angegeben werden, da sich die idealen Reaktionstemperaturen der verschiedenen
Primer erheblich unterscheiden. Diese Temperaturdifferenzen kommen durch die
unterschiedliche Lange der Primer zustande, wobei die Anzahl der Basen der
verwendeten Oligonukleotide von 19 bis 22 variierte. Ein weiterer Faktor, der die
Reaktionstemperatur beEinflusst, ist der Anteil der Basen Guanin und Cytosin. Der
Grund dafur ist die Ausbildung von drei Wasserstoffbriucken zwischen diesen jeweils
komplementaren Basen bei der Anordnung zu einem Doppelstrang. Ein hoher Gehalt
an Guanin und Cytosin hat eine hohe Reaktionstemperatur zur Folge. Um die
Bindung der Primer an einen nicht gewinschten DNA-Abschnitt (unspezifischen
DNA-Abschnitt) zu verhindern, kann es notwendig sein, die Annealingtemperatur zu

erhohen.

c) “Extension®
Der von den Primern gesetzte Startpunkt wird nun durch das hitzestabile Enzym Tag-
DNA-Polymerase in Anwesenheit von Desoxynukleosidtriphospaten (dNTPs, N steht

fur eine der vier Basen) zur Bildung neuer DNA-Strange verwendet. Diese
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Primerverlangerung erfolgt mit den jeweils komplementaren Primern bei einem
Temperaturoptimum von 72°C. Dieser Extensionsschritt vollzieht sich mit einer
Geschwindigkeit von ca. 75 Nukleotiden pro Sekunde in 5" nach 3’-Richtung. Da alle
DNA-Molekile am Ende dieser drei Schritte wieder als Doppelstrang vorliegen,
beginnt ein neuer Zyklus wieder mit dem Aufschmelzen der DNA durch Erhitzen. Bei
jedem nachfolgenden Schritt dienen die schon synthetisierten DNA-Strange als
Matrize, und so erhalt man eine exponentielle Vervielfaltigung der Zielsequenz. Diese
Zyklen werden in der Regel 20-40 mal wiederholt. Die DNA ist nach 25-30 Zyklen
schon millionenfach vermehrt. Bei jedem weiteren Zyklus verringert sich die
Effektivitat der Reaktion. In unseren Versuchen wurden verschiedene Techniken der

Polymerase Kettenreaktion verwendet, die im Folgenden aufgefuhrt werden.

3.4.4. Sequenzspezifische PCR (SSP-PCR)

Die SSP-PCR wurde verwendet, um Single Nukleotide Polymorphisms (SNPs) in
Genen zu identifizieren, welche bei der Pathogenese der IPP eine entscheidende
Rolle spielen kdnnten.

Bei dieser PCR-Technik wird dieselbe DNA in zwei getrennten Reaktionen
amplifiziert. In jeweils einem Ansatz wird ein Primer verwendet, der fur eines von
zwei moglichen Allelen spezifisch ist. Anwendung findet diese Methode bei der
Analysierung von bekannten Polymorphismen. Die Spezifitdt der Primer fir ein Allel
beruht auf dem Nukleotid am 3’- Ende des Primers. Der Primer kann nur dann
binden und eine Extension ermdglichen, wenn das 3°- Ende komplementar zur DNA-
Sequenz ist. Das heil3t, dass der Primer fur die Normalform (homozygoter Wildtyp)
nur binden kann, wenn diese Form im Genom vorliegt. Dies gilt ebenso flir die
mutierte Region. Bei Heterozygotie des untersuchten Alleles kdnnen beide Primer
binden, da das eine Allele sowohl als Wildtyp als auch in mutierter Form vorliegt.
Eine Region von ca. 200-230 Basenpaaren kann amplifiziert werden. Sie wird von
einem Up- und einem Down-Primer eingegrenzt. Man erhalt somit ein ausreichend
langes, amplifiziertes DNA-Teilstlick, welches gut mittels Agarose-Gelelektrophorese
auswertbar ist. Eine erganzende PCR-Reaktion wurde mit einem Paar interner
Kontrollprimer bei jedem Versuchsansatz mitgefiuhrt. Diese Kontrolle dient zur

Vermeidung von falschnegativen Resultaten und amplifiziert eine andere Region des
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Genoms. In unserem Fall wurden u.a. die Regionen des C-Reaktiven Proteins (CRP)
und die des humanen Beta-Globulins verwendet. Zusatzlich wurden Proben mit einer
bekannten Test-positiven und Test-negativen DNA mitgefuhrt. Eine Probe mit
Wasser anstelle von DNA wurde als dritte Kontrolle des jeweilgen PCR-Ansatzes
verwendet. Alle vier Proben wurden bei jedem durchgefihrten PCR-Ansatz
mitgeflhrt und bei der Auswertung der Ergebnisse berucksichtigt.

Die verwendete Tag-Polymerase darf auch nicht die Fahigkeit besitzen, falsch
eingefugte Nukleotide wieder auszuschneiden. Dies kommt in der Natur vor und
steigert die Kopiergenauigkeit der Polymerase. Die fehlende 3" — 5" - Proofreading-
Aktivitat der Tag-DNA-Polymerase ist Voraussetzung fur die Spezifitat der Primer.
Die SSP-PCR wird in ABBILDUNG 5 erlautert.

DNA-EXTRAKTION

—_— —
MATCHED MISMATCHED

Amplifikation W keine Amplifikation

Gel-Elektrophorese
Kontrollprimer —»

Spezifische Produkte —§

Interpretation

ABBILDUNG 5 ZEIGT DAS PRINZIP DER SSP-PCR-METHODE: HABEN DIE SPEZIFISCHEN PRIMER DIE GLEICHE
SEQUENZ WIE DIE 2ZU UNTERSUCHENDE DNA, ERFOLGT EINE AMPLIFIKATION, DIE IN DER
GELELEKTROPHORESE ALS SPEZIFISCHES PRODUKT DARGESTELLT WERDEN KANN.
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3.4.41. HLA-Genotypisierung

Die Untersuchungen des HLA-Systems Ilassen sich in serologische und

molekulargenetische Analysen unterteilen.

a) Serologische Typisierung

Wie schon beschrieben gliedert sich das HLA-System in zwei Klassen. Die Klasse |
mit den Loci A, B und C wurden mit der serologischen Methode bestimmt. Die
Typisierung der Klasse Il Antigene wurde molekulargenetisch mit der PCR-Methode
durchgefiihrt. Die serologische Bestimmung der C-Antigene aus der HLA Klasse |
war aus technischen Grinden nicht immer moglich. Aus diesem Grund wurde bei 12
Patienten eine zusatzliche Auswertung des C-Antigens mit der PCR-
Genotypisierungstechnik vorgenommen. Bei der Auswertung wurden beide Gruppen
nicht unterschieden.

Die serologische Charakterisierung erfolgte mit dem Lymphozytentoxizitatstest.
Dieser Test beruht auf der Lyse von separierten Lymphozyten nach Inkubation mit
Antikdrpern in Gegenwart von Komplement. Die Reaktion findet statt, falls die im
Serum vorhandenen Antikorper entsprechende HLA-Antigene auf den
Zelloberflachen der Lymphozyten vorfinden. In diesem Fall ist eine
korrespondierende Spezifitat zu den verschiedenen HLA-Merkmalen vorhanden. Die
lytischen Produkte der Komplementkaskade bewirken eine Destruktion der
Zellmembranen der Lymphozyten. Dem osmotischen Druck folgend kommt es zu
einem starken Wassereinstrom in die Zelle und damit zu ihrer Zerstorung. Diese Lyse
kann abschlieRend mit einem Farbstoff sichtbar gemacht werden. Fur die Typisierung
der HLA Klasse | sind T-Lymphozyten von Bedeutung. Eine Bestimmung der Klasse
[I-Antigene sollte mit B-Lymphozyten durchgefihrt werden, da ruhende T-
Lymphozyten HLA Klasse II-Molekile nicht oder nur in geringem Ausmal}
exprimieren. Die Trennung von T- und B-Lymphozyten erfolgt nach Kopplung mit
monoklonalen Antikérpern an immunomagnetischen Kugelchen (Beads). Die

separierten Lymphozyten werden mit den Beads in den Test eingebracht.

b) Typisierung mittels PCR
Die Bestimmung der Klasse II-Antigene erfolgte nur mit Hilfe der SSP-PCR-Methode,

da diese Technik eine hohe Sensitivitat aufweist. Die Typisierung der HLA Klasse II-
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Antigene erfolgte mit einem Kit der Firma Olerup (PCR-SSP, Olerup-SSP™,
GenoVision, Wien, Osterreich). Der Inhalt des OIerup-SSPTM—Kit besteht aus
vorpipettierten und lyophilisierten Reaktionsansatzen mit allelspezifischen Primern,
internen Kontrollprimern (spezifisch fur das humane Glyceraldehyd-3-Phosohat-
Deydrognease (G3PDH) -Gen), PCR-Puffer und dNTPs. Zusatzlich wurden noch der

Reaktionsmix E (PCR Enhancer), eine Ampli-Tag Gold™

(Perkin Elmer, Langen,
Deutschland) und die isoliete DNA dem Reaktionsansatz zugegeben. Die
Zusammensetzung des Probenmix besteht aus 18,0 ul Farblosung, 144 ul steriles
Aqua dest.,, 1,8 ul Tag/Reagenz E-Mix (0,9 ul Taq Polymerase und 0,9 pl
Reagenz E) und 18,0 ul DNA-LGsung.

Die  abschlieBende  Auswertung erfolgt mit  Spezifitatstabellen und
Auswertungsdiagrammen. Das bedeutet, dass nur solche Banden als positiv
gewertet wurden, die bezlglich des DNA-Langenstandards die richtige Grole
besitzen. Auch bei dieser Reaktion trifft wieder zu, dass die interne Kontrollbande
starker in Erscheinung tritt, wenn die Reaktion der spezifischen Primer nicht

stattgefunden hat.

Es wurde bei insgesamt 154 IPP-Patienten eine HLA-Genotypisierung durchgefihrt.
Da es eine sehr grof3e Anzahl von verschiedenen Antigenen der Klasse | als auch
der Klasse |l im HLA-System gibt, wurde bei der Darstellung der
Typisierungsergebnisse eine Auswahl von Antigenen ausgewahlt, die eine
Ubersichtliche Analyse der Daten ermdglichte. Die Auswahl wurde so getroffen, dass
alle HLA-Antigene, die in vorangegangenen Studien bereits untersucht wurden,
Berucksichtigung fanden. Weiterhin erfolgte ein Unterteilung in Klasse | und Klasse II
Antigene. Obwohl die Antigene der B7-kreuzreagierenden Gruppe zu den Antigenen
der Klasse | gehoéren, wurden diese eigenstandig betrachtet. In funf Studien Uber den
Zusammenhang von HLA-Antigenen und der IPP standen die B7-kreuzreagierenden
Antigene im Mittelpunkt der Untersuchungen [11, 99, 110, 146, 150].
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3.4.4.2. TGF-Betal-Genotypisierung

Diese Zytokin Genotypisierung wurde auch mit einer SSP-PCR-Methode
durchgefuhrt. Hierzu wurde das Kit der Firma One Lambda, Canoga Park, CA (USA)
verwendet. In diesem Kit sind aulzer dem spezifischen Oligonukleotidprimer flr TGF-
beta1 auch spezifische Primer flr vier weitere Zytokine TNF-Alpha, INF-Gamma,
Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-10 (IL-10) vorhanden. Das humane Beta-Globulin
wurde als Kontrollgenabschnitt verwendet. Die SNPs, die mit diesem Kit untersucht
wurden, sind in TABELLE 2 (S. 34) detailliert aufgeflhrt. Unterschiede ergaben sich in
der Anzahl der betrachteten Allele. Bei TNF-Alpha, Interferon-Gamma und
Interleukin-6 wurde nur ein SNP typisiert. Bei Interleukin-10 hingegen wurden drei
verschiedene SNPs in der Promotorregion betrachtet. Nach der Auswertung der
Gelelektrophorese mit dem Arbeitsbogen des Kits war eine Gliederung der
verschiedenen Zytokinvarianten in low-, intermediate und high-Producer mdglich. Bei
TGF-beta1 wurden Polymorphismen am Codon 10 und am Codon 25 untersucht. Es
wurden somit zwei von funf bekannten SNPs [7, 8] des TGF-beta1-Gens untersucht.
Der SNP T869C (Codon 10) und der SNP G915C (Codon 25) liegen beide im Exon 1
des TGF-beta1-Gens und sind, im Gegensatz zu den anderen drei bekannten SNPs,
mit einer veranderten TGF-beta1-Produktion assoziiert [7, 8]. Die Einteilung nach der
Aminosaureposition (Codon) wurde zusatzlich beibehalten, da dies in dem
Auswertungsbogen der Firma One Lamdba vorgegeben wurde (S. 104). Die beiden

SNPs sind in der ABBILDUNG 6 dargestellt.

SNP: G915C

Codon: 25 _|_915
Arginin/Prolin

A
+1
SNP: T869C
TSP (transcription start point) Codon: 10
+869 Leucin/Prolin

DIE ABBILDUNG 6 ZEIGT DIE POSITIONEN DER SNPs T869C uND G915C 1M ExoN 1 DES TGF-BETA1 GENS.
IM VERGLEICH DAZU IST DER AUSGANGSPUNKT DER TRANSKRIPTION MIT AUFGEFUHRT (TSP). DIE BEIDEN
SNPs BEFINDEN SICH SOMIT IN EINER KODIERENDEN REGION DES GENS.
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Bei den Zytokinen TGF-beta1 und IL-10 wurden diese zwei bzw. drei SNP-Regionen
in mehreren Primerpaaren zusammengefasst und spater mit dem vorgegebenen
Arbeitsbogen als Haplotypen betrachtet. In einer separaten Statistik wurden einzelne
SNPs betrachtet und beide Mdglichkeiten der Auswertung miteinander verglichen.
Bei TNF-Alpha, IL-6- und INF-Gamma wurde mit der SSP-PCR jeweils nur ein SNP

untersucht.
TNF-a TGF-B IL-10 IL-6 IFN-y
SNPs A-308G 1. T10C 1. G-1082C G-174C T874A
2. G25C 2. C-819T
3. C-592A
Region Promotor Codon Promotor Promotor Intron
Produktgrofe (bp) 125 200 300/250 175 250
Spezifitaten
1. High (hoch) G/G TIT GIG GCC/GCC G/IG T/T
T/IC GIG
2. Intermediate G/A T/IC G/IC GCC/ACC G/C T/IA
(mittel) A/A C/C GIG GCC/ATA
T/T GIC
3. Low (niedrig) C/C G/C ACC/ACC C/IC A/A
c/c C/C ACC/ATA
T/T C/IC ATA/ATA
T/C C/IC

IN DER TABELLE 2 SIND ALLE 5 SNPS DER ZYTOKIN-GENOTYPISIERUNGEN AUFGEFUHRT. WEITERHIN SIND IN
DIESER TABELLE DIE REGIONEN DER SNPS, SOWIE DIE ANZAHL DER BASENPAARE DES GENPRODUKTES
AUFGEFUHRT. JE NACH GENOTYP KONNEN DIE SNPsS IN HIGH- Low- ODER INTERMEDIATE-PRODUCER
UNTERTEILT WERDEN.

Fur die insgesamt 16 Reaktionen pro PCR-Ansatz wurde ein Gesamtvolumen von
200 ul vorbereitet, bestehend aus 19 ul DNA, 1 ul Tag-Polymerase und 180 ul D-Mix
(Tag-Puffer, dNTPs, Farbstoff und Wasser).

Die Analyse des TGF-beta1l Genpolymorphismus wurde bei 111 IPP-Patienten und
100 Personen einer Kontrollgruppe von gesunden Knochenmarkspendern
durchgefuhrt.
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3.4.4.3. Alpha-1-Antitrypsin (AAT)-Genotypisierung

WeiterfUhrende Analysen wurden am Alpha-1-Antitrypsin (AAT)-Gen durchgefuhrt,
Aulder den aus der Literatur bekannten S- und Z- Mutationen des Alpha-1-Antitrypsin
Gens [22] wurden die SNPs zur Genotypisierung so gewahlt, dass die Genabschnitte
5°-Region (T-395A), Exon (M2 und M3) und die 3-Region (G6118A) bertcksichtigt
wurden. Die SNPs G6118A, M2 und M3 sind vorbeschriebene Varianten des Alpha-
1-Antitrypsin  Gens [63, 98]. Der SNP T-395A wurde durch vorangehende
Sequenzierung der 3°-Region des Alpha-1-Antitrypsin Gens ausgewahlt und
nachfolgend typisiert. Die Oligonukleotidprimer wurden so ausgewahlt, dass eine
Differenzierung zwischen den Varianten M2, M3, S und Z moglich war. Aus diesen
ermittelten Konstellationen kann auf das Vorkommen der M1 Variante geschlossen
werden, wobei keine Unterscheidung zwischen den Untervarianten M1A und M1V
gemacht wurde.

Die Positionen der Polymorphismen sind in Bezug auf die Aminosaureposition und
die Basenabfolge angegeben. Als Ausgangspunkt wurde das Initiationscodon ATG

der Aminosaure Methionin gewahlt und von dort bis zur Base des Polymorphismus

gezahlt.
Variante Aminosauren- Aminoséauren Exon | Basentriplets| Basen- | Allele
position wild/mutiert wild/mutiert | position
M1 213 Valin (V)und Alanin (A) 3 GTG/GCG +2157 TIC
M1V (beides Normvarianten)
M1A
M2 101 Arginin (R) / Histidin (H)| 2 CGT/CAT +371 G/IC
M3 376 Glutamin (E) / 5 GAA/GAC +4726 AIC
Asparagin (D)
264 Glutamin (E) / Valin (V) 3 GAA/GTA +2349 AT
342 Glutamin (E) / Lysin (K)| 5 GAG/AAG +4622 G/A

IN DER TABELLE 3 SIND DIE BEKANNTEN SNPS DER AAT-GENOTYPISIERUNGEN AUFGEFUHRT. WEITERHIN
SIND DIESER TABELLE DIE REGIONEN DER SNPsS, DIE AMINOSAUREPOSITIONEN, DIE BASEN- UND
AMINOSAUREVERANDERUNGEN, SOWIE DIE BASENPOSITIONEN IM GEN ANGEGEBEN.
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Bei den aufgelisteten Varianten gibt es die Besonderheit, dass die Mutationen an
einer bestimmten Stelle mit einer anderen aus dem Gen gekoppelt sind. So ist die
Voraussetzung der M2 Variante die oben genannte Mutation an der
Aminosaurenposition 101, bei gleichzeitiger Mutation an der Stelle 376, welche der
M3 Variante entspricht. Dargestellt wird dieser M2 Polymorphismus als G371C on
M3). Analog dazu ist die M3 Variante A4726C on M1V, die S Variante A2349T on
M1V und die Z Variante G4622A on M1A. Die Auswertung der Haufigkeiten erfolgte
fur jedes Allel sowie fur die vorgegebenen Haplotypen der IPP-Patienten im
Vergleich zu Werten von einem Kollektiv aus gesunden Knochenmarkspendern. In
gleicher Weise wurde bei den beiden weiteren Polymorphismen vorgegangen. Die
SNPs in den nicht kodierenden Regionen sind im Folgenden aufgefluhrt.

Region Basenposition Allele
Promotor -395 T/A
3 +6116 G/A

IN DER TABELLE 4 SIND ZWEI WEITERE SNPsS DER AAT-GENOTYPISIERUNGEN AUFGEFUHRT. IM GEGENSATZ
ZU DEN IN TABELLE 3 ANGEGEBENEN SNPsS BEFINDEN SICH DIESE NICHT IN KODIERENDEN REGIONEN,
SONDERN IN DER 5°- UND 3” - REGION DES GENS.

Die Basenposition dieser beiden Mutationen befinden sich 395 Basenpaare vor bzw.
6116 Basenpaare hinter dem Initiationscodon. Die Lokalisation der Mutationen im

Gen des Alpha-1-Antitrypsin sind in der nachgestellten Abbildung zusammengefasst.

7T T

%H_ | 1] n
i I “

tr ] tod

T-395A S M3 and Z G6118A
Legende: — - Basenabfolge
|:| —» snp
|:| —> Exon

IN DER ABBILDUNG 7 WERDEN ALLE UNTERSUCHTEN SNPsS DES AAT-GENS ANHAND EINER VEREINFACHTEN
GENKARTE DARGESTELLT UND DER ABSTAND ZWISCHEN DEN JEWEILIGEN SNPS DEUTLICH.
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DER PCR-REAKTIONSANSATZ UND DIE VERSCHIEDENEN REAKTIONSBEDINGUNGEN,

VERSCHIEDENEN POLYMORPHISMEN ANGEWENDET WURDEN,
AUFGEFUHRT (Tabellen 5-10).

DIE FUR DIE

SIND IM FOLGENDEN TABELLARISCH

Substanzen Konzentration Volumen
DNA n.b. 5ng
H,O - 6,11 ul
dNTP-Mix (Master-Mix) 10 x Taq buffer 1,50 pl
dATP 0,4 umol/l 0,04 ul
dGTP 0,4 umol/l 0,04 nl
dCTP 0,4 umol/l 0,04 pl
dTTP 0,4 umol/l 0,04 nl
Gesamt 1,66 ul
Primer upstream 10 pmol/ul 1l
Primer downstream 10 pmol/ul 1l
10x Taq-Puffer - 4,9 ul
Ampli-Taq Gold™ - 0,16 pl
CRP-Mix 10 pmol/ul 0,17 ul

IN DER TABELLE 5 SIND ALLE SUBSTANZEN MIT IHREN KONZENTRATIONEN UND VOLUMINA AUFGEFUHRT, DIE

FUR EINEN PCR-REAKTIONSANSATZ DER AAT-GENOTYPISIERUNGEN VERWENDET WURDEN.

TABELLE 6. PCR-BEDINGUNGEN FUR VARIANTEN M2, M3 UND S

Temperatur |Dauer Zyklen
Vorlauf 95° C 10 min.
Denaturierung [95°C 30 sec.
Annealing 58° C 45 sec. 32
Polymerisation |72° C 1 min.
Stop 4°C 0
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TABELLE 7. PCR-BEDINGUNGEN FUR Z-VARIANTE

Temperatur |Dauer Zyklen
Vorlauf 95°C 10 min.
Denaturierung [95°C 30 sec.
Annealing 65° C 1 min. 10
61°C 30 sec. 23
Polymerisation |72° C 1 min.
Stop 4° C 0

TABELLE 8. PCR-BEDINGUNGEN FUR 3"-POLYMORPHISMUS

Temperatur |Dauer Zyklen
Vorlauf 95° C 10 min.
Denaturierung [95°C 30 sec.
Annealing 60° C 1 min. 10

58° C 40 sec. 22
Polymerisation |72° C 40 sec.
Stop 4° C 0

TABELLE 9. PCR-BEDINGUNGEN FUR 5 -POLYMORPHISMUS

Temperatur |Dauer Zyklen
Vorlauf 95°C 10 min.
Denaturierung [95°C 30 sec.
Annealing 65° C 1 min. 10

63° C 45 sec. 22
Polymerisation |72° 40 sec.
Stop 4° C 0

IN DEN TABELLEN 6-9 SIND NACHEINANDER ALLE PCR-BEDINGUNGEN AUFGEFUHRT, DIE ZUR
GENOTYPISIERUNG DER SNPs DES AAT-GENS VERWENDET WURDEN.
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Die Reaktionsansatze einer SSP-PCR waren auf ein Totalvolumen von 20 ul pro
PCR-Tube ausgerechnet. Die einzelnen Substanzen mit ihren Konzentrationen und

den entsprechenden Volumina sind der folgenden Tabelle zu entnehmen.

Substanzen Konzentration Volumen
DNA n.b. 5l
H,O - 6,11 ul
dNTP-Mix (Master-Mix) 10 x Taq buffer 1,50 pl
dATP 0,4 umol/l 0,04 pl
dGTP 0,4 pmol/l 0,04 pl
dCTP 0,4 umol/l 0,04 pl
dTTP 0,4 umol/| 0,04 pl
Gesamt 1,66 ul
Primer upstream 10 pmol/ul 1 ul
Primer downstream 10 pmol/ul 1ul
10x Taq-Puffer - 4,9 pl
Ampli-Taq Gold™ - 0,16 pl
CRP-Mix 10 pmol/ul 0,17 ul

IN DER TABELLE 10 SIND ALLE SUBSTANZEN MIT IHREN KONZENTRATIONEN UND VOLUMINA AUFGEFUHRT,
DIE FUR EINEN PCR-REAKTIONSANSATZ DER AAT-GENOTYPISIERUNGEN VERWENDET WURDEN.

3.5. Alpha-1-Antitrypsin (AAT)-Immunnephelometrie

Die Immunnephelometrie (N Antisera to Human Alpha-1-Antitrypsin and Alpha-2-
Makroglobulin, Dade Behring Marburg GmbH, Marburg, Deutschland) wurde als in-
vitro-Diagnostikum zur quantitativen Bestimmung von Alpha-1-Antitrypsin im
Humanserum verwendet. Dazu wurden von IPP-Patienten und einer Kontrollgruppe
aus gesunden Knochenmarkspendern Serumproben abgenommen, und mit Hilfe
eines Nephelometers wurde eine Bestimmung des Alpha-1-Antitrypsinspiegels
vorgenommen. Zur Bestimmung der Alpha-1-Antitrypsin Serumwerte beider Gruppen
wurde die Immunnephelometrie in gleicher Weise flr beide Gruppen verwendet.

Diese Bestimmungen erfolgten im Institut fur Klinische Chemie und Labordiagnostik

der Justus-Liebig-Universitat Gielden. Die Standardwerte liegen nach Angaben der
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Firma Behring zwischen 0,9 und 2,0 g/l. Die Normwerte werden in der Literatur mit
1,3 g/l angegeben [40].

Das Prinzip dieser Messmethode ist, dass im menschlichen Serum enthaltene
Proteine in einer immunchemischen Reaktion mit spezifischen Antikdrpern
(N Antiserum gegen Human-alpha-1-Antitrypsin) Immunkomplexe bilden. An diesen
Komplexen wird eingestrahltes Licht gestreut. Die Intensitat des Streulichts variiert in
Abhangigkeit des jeweiligen Proteins in der Probe, in diesem Fall in Abhangigkeit des
Proteins Alpha-1-Antitrypsin. Die Auswertung der Streuintensitat erfolgt durch einen

Vergleich mit der Streuintensitat eines Standards mit bekannter Konzentration.

3.6. Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist ein biochemisches Verfahren, durch das eine
Auftrennung und ldentifikation von DNA-Fragmenten mdglich wird. Die langkettige
Polysaccharid Agarose wird als Pulver im Gelelektrophoresepuffer (TAE-Puffer 1x,
entspricht 40 mM Tris, 0,12% Essigsaure, 1 mM EDTA) durch Erhitzen geldst. Nach
Erkalten entsteht eine besondere Proteinstruktur, die wie ein Molekularsieb wirkt. Die
PorengroRe des Siebes wird durch die Konzentration von Agarose in dem Gel
bestimmt. Je niedriger die Konzentration von Agarose ist, desto groRer sind die
Poren und dementsprechend schneller konnen DNA-Fragmente durch das Gel
wandern.

Nach dem PCR-Vorgang wurde das PCR-Produkt separat auf ein Agarosegel
pipettiert. Bei 80 bis 120 Volt wurde fur ca. 15-25 Minuten eine Gelelektrophorese in
einer Kammer mit TAE-Puffer 1x (40mM Tris, 0,12% Essigsaure, 1mM EDTA)
gestartet. Die zurlickgelegte Wegstrecke der Bande ist umgekehrt proportional zum
log1o der Anzahl der Basen. Eine hohere Anzahl von Basenpaaren braucht langer um
durch das Gel zu wandern als weniger Basenpaare. Diese Art der Gelelektrophorese
basiert darauf, dass Nukleinsauren bei einem neutralen pH polyanionisch sind. Das
heil’t, dass sie an ihren Phosphatgruppen im Phosphodiestertickrat viele negative
Ladungen tragt. Deshalb wandern die Molekule im elektrischen Feld in Richtung der
positiven Elektrode. Ohne den Trennungsmechanismus des Agarosegels wurden
Nukleinsauren aller GroRen in der Pufferflissigkeit gleich schnell wandern, und es

wlrde nicht zu der gewlnschten Auftrennung kommen. Der Trennungsbereich des
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Agarosegels liegt bei ca. 200 bis 3000 Basenpaaren, wobei die Konzentration der
Agarose dabei zwischen 0,8 und 2% liegt. Parallel zu der amplifizierten DNA lief ein
Molekulargewichtsstandard (MG) mit Loading Buffer als Farbstoff. Dieser
Molekulargewichtsstandard ist ein Gemisch aus DNA-Fragmenten definierter Lange.
1 ul des verwendeten Molekulargewichtsstandards (MG 100 bp, New England
Biolabs, 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp.) wurde
mit 1 ul Loading Buffer und 8 ul Aqua dest. verdinnt. Zum Abschatzen der PCR-
Produktmenge ist es wichtig, dass mit der gleichen pl-Menge wie der MG
aufgetragen wird. Nach der Auftrennung konnten sich die Nukleinsauren im Gel mit
dem interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid anfarben. Unter UV-Licht (322 nm)
waren die Banden gut erkennbar und lieBen sich zur Dokumentation
photographieren. FUr praparative Gele wurde SeaKem GTG Agarose (FMC
Bioprodukts, Rockland, USA) verwendet.

In Slot 1,2,4,5,6 und 8 sind amplifizierte SSP-PCR-Produkte,
in Slot 3 und 7 ist keine Amplifikation zu sehen.

Molekulargewichtsstandard
-~ A ~ (MG 100 Bp, New England
Biolabs)

Auftrennung des
Molekulargewichtsstandards
nach Intensitaten

IN DER ABBILDUNG 8 IST EIN GELELEKTROPHORESEBILD DARGESTELLT. ZUR ABSCHATZUNG DER
BASENLANGE EINES AMPLIFIZIERTEN PRODUKTES WURDE EINE MOLEKULARGEWICHTSSTANDARD
BEIGEFUGT.

41



Material und Methoden

3.7. DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzanalysen wurden nach der enzymatischen Kettenabbruch-
Methode nach Sanger und Coulson durchgefuhrt [97]. Der Kettenabbruch wahrend
der Strangsynthese beruht auf dem Einsatz von fluoreszenzmarkierten
Didesoxynukleosidtriphosphaten (ddNTPs). Diese werden gleichzeitig mit den
ublichen Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs) eingesetzt und konkurrieren mit
diesen um die jeweiligen Bindungsstellen bei der DNA-Synthese. Wird eines dieser
ddNTPs eingebaut, kommt es danach zu einem Kettenabbruch. Diesen modifizierten
dNTPs fehlt im Folgenden an der 3'-Strich Position ihrer Desoxyribose die
Hydroxylgruppe, und somit ist eine Verlangerung des DNA-Stranges nicht mehr
moglich. Die Konzentration der Didesoxynukleosidtriphosphate wird dabei so gering
gewahlt, dass sie selten eingebaut werden. Allerdings kommt es statistisch gesehen
an jeder Position des zu sequenzierenden DNA-Stranges zu einem Abbruch. In
jedem Ansatz erscheint eine ganze Serie von Fragmenten, die alle mit einem ddNTP
enden. Fur jedes der vier vorkommenden ddNTPs (A-, G-, T-, C-Form) wird eine
spezifische Fluoreszenzmarkierung vorgenommen, die nun eine ldentifizierung jedes
am 3'-Strich Ende eingebauten ddNTPs madglich macht. Die Langen der
verschiedenen DNA-Fragmente wurden mit Polymer gefillten Kapillaren am
Sequenzer bestimmt. Anhand dieser Vorgange kann ein computergestutztes Laser-
Detektionssystem die Basenabfolge des zu sequenzierenden DNA-Abschnittes
analysieren und graphisch darstellen. Diese direkte Sequenzierung erfolgte mit
einem Sequenzierungskit (ABI Prism® BigDye™ Terminator Cycle Sequenzing
Ready Reaction Kit; Perkin Elmer, Langen, Deutschland). Die verschiedenen Schritte
einer Sequenzierungsreaktion vom Erstellen eines PCR-Produktes bis zur
Sequenzierungs-PCR und der darauffolgenden Analyse im Sequenzierer werden nun

einzeln erlautert:

a) Erstellung eines PCR-Produktes
In diesem ersten Schritt wird mittels der PCR-Methode eine Matrize erstellt, die in der
Sequenzier-PCR als Vorlage diente. Der PCR-Ansatz setzte sich aus folgenden

Materialien zusammen:
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Substanzen Konzentration Volumen
DNA n.b. 5l
H,O - 6,28 pl
dNTP-Mix (Master-Mix) 10 x Taq buffer 1,50 ul
dATP 0,4 mmol/Il 0,04 ul
dGTP 0,4 mmol/l 0,04 pl
dCTP 0,4 mmol/I 0,04 ul
dTTP 0,4 mmol/l 0,04 ul
Gesamt 1,66 l
Primer upstream 10 pmol/pul 1 ul
Primer downstream 10 pmol/ul 1l
10x Taq-Puffer - 4,9 ul
Ampli-Taq Gold™ - 0,16 pl

IN DER TABELLE 11 SIND ALLE SUBSTANZEN MIT IHREN KONZENTRATIONEN UND VOLUMINA AUFGEFUHRT,
DIE FUR EINEN PCR-REAKTIONSANSATZ DER DNA-SEQUENZIERUNG VERWENDET WURDEN.

Temperatur |Dauer Zyklen
Vorlauf 95° C 10 min.
Denaturierung |95°C 30 sec.
Annealing 58° C 50 sec. 32
Polymerisation |72° C 45 sec.
Stop 4°C 0

IN DER TABELLE 12 SIND DIE PCR-BEDINGUNGEN FUR DIE SEQUENZIERUNGS-PCR GEGLIEDERT IN
TEMPERATUR, DAUER UND ANZAHL DER DURCHLAUFENDEN ZYKLEN AUFGEFUHRT.
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Die Annealingtemperatur variierte bei den verschiedenen Primerpaaren, die fur die

unterschiedliche Sequenzanalysen eingesetzt wurden.

b) Gelextrahierung aus praparativen SeaKem-Gel

Nach Erkennen von positiven Banden wurde der Rest des gleichen PCR-Produktes
auf ein SeaKem-Gel aufgetragen und elektrophoretisch getrennt. Die Aufreinigung
und Extrahierung erfolgte laut Anleitung des QIAquick®Spin Handbook For Quiquick
Gel Extraction Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland). Begonnen wurde mit dem
Ausschneiden der Banden auf dem SeaKem-Gel auf dem UV-Schirm. Die Gelstlucke
wurden mit QG-Puffer in einem 50° C — Wasserbad geldst und die DNA mittels einer
im Kit enthaltenen Kieselerde-Gelmembran abgefiltert. Drei ul dieser gereinigten
DNA wurden mit 1 ul Loading Buffer und 3 pl H,O versetzt und auf ein 1,5%iges
Agarose-Schatzgel aufgetragen. Die Auswertung erfolgte im Vergleich zu einem
Molekulargewichtsstandard (MG 100 Bp, New England, Biolabs Inc., Frankfurt: 1500,
1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp).

c) DNA-Sequenzierung

Die errechnete Konzentration des PCR-Produktes mit Hilfe der 100 bp DNA Ladder
(New England Biolabs) wurde zur Durchfihrung der Sequenzierungsreaktion
herangezogen. Die verwendeten Materialien und das Programm der

Sequenzierungs-PCR sind im folgenden aufgefuhrt:

Substanzen Konzentration Volumen
PCR-Produkt 10-20 ng/ul. X
(der Konz. des PCR-
Produktes
entsprechend)

H.O - 15 ul-X
Terminator Ready - 4 ul
Reaction Mix
Primer upstream 10 pmol/pl 1ul
oder
Primer downstream

IN DER TABELLE 13 SIND ALLE SUBSTANZEN MIT IHREN KONZENTRATIONEN UND VOLUMINA AUFGEFUHRT,
DIE FUR DIE DNA-SEQUENZIERUNG VERWENDET WURDEN.
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Das Gesamtvolumen jeder Sequenzierungsreaktion lag bei 20 ul. Je nach
Konzentration des PCR-Produktes wurde eine entsprechende Verdinnung mit Aqua

dest. vorgenommen.

Temperatur |Dauer Zyklen
Denaturierung |96° C 10 sec.
Annealing 50° C 5 sec. 25
Polymerisation [60° C 4 min.
Stop 4° C 0

IN DER TABELLE 14 SIND DIE PCR-BEDINGUNGEN FUR DIE SEQUENZIERUNGS-PCR GEGLIEDERT IN
TEMPERATUR, DAUER UND ANZAHL DER DURCHLAUFENDEN ZYKLEN AUFGEFUHRT.

d) Fallung

Das aus der Sequenzierungs-PCR hervorgegangene PCR-Produkt wurde durch eine
Natriumacetat-/Ethanol-Fallung aufgereinigt und im Speed-Vac getrocknet. Das in
dieser Vakuumzentrifuge entstandene DNA-Pellet wurde mit 25 pul TSR-Puffer
(Template Suppresion Reagent) versetzt und anschlieBend denaturiert. Diese
Fallungs- und Aufreinigungsschritte erfolgten gemal den Herstellerangaben des ABI
Prism® BigDye™ Terminator Cycle Sequenzing Ready Reaction Kit (Perkin Elmer,

Langen, Deutschland).
e) Sequenzierreaktion

Die in Schritt 4 entstandenen denaturierten DNA-Proben wurden im Sequenziergerat

(ABI Prism™ 310 Genetic Analyser) analysiert und graphisch dargestellt.
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3.8. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der SPSS® 10.0 Software (SPSS Inc.,
Chicago, USA). Alle Tests wurden zweiseitig mit einem Konfidenzintervall von 95%
durchgefuhrt. Ein Ergebnis von p-Werten <0,05 wurde als signifikant angenommen.
Analysen der Untergruppe von IPP-Patienten, die gleichzeitig an einem M. Dupuytren

erkrankten, wurden jeweils gesondert berechnet.

3.8.1. HLA-Statistik

Zur Berechnung der p-Werte wurde der Chi-Square Test verwendet. Zur
Berucksichtigung des multiplen Testens wurden signifikante p-Werte durch die

Korrektur nach Bonferroni berichtigt [26, 27].

Klasse/ Anzahl Antigene
Spezizifitat

HLA-A1, A2, A3, A10, A11, A23, A24, A25, A26,
Klasse | HLA-A n=15 A28, A29, A30, A31, A32, A33

HLA-B7, B8, B13, B14, B15, B18, B22, B27, B35,
Klasse | HLA-B n=28 B37, B38, B39, B40, B41, B44, B45, B49, B50, B51,
B52, B55, B56, B57, B58, B60, B61, B62, B63

Klasse | HLA-C n=8 HLA-Cw1, Cw2, Cw3, Cw4, Cw5, Cw6, Cw7, Cw8
Klasse Il HLA- HLA-DRB1 01, 0103, 03, 04, 07, 08, 09, 10, 11, 12,
DRB1 n=14 13, 14, 15, 16

IN DER TABELLE 15 SIND ALLE TYPISIERTEN HLA-ANTIGENE AUFGEFUHRT. AUSGEHEND VON DER ANZAHL
DER ANTIGENE EINER SPEZIFITAT KONNTE DIE KORREKTUR NACH BONFERRONI [26, 27] DURCHGEFUHRT
WERDEN.

Fur die Bonferronikorrektur wurde der errechnete p-Wert fur ein getestetes HLA-
Antigen mit der Anzahl aller Antigene der zugehorigen HLA-Spezifitadten multipliziert,
um eine signifikante Assoziation zu der Erkrankung aufzeigen zu kénnen. Die Anzahl
der getesteten Antigene wurde mit dem errechneten p-Wert wie folgt mutipliziert:
HLA-A x 15, HLA-B x 28, HLA-C x 8 und HLA-DR x 14. Um eine tatsachlich
signifikante Assoziation zwischen der IPP und HLA-Antigenen annehmen zu kdnnen,

sollte der p-Wert nach dieser Korrektur immer noch < 0,05 sein.
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3.8.2. TGF-beta1-Statistik

Auch hier wurde fur die statistischen Berechungen der Chi-Square Test angewandt.
Die Verteilung von homozygoten und heterozygoten Merkmalstragern wurde mit Hilfe
des Hardy-Weinberg-Equilibriums dargestellt. Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
besagt, dass unter bestimmten Voraussetzungen die Haufigkeiten der Homozygoten
und Heterozygoten Uber Generationen hinweg konstant bleibt. Nach dem Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht kdnnen die Haufigkeiten der Herterozygoten ermittelt
werden. Beim Vorliegen von zwei Allelen kann sie niemals den Wert 0,5 Ubersteigen.
Zur Uberpriifung dieser Aussage wurden die Haufigkeiten der TGF-beta1-Allele mit
Hilfe eines Statistikprogramms von Prof. Wienker' ausgewertet, welches unter
http://ihg.gsf.de im Internet zur Verfugung steht. Die graphische Auswertung erfolgte
mit Hilfe des de Fientti Diagramms. Die statistischen Berechnungen wurden fur die

vier weiteren SNPs von Zytokinen in gleicher Weise wie fur TGF-beta1 durchgefuhrt.

3.8.3. Alpha-1-Antitrypsin-Statistik

Beim Vergleich der Alpha-1-Antitrypsin Serumwerte zwischen den Gruppen von IPP-
Patienten und der Kontrollgruppe aus gesunden Knochenmarkspendern wurde der
Mann-Whitney-U Test benutzt. Bei den Berechnungen zur Altersabhangigkeit der
Alpha-1-Antitrypsin Serumwerte wurden mehr als zwei Untergruppen miteinander
verglichen. Hier kam der Kruskal-Wallis Test zur Anwendung. Der statistische
Vergleich von Frequenzen der Genvarianten des Alpha-1-Antitrypsin wurde mit Hilfe
des Chi-Square Tests durchgefuhrt.

! Institut fiir Medizinische Biometrie, Informatik und Epidemiologie, Bonn
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Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1. Basisdaten

Die in der Sprechstunde der Klinik fur Urologie und Kinderurologie der Justus-Liebig-
Universitat Giel3en erhobenen Basisdaten wurden sowohl fir das gesamte Kollektiv
von 192 IPP-Patienten, als auch fur die variierenden Kollektivgrolien der einzelnen
Studien zusammengefaldt und mit publizierten Daten verglichen. In die HLA-Studie
wurden 154 Patienten, in die TGF-beta1-Studie 111 Patienten und in die Alpha-1-
Antitrypsin-Studie das gesamte Kollektiv eingeschlossen. Bei der Analyse dieser
Daten wurden weitere charakteristische Krankheitsmerkmale der IPP-Patienten
anamnestisch und durch Untersuchungen erhoben. Im Folgenden sind fur diese drei
Untersuchungen die Daten von Alter, Erkrankungsbeginn, Anzahl der Plaques,
Kalzifizierung und die durchnittliche Deviation aufgeflhrt. Signifikante Unterschiede

dieser Basisdaten zwischen den drei Studien konnten nicht aufgezeigt werden.

4.1.1. HLA-Genotypisierung

Patienten (n) 154
Altersdurchnitt, min./max. (Jahre) 53,3 (17-70)
Erkrankungsbeginn, min./max. 23,3 (1-240)

(Monate)
Anzahl von Plaques/Patient

1 123/154 (79,9%)
2 22/154 (14,3%)
3 und mehr 6/154 (3,9%)
Kalzifizierung 58/154 (37,7%)
Deviation, min./max. (°) 42,3 (10-100)

IN DER TABELLE 16 SIND DIE BASISDATEN DER IPP-PATIENTEN, BEI DENEN EINE HLA-GENOTYPSIERUNG
DURCHGEFUHRT WURDE, AUFGEFUHRT.
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4.1.2. TGF-beta1-Genotypisierung

Die in TABELLE 17 dargestellten Basisdaten des Kollektives von 111 IPP-Patienten

entspricht den Daten fur die Typisierungen der Zytokine.

Patienten (n) 111
Altersdurchnitt, min./max. (Jahre) 54,3 (17-71)
Erkrankungsbeginn, min./max. 22 (1-195)

(Monate)
Anzahl von Plaques/Patient

1 91/111 (82,0%)
2 16/111 (14,4%)
3 und mehr 4/111 (3,6%)
Kalzifizierung 42/111 (37,8%)
Deviation, min./max. (°) 43,4 (10-100)

IN DER TABELLE 17 SIND DIE BASISDATEN DER IPP-PATIENTEN DARGESTELLT, BEI DENEN EINE TGF-BETA1-
GENOTYPSIERUNG DURCHGEFUHRT WURDE.

4.1.3. Alpha-1-Antitrypsin-Genotypisierung und Serumspiegel

Die Messung von Alpha-1-Antitrypsin-Serumspiegeln sowie die AAT-Genotypisierung
erfolgte aus einem Pool von insgesamt 192 |IPP-Patienten. Bei 94 Patienten wurden
Serumspiegel ermittelt und bei 100 (Mutationen S und Z) bzw. 141 Patienten
(Mutationen M2 und M3, sowie SNPs T-395A und GG6118A) wurde eine
Genotypisierung durchgefuhrt. Beide Untersuchungen erfolgten an einem Kollektiv
von 43 Patienten aus den beiden oben genannten Gruppen (ABBILDUNG 4, S. 21)

Zur besseren Ubersicht wurden die Basisdaten fir das gesamte Kollektiv von 192
Patienten mit IPP in nachfolgender Tabelle zusammengefasst. Ein signifikanter
Unterschied der Basisdaten zwischen den einzelnen Untergruppen dieser

Untersuchung konnte ausgeschlossen werden.
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Patienten (n) 192

Altersdurchnitt, min./max. (Jahre) 53,7 (18-71)
Erkrankungsbeginn, min./max. 22
(Monate)
Anzahl von Plaques/Patient

1 155/192 (80,7%)
2 29/192 (15,1%)
3 und mehr 5/192 (2,6%)
Kalzifizierung 80/192 (41,7%)
Deviation, min./max. (°) 45 (10-100)

DIE TABELLE 18 ENTHALT BASISDATEN DES KOLLEKTIVS VON IPP-PATIENTEN, BEI DENEN EINE MESSUNG
DES ALPHA-1-ANTITRYPSIN- SERUMSPIEGELS BZW. EINE ALPHA-1-ANTITRYPSIN GENOTYPISIERUNG
DURCHGEFUHRT WURDE.

4.2. Koinzidenz mit M. Dupuytren

In unseren Patientenkollektiven wurden das gemeinsame Vorkommen der Induratio
penis plastica und des M. Dupuytren beobachtet. Da es sich um Untersuchungen
eines Kollektivs von |IPP-Patienten handelt, werden Aussagen daruber gemacht, in
wie viel Fallen bei IPP-Patienten gleichzeitig ein M. Dupuytren zu beobachten war.
Analog zu den Basisdaten sind in der folgenden Tabelle fur alle durchgefuhrten
Studien die jeweiligen Koinzidenzen von den Patienten mit IPP mit dem
M. Dupuytren dargestellt, da die drei verschiedenen genetischen Studien Uber die
Atiopathogenese der IPP mit unterschiedlich groken Kollektiven von Patienten mit
IPP durchgefuhrt wurden.

Bei Studien zu TGF-beta1, den HLA-Antigenen und Alpha-1-Antitrypsin wurden die
Kollektive der IPP-Patienten, die gleichzeitig an M. Dupuytren erkrankten, separat
analysiert. So konnte bei jeder Untersuchung eine Aussage Uber dieses spezielle

Krankenkollektiv gemacht werden.

Untersuchte IPP-Patienten Anzahl von Patienten mit | Anteil der IPP-Patienten mit
(n) IPP und M. Dupuytren (n) M. Dupuytren (%)
HLA-Studie 154 38 247
TGF-beta-Studie 111 32 | 28.8
H )
Alpha-1-Antitrypsin-Studie 192 48 i 250

IN DER TABELLE 19 WIRD AUFGEZEIGT, IN WIE VIELEN FALLEN EIN GLEICHZEITIGES VORKOMMEN VON IPP
UND M. DUPUYTREN ZU BEOBACHTEN IST. DA DIE KOLLEKTIVGROREN DER STUDIEN VARIIERTEN, SIND DATEN
ALLER DREI STUDIEN VERGLEICHEND DARGESTELLT.
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4.3. HLA-Genotypisierung

Es folgt die Auswertung der HLA-Genotypisierung, die bei insgesamt 154 IPP-
Patienten durchgefihrt wurde. Die Ergebnisse der HLA-Genotypisierung von IPP-
Patienten werden im Folgenden mit den Ergebnissen der beiden Kontrollkollektive
(n1, n2) aus gesunden Knochenmarkspendern dargestellt. In mehrern Studien Uber
den Zusammenhang von HLA-Antigenen und der IPP standen die B7-
kreuzreagierenden Antigene im Mittelpunkt der Untersuchungen [11, 146, 99, 150,
110]. Bei der Darstellung der Ergebnisse der HLA-Genotypisierung wurde daher eine

separate Betrachtung dieser Gruppe durchgefihrt.

HLA- Patienten  Kontrolle n;  Kontrolle n; p’ p? p°
Antigene (n=154) (Klasse | n=2450) (n=14835)
(Klasse Il n=316)
KLASSE | ANTIGENE DES HLA-SYSTEMS
A1 22,08 29,14 26,86 n.s. n.s. n.s.
B8 14,93 20,53 17,27 n.s. n.s. n.s.
Cw7 42,86 42,65 - n.s. - n.s.
KLASSE Il ANTIGENE DES HLA-SYSTEMS
DRB1*03 18,18 18,67 19,41 n.s. n.s. n.s.
DRB1*06 35,71 27,21 30,73 0,018 n.s. n.s.
DRB1*13 und 29,22 22,78 25,52 n.s. n.s. n.s.
DRB1*14 6,49 4,43 5,21 n.s. n.s. n.s.

DIE TABELLE 20 ZEIGT PHANOTYPFREQUENZEN VON AUSGESUCHTEN ANTIGENEN DER KLASSE | UND Il DES
HLA-SYSTEMS BEI IPP-PATIENTEN IM VERGLEICH ZU ZWEI UNTERSCHIEDLICHEN KONTROLLKOLLEKTIVEN
AUS GESUNDEN KNOCHENMARKSPENDERN. N.S. = NICHT SIGNIFIKANT.
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HLA-Antigene Patienten Kontrolle n;  Kontrolle n; p1 p°
(n=154) (Klasse | n=2450) (n=14835)
B7 22,08 27,84 23,14 n.s. n.s.
B22 - 0,24 0,14 - -
B27 9,74 7,92 9,48 n.s. n.s.
B40 10,39 11,39 13,12 n.s. n.s.
B60 und 6,49 9,55 9,79 n.s. n.s.
B61 3,90 1,84 3,33 n.s. n.s.
Total: 42,21 47,39 45,88 n.s. n.s.

DIE TABELLE 21 ZEIGT PHANOTYPFREQUENZEN VON ANTIGENEN DER B7-KREUZREAGIERENDEN GRUPPE
DES HLA-SYSTEMS BEI IPP-PATIENTEN IM VERGLEICH 2ZU ZWEI UNTERSCHIEDLICHEN
KONTROLLKOLLEKTIVEN AUS GESUNDEN KNOCHENMARKSPENDERN. N.S. = NICHT SIGNIFIKANT.

Beim Vergleich der Phanotypfrequenzen der Klasse | des HLA-Systems bei nicht
verwandten |PP-Patienten und den beiden beschriebenen Kontrollgruppen aus
gesunden Knochenmarkspendern (n4,nz) zeigte sich bei keinem der untersuchten
HLA-Antigene ein signifikanter Unterschied der p-Werte. Bei der Betrachtung des
Antigens A1 ergab sich vor der Korrektur nach Bonferroni ein p-Wert von 0,054.
Nach der Berlcksichtigung der Bedingungen fur multiples Testen zeigte dieser neu
berechnete Wert, dass es bezuglich des Antigens A1 der Klasse | des HLA-Systems
keine signifikanten Unterschiede zwischen IPP-Patienten und den Kontrollgruppen
gibt. Alle weiteren getesteten Antigene der Klasse | des HLA-Systems wiesen schon
vor der Korrektur nach Bonferroni keine Tendenz zu einem signifikanten Unterschied
der Antigenfrequenzen der analysierten Gruppen auf. Alle untersuchten
Antigenvarianten wurden wiederum unter Verwendung des Chi-Quadrat-Testes
verglichen. Alle Berechnungen zeigten nicht signifikante Ergebnisse. Exemplarisch
fur diese Feststellung wurden zusatzlich zu dem schon beschriebenen Antigen A1
noch die Antigene B8 und Cw7 aufgefuhrt.

Die Auswertung der Phanotypfrequenzen der Klasse |l ergab folgende Ergebnisse.
Das Antigen DRB1*06, das sich aus den Antigenen DRB1*13 und DRB1*14
zusammensetzt, kommt vor der Korrektur nach Bonferroni signifikant haufiger bei
IPP-Patienten vor als bei den beiden Kontrollgruppen. Der p-Wert betrug vor der
Korrektur 0,018. Beide Antigene, aus denen sich DRB1*06 zusammensetzt, weisen

einzeln betrachtet schon vor der Korrektur keine signifikanten Abweichungen auf.
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Nach der Multiplikation der getesteten Antigene mit dem p-Wert der DRB1*06-
Analyse ist auch hier kein signifikanter Unterschied zwischen den IPP-Patienten und
den Kontrollen zu erkennen. Wie auch schon bei der Analyse der Klasse | Antigene
des HLA-Systems zeigte sich bei keinem der untersuchten Merkmale ein signifikanter
Unterschied der Antigenfrequenzen zwischen den Gruppen. Als weiteres Beispiel zu
dem beschriebenen DRB1*06 Antigen ist das DRB1*03 Antigen aufgefihrt.

Alle beschriebenen Differenzen der p-Werte vor der Korrektur des multiplen Testens
sind nur beim Vergleich der IPP-Patienten mit der Kontrollgruppe ni zu erkennen.
Sowohl bei den Antigenen der Klasse |, als auch bei denen der Klasse Il war bei der
Auswertung der Phanotypfrequenzen der IPP-Patienten mit dem Kontrollkollektiv von
14835 Knochenmarkspendern (n2) schon vor der Korrektur nach Bonferroni keine
signifikante Abweichung der p-Werte zu beobachten.

Eine gesonderte Betrachtung wurde fir die 38 IPP-Patienten durchgefuhrt, die eine
Koinzidenz mit M. Dupuytren zeigten. Fur diese Gruppe wurde eine separate Statistik
bezlglich der HLA-Antigenvarianten durchgefihrt. Die Berechnung und Auswertung
wurde in gleicher Weise wie die des gesamten Kollektivs durchgefuhrt. Als
Kontrollgruppen wurden wieder die beiden groRen Kollektive von gesunden

Knochenmarkspendern (n4, ny) verwendet.

HLA- Patienten  Kontrolle n; Kontrolle n; p’ p’ p°
Antigene (n=38) (Klasse | n=2450) (n=14835)
(Klasse Il n=316)
KLASSE | ANTIGENE DES HLA-SYSTEMS
A1 28,95 29,14 26,86 n.s. n.s. n.s.
B8 18,42 20,53 17,27 n.s. n.s. n.s.
Cw7 44,74 42,65 - n.s. - n.s.
KLASSE Il ANTIGENE DES HLA-SYSTEMS
DRB1*03 21,05 18,67 19,41 n.s. n.s. n.s.
DRB1*06 52,63 27,21 30,73 <0,01 <0,01  0.0017(ny)
0,051 (n2)
DRB1*13 und 39,47 22,78 25,52 0,014 0,048 n.s.
DRB1*14 13,16 4,43 5,21 0,009 0,027 n.s.

DIE TABELLE 22 ZEIGT PHANOTYPFREQUENZEN VON AUSGESUCHTEN ANTIGENEN DER KLASSE | UND Il DES
HLA-SYSTEMS BEI IPP-PATIENTEN MIT M. DUPUYTREN IM VERGLEICH ZU ZWEI UNTERSCHIEDLICHEN
KONTROLLKOLLEKTIVEN AUS GESUNDEN KNOCHENMARKSPENDERN. N.S. = NICHT SIGNIFIKANT.
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HLA-Antigene Patienten Kontrolle n;  Kontrolle n; p’ p°
(n=38) (Klasse | n=2450) (n=14835)

B7 23,68 27,84 23,14 n.s. n.s.
Bw22 - 0,24 0,14 - -

B27 10,53 7,92 9,48 n.s. n.s.

B40 7,81 11,39 13,12 n.s. n.s.

B60 and 5,26 9,55 9,79 n.s. n.s.

B61 2,63 1,84 3,33 n.s. n.s.

Total: 42,02 47,39 45,88 n.s. n.s.

DIE TABELLE 23 ZEIGT PHANOTYPFREQUENZEN VON ANTIGENEN DER B7-KREUZREAGIERENDEN GRUPPE
DES HLA-SYSTEMS BEI IPP-PATIENTEN MIT M. DUPUYTREN IM VERGLEICH ZU ZWEI UNTERSCHIEDLICHEN
KONTROLLKOLLEKTIVEN AUS GESUNDEN KNOCHENMARKSPENDERN. N.S. = NICHT SIGNIFIKANT.

Bei der Auswertung der HLA-Antigene der Klasse | bei |IPP-Patienten mit
M. Dupuytren zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der Phanotypfrequenzen
zwischen den Patienten und den beiden Kontrollgruppen. Auch beim Vergleich der
B7-kreuzreagiernden Gruppe wurden keine deutlichen Veranderungen sichtbar. Bei
der Betrachtung der Haufigkeiten der HLA-Antigene der Klasse Il wurde eine
Differenz zwischen Patienten und Kontrollen beim DRB1*06 Antigen sichtbar. Dieses
Antigen setzt sich aus den Antigenen DRB1*13 und DRB1*14 zusammen. Bei der
getrennten Betrachtung von DRB1*13 und DRB1*14 zeigte sich nur ein signifikant
haufigeres Vorkommen dieser Antigene vor der Korrektur nach Bonferroni. Nach
Addition der Haufigkeiten fiel ein signifikanter Unterschied des DRB1*06-Antigens
nach der Korrektur flr multiples Testen auf. Beim Vergleich der IPP-Patienten mit der
Kontrollgruppe (n¢) ergab sich ein p-Wert von 0,0017, beim Vergleich mit der
Kontrollgruppe (n2) ein p-Wert von 0,051. In Anbetracht der Gro3e der Kontrollgruppe
(n2) kann hier nur von einer grenzwertigen Signifikanz oder einer ,Borderlinie-
Signifikanz“ gesprochen werden. Zum deutlichen Vergleich der Ergebnisse von den
IPP-Patienten ohne M. Dupuytren und dem Kollektiv aus |PP-Patienten mit
M. Dupuytren sind die Phanotypfrequenzen der besprochenen HLA-Antigene in

TABELLE 24 und TABELLE 25 zusammengefasst.
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HLA- IPP-Patienten mit  IPP-Patienten ohne p’ p°
Antigene M. Dupuytren M. Dupuytren
N = (38) n=(116)
KLASSE | ANTIGENE DES HLA-SYSTEMS
A1 28,95 19,83 0,030 n.s.
B8 18,42 13,79 n.s. n.s.
Cw7 44,74 42,24 n.s. n.s.
KLASSE Il ANTIGENE DES HLA-SYSTEMS
DRB1%03 21,05 17,24 n.s. n.s.
DRB1*06 52,63 30,17 <0,01 0,0017
DRB1*13 und 39,47 25,86 0,003 0,051
DRB1*14 13,16 4,31 0,005 n.s.

IN DER TABELLE 24 SIND PHANOTYPFREQUENZEN VON AUSGESUCHTEN ANTIGENEN DER KLASSE | UND Il DES
HLA-SYSTEMS BEI IPP-PATIENTEN MIT M. DUPUYTREN IM VERGLEICH zU DEM KOLLEKTIV AUS IPP-
PATIENTEN OHNE M. DUPUYTREN DARGESTELLT. N.S. = NICHT SIGNIFIKANT.

HLA-Antigene IPP-Patienten mit IPP-Patienten ohne p' p°
M. Dupuytren M. Dupuytren
n = (38) n=(116)

B7 23,68 21,55 n.s. n.s.

B22 - - - -
B27 10,53 9,48 n.s. n.s.
B40 7,81 10,34 n.s. n.s.

B60 and 5,26 6,03 n.s. n.s.

B61 2,63 4,31 n.s. n.s.
Total: 42,02 41,37 n.s. n.s.

IN DER TABELLE 25 SIND PHANOTYPFREQUENZEN VON ANTIGENEN DER B7-KREUZREAGIERENDEN GRUPPE
DES HLA-SYSTEMS BEI IPP-PATIENTEN MIT M. DUPUYTREN IM VERGLEICH ZU DEM KOLLEKTIV AuS IPP-

PATIENTEN OHNE M. DUPUYTREN DARGESTELLT. N.S. = NICHT SIGNIFIKANT.
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Bei der Analyse der HLA-Genotypisierungsergebnisse der IPP-Patienten mit und
ohne M. Dupuytren zeigte sich ein vergleichbares Bild wie bei der Untersuchung mit
den beiden grof3en Kontrollgruppen aus gesunden Knochenmarkspendern (n4, ny). In
allen untersuchten Antigenvarianten, aufler dem DRB1*06-Antigen des HLA-
Systems, zeigte sich kein signifikanter Unterschied in den HLA-Antigenfrequenzen.
Vor der Bonferroni-Korrektur sind die Antigenfrequenzen von DRB1*13 und
DRB1*14, aus denen sich das DRB1*06-Antigen zusammensetzt, bei den IPP-
Patienten mit p-Werten von 0,003 und 0,005 bei IPP-Patienten mit M. Dupuytren
signifikant haufiger zu beobachten. Mit einem p-Wert von 0,017 war somit eine
identische Signifikanz zu den Berechnungen der IPP-Patienten mit M. Dupuytren und

den Kontrollen aus Knochenmarkspendern erkennbar.

4.4. TGF-beta1-Genotypisierung

Bei 111 IPP-Patienten wurde eine prospektive Genotypisierung von SNPs des TGF-
betal Gens durchgefuhrt. Untersucht werden sollte eine mdgliche genetische
Assoziation zwischen definierten TGF-beta1 Genotypen und der IPP. Die Analyse
des TGF-betal Genpolymorphismus wurde bei 111 |IPP-Patienten und 100 Personen
einer Kontrollgruppe von gesunden Knochenmarkspendern durchgefihrt.

Die Auswertung der durch die Genotypisierung erhaltenen Ergebnisse erfolgte

anhand zweier Ansatze:

1. Phanotypanalyse mit Einteilung nach High-, Intermediate- und Low-producer
(vorgegeben durch Auswertungsbogen der Firma One Lambda)
2. Auswertung der untersuchten SNPs T869C und G915C

Die Genotypisierung wurde fur die Zytokine TGF-beta1, TNF-Alpha, Inteferon-
Gamma, Interleukin-10 und Interleukin-6-Hapoltypen vorgenommen. Im Folgenden
wird bei der Auswertung ein Augenmerk auf die Ergebnisse der TGF-beta1-
Genotypisierung gelegt. Die Darstellung der anderen Zytokingenotypisierungen

erfolgt im Anschluss an diese Auswertung.
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SNP T869C G915C
TGF-beta1 TGF-beta1 TGF-beta1 TGF-beta1
Spezifitat Codon 10 Codon 10 Codon 25 Codon 25
T Cc C G

T/T G/G (high)
T/T G/G (high)
T/C GIC
(intermediate)
C/IC GIG
(intermediate)

TGF-beta1 T/T GIC

(intermediate)
C/C G/C (low)
C/C CIC (low)
T/T C/C (low)
T/C C/C (low)

ZUR BESSEREN UBERSICHT IST IN DER TABELLE 26 DER ANTEIL DER AUSWERTUNG DER TGF-BETA1-
GENOTYPISIERUNG VOM GESAMTEN WORKSHEET DER FIRMA ONE LAMBDA SEPARAT DARGESTELLT.

Auf diesem Auswertungsbogen sind vier Spalten fur die Analyse des Genotyps von
TGF-beta1 vorgesehen. Zwei fir den SNP T869C (Codon 10) und zwei fir den SNP
G915C (Codon 25). Diese beiden SNPs werden in der folgenden Auswertung nicht
getrennt betrachtet. Durch die Kombination ihrer beiden Allele ergeben sich neun
Variationsmdglichkeiten. Diese Variationen errechnen sich aus der Multiplikation der
Kombinationsmdglichkeiten an der Stelle des Gens. Da fur ein Allel drei
Kombinationsméglichkeiten vorhanden sind, ergeben sich 32 Varianten bei zwei
betrachteten Punktmutationen. Diese Moglichkeiten werden unter High-,
Intermediate- und Low-Producer eingeteilt. High-Producer sind die T869T oder
T869C und gleichzeitig G915G. Die Intermediate-Producer sind T869T mit G915C,
T869C mit G915C oder C869C mit G915G. Die restlichen vier
Kombinationsmadglichkeiten werden als Low-Producer eingestuft (T869T und C915C,
T869C und C915C, C869C und G915C, C869C und C915C). Anhand der TABELLE 26
wird die Auswertung deutlich. Wenn zum Beispiel in der Gelelektrophorese positive
Banden flir den SNP T869C bei C und fur den SNP G915C ebenfalls bei C
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erschienen, zeigt die Verbindungslinie der Kastchen auf den Hapltotyp C869C und
C915C. Dieser Phanotyp ist mit einer geringeren Expression von TGF-beta1
assoziiert und als Low-Producer kategorisiert.

Die Auswertung einer Gelelektrophorese erfolgte fur die 111 IPP-Patienten und den
100 Personen der Kontrollgruppe in gleicher Weise und soll exemplarisch fur jeweils

eine Person aus einer Gruppe dargestellt werden.

T869C G915G

ABBILDUNG 9 = Slot im Agarosegel und Ausgangspunkt der Agarose-

Gelelektrophorese

= Positive Banden durch Amplifikation der Kontrollregion
(Humanes Beta-Globin)

= 3 Positive Banden durch Amplifikation der untersuchten
Regionen im TGF-beta1-Gen

1 2 3 4 IPP-Patient, Code 1093

1 =Codon 10 T wild Ergebnis:

2 = Codon 10 C mutiert 1. SNP T869C
3 = Codon 25 G wild 2. SNP G915G _
4 = Codon 25 G wild Codon 10 T/C  Codon 25 G/G high  (One Lambda)
T869T G915G
ABBILDUNG 10 = Slot im Agarosegel und Ausgangspunkt der Agarose-

Gelelektrophorese

= Positive Banden durch Amplifikation der Kontrollregion
(Humanes Beta-globin)

= 2 Positive Banden durch Amplifikation der untersuchten
Regionen im TGF-beta1-Gen

1 2 3 4
Kontroligruppe, Code 219
1=Codon 10 T wild Ergebnis:
2=Codon 10 T wild 3. SNP T869T
3 = Codon 25 G wild 4. SNP G915G _
4 = Codon 25 G wild Codon 10 T/T Codon 25 G/G high  (One Lambda)

IN DEN ABBILDUNGEN 9 UND 10 SIND BEISPIELE EINER AUSWERTUNG DER TGF-BETA1 GENOTYPISIERUNG
ANHAND EINES IPP-PATIENTEN UND ANHAND EINER PERSON DER KONTROLLGRUPPE AUFGEZEIGT.
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TGF-beta1 der SNP T8669C und G915C

T869T T869C T869C C869C C869C (C869C
G915G G915G G915C G915G G915C C915C
(high) (high) (intermediate)  (intermediate) (low) (low) Gesamt
Gruppe |PP-Patienten 40 42 8 17 3 1 111
Kontrollgruppe 33 35 14 11 7 0 100
Gesamt 73 77 22 28 10 1 211

IN DER TABELLE 27 IST DIE HAPLOTYPENANALYSE DER TGF-BETA1 GENOTYPISIERUNG DARGESTELLT.
SECHS DER NEUN MOGLICHEN KOMBINATIONEN KAMEN VOR. DIE TABELLE ZEIGT VERGLEICHEND DIE WERTE
DER IPP-PATIENTEN UND DER KONTROLLGRUPPE. INSGESAMT WURDEN 211 PERSONEN TYPISIERT.

Mit einem p-Wert von 0,281 ergibt sich fir die Allelkombinationen der High-,
Intermediate- und Low-Producer kein signifikanter Unterschied zwischen den IPP-

Patienten und dem Kontrollkollektiv.

In einer zweiten Betrachtungsweise wurde jeder der beiden untersuchten SNPs
getrennt analysiert. Die Auswertung in SPSS 10.0 gliederte sich bei dieser Analyse in
die Statistik des SNP T869C und in die des SNP G815C. Bisher konnte keine
Assoziation der Proteinproduktion von TGF-betal und diesen beiden SNPs in
Verbindung gebracht werden. Auch bei dieser Darstellung wird erganzend die
Aminosaureposition des jeweiligen SNPs mit aufgeflhrt. In den TABELLEN 28 UND 29
sind die Haufigkeiten der SNP-Varianten in absoluten Zahlen angegeben. Die
prozentualen Angaben folgen in TABELLE 30.

Bei dem Vergleich der SNP-Varianten des SNP T869C von 111 IPP-Patienten mit
denen von 100 gesunden Knochenmarkspendern zeigten sich weder bei dem
homozygoten Wildtyp (G869G) noch bei den mutierten Varianten (heterozygot =
G869C, homozygot-mutiert = C869C) signifikante Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen.
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TGF-beta1 SNP T869C

T869T T869T C869C
Gesamt
Gruppe |PP-Patienten 40 50 21 111
Kontrollgruppe 33 49 18 100
Gesamt 73 99 39 21

IN DER TABELLE 28 SIND DIE HAUFIGKEITEN DER SNP-VARIANTEN (HOMOZYGOT-WILD, HETEROZYGOT UND
HOMOZYGOT-MUTIERT) DER SNPs T869C BEI IPP-PATIENTEN IM VERGLEICH ZU DENEN DER
KONTROLLGRUPPE STATISTISCH DARGESTELLT.

Bei dem Vergleich der SNP-Varianten des SNP G915C mit der gleichen Anzahl von
untersuchten Personen gab es die Besonderheit, dass der homozygot-mutierte Typ
dieses SNP (C915C) nur einmal bei der Patientengruppe und gar nicht bei den
Kontrollen auftrat. Um eine aussagekraftige statistische Analyse machen zu kénnen,
wurde dieser Fall zu den Haufigkeiten der heterozygoten Falle hinzu gerechnet. Die
statistische Auswertung zeigte mit einem p-Wert von 0,04 ein haufigeres Vorkommen

der homozygoten Wildvariante bei dem Kollektiv der 111 IPP-Patienten.

TGF-beta1l SNP G915C

G915G G915C C915C
Gesamt
Gruppe |PP-Patienten 99 11 1 111
Kontrollgruppe 79 21 0 100
Gesamt 178 32 1 211

IN DER TABELLE 29 SIND DIE HAUFIGKEITEN DER SNP-VARIANTEN (HOMOZYGOT-WILD, HETEROZYGOT UND
HOMOZYGOT-MUTIERT) DER SNPs G915C BEI IPP-PATIENTEN IM VERGLEICH ZU DENEN DER
KONTROLLGRUPPE STATISTISCH DARGESTELLT.

89% der IPP-Patienten hatten das Genotypisierungsergebnis G915G, im Gegensatz
79% der

zusammengefassten Varianten mit einem oder beiden mutierten Allelen (G915C =

dazu nur Personen aus der Kontrollgruppe. Der Vergleich der
heterozygot und C915C = homozygot-mutiert) bei IPP-Patienten zeigte keine

signifikanten Unterschiede zu der Kontrollgruppe.
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120

Vergleich des Genotyps G915G
(oranger Balken) bei 111 IPP-
100 Patienten mit 100 Personen der
Kontrollgruppe zeigte mit einem
p-Wert von 0,04 (89% versus
79%) ein haufigeres Vorkommen
dieses Genotyps bei IPP-
Patienten.

Die beiden anderen Genotypen
Anzahl 60 4 (G915C und C915C) zeigten im
Vergleich beider Gruppen keine
signifikanten Unterschiede.
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Die ABBILDUNG 11 ZEIGT DIE HAUFIGKEITEN DER VERSCHIEDENEN SNP-VARIANTEN BEI IPP-PATIENTEN AN
DER POSITION +915 IM VERGLEICH ZU DEM KONTROLLKOLLEKTIV IN FORM EINES BALKENDIAGRAMMS. DIE
SELTEN HOMOZYGOT-MUTIERTE VARIANTE IST NOCH MIT EINGEFUGT, IN DER ABSCHLIERENDEN STATISTIK
ABER DER HETEROZYGOTEN KATEGORIE ZUGEORDNET.

Abschlielend sind in der TABELLE 30 die Ergebnisse aus den Genotypisierungen
beider untersuchten SNPs des TGF-betal Gens zusammengefasst. Die Angaben der
Haufigkeiten sind in Prozent ausgedriickt und zeigen den Frequenzunterschied des
G915G Genotyps der 111 IPP-Patienten im Vergleich zu den 100 gesunden
Knochenmarkspendern mit einem p-Wert von 0,04.
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Anzahl Anzahl p-Wert
(2-seitiger Chi-
Quadrat-Test)

TGF-betal SNPs IPP-Patienten  Kontrollen

(%) (%)
T869C (Codon 10)
1. Homozygot Wildtyp 36 33 n.s.
(Genotyp C/C)
2. Mutationen 64 67 n.s.
(Genotyp T/C oder T/T)
Total 111 100
G915C (codon 25)
1. Homozygot Wildtyp 89 79 0,04
(Genotyp G/G)
2. Mutationen 11 21 n.s.
(Genotyp G/C oder C/C)
Total 111 100

IN DER TABELLE 30 SIND DIE HAUFIGKEITEN DER SNP-VARIANTEN (HOMOZYGOT-WILD, HETEROZYGOT UND
HOMOZYGOT-MUTIERT) DER SNPs T869C UND G915C BEI IPP-PATIENTEN IM VERGLEICH ZU DENEN DER
KONTROLLGRUPPE STATISTISCH DARGESTELLT.

Die Untersuchung der einzelnen Allelfrequenzen der beiden SNPs (T869C und
G915C) zeigte im Vergleich der IPP-Patienten mit dem Kontrollkollektiv keine
signifikanten Unterschiede. Eine erhdhte Frequenz des homozygoten Wildtyps bei
Patienten mit IPP konnte im Vergleich zu der Kontrollgruppe aufgezeigt werden.

Analog der HLA-Genotypisierung wurde eine separate Statistik fur das Kollektiv von
IPP-Patienten, die gleichzeitig an M. Dupuytren erkrankt sind, im Vergleich zu der
Kontrollgruppe durchgefuhrt. Dieses Kollektiv bestand aus 32 IPP-Patienten. Die
statistische Auswertung der TGF-beta1 Genotypiserungsergebnisse erfolgte analog
der Berechnungen flir das gesamte Patientengut. Sowohl in den
Haplotypfrequenzen, als auch in den Frequenzen der einzelnen SNPs und Allelen
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen [|PP-Patienten mit

M. Dupuytren und dem Kontrollkollektiv aus 100 gesunden Knochenmarkspendern.

Zur weiteren Verifizierung der Ergebnisse wurde uberpruft, ob das Hardy-Weinberg-
Equilibrium gegeben ist. Fir den SNP T869C wurde ein p-Wert (pearson) von 0,98
errechnet. Der p-Wert des SNP G915C lag nach dieser Berechnung bei 0,24. Bei
einem p-Wert von > 0,05 gilt das Hardy-Weinberg-Equilibrium als gegeben und das
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Versuchsergebnis als gultig. Zur Veranschaulichung der Statistiken beider SNPs
wurden die Berechnungen graphisch im de Finetti-Diagramm dargestellt. Sowohl die
blauen Geraden (IPP-Patienten), als auch die grauen Geraden (Kontrollgruppe)
liegen bei dieser Berechnung auf der Parabel. Dies trifft fur den SNP T869C genauso
zu wie fur den SNP G915C und verdeutlicht die errechnete Glltigkeit des Hardy-
Weinberg-Equilibriums.

De Finetti diagram with Hardy—Weinberg parabola

1.¢ Q.0

0.5 0.5

0.0 { { f { f { 1.0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Freguency of allele 1

ABBILDUNG 12 ZEIGT DAS HARDY-WEINBERG-EQUILIBRIUM IN FORM DES DE FINETTI DIAGRAMMS FUR DEN
SNP G915C.
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De Finetti diagram with Hardy—Weinberg parabola

Freguency of allele 1

Controls Cases

DIE ABBILDUNGEN 12 UND 13 VERANSCHAULICHEN DIE GULTIGKEIT DES HARDY-WEINBERG-EQUILIBRIUMS.
SOWOHL DIE BLAUEN GERADEN (IPP-PATIENTEN) ALS AUCH DIE GRAUEN GERADEN (KONTROLLGRUPPE)
LIEGEN BEI DIESER BERECHNUNG AUF DER PARABEL. DIES TRIFFT FUR DEN SNP T869C GENAUSO ZU WIE
FUR DEN SNP G915C.

Zum Abschluss der Auswertung der TGF-beta1 Genotypisierung wurde Uberprift, ob
ein Zusammenhang zwischen den beiden beobachteten SNPs zu finden ist. Eine
mogliche Kopplung der SNPs T869C und G915C wurde mit Hilfe von Allelfrequenzen
der moglichen Locuspaarungen bei IPP-Patienten mit den Frequenzen derselben
Paarungen bei der Kontrollgruppe verglichen.

Es zeigten sich keine signifikanten Differenzen der Frequenzen von Locuspaarungen
zwischen den 111 IPP-Patienten und den 100 Kontrollen. Ein Zusammenhang der

beiden SNPs kann somit nicht begrindet werden.

Die statistischen Auswertungen der Zytokine TNF-Alpha, Interferon-Gamma,
Interleukin-6 und Interleukin-10. erfolgten analog der  TGF-beta1-
Genopolymorphismusanalyse. Die statistischen Analysen der High-, Intermediate-
und Low-Producer jedes untersuchten Zytokins, sowie die einzelnen Auswertungen
der jeweiligen SNPs zeigten keine Unterschiede zwischen den IPP-Patienten und

den Kontrollen.
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4.5. Alpha-1-Antitrypsin (AAT)

Die Messung von Alpha-1-Antitrypsin-Serumspiegeln sowie die AAT-Genotypisierung
erfolgte bei insgesamt 192 IPP-Patienten. Bei 94 Patienten wurden Serumspiegel
ermittelt und bei 100 (Mutationen S und Z) bzw. 141 Patienten (Mutationen M2 und
M3, sowie SNPs T-395A und G6118A) eine Genotypisierung durchgefuhrt. Beide
Untersuchungen erfolgten an einem Kollektiv von 43 Patienten aus den beiden oben

genannten Gruppen.

4.5.1. Serumspiegel

Die Ergebnisse der Serumspiegelbestimmung von Alpha-1-Antitrypsin bei 94
Patienten mit IPP wurde mit denen von 134 gesunden mannlichen
Knochenmarkspendern verglichen. Die bei der Messung der |PP-Patienten
erhaltenen Alpha-1-Antitrypsin Serumwerte lagen bei 91 Fallen im Normbereich. Ein
Wert (1,1%) lag dartber und zwei (2,1%) hatten Werte unterhalb der von der Firma
Behring angegebenen Spannbreite. Die Ergebnisse des Kontrollkollektivs von 134
mannlichen Knochenmarkspendern zeigte folgende Verteilung der Serumwerte. Zwei
Personen aus der Kontrollgruppe zeigten Werte Uber 2,0 g/l. Dies entspricht 1,5%.
Bei 5 mannlichen Knochenmarkspendern (3,7%) wurden Werte unter 0,9 gl
gemessen.

Der Mittelwert lag bei 1,3058 g/l (+/- 0,2268) bei Patienten mit IPP im Gegensatz zu
einem Wert von 1,3662 g/l (+/- 0,2694) der Kontrollgruppe.

N | Mittelwert G Median Min. Max. |Spannweite

|PP-Patienten | 94 | 1,3058 | 0,2268 | 1,3100 0,70 2,04 1,34

Kontrollgruppe 134 1,3661 0,2694 1,3800 0,55 2,32 1,77

TABELLE 31 ZEIGTE DIE DESKRIPTIVE AUSWERTUNG DER ALPHA-1-SERUMWERTE VON IPP-PATIENTEN UND
134 KONTROLLEN. GEZEIGT SIND DIE MITTELWERTE, DIE STANDARDABWEICHUNG, DER MEDIAN, DIE
SPANNWEITE, SOWIE DIE MAXIMAL- UND MINIMALWERTE.
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Die Mittelwerte und der Median der Alpha-1-Antitrypsin Serumspiegelmessungen
beider Gruppen liegen dicht beieinander und zeigen somit die Homogenitat der
verschiedenen Kollektive auf.

Unter Verwendung des Mann-Whitney-U-Testes mit SPSS 10.0 zeigten sich beim
Vergleich der Alpha-1-Antitrypsin Serumspiegel von 94 Patienten und 134 Kontrollen
signifikant erniedrigte Werte bei IPP-Patienten (p=0,047).

1,59/l
Alpha-1 149/ T
pha-1- _
Antitrypsin —_— ) p=0,047
Serumwerte 1
1,3g/l T
1,29/l

94 IPP-Patienten 134 Kontrollen

Legende:
95%
Mittelwert - Konfidenz
-intervall

DIE ABBILDUNG 14 ZEIGT DEN VERGLEICH DER ALPHA-1-ANTITRYPSIN SERUMSPIEGEL VON 94 PATIENTEN
MIT IPP UND 134 GESUNDEN MANNLICHEN KNOCHENMARKSPENDERN. DIE GEMESSENEN WERTE SIND BEI
IPP-PATIENTEN MIT EINEM P-WERT VON 0,047 SIGNIFIKANT ERNIEDRIGT. DIE UNTERSCHIEDLICHE
ALTERSSTRUKTUR BEIDER KOLLEKTIVE WURDE BEI DIESER ANALYSE NICHT BERUCKSICHTIGT (MEDIAN, 5
UND 95% PERZENTILE, T-TEST P-WERT = 0,047).

Die Altersstruktur der IPP-Patienten zeigte im Vergleich zu dem Kollektiv von
gesunden Knochenmarkspendern grof3e Unterschiede. Bei Mittelwerten von 55,2
Jahren bei Patienten mit IPP und 46,3 Jahren bei dem Kontrollkollektiv bedeutet dies
einen signifikanten Unterschied des durchschnittlichen Alters. Die Einteilung in
Subgruppen erfolgte fir Patienten und Kontrollen in gleicher Weise. In die
Alterskategorie 1 wurden Personen zwischen 18 und 39 Jahren eingeteilt. Die
Alterskategorie 2 waren Patienten und Kontrollen vom 40.— 49. Lebensjahr und
Alterskategorie 3 Personen Uber 50 Jahre. Beim Vergleich von Alpha-1-Antitrypsin
Serumspiegel zwischen allen Gruppen gleicher Altersverteilung zeigten sich keine

signifikanten Differenzen mehr. Als Beispiel ist im Folgenden die Auswertung der

66



Ergebnisse

Alpha-1-Antitrypsin Serumspiegel bei Patienten und Kontrollen der Alterskategorie 3

graphisch dargestellt.

1,49/l
1,39/l 1] [ ]
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Serumwerte
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1,19/l - -
73 IPP-Patienten 47 Kontrollen

IN DER ABBILDUNG 15 SIND DIE ALPHA-1-ANTITRYPSIN SERUMSPIEGEL VON 73 PATIENTEN MIT IPP UND 47
GESUNDEN MANNLICHEN KNOCHENMARKSPENDERN VERGLEICHEND DARGESTELLT. BEIDE SUBGRUPPEN
WURDEN DER ALTERSKATEGORIE 3 (ERKRANKUNGSALTER >50 JAHRE) ZUGETEILT. DIE GEMESSENEN
WERTE ZEIGEN MIT EINEM P-WERT VON 0,460 KEINEN SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIED (MEDIAN, 5 UND 95%
PERZENTILE, T-TEST P-WERT = 0,460).

Nach Erkenntnis der Auswirkung des Alters auf die Alpha-1-Antitrypsin Serumspiegel
wurden die Werte des Kontrollkollektivs der einzelnen Alterskategorien untereinander
verglichen. Die Auswertung erfolgte unter Verwendung des Kruskal-Wallis Testes.
Das Ergebnis zeigte bei dem Kontrollkollektiv einen mit zunehmendem Alter

abfallenden Serumspiegel von Alpha-1-Antitrypsin.

1,69/l
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“age-matched” Personen der Kontrollgruppe (Jahren)

IN DER ABBILDUNG 16 SIND DIE ALPHA-1-ANTITRYPSIN SERUMSPIEGEL VON 134 MANNLICHEN
KNOCHENMARKSPENDERN IN ABHANGIGKEIT DES ALTERS DARGESTELLT. MIT EINEM P-WERT VON P<0,002
KONNTE EIN MIT ZUNEHMENDEM ALTER SIGNIFIKANT ABFALLENDER ALPHA-1-ANTITRYPSIN SERUMSPIEGEL
AUFGEZEIGT WERDEN (MEDIAN, 5 UND 95% PERZENTILE, T-TEST P-WERT < 0,002).
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Da sich 73 von 94 |IPP-Patienten in der Alterskategorie 3 befanden, wurde auf eine
Darstellung der Auswirkung des Alters auf die Serumspiegel fur Patienten mit
Induratio penis plastica verzichtet. Bei 43 Patienten wurde sowohl der Serumspiegel
von Alpha-1-Antitrypsin gemessen als auch eine Bestimmung der Genvarianten
durchgefuhrt. Die Analyse der Serumspiegel zeigte im Vergleich zu den Daten des
Kontrollkollektivs keine signifikanten Differenzen. Eine alterskorrelierte Analyse der

Serumspiegel wurde daher bei diesem Kollektiv nicht durchgefuhrt.

Von den 94 Patienten mit IPP, die in dieser Studie untersucht wurden, waren 21
gleichzeitig an einem M. Dupuytren erkrankt. Die Alpha-1-Antitrypsin Serumwerte
dieser Subgruppe von |PP-Patienten wurde in gleicher Weise wie das
Gesamtkollektiv. mit den Werten der Kontroligruppe aus 134 gesunden
Knochenmarkspendern verglichen. Mit einem p-Wert von 0,084 konnte kein
signifikanter Unterschied von Alpha-1-Antitrypsin Serumwerten von dieser
Subgruppe und den Kontrollen festgestellt werden. Analog dazu sind die Ergebnisse
dieser beiden Gruppen in der Alterskategorie 3 (Erkrankungsalter Uber 50 Jahre) in
der Abbildung 18 aufgezeigt. Bei 19 Patienten und 47 Kontrollen zeigt sich ein
p-Wert von 0,533.
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DIE ABBILDUNG 17 ZEIGT DIE ALPHA-1-ANTITRYPSIN SERUMSPIEGEL VON 21 IPP-PATIENTEN MIT
M. DUPUYTREN IM VERGLEICH ZU DEN SERUMWERTEN DES KOLLEKTIVS AUS 134 GESUNDEN
KNOCHENMARKSPENDERN. MIT EINEM P-WERT VON 0,084 KONNTE KEIN SIGNIFIKANTER UNTERSCHIED DER
WERTE ZWISCHEN DIESEN BEIDEN GRUPPEN FESTGESTELLT WERDEN (MEDIAN, 5 UND 95% PERZENTILE, T-
TEST P-WERT = 0,084).
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DIE ABBILDUNG 18 ZEIGT DIE ALPHA-1-ANTITRYPSIN SERUMSPIEGELVERTEILUNG VON 19 PATIENTEN MIT
IPP uND M. DUPUYTREN IM VERGLEICH ZU 47 GESUNDEN MANNLICHEN KNOCHENMARKSPENDERN. BEIDE
SUBGRUPPEN WURDEN DER ALTERSKATEGORIE 3 (ERKRANKUNGSALTER >50 JAHRE) ZUGETEILT. DIE
GEMESSENEN WERTE ZEIGEN MIT EINEM P-WERT VON 0,533 KEINEN SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIED (MEDIAN,
5 UND 95% PERZENTILE, T-TEST P-WERT = 0,533).
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4.5.2. Genotypisierung

Zur weiteren Abklarung eines moglichen Zusammenhangs zwischen Alpha-1-
Antitrypsin und der IPP wurde bei 100 (Mutationen S und Z) bzw. 141 Patienten
(SNPs M2 und M3, sowie SNPs T-395A und G6118A) eine Genotypisierung

durchgefuihrt. Diese Untersuchungen erfolgten unabhangig von den Ergebnissen der

Alpha-1-Antitrypsin-Serumspiegelbestimmung. Alle typisierten Varianten zeigten

keine signifianten Unterschiede zwischen den Patienten mit Induratio penis plastica

und den Kontrollen. Beim Vergleich von Patienten mit IPP und den Kontrollen wurde

die Verteilung der homozygot-wild, heterozygot und homozygot-mutierten Varianten

gemeinsam unter Anwendung des Chi-Quadrat-Testes verglichen. Die detaillierten

Daten sind in den TABELLEN 32- 35 aufgefuhrt.

TABELLE 32.
SNP T-395A
HOMOZYGOT- | HETEROZYGOT | HOMOZYGOT- | GESAMT
WILD TYP MUTIERT
PATIENTEN ~ ANZAHL 81 50 8 139
% 58.3 36.0 5.8 100
KONTROLLEN ANZAHL 68 26 6 100
% 68 26 6 100

P=0,258 (CHI-QUADRAT-TEST DER VARIANTEN DES SNP T-395A)

TABELLE 33.
SNP M2
HOMOZYGOT- | HETEROZYGOT | HOMOZYGOT- | GESAMT
WILD TYP MUTIERT
PATIENTEN  ANZAHL 89 50 2 141
% 63.1 35.5 1.4 100
KONTROLLEN ANZAHL 65 30 5 100
% 65 30 5 100

P=0,208 (CHI-QUADRAT-TEST DER VARIANTEN DES SNP M2)
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TABELLE 34.
SNP M3
HOMOZYGOT- | HETEROZYGOT | HOMOZYGOT- | GESAMT
WILD TYP MUTIERT
PATIENTEN  ANZAHL 74 54 12 140
% 52.9 38.6 8.6 100
KONTROLLEN ANZAHL 49 43 7 99
% 49.5 43.4 7.1 100
P=0,730 (CHI-QUADRAT-TEST DER VARIANTEN DES SNP M3)
TABELLE 35.
SNP G6118A
HOMOZYGOT- | HETEROZYGOT | HOMOZYGOT- | GESAMT
WILD TYP MUTIERT
PATIENTEN  ANZAHL 115 19 1 135
% 85.2 14.1 0.7 100
KONTROLLEN ~ ANZAHL 84 16 - 100
% 84 16 - 100

P=0,640 (CHI-QUADRAT-TEST DER VARIANTEN DES SNP G6118A)

IN DEN TABELLEN 32-35 SIND DIE ERGEBNISSE DER ALPHA-1-ANTITRYPSIN GENOTYPISIERUNG
DARGESTELLT. BEIM VERGLEICH VON PATIENTEN MIT IPP UND DEN KONTROLLEN WURDE DIE VERTEILUNG
DER HOMOZYGOT-WILD, HETEROZYGOT UND HOMOZYGOT-MUTIERTEN VARIANTEN GEMEINSAM UNTER
ANWENDUNG DES CHI-QUADRAT-TESTES VERGLICHEN. FUR KEINEN DER VIER TYPISIERTEN SNPS ZEIGTEN
SICH SIGNIFIKANTE UNTERSCHIEDE IN DEN FREQUENZEN.

Die Typisierung der S- und Z-Mutationen des Alpha-1-Antitrypsin Gens zeigte ein
seltenes Vorkommen beider Varianten bei Patienten mit IPP. Die S-Mutation kam in
dem Kollektiv in 3,88% vor, die Z-Mutation in 1,46%.
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FUr eine Subgruppe aus 38 IPP-Patienten, die auch an einem M. Dupuytren

erkrankten, wurden die statistischen Analysen zu den SNPs der 5-Region (T-395A),
der Exons (M2 und M3) und der 3’-Region (G6118A) analog durchgefuhrt. Wie schon

bei

den Ergebnissen des gesamten Kollektivs von Patienten bestand kein

Unterschied zu den Daten des Kontrollkollektivs. Die detaillierten Ergebnisse sind in

den TABELLEN 36 - 39 aufgefuhrt.

TABELLE 36.
SNP T-395A
HOMOZYGOT- | HETEROZYGOT | HOMOZYGOT- | GESAMT
WILD TYP MUTIERT
PATIENTEN  ANZAHL 24 13 1 38
% 63,2 34,2 2,6 100
KONTROLLEN ~ANZAHL 68 26 6 100
% 26 6 100

P=0,504 (CHI-QUADRAT-TEST DER VARIANTEN DES SNP T-395A)

TABELLE 37.
SNP M2
HOMOZYGOT- | HETEROZYGOT | HOMOZYGOT- | GESAMT
WILD TYP MUTIERT
PATIENTEN  ANZAHL 23 14 - 37
% 62,2 37,8 - 100
KONTROLLEN ANZAHL 65 30 5 100
% 65 30 5 100

P=0,301 (CHI-QUADRAT-TEST DER VARIANTEN DES SNP M2)
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TABELLE 38.
SNP M3
HOMOZYGOT- | HETEROZYGOT | HOMOZYGOT- | GESAMT
WILD TYP MUTIERT
PATIENTEN  ANZAHL 19 16 2 37
% 51,4 43,2 54 100
KONTROLLEN ANZAHL 49 43 7 99
% 49.5 43.4 71 100
P=0,936 (CHI-QUADRAT-TEST DER VARIANTEN DES SNP M3)
TABELLE 39.
SNP G6118A
HOMOZYGOT- | HETEROZYGOT | HOMOZYGOT- | GESAMT
WILD TYP MUTIERT
PATIENTEN ~ ANZAHL 29 8 - 37
% 78,4 21,6 - 100
KONTROLLEN ANZAHL 84 16 - 100
% 84 16 - 100

P=0,442 (CHI-QUADRAT-TEST DER VARIANTEN DES SNP G6118A)

IN DEN TABELLEN 36- 39 SIND DIE ERGEBNISSE DER ALPHA-1-ANTITRYPSIN GENOTYPISIERUNG BEI IPP-
PATIENTEN MIT M. DUPUYTREN IM VERGLEICH 2ZU EINEM KOLLEKTIV AUS GESUNDEN
KNOCHENMARKSPENDERN DARGESTELLT. BEIM VERGLEICH VON PATIENTEN MIT IPP UND DEN KONTROLLEN
WURDEN HOMOZYGOTE-WILDE, HETEROZYGOTE UND HOMOZYGOT-MUTIERTE VARIANTEN GEMEINSAM UNTER
ANWENDUNG DES CHI-QUADRAT-TESTES VERGLICHEN. FUR KEINEN DER VIER TYPISIERTEN SNPS ZEIGTEN
SICH SIGNIFIKANTE UNTERSCHIEDE IN DEN FREQUENZEN.
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5. Diskussion

5.1. Basisdaten und Koinzidenz mit M. Dupuytren

Die bei Durchfihrung der Studien prospektiv erhobenen Daten der IPP-Patienten
dienen zur Beschreibung und Charakterisierung des gesamten Kollektivs. Eine
Auswahl von Parametern ist anamnestisch oder durch die klinische Untersuchung
des Patienten erhoben worden. Die Zusammenstellung der Daten erfolgte in
vergleichbarer Weise zu vorangegangenen Serien anderer Arbeitgruppen [21, 47,
67, 101, 107]. Anhand dieser Daten kann die Reprasentativitat des Kollektivs von
IPP-Patienten, die in Studien unserer Arbeitsgruppe eingeschlossen wurden,
aufgezeigt werden. Die KollektivgroRe von IPP-Patienten variierte zwischen der
Alpha-1-Antitrypsin-, HLA- und der TGF-beta1-Studie, da Planung und Ausfuhrung
dieser drei Untersuchungen zu verschiedenen Zeitpunkten durchgefuhrt wurden. In
die Alpha-1-Antitrypsin-Studie wurde das gesamte Kollektiv von IPP-Patienten mit
einbezogen. Die Schnittmenge der Patienten, bei denen die Alpha-1-Antitrypsin-
Spiegelmessung sowie die Alpha-1-Antitrypsin-Genotypisierung durchgefuhrt wurde,
beinhaltet 43 Patienten. Bezogen auf das gesamte Kollektiv von 192 IPP-Patienten

werden im Folgenden die verschiedenen Parameter im Einzelnen diskutiert.

1. Alter: In frUheren Studien mit 142 [118], 182 [126] und 307 [67] IPP-Patienten
wurde das Durchschnittsalter mit 57,4 Jahren [118], 50,9 Jahren [126] bzw. 52,8
Jahren [67] angegeben. Das Durchschnittsalter des Patientenkollektivs dieser
vorliegenden Arbeit liegt bei 53,7 Jahren. Das gesamte Kollektiv von 192
Patienten mit IPP ist hier mit eingeschlossen. Das Ergebnis zeigt keine
signifikante Abweichung zu den vorangegangenen Studien. Fur die
Aussagefahigkeit  einer  Studie ist eine dem Patientenkollektiv
altersentsprechende Kontrollgruppe von grofRer Bedeutung. Wie in der Alpha-1-
Antitrypsin-Studie dargestellt, kdnnten ansonsten unzutreffende Ergebnisse Uber
Zusammenhange beider Kollektive zustandekommen.

2. Erkrankungsbeginn: Vom Auftreten der ersten Symptome wund der
Diagnosestellung vergehen gerade wie bei einem Krankheitsbild der IPP oft viele
Monate. Bis zur endgultigen Diagnosestellung liegt der Erkrankungsbeginn in

dem Patientenkollektiv dieser Arbeit im Mittel 22 Monate zurtick. In einer anderen
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Studie kommen nur 34,3% der IPP-Patienten friher als sechs Monate noch
Auftreten der ersten Symptome zur klinischen Untersuchung durch einen Arzt. An
dieser Stelle sei noch einmal erwahnt, dass bis zur moglichen operativen
Therapie der Patient Uber einen Zeitraum von mindestens zwolf Monaten
schmerz-und progressionsfrei sein muly. Der Krankkheitsverlauf ist somit in vielen
Fallen von langer Dauer und fir den einzelnen Patienten stark belastend.

Plaque: Ein palpabler Plaque ist in den allermeisten Fallen der IPP-Patienten zu
beobachten. In einer vorangegangenen Studie wurde ein Plaque in 103 von 106
IPP-Patienten beobachten [21]. Dies entspricht einem Anteil von 97,2% [21]. Fur
manche Arbeitsgruppen ist der palpable Plaque ein Einschlusskriterium zur
Diagnose der IPP [126]. In unserem Patientenkollektiv war in 98,4% der Falle ein
Plaque bei der klinischen Untersuchung palpabel. In den wenigen restlichen
Fallen sind Deviation und Erektionsschmerz zu beobachten gewesen, so dass
auch hier die Diagnose der IPP gestellt wurde. Eine genaue Aufgliederung der
Anzahl der palpablen Paques bei IPP-Patienten wurde in der Literatur bislang
nicht aufgefuhrt. In der vorliegenden Arbeit hatten 80,7% der IPP-Patienten einen
palpablen Plaque. Bei 15,1% waren bei der korperlichen Untersuchung zwei und
bei 2,6% Patienten sogar drei Plaques palpabel.

Kalzifizierung der Plaque: Der Nachweis eines Plaques ist bei einem grof3en
Teil der Patienten mit IPP moglich [21]. Kalzifizierungen der Plagques wurden in
einer vorangegangen Studie bei 33% der untersuchten Patienten festgestellt [47].
Die Darstellung der Kalzifizierungen erfolgte in unserer Studie mit Hilfe der
Sonographie, in der beschriebenen Serie von 66 Patienten mittels einer
speziellen Rontgenmethoden [47]. Der Vergleich beider Kollektive fur diesen
Parameter sind daher nur orientierend moglich.

Deviation: In einer epidemiologischen Studie mit 134 IPP-Patienten wurde eine
Deviation in 65% der Falle beobachtet [101]. Die durchschnittliche Deviation lag
in dieser Serie bei 35° [101]. Die in dieser Studie beobachtete maximale
Deviation lag bei 60°, die geringste bei 10° [101]. Die Daten des Kollektivs
unserer Arbeit zeigt eine ahnliche Verteilung. Die durchschnittlich gemessene
Deviation liegt hier bei 45° mit einer maximal beobachteten Deviation von 100°.
Die geringste Deviation in diesem Kollektiv von IPP-Patienten liegt bei 10°.

Aufgrund  unterschiedlicher  Untersuchungsbedingungen  sind  geringe
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Abweichungen in den Messergebnissen des Parameters Deviation zu

vernachlassigen.

Signifikante Unterschiede bezlglich der Basisdaten Alter, Erkrankungsbeginn,
Anzahl der Plaques, Kalzifizierung und Deviation zwischen den verschiedenen
Subgruppen waren nicht zu beobachten. Die Aussagen Uber das gesamte Kollektiv
von 192 IPP-Patienten konnen somit auf diese Untergruppen Ubertragen werden.
Anhand dieser Daten kann bei dem Kollektiv von IPP-Patienten, die in unseren
Studien eingeschlossen wurden, von einer reprasentativen Gruppe ausgegangen
werden. Insgesamt entsprechen die Ergebnisse unserer Studie denen

vorangegangener Studien.

6. Koinzidenz mit M. Dupuytren: Ein weiteres, haufig angefuhrtes Kriterium eines
Kollektivs von Patienten mit IPP ist die Koinzidenz mit dem M. Dupuytren [21, 49,
54, 61, 67, 101, 107, 110, 114]. Bei Studien zur Atiologie der IPP stehen
Assoziationen zu Fibromatosen im Mittelpunkt der Diskussion. Eine Koinzidenz
der IPP mit dem M. Dupuytren wurde in unterschiedlichen Serien beobachtet [21,
49, 54, 61, 107, 110, 114]. Der M. Dupuytren soll bei IPP-Patienten wesentlich
haufiger als in der Normalbevolkerung auftreten [21, 49, 54, 61, 107, 110, 114].
Dies konnte in unserer Studie bestatigt werden, wobei in unserem Kollektiv von
192 Patienten eine Komorbiditat der IPP mit dem M. Dupuytren in 25% der Falle
beobachtet worden ist. Ein gleichzeitiges Vorkommen dieser beiden
Erkrankungen wurde in einer anderen Studie in 30,8% beobachtet [114]. In zwei
weiteren Serien konnte nur eine Koinzidenz bei 1,0 [67] bzw. 2,2% [101] der
Patienten festgestellt werden. Eine mogliche Erklarung fur diese Differenzen ist
die nachgewiesene unterschiedliche Pravalenz des M. Dupuytren in
verschiedenen geographischen Regionen [19, 34]. Fur die IPP sind solche
epidemiologischen Daten uneinheitlich [19, 126]. Der Zusammenhang zwischen
der IPP und dem M. Dupuytren konnte auf eine bislang unbekannte genetische
Konstellation hindeuten. Eine autosomal dominant vererbte Form der IPP mit
gleichzeitiger Assoziation zu dem M. Dupuytren wurde in einer Studie identifiziert
[99]. Diese besondere genetische Veranlagung der Patienten kdnnte zu einer
vermehrten Fibrose disponieren. Gemeinsamkeiten der Atiopathogenese beider

Erkrankungen  erscheinen nach  dieser  Hypothese  wahrscheinlich.
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Familienstudien konnten in unserer Serie nicht durchgefuhrt werden. Trotz der
Ahnlichkeiten beider Erkrankungen in der Alterspravalenz, dem Vorkommen einer
Induration sowie das gemeinsame Antreffen der IPP und des M. Dupuytren
zeigten sich gravierende Unterschiede in der Pathogenese und der
Pathomorphologie [85]. Die Hypothese eines moglichen genetischen
Zusammenhangs beider Erkrankungen wurde in dieser Studie angezweifelt [85].
Ein entscheidender Faktor dafur ist, dass Verkalkungen beim M. Dupuytren nicht
zu beobachten sind [85]. Die IPP sollte daher nach dieser Einteilung nicht zu dem
Formenkreis der Fibromatosen, zu denen der M. Dupuytren zahlt, gerechnet
werden [85]. WeiterfUhrende Studien zur Koinzidenz beider Erkrankungen
erscheinen sinnvoll. Eine besondere Bedeutung kommt den epidemiologischen
Daten der Patienten und Kontrollen zu. Die familiare Disposition sollte ebenso

berucksichtigt werden.

5.2. HLA-Genotypisierung

HLA-Antigene sind immunologisch von gro3er Bedeutung. Als klassische
Transplantationsantigene sind sie flr die Unterscheidung von “kérpereigen” und
“korperfremd” verantwortlich [130, 139]. Fur verschiedene HLA-Antigene wurden
bereits Assoziationen zu Autoimmunerkrankungen beschrieben. Ein Beispiel fur eine
Erkrankung, die mit einem HLA-Antigen der Klasse | assoziiert ist, ist die
ankylosierende Spondylitis mit dem HLA-B27 Antigen [130]. Fir HLA-DR3, ein
Antigen der Klasse Il des HLA-Systems, existiert ein solcher Zusammenhang mit
dem juvenilen Diabetes mellitus [130].

Aufgrund eines moglichen Zusammenhangs von lokalisierten fibrotischen
Veranderungen mit HLA-B27 [147] wurde eine autoimmune Genese bei der IPP
diskutiert. Zehn Arbeitsgruppen versuchten bisher eine mogliche Assoziation der IPP
mit Antigenen des HLA-Systems aufzuzeigen [11, 31, 74, 93, 99, 110, 113, 114, 146,
150]. Ein besonderes Augenmerk galt der B7-kreuzreagierenden Gruppe, welches
unter anderem das HLA-B27 Antigen beinhaltet. Finf Studien postulierten einen
signifikanten Zusammenhang der IPP mit dieser Gruppe [11, 99, 110, 146, 150]. Fur
HLA-A1, HLA-B8, HLA- Cw7, sowie flir HLA-DQw2, HLA-DR3 und HLA-DQ5 wurden

signifikante Assoziationen zur IPP beschrieben [93, 113, 114]. Zwei Studien
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schlossen mit ihren Ergebnissen eine solche Assoziation der IPP mit Antigenen der
Klasse | des HLA-Systems aus [31, 74]. Eine Untersuchung zu Antigenen der Klasse
Il wurde in diesen beiden Studien nicht durchgefuhrt [31, 74]. Auch in unserer Studie,
bei der 154 Patienten mit IPP auf HLA-Merkmale untersucht wurden, konnten keine
signifikanten Zusammenhange von HLA-Antigenen und der IPP aufgezeigt werden.
Untersucht wurden Antigene der Klasse | und der Klasse Il. Die DQ-Klasse des HLA-
Systems wurde nicht speziell untersucht. Eine Assoziation der IPP mit den Antigenen
der DQ-Klasse ist anhand der erhaltenen Ergebnisse nicht zu erwarten, da eine
signifikante Beziehung von Antigenen der DR-Klasse mit denen der DQ-Klasse
existiert [139]. Die Klassen | und Il der HLA-Antigene wurden bisher nur in drei
Studien gemeinsam untersucht [110, 114, 113]. Die GrolRe der Kollektive der bisher
durchgefuhrten Studien variierte von 9 bis 52 Patienten [11, 31, 74, 93, 99, 110, 113,
114, 146, 150]. Diese kleinen Kollektive erklaren zum Teil die unterschiedlichen
Ergebnisse der verschiedenen Arbeitsgruppen. Der Einfluss verwendeter
Untersuchungsmethoden ist gleichermal3en zu berlcksichtigen. Die Durchflhrung
des serologischen Nachweises von HLA-Antigenen der Klasse Il konnte eine
zusatzliche Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnisse der bisher durchgefihrten
Studien darstellen. Diese mittlerweile obsolete Methode wurde von drei
Arbeitsgruppen verwendet [110, 114, 113]. Ein weiteres wichtiges Kriterium zur
Beurteilung der Ergebnisse einer HLA-Typisierung ist die Verwendung der
Bonferroni-Korrektur [26, 27]. Bei einer hohen Anzahl von Testvariablen (HLA-
Antigene) dient diese statistische Mallnahme des multiplen Testens dem Ausschluss
eines zufalligen Auftretens von signifikanten Befunden. In sieben von zehn Studien
[11, 31, 74, 99, 113, 146, 150] kam diese statistische Korrektur nicht zur Anwendung.

Mit unserem Kollektiv von 154 [PP-Patienten konnten die gewonnenen
Untersuchungsdaten in ihrer Fallzahl deutlich angehoben werden und somit
aussagekraftige Ergebnisse erzielt werden. Die Korrektur fur multiples Testen nach
Bonferroni wurde angewendet. Zur Identifikation der Klasse | Antigene wurde die
serologische Methode, zur Genotypisierung der Klasse Il Antigene die PCR-Technik
verwendet. Sowohl die HLA-Antigenfrequenzen der Klasse | als auch die der Klasse
Il zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen IPP-Patienten und den

Kontrollgruppen. Unsere Ergebnisse bestatigen somit die Aussage, dass keine
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Assoziation von HLA-Antigenen mit der IPP besteht. Bei der Betrachtung der IPP-
Patienten mit M. Dupuytren zeigte sich, nach Bonferroni-Korrektur, ein signifikant
haufigeres Vorkommen des HLA-DRB1*06 Antigen. Beim Vergleich dieses Kollektivs
mit der Kontrollgruppe (n4) ergab sich ein p-Wert von 0,0017, beim Vergleich mit der
Kontrollgruppe (n2) ein p-Wert von 0,051. In Anbetracht der GroRe der Kontrollgruppe
(n2) mit 14.385 gesunden Knochenmarkspendern erscheint der p-Wert von 0,051
aussagekraftiger. Somit sollte hier nur von einer ,Borderlinie-Signifikanz“ gesprochen
werden. Insgesamt kann eine Assoziation der IPP mit Antigenen des HLA-Systems

ausgeschlossen werden.

5.3. TGF-beta1 Genotypisierung

TGF-beta1 spielt eine wesentliche Rolle bei unterschiedlichen fibrotischen
Erkrankungen [5, 7, 35, 69] und hat mannigfaltige Wirkungen auf entzindliches
Gewebe, Zellen und Proteine. Beide Erkenntnisse fuhrten zu der Annahme, dass
TGF-beta1l in der Atiopathogenese der IPP involviert sein kdénnte. Verschiedene
Studien schreiben TGF-beta1 in der Genese der IPP eine entscheidende Bedeutung
zu [37, 38]. Diese Hypothese wird durch die Entdeckung einer signifikant vermehrten
Expression von TGF-betal aus intraoperativ gewonnenem Plaquegewebe im
Vergleich zu einer Kontrollgruppe gestutzt [38]. Des Weiteren konnte im Tierversuch
durch penile Injektion eines Peptids mit TGF-beta-ahnlicher Aktivitat eine der IPP
entsprechende Gewebsveranderung erzeugt werden [37]. Diese Veranderungen
ahnelten den histologischen Bildern, die in der Frihphase der IPP zu beobachten
sind [37]. Die weitergehende Frage nach einem genetischen Risiko flr eine
vermehrte Expression von TGF-beta1 wird diskutiert und in unserer Studie weiter
verfolgt. FUr zwei SNPs des fiur TGF-beta1 kodierenden Gen wurde in der Literatur
ein Zusammenhang zu fibrotischen Erkrankungen beschrieben [7, 8]. Die beiden
SNPs T869C und G915C liegen im Exon 1 des TGF-beta1-Gens und sind, im
Gegensatz zu den anderen drei bekannten SNPs, mit einer veranderten TGF-beta1-
Produktion assoziiert [7, 8]. Eine haufige Frequenz eines oder beider SNPs kénnte
eine vermehrte Expression von TGF-betal mit konsekutiv erhdhter Produktion zur
Folge haben. In einer prospektiven Serie von 111 Patienten und 100 Kontrollen
wurde eine Genotypisierung fur die beiden SNPs T869C und G915C durchgefuhrt.
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89% der IPP-Patienten hatten das Genotypisierungsergebnis G915G, im Gegensatz
dazu nur 79% der Personen aus der Kontrollgruppe. Mit einem p-Wert von 0,04 war
dies ein signifikanter Unterschied im Vergleich von IPP-Patienten und Kontrollen. Alle
anderen statistischen Analysen der SNPs zeigten keine signifikanten Differenzen
zwischen den beiden Kollektiven. Aufgrund der hohen Anzahl eingeschlossener
Patienten und einer adaquaten Kontrollgruppe von gesunden Knochenmarkspendern
erscheinen die gewonnenen Daten aussagekraftig. Ein Zusammenhang zwischen
der IPP und dem Genotyp G915G des SNP auf dem TGF-beta1 Gen kann hergestellt
werden und ermdglicht, durch die schon bekannte erhdhte Aktivitat von TGF-beta1
durch diesen Genotyp, eine plausible Beziehung zu der Atiopathogenese der IPP.
Das Vorkommen dieses homozygoten Wildtyps an der Stelle +915 konnte bei
Mannern eine Pradisposition fur die Erkrankung an der IPP darstellen. Einen
wesentlichen genetischen Risikofaktor zeigt dieses Ergebnis vermutlich nicht auf.
Eine groRere Anzahl von untersuchten |IPP-Patienten und Kontrollen sowie eine
deutlichere Signifikanz im statistischen Vergleich der Genotypisierungsergebnisse
erscheint dafir notwendig. Ein diagnostisches Vorgehen uber Bestimmung des
Genotyps kann bislang ausgeschlossen werden. Obwohl zu der Hypothese des
mdglichen genetischen Risikos fur eine vermehrte Expression von TGF-beta1 keine
weiteren Studien von anderen Arbeitsgruppen durchgefihrt wurden, scheinen
erganzende Serien mit noch grofieren Kollektiven zur Verifizierung der Ergebnisse
sinnvoll. Die Bedeutung weiterer Assoziationsstudien begrindet sich in der Tatsache,
dass eine vermehrte Expression von TGF-beta1 in Plaquegwebe von IPP-Patienten
beobachtet wird [38]. Grundlagen dafiur sind die experimentellen Daten eines
Rattenversuchs [37] und das haufige Vorkommen eines Genotyps von TGF-beta1,
der mit der Entstehung von fibrotischen Erkrankungen assoziiert ist. Andere
Steuerungsmechanismen in der Signaltransduktionskette des TGF-beta-Systems, die
eine erhohte Expression in Plaquegewebe von IPP-Patienten erklaren, sollten in

nachfolgenden Studien mit einbezogen werden.

5.4. Alpha-1-Antitrypsin (AAT)

Der Mangel an Alpha-1-Antitrypsin stellt eine der haufigsten erblichen Erkrankungen

dar [40]. Bekannt st bisher der Zusammenhang einer ungehemmten
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Proteasenaktivitat mit der Erkrankung an einem Lungenemphysem bei Erwachsenen
und Lebererkrankungen bei Kindern [24, 40]. Fraglich ist die Beeinflussung des
Kollagenstoffwechsels durch den Proteinaseinhibitor Alpha-1-Antitrypsin im Rahmen
der Atiopathogenese der IPP [40]. Denkbar ist diese Hypothese durch eine erhdhte
Aktivitat von Serumproteasen, die als Folge eines Mangels des Proteinaseinhibitors
auftritt. Bei bestehendem Alpha-1-Antitrypsindefizit im Serum ist eine konsekutiv
erhdohte PMN-Elastase infolge eines inadaquaten Abbaus mdglich. Diese Anderung
der biochemischen Regulation koénnte somit den Einfluss auf den
Kollagenstoffwechsel erklaren. Folge ware eine vermehrte Synthese des Kollagen llI,
welches in Plaques von IPP-Patienten vermehrt nachgewiesen wurde [70, 72]. Eine
Verbindung zur Atiopathogenese der IPP ist auf diesem Weg gegeben. Auch der M.
Dupuytren ist durch eine Veranderung der normalen Kollagenstruktur der
Palmaraponeurose charakterisiert [9, 17]. Eine Zunahme des Verhaltnisses von Typ
Il Kollagen zu Typ | Kollagen wurde beschrieben [17]. Eine Ubertragung dieser
morphologischen Veranderungen des M. Dupuytren auf die IPP erscheint durch die
Koinzidenz beider Erkrankungen moglich. Eine erniedrigte Serumkonzentration von
Alpha-1-Antitrypsin oder PMN-Elastase konnte bei Patienten mit M. Dupuytren von

einer Arbeitsgruppe nicht nachgewiesen werden [44].

5.4.1. Serumspiegel (AAT)

Im Rahmen einer Studie, in der verschiedene Parameter des Kollagenstoffwechsels
bei Patienten mit IPP analysiert wurden, konnte ein signifikant erniedrigter
Serumspiegel von Alpha-1-Antitrypsin bei Patienten mit IPP im Vergleich zu
gesunden Probanden aufgezeigt werden [72]. Dieser Befund wurde sowohl im
peripher venosen Blut als auch im cavernos entnommenen Blut beobachtet [72]. Der
ebenfalls  untersuchte  Kollagenparameter = PMN-Elastase  zeigte  keine
Konzentrationsunterschiede zwischen beiden Kollektiven [72]. Eine genetische
Ursache der erniedrigten Serumkonzentration konnte in dieser Serie nicht identifiziert
werden [72]. 11 IPP-Patienten und 11 Personen einer Kontrollgruppe waren in dieser
Studie eingeschlossen [72]. Basierend auf dieser Datenlage sollten in unserer Studie
diese Ergebnisse weitergehend untersucht werden. Eine prospektive Bestimmung

von Alpha-1-Antitrypsin Serumwerten aus peripher vendésem Blut bei einem
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reprasentativen Kollektiv von 94 |PP-Patienten wurde durchgefihrt. Verglichen
wurden die erhaltenen Werte mit denen von 134 gesunden Knochenmarkspendern.
Bei der Betrachtung dieser beiden Gesamtkollektive konnte zunachst das Ergebnis
der vorangegangenen Studie bestatigt werden. Es zeigte sich ebenfalls ein
signifikant erniedrigter Alpha-1-Antitrypsinspiegel im Serum von IPP-Patienten. Als
stringente Hypothese erschien zu diesem Zeitpunkt die Beeinflussung der Alpha-1-
Antitrypsin-Serumwerte bei der Atiopathogenese der IPP. Ein weitergehender
Versuchsaufbau nach einer genetischen Ursache Uber die Tatsache, dass bei IPP-
Patienten ein erniedrigter Alpha-1-Antitrypsin-Serumspiegel in zwei von einander
unabhangigen Studien gemessen wurde, war die Folgerung.

Da die Altersstrukturen der beiden Kollektive bei den vorangegangenen
Berechnungen keine Berucksichtigung fanden, wurde ein alterskorrelierter Vergleich
der Serumwerte durchgefuhrt. Diese Analyse zeigte keinen signifikanten Unterschied
der Alpha-1-Antitrypsin Serumspiegel mehr auf. Die erforderliche Aufteilung der
Kontrollgruppe fihrte somit zu einem neuen Ergebnis, das nicht den bisher
publizierten Daten entspricht. Die Veranderung des Ergebnisses ist durch die
Kategorisierung der Gruppen zu erklaren. Der statistische Effekt bei der Analyse von
kleinen Kollektiven von 11 bzw. 26 Patienten ist ebenfalls zu berlcksichtigen [12, 42,
72]. Durch Gruppierung der Kontrollgruppe in Alterskategorien kann ein deutliches
Absinken der Serumspiegel im hoheren Lebensalter aufgezeigt werden. Diese
Assoziation wurde nach unserem Kenntnisstand bislang nicht beschrieben, allerdings

bleibt die klinische Relevanz unklar.

5.4.2. Genotypisierung (AAT)

Zahlreiche Varianten des Alpha-1-Antitrypsingens sind bis heute entdeckt worden.
Nur wenige dieser genetischen Abweichungen von den als ,normal® bezeichneten
Gensequenzen M1A und M1V des Alpha-1-Antitrypsingens sind mit einer
Erniedrigung des Serumspiegels dieses Proteinaseinhibitors assoziiert [98]. Am
bekanntesten ist die Z-Variante, die ca. 95% aller klinischen Alpha-1-Antitrypsin
Mangelsyndrome bedingt [98]. In einer vorangegangenen Studie konnte eine
genetische Ursache fur den erniedrigten Alpha-1-Antitrypsinspiegel bei 11 Patienten

mit IPP nicht gefunden werden [70]. Die Darstellung der genetischen Varianten

82



Diskussion

erfolgte in dieser Serie mittels Hybrid-Isoelektrischer-Fokussierung (HIEF) in
Polyacrylamidgelen [70]. Untersucht wurden die drei Genvarianten M, S und Z [70].
Es wurde keine Unterscheidung der einzelnen M-Varianten vorgenommen. Die
Kombinationen dieser drei Genvarianten korrelieren mit unterschiedlichen
Serumkonzentrationen von Alpha-1-Antitrypsin [70]. Die erniedrigten Alpha-1-
Antitrypsin Serumspiegel sollten durch diese Studie erklart werden. Signifikante
Differenzen von Verteilungen der Genotypen zwischen 19 IPP-Patienten und 33
gesunden Personen wurden nicht identifiziert [70]. Unsere genetischen
Untersuchungen an einem Kollektiv von 141 IPP-Patienten und 100 Kontrollen
bestatigen diese Ergebnisse. Es wurden keine signifikanten Unterschiede von
Frequenzen der verschiedenen Varianten gefunden. Diese Daten lassen sich mit den
identischen Plasmakonzentrationen des Proteinaseinhibitors bei alterskorrelierten
Patienten und Kontrollen vereinbaren. Die Analyse der Genvarianten erfolgte in
beiden Studien auf andere Art und Weise. Neben den bekannten S- und Z-
Mutationen wurden vier weitere SNPs des Alpha-1-Antitrypsingens mittels PCR
typisiert und deren Haufigkeiten mit Kontrollkollektiven verglichen. Hier wurde eine
Unterscheidung zwischen der M2- und M3-Variante des Alpha-1-Antitrypsin
vorgenommen. Allerdings sind flr diese beiden Varianten keine Auswirkungen auf
den Serumspiegel des Proteins beschrieben. Eine modifizierte Auswahl der SNPs
ermoglichte ein ,Abdecken® zusatzlicher Genabschnitte, die Einfluss auf die Alpha-1-
Antitrypsinproduktion haben. Zusatzlich zu den Exons, in denen die Varianten M, S
und Z zu finden sind, wurde die Promotorregion und ein SNP aus der 3’-Region
berlUcksichtigt. Des Weiteren sind die demographischen Daten beider
Kollektivgruppen relevant. Die Frequenzen der Genvarianten des Alpha-1-Antitrypsin
verschiedener Populationen weisen deutliche Unterschiede auf [30, 70]. Um eine
abschlielfende Aussage uber die Verteilung der genetischen Varianten machen zu
kdnnen, ware eine Analyse der Daten in Bezug auf das demographische Profil der
Patienten und Kontrollen notwendig. Daten der IPP-Patienten und Kontrollen werden
der lokalen Population zugeschrieben. Eine genaue demographische Analyse wurde
fur beide Kollektive nicht durchgefuhrt. FUr die S- und Z-Varianten, denen die
haufigsten Mangelsyndrome zugeschrieben werden, wurde eine Kontrollgruppe einer
epidemiologischen Studie verwendet [30]. Hierbei wurden die Daten fur die Region
Deutschland fur die statistische Auswertung verwendet [30]. Die Frequenz der S-

Mutation wurde in Deutschland mit 2,2%, die der Z-Mutation mit 0,9% angegeben
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[30]. Wegen des seltenen Vorkommens dieser beiden Varianten wurde auf eine
Aufgliederung in homozygot-wild, heterozygot und homozygot-mutiert verzichtet und
von einer statistischen Analyse dieser Daten abgesehen. In Anbetracht der
Ergebnisse der alterskorrelierten Serumspiegel von Alpha-1-Antitrypsin bei IPP-
Patienten und Kontrollen scheinen in diesem Zusammenhang weitere
Untersuchungen nicht notwendig. Da bei einem kleinen Kollektiv von 43 IPP-
Patienten sowohl eine Bestimmung des Alpha-1-Antitrypsinspiegels als auch eine
Analyse der Genvarianten durchgefuhrt wurde, erschien zunachst eine Studie mit
einem groReren Kollektiv zur Verifizierung der Daten erforderlich. Nach Erkenntnis
Uber den Zusammenhang zwischen Alter der und Serumspiegel von Alpha-1-
Antitrypsin, welche sich aus unseren Studien ergibt, ist eine Assoziation mit der IPP

unwahrscheinlich.

SchluBfolgerungen zu den drei Hypothesen:

1. Die Hypothese, dass die IPP eine durch das HLA-System gesteuerte
Fehlregulation sein konnte, wurde in vorangegangenen Studien nicht eindeutig
geklart. In  Anbetracht der in dieser Arbeit beschriecbenen HLA-
Genotypisierungsergebnisse eines grof’en reprasentativen Kollektivs von IPP-
Patienten und Kontrollen lasst sich eine Assoziation der IPP mit Antigenen des
HLA-Systems anhand der eigenen Resultate ausschlieBen. Da nicht jede
Autoimmunerkrankung HLA-assoziert ist, kann die Theorie einer autoimmunen
Genese der IPP jedoch nicht endgultig verworfen werden.

2. Die beschriebenen Zusammenhange der Atiopathogenese der IPP mit dem
Zytokin TGF-betal erscheinen auch nach Durchfuhrung unsere Analysen
moglich. Eine genetische Ursache fur eine vermehrte Expression von TGF-beta1
sollte aufgezeigt werden. Die statistischen Ergebnisse lassen einen Einfluss von
TGF-beta1 auf die Entstehung des Krankheitsbildes der IPP vermuten.
Genetische Varianten des TGF-betal Gens als Hauptrisikofaktoren zur
Entstehung der IPP zu deklarieren erscheint jedoch unangemessen. Weitere
Untersuchungen sollten in diesem Zusammenhang folgen.

3. Die IPP ist nicht durch einen Mangel an Alpha-1-Antitrysin zu erklaren. Anhand
der alterkorrelierten Studie konnte kein Mangel dieses Proteinaseinhibitors im
Serum bei IPP aufgezeigt werden. Die Genotypisierungen, die in dieser

Untersuchung mit inbegriffen waren, bestatigen diese Aussage.
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6. Zusammenfassung

Folgende Fragestellungen zur bislang ungeklarten Atiopathogenese der IPP wurden

in der vorliegenden Promotionsarbeit bearbeitet.

1. Besteht ein Zusammenhang der IPP mit HLA-Antigenen und handelt es sich
somit wahrscheinlich bei der IPP um eine Autoimmunerkrankung?

2. Haben gemessene Veranderungen der Expression von TGF-betal in Plaques
von IPP-Patienten einen Einfluss auf die Atiopathogenese der IPP?

3. Bestehen erniedrigte Alpha-1-Antitrypsinspiegel im Serum bei IPP-Patienten, und
konnen diese durch Veranderungen des Kollagenstoffwechsels das

Krankheitsbild der IPP hervorrufen?

1. Auf der Grundlage der Hypothese, dass die IPP durch eine immunologische
Fehlregulation bedingt sein konnte und aufgrund des Zusammenhangs des HLA-
B27 Antigen mit lokalen fibrotischen Veranderungen wurden HLA-
Genotypisierungen bei IPP-Patienten durchgefihrt. Bislang wurden verschiedene
Assoziationsstudien zur IPP und Antigenen des HLA-Systems mit uneinheitlichen
Ergebnissen durchgefuhrt. In der vorliegenden Arbeit wurde eine HLA-
Genotypisierung bei 154 |IPP-Patienten durchgefuhrt. Ein signifikanter
Unterschied der Antigenfrequenzen des HLA-Systems zwischen den |PP-
Patienten und den Kontroligruppen konnte nicht beobachtet werden. Aufgrund
dieser Datenlage ist eine Assoziation der IPP mit den Antigenen des HLA-
Systems unwahrscheinlich.

2. Verschiedene Wirkmechanismen von TGF-beta sowie eine erhohte TGF-beta-
Expression in der Tunica albuginea von IPP-Patienten waren Grinde flr
Untersuchungen Uber den Einfluss dieses Zytokins auf die Atiopathogenese der
IPP. Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurde untersucht, ob bei Patienten mit
IPP ein genetisches Risiko fur eine vermehrte TGF-beta1-Expression existiert.
Die vorliegende Arbeit stellt eine Genotypisierung von zwei SNPs im Gen von
TGF-beta1 an einem Kollektiv von 111 IPP-Patienten vor. Die Ergebnisse zeigen
eine erhohte Frequenz des homozygoten Genotyps des SNP G915C bei IPP-
Patienten im Vergleich zu dem Kontrollkollektiv. Dieser homozygote Wildtyp mit
einer erhdhten TGF-beta-Expression assoziiert. Diese genetische Variation

konnte die Pradisposition zur IPP beeinflussen.
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3. Expressionsveranderungen des Proteinaseninhibitor Alpha-1-Antitrypsin werden

mit verschiedenen Erkrankungen in Verbindung gebracht. Es wurde postuliert,
dass ein entdecktes Alpha-1-Antitrypsindefizit bei |PP-Patienten zu einer
vermehrten Aktivitat von Serumproteasen fuhren koénnte. Dies kdnnte den
Kollagenstoffwechsel beeinflussen und die Entstehung der IPP beglnstigen. In
unserer Studie wurde anhand einer reprasentativen Serie von IPP-Patienten und
Kontrollen die Alpha-1-Antitrypsinkonzentration im Serum gemessen werden und
versucht ein genetisches Korrelat fur ein Alpha-1-Antitrypsindefizit aufzuzeigen.
Ein zunachst gefundener Alpha-1-Antitrysinmangel bei IPP-Patienten im
Vergleich zu einem Kontrollkollektiv konnte in der alterskorrelierten
Gegenuberstellung nicht bestatigt werden. Es konnte aber ein signifikantes
Absinken der Alpha-1-Antitrypsinspiegel mit zunehmendem Alter beobachtet
werden. Die Genotypisierungsergebnisse von vier definierten SNPs und den
bekannten S- und Z-Mutationen des Alpha-1-Antitrysingens ergaben keine
signifikanten Unterschiede bezlglich lhrer Frequenzen zwischen Patienten und
Kontrollen. Aufgrund der Daten dieser Studie kann eine Assoziation der IPP mit

Alpha-1-Antitrypsin ausgeschlossen werden.
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Summary:

Because of the unknown pathogenesis of Peyronie’s disease the following questions

have been worked out in this doctoral thesis.

1.

Is there an association among Peyronie’s disease and HLA-antigens? If this is

true, could this be an immunological dysregulation?

. Has TGF-beta1 as an mediator of fibrotic diseases an important impact on the

etiological pathway of Peyronie’s disease?

. Are there decreased alpha-1-antitrypsin levels in patients with Peyronie’s disease

and could this result in a change of collagen metabolism which may have an
influence of the etiopathology of Peyronie’s disease?

. With regard that Peyronie’s disease is based on an immunological dysregulation

and because of the possible association of HLAs and Peyronie’s disease, we
investigated the patients with Peyronie’s disease using the HLA typing. The
possible association of Peyronie’s disease with the HLA system have been
described with heterogeneus results many times before. This prospective study
comprises 154 patients with Peyronie’s. Comparing the results of HLA typing in
our patients with Peyronie’s disease and controls, no significant association has
been occured. The results of this study do not indicate any significant

associations of Peyronie’s disease with the HLA antigens.

. The detection of increased TGF-beta1l expression in plaques of Peyronie’s

disease and the fact that TGF-betal has been implicated in many fibrotic
conditions has provided evidence that this cytokine plays a central role in the
pathogenetic cascade of this entity. The aim of this doctoral thesis was to look for
a genetic predisposition in patients with Peyronie’s disease. In this study we
prospectively investigated the genetic association of distinct TGF-beta1 SNPs in
111 patients. In patients with Peyronie’s disease we found an increased
frequency of the SNP G915C compared the healthy controls. This homozygous
wild-type is associated with an increased TGF-beta1 expression. This genetic
variation may influence the predisposition of Peyronie’s disease, but does not

constitute a mayor risk factor.

87



Summary

3. Many diseases are associated with different expression of the proteinase inhibitor
alpha-1-antitrypsin. In this regard, the influence of alpha-1-antitrypsin has been
suggested to be influential considering the observation, that reduced plasma
levels have been observed in patients with Peyronie’s. It was postulated that
alpha-1-antitrypsin deficiency could lead to higher activity of serum proteases that
could result in a change of collagen metabolism. We prospectively analysed the
alpha-1-antitrypsin levels of patients with Peyronie’s disease compared to healthy
controls. The alpha-1-antitrypsin gene was analysed to investigate whether
mutations of the DNA could explain differences in levels of alpha-1-antitrypsin
expression. The comparison of patients with Peyronie’s disease with the controls
revealed significant decreased alpha-1-antitrypsin levels. Overall the alpha-1-
antitrypsin levels were almost identical when age-matches groups were
compared. We found that the alpha-1-antitrypsin levels decreased significantly
with increasing age. No significant differences occurred concerning the results of
the genotyping of the four SNPs and two further well-known S- and Z-mutations.
Our study indicates that there is no association of Peyronie’s disease with alpha-

1-antitrypin.
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8. Anlagen
8.1. Aufnahmebogen

Name
Datum

Aufnahmebogen 'Induratio Penis Plastica'

Beschwerdebeginn (Monat/Jahr)

Erstes Symptom 0, Deviation [, Schmerz |:|3 Plaque L, ED
Hauptdeviation zur Zeit _ ° O dorsal [, ventral [, links [, rechts
Zusitzliche Deviation zur Zeit ___ ° O, dorsal [, ventral [ links [, rechts
Plaque D,ja Dz nein

Lage O, dorsal [, ventral [, vorne [, mitte [:hinten

Schmerzen zur Zeit 1, Ruhe [, Erektion [, Gv [, keine

Frithere Schmerzen 1, Ruhe [, Erektion [, Gv

Schmerzfrei seit (Monat/Jahr)

Stabile Phase O ja, seit . [, nein

GV zur Zeit ° 0, uneingeschriankt moglich [, leicht eingeschriankt moglich

L, stark eingeschriankt moglich ) unmoglich

Spontane Erektion Oeo Oer Oe Oe3 Opes Os
ED D, nein, Dz ja, seit , Therapie mit , keine Therapie EL
falls ED: Erektionsdauer  min, vorzetige Detumeszenzl:Il nein, Dz ja
Libido L, vollstidndig vorhanden L, reduziert seit ______ Monaten L, fehlend seit ____ Monaten
distale Flacciditiit L, nein, [, ja
Sanduhrphinomen 0, nein, O, ja
Peniles Trauma [} nein, O, ja, wann (Monat/Jahr)
IPP-typ. Begleiterkrankungen 0, nein, 1, ja, 0, Dupuytren rechts, O, Dupuytren links

Vorbehandlung L, nein [, ja, wenn ja, wie

Potaba L, nein, L, ja Wann? von (Monat/Jahr) bis von (Monat/Jahr),
Dosierung ~ x  Beutel/Tabletten

Vitamin E O, nein, O, ja Wann? von (Monat/Jahr) bis von (Monat/Jahr),
Dosierung ~ x
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Intralisional [, nein, O, ja Wann? von (Monat/Jahr) bis von (Monat/Jahr),
insgesamt __ x, Prdparat

ESWT O, nein, O, ja Wann? von (Monat/Jahr) bis von (Monat/Jahr),
insgesamt X, WO

or O, nein, O, ja Wann? (Monat/Jahr), wo Technik

Korperliche Untersuchung

Gyniikomastie [, nein [ ja Behaarung  Tanner (1)

Penis [1,0.B. [, Phimose [, Zustand nach Zirkumzision [ IPP
1. Plaque [, dorsal L, ventrat L, proximal L, mitte [, distat Palpation L. mmxB _ mm
2. Plaque [, dorsal L1, ventrat L, proximal L, mitte [, distat Palpation L. mmxB_ mm
Sono: 1. Plaque L. mmxB_ mm, verkalkt O, nein O, ja
Sono: 2. Plaque L. mmxB_  mm, verkalkt O, nein O, ja

O O

Hoden Palpation [, 0.B. L1, sonstiges

Sonographie O, 0.B. O, sonstiges HV re ml, HV i ml

Prostata  GrofBe Dl 1 Kastanie Dz 1,5 Kastanie EL 2 Kastanie EL. Mandarine D5 > Mandarine

Konsistenz Dlprall [, derb Befund [, unauffillig O, suspekt

SKAT-Test

Prﬁparat Dl PGEI 5 10 20 40 HE (zutreffendes markieren)

Erektionsgrad E_ (5 Deviation Richtung , Grad °
Duplex A. prof. penis re VSM_~~ cm/sec VDM __ cm/sec RI_
Duplex A. prof. penis li VSM ~~ cm/sec VDM ~ cm/sec RI
Labor
Testosteron basal  ng/ml AT1
Therapie
L], Potaba L1, EswT L, plikatur
L. Inzision/Graft

EL Penis-Prothese
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8.2. Auswertungsbogen zur Zytokingenotypisierung

WORKSHEET
Cytokine Genotyping Tray, Lot 3 ITE ””Cllt.l"i |!3Y|!!|3E|r!l

THIRO Rk
B Paliznt E1hale
Name [ Donar B Femals TR ik Tray Exp. Cale

IL-10 Results
Sampks 10, R Enhdate ABOR Tray Dot #
IL-& Rezults

Diszase Relationship to Patiznt 1FN-; Resuls [-max Lot #Baich #

HEH! | 12ee) | AFEF | AE@E | 10080/ | ACRCT | 1BE3B | 1ABAS | ZHMH/ | 2GWGT | 2FMFr | 2EMES | 20D/ | 2CHCT | 28BN | 2AMA
POSTIONS SHTH | 557G/ | SFTF | SEES | 507D/ | SCAC/ | BBTBI | GATAM | BHBHI | BGBGI | EFRF | GEBE/ | SD/BD/ | GCECI | GEEES | GARAS
OHAMH | 9GM1G | eF1F | 9EMME | 901D | oontc | 9BAME | SAM1A | 10HAZH | 10GM2G | 10FM2F | 10EMZE | 100V120 [ 10CA2C | 10B/128 | 104124

RESALTS

[mark pesilive kications)
Fﬂlﬁﬂ'!ﬂ {Ep) 750 125 200 20 E] 200 ) 00 300 E2] 250 176 175 260 250

NegCil | THRG TORE | TORE | TORRE | TORE IL-10 IL-10 IL-10 10 IL-10 IL-E [ IFHEy IFN-y
me promater codan @adon eodon codon pramoiar prometar promoler pramatar promaker promaker | prometar Intron 4 Infon 1
-308A 07 0o 28 ez 10828, BAGT | A0ERG -B10C | -1082A-B19C | B107, 5004 | 8900 -BEC -iric -G +ETAT +HT4A

GG flow)

THF-a [GIA highl

AAhigh)

T!T 4G fhigh)

T!C 4G (high)

T/ G (intermmediats)
CIC GG (intemediate)
TGF-f1 [TT G (intermediat]
CIC G (low)
CIC CIC { o)
TIT CIC {low)
TIC CIC flow]
(GCCAGCL thigh)
(GCC/ACC fintermedate)
GCCIATA (infermediate |
ACCIACC (low)
ACCIATA (low)
ATAATA (low)

i/0 [high

IL6 |GiC fhigh'.
CIC [low]
(11T (highi
IFN-y [TVA(intemediate)
L&A, {low |

IL-10

Test Parlormed by [Ciale

Read by [iales
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ASMA

ATP

bFGF

CRP

CT

CTGF

CTP

ddNTP

DICC

DNA

ED

EDTA

ESWT

EtBr

G-CSF

GSMA

GTP

HLA

HSP 70

ld-2

IL-10

IL-6

Alpha-1-Antitrypsin

Alpha Smooth Muscle Actin
Adenosin Triphosphat

Basic Fibroblast Growth Factor
Komplement

C-reaktives Protein
Computertomographie

Connective Tissue Growth Factor
Cytosine Triphosphat
Dideoxyribonukleotidtriphosphat
Dynamische Infusionskavernosometrie und —graphie
Desoxyribonucleinsaure

Erektile Dysfunktion
Ethylendiamintetraacetat
Extrakorporale Stoliwellentherapie
Ethidium Bromid

Granulocyte Colony Stimulating Factor
Gamma Smooth Muscle Actin
Guanosin Triphosphat

Human Leukozyte Antigen
Hitzeschockprotein 70

Inhibitor of DNA binding 2
Interleukin-10

Interleukin-6
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INF-Gamma

iINOS

IPP

MCP-1

MG

MHC

MRT

NO

NOS

OSF-1

PCR

PCR-SSP

PD

Pl

PMN-Elastase

rDNA
ROS
SKAT
SNP

STD
TGF-beta
TNF-alpha

TTP

Interferon-Gamma

inducible Nitric Oxide Synthase
Induratio penis plastica

Monocyte Chemotactic Protein-1
Molekulargewichtsstandard

Major Histocompatibility Complex
Magnetresonanztomographie

Nitric Oxide

Nitric Oxide Synthase

Osteoblast Stimulating Factor-1
Polymerase Chain Reaction
Polymerase Chain Reaction with Sequence-Specific Primers
Peyronie’s disease
Proteinaseinhibitor
Polymorphkernige-neutrophile Granulozyten-Elastase
ribosomale Desoxyribonukleinsaure
Reactive Oxygen Species
Schwellkdrperautoinjektionstherapie
Single Nucleotid Polymorphism
Sexual Transmitted Disease
Transforming Growth Factor-beta
Tumornekrosefaktor-alpha

Tyrosin Triphosphat
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