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KASUTATUD LUHENDID

a-SMA — alpha smooth muscle actin, silelihase aktiin

bFGF — Basic fibroblast growth factor, aluseline fibroblasti kasvufaktor
CTGF — Connective tissue growth factor, sidekoe kasvufaktor

DAPI — 4',6-diamidino-2-phenylindole, 4',6-diamidino-2-feniiiilindool
DK — Dupuytreni kontraktuur

ECM — Extracellular matrix, ekstratsellulaarne maatriks/rakuvaheaine
FITC — Fluorescein isotiocyanate, fluorestseiin-isototsiianaat

IGF-I1 — Insulin-like growth factor, insuliini tiiiipi kasvufaktorit II

KM — konfokaalmikroskoop

PDGF — Platelet-derived growth factor, vereliistakute kasvufaktor
TGF-B — Transforming growth factor beta, transformeeruv kasvufaktor beeta
TNF — Tumor necrosis factor, tuumor nekroosifaktor

VWF — Von Willebrand'’s factor, Von Willebrandi faktor



SISSEJUHATUS

Dupuytreni kontraktuur (DK) on iilemaailmselt levinud krooniline progresseeruv haigus, mida
iseloomustab kde palmaarfastsia sidekoestumisest tulenev paksenemine, mis pdhjustab
sormede piisivat koverdumist ehk kontraktuuri. Haiguse olemasolu tehakse kindlaks kliinilise
pildi alusel. DK leevendamiseks on mitmed kirurgilised ja mittekirurgilised meetodid, kuid
haiguse tekkepdhjus on teadmata, mistottu ei osata seda ka ennetada. DK pohjustab raskusi

igapdevaelu toimetustega ning see on iiks haiguse uurimise oluline aspekt.

DK korral toimub kontrollimatu miiofibroblastide proliferatsioon, kuhjumine ning kollageeni
produktsioon. Miiofibroblastid on rakud, mis vdivad diferentseeruda silelihasrakkudest,
fibroblastidest ja mesenhiimaalsetest tiivirakkudest. Miiofibroblastide ebanormaalse vohamise
tottu kujunevad haiguse algstaadiumis s6lmed, mis DK siivenedes progresseeruvad iile kée
sidekirme kuni sdrmedeni ning moodustuvad véaadid, mis koosnevad tiilip I kollageeni asemel
tunduvalt paksemast tiitip III kollageenist. Vaadid pdhjustavadki palmaarfastsia ja sormede

poordumatut kontraktsiooni.

Kéesolevas t60s keskendutakse mesenhiimaalsete tiivirakkude olemasolu sedastamisele ning
kontrollimatult prolifereeruvate rakkude asukoha méaidramisele DK koes, kasutades selleks
immunofluorestsentsanaliiiisi meetodit. Antud uurimustdd annab uusi teadmisi DK

molekulaarsete mehhanismide kohta.

Dupuytreni kontraktuur, tiivirakuniss, veresooned, prolifereerumine
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1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Dupuytreni kontraktuuri iildiseloomustus

Dupuytreni  kontraktuur ehk peopesa sidekirme fibromatoos on pihukilekddluse
paksenemisega kaasnev iihe vOi mitme sdrme kontraktuur. Enamasti on haaratud neljas ja
viies sOrm, harvemini kolmas sorm, erandlikel juhtudel ka pdéial voi nimetissdrm. Aastate
jooksul siiveneb sormede sirutuspuudulikkus, mis vOib 16puks viia sdrmede konksu
tombumiseni ehk kontraktuurini (Peetsalu, 2007). Peamiselt vaevab haigus mehi, naistel
esineb haigus harvemini. Alates 90ndast eluaastast esineb aga DK haigeid vdrdselt nii naiste
kui meeste hulgas (Anthony jt., 2008). DK riskifaktoriteks on alkoholi kuritarvitamine,
diabeet, epilepsia, parilikkus, raske fiiiisiline t60, suitsetamine, siidame- ja
veresoonkonnahaigused ning trauma (Descatha, 2012; Hindocha jt., 2006; Rayan, 2007).
Inimesel, kellel esineb DK, on sarnane oodatav keskmine eluiga haigust mittepodeva
inimesega (Millesi, 2012).

DK esmakirjeldaja oli Felix Platter 1614. aastal (Elliot, 1999). Laiemalt sai DK tuntuks tinu
Baron Guillaume Dupuytrenile, kes kirjeldas esimesena haiguse kirurgilist korrektsiooni
(Dupuytren, 1834; Elliot, 1999). Uurimuste kohaselt périneb haigus keldi ja germaani
hdimkonnast, kes juba sajandeid tagasi migreerusid Pdhja-Euroopasse. Inimeste véljardnne on
pohjustanud haiguse levikut ka Pohja-Ameerikasse ja Austraaliasse (O’Gorman jt., 2010).
Huvitavaks teeb DK puhul asjaolu, et haigus on vihe levinud aafriklaste ning aasialaste seas
(Mikkelsen, 1972).

1.1.1 Dupuytreni kontraktuuri staadiumid

DK kulgu saab jaotada prolifereerumise, involutsiooni ja 1dppstaadiumiks. Prolifereerumise
ehk vohamise staadiumis toimuvad muutused nii naha struktuuris kui elastsuses.
Ebanormaalselt vohavatest miiofibroblastidest areneb sdlm, mis on omavahel nahka ja kée
palmaarfastsiat siduv pehme koemass (Fitzgerald jt., 1999; Hindocha jt., 2009). S6lmed on
valutud, kuid nad vdivad suurenedes tekitada ebamugavustunnet. Liigesekapsli poletiku

tekkides voivad solmed muutuda valulikuks (Rayan, 2007).

Involutsiooni  staadiumis hakkavad kaduvatest sOlmedest tekkima vaddid. Vaadi
moodustumine v3ib toimuda ka sdlme kadumiseta (McFarlane, 1974). Viitide moodustumise
algstaadiumis on raske tépselt vahet teha, kust algab voi 16peb vaét ning kust solm. Peamiseks

haaratud rakutiitibiks selles staadiumis on miiofibroblastid.
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Loppstaadiumis algab sdlmede ning miiofibroblastide kadumine. Jddvad alles vadadid, mis
sisaldavad peamiselt kollageeni ja vdhesel médral ka miiofibroblaste (Rayan, 2007). Vaadid
pohjustavad sormede kontraktuuri ning selle tottu vdheneb kde normaalne funktsioon.
Peopesa sidekirmes on tiilip I kollageen asendunud tiiiip III kollageeniga, mis on tunduvalt
paksem ja vidhem elastsem. DK 10ppfaasi kontraktuur on poérdumatu (Fitzgerald jt., 1999;
Hindocha jt., 2009).

1.2 DK Kkliiniline pilt ning peamised ravimeetodid
1.2.1 DK kliiniline pilt ja diagnostika

DK on varajases staadiumis raskesti diagnoositav haigus, kuna nahas ning nahaaluses koes
toimuvad muutused ei pruugi kohe tdhendada antud haigust. Esmastele viheméargatavatele
muutustele nahas jargneb noodulite ehk sdlmede moodustumine ning aja moéddudes tekkinud
solmede degenereerumine. Solmede degeneerumisele jargneb omakorda véitide
moodustumine, mis toob kaasa poordumatu sdrmede ja palmaarfastsia kdoverdumise. DK
mdjul naha elastsus viheneb ning selle seotus nahaaluse fastsiaga muutub. Haiguse arenedes
tekkinud sidekoelised kiud tdmbavad nahka sissepoole, nahk muutub kortsuliseks ning
peopessa tekivad vaod. Nimetatud muutused on DK varajasteks stimptomiteks. Tavaliselt
eelneb palmaarfastsia kontraktuur sormede koverdumisele, kuid haigus voib alguse saada ning
piisima jddda vaid sdrmede piirkonda peopesa haaramata (Fitzgerald jt., 1999; Hindocha jt.,
2009).

Viljakujunenud DK on vdimalik vdga lihtsalt kindlaks teha Huestoni lauapinna testi abil.
Testi tegemiseks asetab patsient oma kde lauapinnale. Tulemus on negatiivne, kui kési on
lauapinnaga samas tasapinnas ning positiivne, kui kaitt on vdimatu tdiesti sirgelt laua
tasapinnale asetada ning laua ja peopesa vahele jddb pastapliiatsi suurune vahe (Hueston,
1982).



Joonis 1. Dupuytreni kontraktuur. Dupuytreni kontraktuur (A) vasaku kde véiksel ning
nimeta sormel ja (B) parema kde nimeta sormel.

DK pohjuslikku ravi ei ole ning haigust pole voimalik ennetada. Peale kirurgilist ravi voib
haigus retsidiveeruda kas samas kohas voi alguse saada ka uuest kohast. Retsidiveerumise
risk on suurem indiviididel, kelle suguvosas on inimesi, kes pdevad sarnaseid haigusi nagu
DK (néditeks Peyronie tobi, tallasidekirme fibromatoos, sdrmenuki-mdhnuspaksendid) ning

kes on alla viiekiimne eluaasta vanad (Abe jt., 2004).
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1.2.2 Mittekirurgiline ravi

DK ravi peamiseks eesmdrgiks on normaalse kée funktsiooni ning sdrmede liikuvuse
taastamine kas kirurgiliste voi mittekirurgiliste ravivotetega. Seejuures on Kirurgiline ravi
osutunud mittekirurgilistest ravimeetoditest efektiivsemaks (van Rijssen ja Werker, 2009).
Peamisteks  mittekirurgilisteks ravimeetoditeks on kéeharjutused, fiisioteraapilised

protseduurid, lahased ning Kiiritus- ja kollagenaasravi (Birks, 2010).

R. Finney oli esimene, kes kirjeldas 1955. aastal kiiritusravi mdju DK-le (Finney, 1955).
Kiiritusravi on kdige suurema mojuga haiguse algstaadiumis, kus kiiritamine pidurdab
haiguse kulgu (Keilholz jt., 1996). Kiiritusravi kahjulikkus soltub kiiritusdoosist. Peamisteks
korvalndhtudeks on naha kuivus, punetus ning on vdimalik isegi nahavahi teke (Falter jt.,
1991).

Viimasel ajal on publitseeritud palju teadusartikleid kollagenaasi kasutamisest DK raviks.
Antud juhul kasutatakse bakterist Clostridium histolyticum eraldatud kollagenaasi, mida
stistitakse kollageenivaiti (Badalamente ja Hurst, 2000; Badalamente ja Hurst, 2007; Hurst jt.,
2009). Kollagenaas ei tee vahet haigel ja normaalsel koel ning seetottu degradeeritakse nii
haiges koes esinevat paksu tiiiip III kollageeni kui Kka tiiiip I kollageeni. Narvikude koosneb
titip 11, XVI ja XXVIII kollageenidest, mida ravis kasutatav ensiitim ei mojuta (Hart, 2012).
Olenemata kollagenaasravi edukusest, on see uudne ravimeetod ning seetdttu pole veel laialt

levinud.

DK paksenenud fastsia 10hustamiseks on kasutatud ka mitmeid teisi aineid, kuid norga
raviefekti tottu on nende kasutamisest loobutud. Nendeks aineteks olid nditeks pepsiin,
triipsiin, hiialiironidaas ning tiosiinamiin (van Rijssen ja Werker, 2009). Lisaks on leitud, et
rasvkoest ja luuiidist parinevad mesenhiimaalsed tiivirakud eritavad mitmeid lahustuvaid
aineid, mis inhibeerivad DK miiofibroblastide prolifereerumist. Selliste lahustuvate ainete

kasutamine avaks uued voimalused mittekirurgiliseks DK raviks (Verhoekx jt., 2013).
1.2.3 Kirurgiline ravi

Kirurgilise ravi peamine eesmérk on taastada kde normaalne funktsioon. Pohilisteks
kirurgilisteks ravimeetoditeks on fastsiotoomia ja erinevad fastsiektoomia alaliigid nagu
radikaalne-, segmentaalne-, dermo-, nahakaudse noela fastsicktoomia ning lisaks McCashi

avatud peopesa tehnika (Bayat ja McGrouther, 2006).



Juba 1778. aastal pakkus Richard Whitfield palmaarfastsia fastsiotoomiat DK ravimiseks
(Osterman jt., 2012). Fastsiotoomia pohimote seisneb moodustunud kollageenivaitide

labildikamises, haiguslikku kude ei eemaldata (Shaw jt., 2007).

Kodige levinumaks operatsiooniks DK ravis on fastsiektoomia. Fastsiektoomia puhul
eraldatakse haiguslik kude, tiritades mitte kahjustada niarve ning haigusest puutumata jaanud
fastsiat. Operatsioon tuleks 1dbi viia enne, kui sorme kontraktsioon on alla 60-ne kraadi voi
siis, kui esinevad valulikud sdlmed. Fastsiektoomia puuduseks on pikk taastumisaeg, kuni
kuus niddalat (van Rijssen ja Werker, 2009). Antud meetod on laialt levinud, kuna

retsidiveerumise toenédosus kolme aasta méddudes on 8,7% (van Rijssen jt., 2012).

1950ndatel oli populaarseks operatsioonimeetodiks radikaalne fastsiektoomia, kuid mitmete
komplikatsioonide tottu seda enam ei teostata. Radikaalse fastsiektoomia puhul eemaldatakse
kogu haiguslik kontrakteerunud palmaarfastsia ning ka kude, mis ei ole otseselt patoloogilise
koega seotud. Selle meetodi puhul siilitatakse vaid nahk (Chick ja Lister, 1991; Shaw ijt.,
2007).

Segmentaalne fastsiektoomia on fastsiektoomia alaliik, kus eemaldatakse iihe sentimeetri
suurused haigestunud palmaarfastsia segmendid. Tihti eemaldatakse ka kdige prominentsem
s0lm. Pérast operatsiooni pole sormed jdigad ning suured komplikatsioonid hoitakse dra, kuna
pole vajadust ulatuslikke sisseldoikeid teha. Antud meetodi rakendamine védhendab

taastumisaega, kuid haiguse retsidiveerumise tdendosus jadb samaks (Moermans, 1996).

Dermofastsiektoomia puhul eemaldatakse kogu haiguslik kude ning ka seda kattev nahk.
Opereeritud kohale siirdatakse uus nahk. Antud meetodit kasutatakse haiguse retsidiivide
korral. Dermofastsiektoomia rakendamisel on retsidiveerumise tdendosus parast 58 kuud
8.4% (Armstrong jt., 2000; Shaw jt., 2007). Lisaks tavalistele komplikatsioonidele kaasnevad
antud operatsiooniga ka naha siirdamisega seotud riskid, nagu naha dratdukereaktsioon (van
Rijssen ja Werker, 2009).

Nahakaudse noela fastsiektoomia meetodi puhul ldbistatakse kohaliku tuimestuse jérel
ndeltega nahk ning 15igatakse vOi ldbistatakse haiguslikud véadid. Protseduur on laialt
kasutatav, kuna taastumisaeg on lithike, ning meetod on minimaalselt invasiivne. Antud
meetodi puudusteks on suur retsidiveerumise tdendosus - 65% 32 kuu jooksul (van Rijssen jt.,
2012). Tihti on peale nahakaudse noela fastsiektoomia rakendamist siiski vaja kasutada ka
monda eelnevalt nimetatud operatiivsetest meetoditest (van Rijssen ja Werker, 2006; van
Rijssen jt., 2006).
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McCashi avatud peopesa tehnika puhul tehakse pikildiked pihukilekdodlusesse ning haav
jaetakse pikemaks ajaks avatuks. Antud operatsiooni puhul on taastumine teistest
kirurgilistest meetoditest pikaajalisem. Samuti on McCashi avatud peopesa tehnika puhul suur

komplikatsioonide oht ja seetottu kasutatakse antud meetodit vihe (McCash, 1964).

Koikide meetodite puhul on levinumateks operatsioonijargseteks komplikatsioonideks
nirvide ja veresoonte kahjustused, hematoomid, pdletik ning kée tundlikkuse vdhenemine.
Seetottu peab operatsioonijargselt alustama fiisioteraapiaga, et taastada kde lihasjoudlus ning
dara hoida liigeste jdikuse teke. Fiisioteraapia on vajalik, et taastada kde normaalse funktsioon
ja dra hoida operatsioonijargsed komplikatsioonid. Sellegipoolest voib olenemata raviviisi

valikust ning selle edukusest DK retsidiveeruda (Peetsalu, 2007).

1.3 DK korral koe tasandil toimuvad muutused

On tdestatud, et miiofibroblastid on peamiseks haaratud rakutiiiibiks DK-s ja nad vastutavad
védtide ning kontraktuuri tekke eest, olles peamiseks kollageeni allikaks DK koes (Hinz ja
Gabbiani, 2012; Tomasek jt., 2002). Miiofibroblastidele on iseloomulikud nii fibroblastide kui
ka silelihasrakkude omadused (Gabbiani ja Majno, 1972; Shih ja Bayat, 2010).
Miiofibroblastid voivad pédrineda fibroblastidest, silelihasrakkudest, peritsiilitidest ja
mesenhiimaalsetest tiivirakkudest (Gabbiani ja Majno, 1972). DK s6lmed ja vaadid sisaldavad
suuremal hulgal o-silelihas aktiini (a-SMA, ingl alpha smooth muscle actin), mis on
iseloomulik just miiofibroblastidele (Igbal jt., 2012).

Miiofibroblastid ekspresseerivad normaalses koes tiilip I kollageeni, mis on ekstratsellulaarse
maatriksi (ECM, ingl Extracellular matrix) peamine komponent (Hinz, 2007). Haava
paranemise protsessis hakkavad miiofibroblastid tootma tiitip IIl1 kollageeni (Gabbiani jt.,
1976). Arvatakse, et DK korral toimub ebatiiiipiline ja ilemddrane haava paranemise protsess,
mis on vahendatud ECM-i ning miofibroblastidest toodetud kollageensete Kkiudude
interaktsioonide poolt (Hart, 2012). DK sisaldab tiitip I kollageenkihi asemel tiitip III
kollageenkihti (Murrell, 1991). Tiiip III kollageen on tunduvalt paksem kui tiilip I kollageen
(Hanyu jt., 1984; Melling jt., 2000; Melling jt., 1999). Arvatakse, et DK peamiseks
mehhanismiks v3ib olla miiofibroblastide 10plik diferentseerumine ja apoptoos, millega
kaasneb kollageen Il rikka ECM-i moodustumine (Desmouliere jt., 1997; Wilutzky jt., 1998).
Ka DK koe rakkude apoptoosimehhanismides on leitud muutusi (Wilutzky jt., 1998).
Apoptoosi esilekutsujateks on siin geenid ced-3 ja c-Myc, transformeeruv kasvufaktor beeta

(TGF-B, ingl Transforming growth factor beta), tuumor nekroosifaktor (TNF, ingl Tumor
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necrosis factor) ning vereliistakute kasvufaktor (PDGF, ingl Platelet-derived growth factor)
(Desmoulieére jt., 1995).

Selleks, et moista DK olemust, on oluline teada jagunevate miiofibroblastide allikat.
Miiofibroblastid moodustuvad mesenhiimaalsetest tiivirakkudest périnevatest fibroblastidest.
Et teada saada, kas mesenhiimaalsed tiivirakud esinevad DK koes, uurisid Hindocha S. jt.
titvirakkude esinemist DK sdlmedes, vaitides, sdlmede {imber paiknevas rasvkoes ning sdlmi
katvas nahas. Kontrollriihmaks valiti karpaalkanali siindroomiga patsiendid ning vorreldi
saadud tulemusi omavahel. Antud katsetega uuriti, kas ka teised palmaarfastsia osad, nagu
sO0lmi kattev nahk ning sGlmede iimber paiknev rasvkude, voiksid olla potentsiaalseteks
rakkude ebanormaalse prolifereerumise asukohtadeks. Katsete tulemusena selgus, et vorreldes
normaalse koega sisaldab DK kude enam CD13, CD29 ja CD166 positiivseid rakke. CD13 ja
CD29 on rasvkoes leiduvate mesenhiimaalsete tiivirakkude markerid. DK haigete inimeste
sOlmi {imbritsevas rasvkoes esinev korgenenud tiivirakumarkerite ekspressioonitase voib
viidata ebanormaalsele rasvkoe esinemisele DK koes ning see voib seletada, miks on DK nii
suure retsidiveeruvusega haigus (Hindocha jt., 2011). Solmi katvast nahast ja solmi
timbritsevast rasvkoest parinevad mesenhiimaalsed tiivirakud vodivad diferentseeruda DK
korral ~miiofibroblastideks, mis prolifereeruvad ja 16ppkokkuvdttes pohjustavad

kontraktsiooni.

Mesenhiimaalsed tiivirakud on voimelised diferentseeruma palmaarfastsia, rasvkoe ja dermise
rakkudeks (Azzarone jt., 1983). Rahvusvahelise rakuteraapia iihingu poolt on kinnitatud, et
mesenhiimaalsed tiivirakud ekspresseerivad markereid CD73, CD90 ja CD105 ning samas ei
ekspresseeri CD14, CD34 ja CD45 markereid. Lisaks eelpool mainitud tunnustele on nad
kultiveeritavad ja voimelised in vitro tingimustes diferentseeruma adipotsiiitideks,

kondroblastideks ning osteoblastideks (Dominici jt., 2006).

Moni aasta tagasi leidsid Igbal S. jt. (2012) DK sdlmi katvast nahast ja sdlmi timbritsevast
rasvkoest mesenhiimaalsete tiivirakkude tunnustega CD34 negatiivseid ja CD73, CD90 ja
CD105 positiivseid rakke, ning tidnu sellele voib viita, et DK struktuure imbritsev kude
sisaldab mesenhiimaalseid tiivirakke (Igbal jt., 2012). Lisaks eelnevalt mainitud Hindocha S.
jt katsetele leiti, et varastel hematopoeetilistel tiivirakkudel ekspresseerub pinnamarker CD34,
mille positiivseid rakke oli vordselt koikides uuritud DK kudedes. CD34 suurem
ekspresseeritus viitab suurenenud veresoonte hulgale DK koes (Hindocha jt., 2011).
Mesenhiimaalsete tiivirakkude paiknemine veresoonte vahetus ldheduses vdimaldab neil

Kiirelt levida vigastatud kohta (Meirelles Lda jt., 2009).
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Lisaks esines DK koes korgenenud CD90 ja CD166 pinnamarkerite ekspressioon (Hindocha
jt., 2011). CD90 on hematopoeetiline marker, mida on leitud fibroblastidest ning
mesenhiimaalsetest tiivirakkudest. Peale selle on CD90 ka apoptoosi ja nekroosi marker
(Campioni jt.,, 2009; Hindocha jt.,, 2011; Rege ja Hagood, 2006). Tema kdrgenenud
ekspressioonitase DK koes voib viidata rakulistele muutustele ja nekroosile. Apoptoosi ning
CD90 positiivset signaali andvate rakkude omavahelist seost pole veel uuritud. CD166 on
angiogeneesi marker ning tema ekspressioon DK koes viitab intensiivistunud angiogeneesile,
seda toetab ka CD34 ekspressiooni tous DK koes (Hindocha jt., 2011).

Nendest andmetest tulenevalt v3ib jareldada, et mesenhiimaalsed tiivirakud on eeldatavaks
miiofibroblastide allikaks DK koes, kuid see vajab edasist uurimist (Berndt jt., 1994; McCann
jt., 1993; Verjee jt., 2010). Niinimetatud DK tiivirakkude identifitseerimine ning kirjeldamine
aitab paremini aru saada DK tekkemehhanismidest ning vdib anda edasisi juhtnoore haiguse

ravi efektiivsemaks muutmisel.

ECM on struktuurne element, mis pakub miiofibroblastidele stabiilset toestavat keskkonda
(Discher jt., 2009; Frantz jt., 2010; Hynes, 2012; Macri jt., 2007; Ozbek jt., 2010; Schultz ja
Wysocki, 2009). Lisaks toestavale funktsioonile on ECM komponentidel kasvufaktorite ja
teiste bioaktiivsete faktorite sisalduse tottu ka regulatiivne tilesanne (Klingberg jt., 2013).
Fibroblastide poolt asustatud kollageeniplaadil on in vitro tingimustes niidatud, et
kollagenaasi madala taseme puhul ei toimu kollagenoliiiisi ja seega on soodustatud kollageeni
stintees ning ladustamine. Miofibroblastide poolt toodetud kollageenikimpude tdttu on

fibrootilised haiguskolded rigiidsed (Robson, 2003).

DK iiheks tunnuseks on ECM-i ebakorrapiarane paiknemine (Alfonso-Rodriguez jt., 2014).
DK korral on niidatud muutusi ECM-i struktuursetes valkudes nagu tiilip I kollageenis, tiitip
Il kollageenis, tenastsiin-C-s ja mitmetes laminiinides (Berndt jt., 1994). TGF-B stimuleerib
pohiliste ECM-i komponentide fibronektiini ja tiiiip I kollageeni ekspressioonitaseme tdusu.
DK tekkiv jiik ECM pohjustab tugevamat miiofibroblastide kontraktsiooni ning suurendab
ECM-i produktsiooni, mis muudab selle jarjest jaigemaks (Krause jt., 2011).
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1.4 Kasvufaktorid ja rakkude jagunemist reguleerivad signaalirajad DK

patogeneesis

ECM omab lisaks rakke toestavale funktsioonile ka kasvufaktoreid hoiustavat funktsiooni.
Peamised kasvufaktorid ja signaalirajad, mida peetakse oluliseks DK arengus, on
transformeeruv kasvufaktor beeta (TGF-, ingl Transforming growth factor beta), aluseline
fibroblasti kasvufaktor (bFGF, ingl Basic fibroblast growth factor), sidekoe kasvufaktor
(CTGF, ingl Connective tissue growth factor), insuliini tiiipi kasvufaktor Il (IGF-II, ingl
Insulin-like growth factor 2), MAP Kkinaasirada ja AKT signaalirada. DK rakkude
proteoomika ja transkriptoomi analiilisid on ndidanud, et TGF-B, MAP kinaasi ja AKT
signaalirajad méngivad olulist rolli rakkude proliferatsioonis ja fibroosis (Kraljevic Pavelic jt.,
2009; Rehman jt., 2011).

TGF-B on peamine tsiitokiin, mis normaalses koes vastutab koe regeneratsiooni eest, kuid
osaleb ka patoloogilise koe fibroosiprotsessis (O'Kane ja Ferguson, 1997). TGF-B indutseerib
haiguslikes palmaarfastsia rakkudes kollageeni tootmist (Badalamente ja Hurst, 1999; Hurst
ja Badalamente, 1999; Lee jt., 1999). DK korral on TGF-B ekspressioonitase suurenenud ja
aktiivsus on seotud mitogeense aktiveeritud valgu ERK1/2 MAP Kkinaasi rajaga. Samuti
seostatakse suurenenud TGF-f ekspressiooni a-SMA, CTGF-i, fibronektiini ja kollageenide
suurenenud siinteesiga (Krause jt., 2011). TGF-B vahendab fibroblastide diferentseerumist
miiofibroblastideks, mille tagajérjel suureneb ECM komponentide tootmine (Kraljevic
Pavelic jt., 2009). Kui inhibeerida DK fibroblastides spetsiifiliste inhibiitorite abil TGF-§ ja
ERK1/2 MAP signaalirada, siis toimub ka rakkude proliferatsiooni blokeerimine. Uurimustest
selgub, et MAP Kinaasi raja inhibiitorite kasutamisel viheneb ka fibroblastide kontraktiilsus.
Seetdttu on TGF-f ja ERKI1/2 MAP kinaasi signalisatsioonirajad uuteks DK ravi
sihtmérkideks. Lisaks vdivad eelpool nimetatud radade inhibiitorid dra hoida ka DK retsidiive
(Krause jt., 2011)

DK patogenees on seotud ka AKT signaalirajaga, mida indutseerivad peamiselt kasvufaktorid
(Kraljevic Pavelic jt., 2009). Meie toogrupp leidis, et AKT valgu fosforiileerimine toimub
véikestes veresoontes ning prolifereeruvad rakud paiknevad nende vahetus ldheduses.
Seejuures olid pohilisteks prolifereeruvateks rakkudeks miiofibroblastid véikeste veresoonte
vilises seina. Lisaks leidsime, et DK kude sisaldas suurenenud hulgal CTGF, bFGF ja IGF-2.
IGF-2 esines vaid DK koes, kuid CTGF ekspresseerus ka DK koe ldheduses asuvates

higinddrmete aatsinustes (Viil jt., 2015).
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bFGF on varem leitud miiofibroblastidest, mis timbritsevad veresooni. Lisaks on bFGF leitud
ka prolifereeruvatest endoteelirakkudest, mis asuvad valdavalt viikestes ja sulgunud
veresoontes ning higindarmetes, mis DK puhul ise ka bFGF-i siinteesivad (Gonzalez jt.,
1992).

1.5 Koespetsiifilised tiivirakud ning tiivirakunisi olemus ja iilesanded

Tiivirakud on prolifereerumisvdimelised diferentseerumata rakud, mida leidub erinevates
hulkraksete organismide kudedes. Tiivirakk on vdimeline arenema kindla funktsiooniga
rakuks vOi jagunema mitoosi teel uueks diferentseerumata tiivirakuks (Calabrese jt., 2007).
Tiivirakkude arv organismis on vahendatud signaalide abil (Scadden, 2006). Tiivirakud
eelistavad paikneda hulganisti koos ning diferentseerudes moodustavad nad kudesid, mis on
korgemate eluvormide aluseks. Tivirakkude diferentseerumise suuna kujunemisel omavad
suurt tahtsust rakud ise, tekkimise asukoht, maatriksi gliikoproteiinid, rakkude- ja
molekulidevahelised kontaktid ning rakkudevahelised interaktsioonid. Tdiskasvanud rakud ja
rakkudevahelised tlihendused ning erinevad sekreteeritavad faktorid siilitavad tiivirakke

puhkeolekus (Calabrese jt., 2007).

Tiivirakke méératletakse asukoha jargi ning nende kogumikud moodustavad keskkonna, mida
nimetatakse tlivirakuniSiks (Scadden, 2006). Inimesel on kirjeldatud embriionaalseid ja
tdiskasvanud tiivirakke, millest viimastel on ilma tiivirakuniSita piiratud jagunemisvdime.
Sellised rakud on nditeks hematopoeetilised tiivirakud, mis tagavad kogu vere- ja
immuunsiisteemi regeneratsiooni. llma kindla anatoomilise asukoha ning tiivirakuniSita ei
oma tlivirakud kindlat funktsiooni. Tiivirakuni$$ tagab tlivirakkude pilisimajdédmise ja edasise
saatuse, mojutades nende funktsiooni ning vastutades nende stabiilse arvu eest organismis
(Putnam, 2014). Ilma tiivirakuniSita rakkude arv organismis vdheneks voi toimuks hoopis
nende ebanormaalne vohamine. Tiivirakuni$$ moodustab koe fiisioloogilise pdhiiiksuse aluse.
Need on spetsiifilised kohad, mis reguleerivad kudede arengut, toimetulekut ning taastamist.
Tiivirakuni$i ja tiivirakkude vastastikune moju moodustab diinaamilise siisteemi, mis on
vajalik kudede piisimiseks. Tiivirakuni§i moodustavateks faktoriteks on lahustunud ja
lahustumata ained, ECM ning teiste rakkude poolt avaldatavad mojutused. Tivirakunisist
oleneb tiivirakkude diferentseerumise tase ning selle kaudu vastutab ta koe homdoostaasi eest
(Scadden, 2006). TivirakuniSid paiknevad enamasti veresoonte vahetus ldheduses (Putnam,
2014). Paiknemine véikestes veresoontes, vOi nende vahetus ldheduses, voimaldab
tiivirakkudel kergesti saada erinevaid signaale iile organismi (Scadden, 2006). Tiivirakunisi

timberkorraldamine ja organiseerimine on oluline ning pidev. Kui vajaminevate signaalide
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ekspresseerumises toimuksid héired, viiks see rakkude ebanormaalsele paigutumisele. Haire
tilvirakunisis vOib tekitada erinevaid patoloogiaid nii tlivirakkudele kui ka teistele

sihtmérkidele ning isegi pdhjustada kasvaja arengu (Scadden, 2006).

1.6 Veresoontelidhedased tiivirakuniSid

Varem on ndidatud, et ajukasvajate tiivirakud paiknevad peamiselt viikeste kapillaaride
laheduses. Ajukasvajate korral on veresoonteldhedased tiivirakunisid ebanormaalsed ning nad
mojutavad otseselt kasvajalikke tiivirakke ning ka kasvaja arengut. Ajukasvaja
veresoontevorgustik tagab sobiva tiivirakuni$i keskkonna ja tingimused, mis vdimaldavad
vahitiivirakkude piisimise multipotentsel kujul. Lisaks sellele voib tiivirakuni$$ pakkuda ka
kaitsvat rolli viliste tegurite eest, nagu keemia- ja kiiritusravi, tinu millele on kasvajad
voimelised retsidiveeruma. On 1dbi viidud katseid angiogeneesi ja veresoonte hulga
vihendamiseks, mille tulemusena on peetunud ka kasvaja areng (Calabrese jt., 2007). Sellest
voib jareldada, et vidikesed veresooned kiituvad tiivirakuniSina ka kasvajalikus ajukoes
(Calabrese jt., 2007; Paul jt., 2012).

Meie toogrupp vottis aluseks nimetatud info uurimaks prolifereeruvate rakkude paiknemist
DK koes ning leidis, et ka meie uuritavad prolifereeruvad rakud asusid enamasti viikestes

veresoontes vOi nende vahetus laheduses (Viil jt., 2015).
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2 EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Too eesmirgid

1. Uurida, kas DK koes esineb mesenhiimaalseid tiivirakke, mis on kolmikpositiivsed
markeritele CD73, CD90 ja CD105;

2. Leida ja kirjeldada DK koes prolifereeruvate rakkude tdpset asukohta, mis voiks olla

aluseks haiguse tekkele ja selle progresseerumisele.
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2.2 Materjal ja metoodika
2.2.1 DK proovid

DK haigetelt voeti koeproovid avatud radikaalse fastsiektoomia abil, eemaldades kogu
haiguslik kontakteerunud palmaarfastsia. S6lmed eraldati DK véaitidest ning sisestati Tissue-
Tek O.C.T. segusse (Sakura Finetek, USA). Sisestatud proovid kiilmutati vedelas
lammastikus ning hoiustati - 80°C juures. Koeproovide votmine ja edasine to6tlemine on

kooskdlastatud Tartu Ulikooli Inimuuringute Eetikakomiteega (loa nr 221/M-34).

2.2.2 Immunofluorestsentsanaliiiis

Kiilmutatud proovidest 16igati 10 um paksused koeldigud ja asetati alusklaasile (Starfrost,
KnittelGlass, Saksamaa). Loike fikseeriti 4%-lises paraformaldehiiiidis 10 minutit, seejarel
pesti 1x PBS lahusega 2x2 minutit. Permeabiliseerimine toimus 0,1% Triton X-100 lahusega
10 minuti jooksul, millele jargnes pesu 1x PBS lahusega 2x2 minutit. Jdrgnevalt blokeeriti
16ike 4% kitse seerumit sisaldavas PBS lahuses tund aega. Peale blokeerimist inkubeeriti
koeldike primaarsete antikehadega tund aega ning pesti 1x PBS lahusega 3x5 minutit. Sellele
jargnes 45-minutiline inkubatsioon fluorokroomiga maérgistatud sekundaarsete antikehadega
(1:21000, Thermo Fisher Scientific) ning pesu 1x PBS lahusega 3x5 minutit. Inkubatsioonil
CD105-FITC (fluorestseiin-isotiotsiianaat) konjugaadiga mérgistati proovid primaarsete ning
seejarel sekundaarsete antikehadega nagu vastavalt eespool esitatud kirjeldusele ning seejérel
blokeeriti proovid tund aega 4% kiiiiliku seerumit sisaldavas PBS lahuses, mis sisaldas
mittespetsiifilisi hiire immunoglobuliine (1:200, Santa Cruz Biotechnology). Edaspidi
inkubeeriti proovid CD105-FITC konjugaadiga iihe tunni jooksul ning pesti 16ike 1x PBS
lahusega 3x5 minutit. Seejérel toimus inkubeerimine kiiiilikus toodetud FITCi vastase Alexa
Fluor 488-konjugeeritud sekundaarse antikehaga 45 minutit (1:500, Thermo Fisher
Scientific), millele jérgnes pesemine 1x PBS lahusega 3x5 minutit. Rakutuumad tehti
ndhtavaks DAPI lahusega (1pg/ml, Sigma), millele jérgnes pesemine 1x PBS lahusega 2
minutit. Proovid sulundati sulundusvedelikuga (Dako, Taani). Koik ilaltoodud

immunofluorestsentsprotseduurid toimusid toatemperatuuril.

Konfokaalmikroskoobi (KM) analiiiisi jaoks fikseeriti 60 pum paksused koeldigud 4%
paraformaldehiiiidis 12 minutit. Sellele jidrgnes pesu 1x PBS lahusega 3x5 minutit ning
blokeerimine koos permeabiliseerimisega tund aega 4% Kkitse seerumit sisaldavas PBS
lahuses, kuhu oli lisatud 0,5% Triton X-100 lahust. Jargnevalt inkubeeriti proove iile6o 4°C

juures primaarsete antikehadega, kuhu oli lisatud 0,5% Triton X-100. Pesu viidi 1dbi 3x40
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minutiliste intervallidega 1x PBS lahuses. Inkubeerimine sekundaarsete antikehade lahusega
(1:500, Thermo Fisher Scientific), mis sisaldas lisaks 0,5% Triton X-100 lahusele ka DAPI
lahust (1pg/ml, Sigma), kestis tund aega. Proovid sulundati sulundusvedelikuga (Dako).

Katsetes kasutatud antikehad on vilja toodud Tabelis 1. Pildid tehti Olympus BX61 ja
Olympus IX81 CellR FV1000

konfokaalmikroskoobiga. Pilte t6odeldi Hokawo software v2.1-ga (Hamamatsu Photonics)

fluorestsentsmikroskoopidega  ning  Olympus

ning Imarise 7.6.1 programmiga (Bitplane AG).

2.2.3 Kasutatud antikehad

Tabel 1. Toos kasutatud antikehad

Primaarsed antikehad Peremeesloom, Allikas Lahjendus
kloon/kataloogi nr

CD73 Hiir, kloon AA60-E3-3, | Millipore 1:50
MABD122

CD90 (Thy-1) Hiir, kloon F15-42-1, Millipore 1:50
CBL415

CD105-FITC Hiir, kloon MEM-229, Abcam 1:100
ab53318

Desmiin Hiir, kloon D33, M0760 | Dako 1:50

Ki67 Kiiiilik, kloon EPR3611, | Abcam 1:200
ab92353

Ki67 Rott, kloon SolA15, 14- | eBioscience 1:100
5698

Silelihase aktiin (SMA) Hiir, kloon asm-1, NCL- | Novocastra, 1:25
SMA Leica

Silelihase aktiin (SMA) Kiitilik, kloon EPR5368, | Epitomics 1:2000
5264-1

von Willebrandi Faktor Kiiilik, A0082 Dako 1:1000

Hiire IgG Hiir, sc-3879 Santa Cruz 1:200

Biotechnology
Kiiliku 1gG Kiitilik, ab27478 Abcam 1:200
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Sekundaarsed antikehad Peremeesloom, Allikas Lahjendus
kataloogi nr

Kitses toodetud roti vastane | Kits, A-11006 Thermo Fisher | 1:1000

Alexa 488 konjugeeritud Scientific

antikeha

Kiiiilikus toodetud FITC Kiiiilik, A-11090 Thermo Fisher | 1:500

vastane Alexa 488 Scientific

konjugeeritud antikeha

Kitses toodetud hiire vastane | Kits, A-21424 Thermo Fisher | 1:1000

Alexa 555 konjugeeritud Scientific KM - 1:500

antikeha

Kitses toodetud kiiiiliku Kits, A-21429 Thermo Fisher | 1:1000

vastane Alexa 555 Scientific

konjugeeritud antikeha

Kitses toodetud kiiiiliku Kits, A-21245 Thermo Fisher | 1:1000

vastane Alexa Fluor 647 Scientific KM - 1:500

konjugeeritud antikeha

KM - konfokaalmikroskoop, FITC - fluorestseiin-isotiotsiianaat

2.3 Tulemused
2.3.1 DK koe veresoontes esineb CD90/CD105 positiivne aktiveeritud endoteel

Mesenhiimaalseid tiivirakke iseloomustab CD73, CD90, CD105 ekspressioon (Dominici jt.,
2006; Putnam, 2014). Mesenhiimaalseid tiivirakke on isoleeritud DK kontraktuuri ldhedal
asuvast koest, kuid mitte otse DK koest (Hindocha jt., 2011; Igbal jt., 2012). Et kindlaks teha,
kas DK sisaldab mesenhiimaalseid tiivirakke, mis ekspresseeriksid kdiki mesenhiimaalse
tiviraku markereid CD73, CD90 ja CD105, virvisime DK kudet vastavate spetsiifiliste
antikehadega. Antud katse tulemusena leidsime, et DK koes ekspresseeruvad
mesenhiimaalsetest tlivirakumarkeritest vaid CD90 ja CD105, kuid mitte CD73 (Joonis 2, A
ja B). Seega immunofluorestsentsanaliiiis toestas, et DK kude ei sisalda mesenhiimaalseid

tiivirakke, mis oleksid positiivsed koigi kolme markeri suhtes.
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On nididatud, et DK kude sisaldab vorreldes mittehaigusliku koega suurenenud hulgal
veresooni (Rehman jt., 2011). Et teada saada, kas DK koe veresoonte endoteel sisaldab
vastavat aktiveeritud endoteeli fenotiilipi, varvisime DK kudet antikehadega CD90, CD105
ning veresoonte endoteelimarkeriga von Willebrandi faktor (VWF, ingl Von Willebrand'’s
factor), kuna lisaks CD90 ja CD105 eckspressioonile mesenhiimaalsetes tiivirakkudes,
margistavad nad ka aktiveeritud endoteeli, ekspresseerudes arenevates veresoontes,
regenereeruvates ning kasvajalikes kudedes. Samuti tdhistavad nad kasvufaktorite ja
tsiitokiinide poolt aktiveeritud endoteeli rakke (Nassiri jt., 2011; Schubert jt., 2011). Katse
tulemusena selgus, et DK kude sisaldab CD90/CD105 aktiveeritud endoteeli fenotiiiipi ning
CD90 ja CD105 asusid vWF-positiivset signaali andvate veresoonte endoteeli rakkudes
(Joonis 2, B). Enamasti ulatus CD90 positiivne osa CD105 positiivsest osast vilja.

Silelihase aktiin (SMA) on ekspresseeritud miiofibroblastides (Hinz ja Gabbiani, 2012), mis
timbritsevad veresoontes endoteeli rakke ning desmiini ekspresseeruvad peritsiitidid (Nehls
jt., 1992) timbritsevad omakorda miiofibroblaste. Et kinnitada CD105 ekspressiooni vaid
veresoonte endoteeli rakkudes virvisime DK kudet CD105 ja SMA antikehadega ning CD105
ja desmiini antikehadega. Immunofluorestsentsanaliiiisi tulemusena ei esinenud CD105 ja
SMA positiivseid ega CD105 ja desmiin positiivseid rakke ning seega jareldasime, et CD105
ekspresseerub ainult endoteeli rakkudel (Joonis 2, C).

Kokkuvdtvalt selgus, et DK koes leidub CD90 ja CD105 ekspresseerivaid rakke vaid
endoteelis, mis viitab poletikule ja aktiveeritud kasvufaktorite signaaliradade olemasolule.
CD73 positiivseid rakke ei leitud. Antud tulemustest selgub, et DK kude ei sisalda

mesenhimaalseid tiivirakke.
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CD106 DAPI CD105 VWF

CD105 DESMIN vWF DAPI

Joonis 2. Aktiveeritud endoteeliga veresooni sisaldavas DK koes ei esine
mesenhiimaalseid tiivirakke. (A) vérviti DK kudet antikehadega, mis maérgistavad CD73
(punane) ja CD105 (roheline). DAPI mérgistab rakutuumasid (sinine). Katse tulemusena
selgus, et DK koes ei esinenud CD73 ja CD105 kaksik-positiivseid rakke. (B) varviti DK
kudet antikehadega, mis maérgistavad CD90 (punane), CD105 (roheline) ja VWF (sinine).
DAPI margistab rakutuumasid (hall). Leiti, et DK kude sisaldab CD90/CD105/vVWF
positiivseid endoteeli rakke. (C) vérviti DK kudet antikehadega, mis maérgistavad SMA
(punane), CD105 (roheline) ja desmiini (sinine). Katse tulemusena selgus, et DK koes ei
esinenud CD105/SMA ega CD105/desmiin topeltpositiivseid rakke. (D) vérviti DK kudet
antikehadega, mis tunnevad dra SMA (punane) ja VWF (roheline). DAPI margistab
rakutuumasid (sinine). Selgus, et DK koes esinevad SMA positiivsed moodustised on
veresooned. Pildid on tehtud Olympus BX61 ja 1X81 fluorestsentsmikroskoopidega. Piltide
modtkava 50 um.
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2.3.2 Potentsiaalne tiivirakunis§ DK veresoontes ja nende vahetus liheduses

On teada, et miiofibroblastid ning nende ebaloomulikult aktiivne prolifereerumine
iseloomustab DK kudet ja eriti aktiivset haiguse kulgu (Rehman jt., 2011). Et 1ahemalt uurida,
kus DK koes antud prolifereeruvad rakud tdpsemalt asuvad, virvisime DK kudet
antikechadega, mis tunnevad dra miiofibroblastide markerit silelihase aktiini (SMA) ning raku
proliferatiivsuse markerit Ki67. Varvimise tulemusel selgus, et DK kude sisaldab suurenenud
hulgal Ki67 positiivset signaali andvaid prolifereeruvaid rakke, mis asusid SMAd
ekspresseeruvate struktuuride sees voi nende vahetus ldaheduses (Joonis 3, A ja B). Et kindlaks
teha, kas SMA positiivset signaali andvad struktuurid on veresooned, virvisime DK kudet
SMA ning endoteelimarkeri vVWF-iga (Joonis 2, D). Antud katsega tdestati, et prolifereeruvad

muofibroblastid asusid viikeste veresoonte lihaskihis v0i nende vahetus ldheduses.

Teiste veresoone seina komponentide proliferatsiooni aktiivsuse teada saamiseks vérvisime
DK kudet antikehadega, mis seonduvad Ki67, peritsiitidi markeri desmiiniga, ning CD105-ga.
Immunofluorestsentsanaliiiis néitas, et DK koes esineb nii prolifereeruvaid peritsiiiite (Joonis
3, C ja D) kui ka prolifereeruvaid CD105 positiivseid aktiveeritud endoteeli rakke (Joonis 3, E

ja F). Uhtlasi leidus prolifereeruvaid rakke ka viikeste veresoonte vahetus liheduses.

Kvantitatiivse analiiiisi tulemusel selgus, et desmiin positiivsete prolifereeruvate rakkude
keskvaartus oli 10,5%, SMA positiivsete prolifereeruvate rakkude keskvéaartus oli 13% ning
CD105 prolifereeruvate rakkude keskvéirtus oli 5%. Antud tulemustest voib jireldada, et
proliferatsioon toimub kogu veresoone ulatuses, mis viitab sellele, et DK koes veresooned

kasvavad (Joonis 4).

Jagunevate rakkude asukoha uurimisel selgus, et prolifereeruvad rakud asuvad veresoontes ja
nende vahetus ldheduses. Viimasena mainitud tulemus viitab vdimalusele, et veresooned ja

nende imbrus vdivad olla potentsiaalseks tlivirakuniSiks Dupuytreni kontraktuuris.
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SMA DAPI " SMA DAPI

DESMIN DAPI

CD105 DAPI

mis tunnevad dra Ki67 (punane), SMA, desmiini ja CDI105 (kdik rohelised, vaata
pildilegendi). DAPI mérgistab rakutuumasid (sinine). Katse tulemusena selgus, et DK koes
olevates veresoontes vdi nende vahetus ldheduses esineb SMA, desmiin ja CD105 positiivseid
prolifereeruvaid rakke. (B) on nooltega ndidatud SMA positiivsed prolifereeruvad
miiofibroblastid. (D) on nooltega ndidatud desmiin positiivsed prolifereeruvad peritsiiiidid.
(F) on nooltega naidatud CD105 positiivsed prolifereeruvad endoteeli rakud. Pildid on tehtud
Olympus FV1000 konfokaalmikroskoobiga. Piltide mddtkava 20 pm.
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Joonis 4. Prolifereeruvate rakkude jaotus DK koe veresoone seinas. Desmiin antikehaga
varvitud piltidel oli desmiin positiivsete rakkude koguhulk 144, neist desmiin positiivse
signaaliga prolifereeruvaid rakke 18 ning kokku oli prolifereeruvaid rakke 44. SMA
antikehaga vérvitud piltidel oli SMA positiivsete rakkude koguhulk oli 242, neist SMA
positiivse signaaliga prolifereeruvaid rakke 26 ning kokku oli prolifereeruvaid rakke 55.
CD105 antikehaga varvitud piltidel oli CD105 positiivsete rakkude koguhulk 265, neist
CD105 positiivse signaaliga prolifereeruvaid rakke oli 30 ning kokku oli prolifereeruvaid
rakke 72. Numbrid tulpade all vdljendavad analiiiisitud piltide arvu.
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24 ARUTELU

Kuna Dupuytreni kontraktuur (DK) on véga laialdaselt levinud, pakuvad selle haiguse
tekkepohjused ja tekkemehhanism teadlastele suurt huvi. DK leevendamiseks on kiill mitmeid
kirurgilisi ja mittekirurgilisi ravimeetodeid, kuid vaatamata sellele ei osata DK-d ennetada

ning pohjuslik ravi haiguse vastu puudub.

Viimastel aastatel on avaldatud jérjest uusi andmeid Dupuytreni kontraktuuri molekulaarsete
aluste kohta, ometi on teadmised antud haiguse rakuliste ning molekulaarsete mehhanismide

kohta siiski veel puudulikud.

DK kulgemisel toimub kontrollimatu miiofibroblastide proliferatsioon ja kuhjumine ning tiitip
Il kollageeni tootmine. Nimetatud siindmused viivad edaspidise piisiva kontraktsiooni
tekkeni (Rehman jt., 2011). Rahvusvaheline rakuteraapia iihing on kinnitanud, et
mesenhiimaalsed tiivirakud ekspresseerivad CD73, CD90 ja CD105 markereid. Igbal jt.
(2012) on ndidanud mesenhiimaalsete tiivirakkude paiknemist DK ldhedalasuvates kudedes
nagu solmi timbritsev rasvkude ning sdlmi kattev nahk, kuid pole siiani teada, kas DK kude
sisaldab mesenhiimaalseid tiivirakke. Sellest ldhtuvalt oli kédesoleva uurimustoo iiheks
eesmargiks uurida, kas DK koes esineb CD73/CD90/CD105 positiivseid mesenhiimaalseid
tilvirakke. Immunofluorestsentsanaliiiisi tulemusena selgus, et DK koes ekspresseeruvad
mesenhiimaalsete tiivirakkude markerid CD90 ja CD105, kuid mitte CD73. Nendest
tulemustest jireldasime, et DK koes ei esine mesenhiimaalseid tiivirakke. Seetdttu voib
oletada, et just DK iimbritsevatest kudedest parinevad mesenhiimaalsed tiivirakud annavad

aluse miiofibroblastidele, mis pohjustavad DK-le omast podrdumatut kontraktuuri.

On néidatud, et CD90 ja CD105 ekspresseeruvad arenevates veresoontes, regenereeruvates
ning kasvajalikes kudedes, lisaks sellele mérgistavad nad kasvufaktorite ja tsiitokiinide poolt
aktiveeritud endoteeli rakke (Nassiri jt., 2011; Schubert jt., 2011). Rehman jt. (2011) néitasid,
et DK kude sisaldab suuremal hulgal veresooni vorreldes mittehaigusliku koega. Eeltoodud
markerite suurenenud ekspresseerumise osakaal DK koes piistitas kiisimuse, kas DK koes
asuv veresoonte endoteel sisaldab vastavat aktiveeritud endoteeli fenotiiiipi. CD90, CD105 ja
veresoonte endoteeli markeri VWF-iga koosviarvimisel selgus, et DK koes asuvates
veresoontes esineb antud aktiveeritud endoteeli fenotiitip, mis viitab DK koes asetleidvatele

poletikulistele protsessidele ning aktiveeritud kasvufaktorite signaaliradadele.
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Antud uurimustoo teiseks eesmargiks oli leida ja kirjeldada tédpne prolifereeruvate rakkude
asukoht, mis seletaks haiguse tekkemehhanismi ja edasist progresseerumist.
Immunofluoresentsanaliiiisil varviti DK kudet raku proliferatiivsuse markeriga Ki67 ning
miofibroblastide markeriga SMA. Katsete tulemustest selgus, et kontrollimatult
proliferceruvad miiofibroblastid paiknesid SMA  struktuurides VWF  positiivsete

endoteelirakkude timber ja veresoonte timbruses.

Lisaks miiofibroblastidele wuuriti ka teiste veresoone imber paiknevate rakutiilipide
proliferatsiooni aktiivsuseid. Selgus, et tdepoolest esineb DK koes ka prolifereeruvaid
peritsiiiite ning proliferecruvaid aktiveeritud veresoonte endoteeli rakke, mis néitab, et DK-s
toimub aktiivne veresoonte moodustumine ja kasv. Samuti vdis tdheldada jagunevaid rakke
veresoonte ldhedalt timbritsevast koest. Antud tulemused rohutavad DK koe veresoonte ja
nende umbruse olulisust erinevatele rakkudele. Voib oletada, et suurenenud veresoonte hulk
DK koes aitab kaasa parema hapniku, toitainete ning kasvufaktorite kittesaadavuse, mis

omakorda soodustab rakkude proliferatsiooni.

Kuigi antud t66 raames ei suudetud DK koe siseseid mesenhiimaalseid tiivirakke tuvastada,
on suurenenud veresoonte arvuga olemas vajalikud tingimused tiivirakunisi eksisteerimiseks.
Voib oletada, et DK kude sisaldab veel meile teadmata omadustega tiivirakke, mis voivad olla

haiguse aluseks.

Saadud informatsioon DK koes esinevate prolifereeruvate rakkude asukoha kohta avas uue
suuna haiguse molekulaarsete mehhanismide uurimisel. Edaspidi tasuks uurida DK koes
asuvate erinevate rakupopulatsioonide nagu endoteelirakkude, peritsiititide ning
silelihasrakkude tiivirakuomadusi ex vivo. Lisaks sellele andis kdesolev uurimust6d suuna
erinevate kasvufaktorite moju uurimiseks DK koest périnevate rakkude kasvule, kasutades
erinevaid spetsiifilisi inhibiitoreid nagu AKT, CTGF, bFGF.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva bakalaureusetod eesmérgiks oli uurida, kas DK koes esineb mesenhiimaalseid
titvirakke ning leida ja kirjeldada tépne prolifereeruvate rakkude asukoht, mis seletaks haiguse
tekkepohjusi ja edasist kulgu.

Uurimise kdigus tehti kindlaks, et DK kude ei sisalda CD73, CD90 ja CD105 markerite suhtes

positiivseid mesenhiimaalseid tiivirakke.

Ometi leidsime, et DK koes toimub valdav rakkude prolifereerumine, mis on iseloomulik just
tivirakkudele. Katsete tulemusena selgus, et prolifereeruvad rakud asuvad veresoontes ja
nende vahetus ldheduses. Kvantitatiivne analiiis niditas, et DK koes toimub rakkude
prolifereerumine kogu veresoone ulatuses. Saadud tulemuste pohjal voib jareldada, et DK
koes on veresooned pidevas kasvufaasis. Meie arvame, et viikesed veresooned ja nende
iimbrus pakuvad rakkudele piisivat ja toetavat keskkonda, kus nad on vdimelised

ebakorrapéraselt prolifereeruma.

Kéesoleva uurimust6é pdhjal voib oletada, et veresooned ja nende vahetu ldhedus on
potentsiaalseks tiivirakuniSiks Dupuytreni kontraktuuris. Seetdttu omavad tiivirakkude ja
nende kasvu pérssivate inhibiitorite uuringud suurt potentsiaali haiguse tekkepdhjuste

viljaselgitamisel ja ravimisel.
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Blood vessels form putative stem cell niches in Dupuytren's contracture.

Mikk Tooming

SUMMARY

The aim of this study was to determine if Dupuytren's contracture (DC) tissue confined
mesenchymal stem cells (MSC). In our search for such cells we were not able to identify any
CD73/CD90/CD105 triple-positive MSC-like cells in the DC tissue suggesting that putative
DC stem cells do not necessarily bear a consensus MSC pehnotype. Nonetheless, we found
that endothelial cells in the blood vessels of DC nodules were double-positive for the MSC
markers CD105 and CD90. CD105 is expressed in the endothelium of immature blood vessels
and in blood vessels found in malignant tumors indicating the presence of activated growth
factor signaling in the vascular and perivascular structures of the DC tissue. CD90 is

expressed in the activated endothelial cells e.g. in the case of inflammatory response.

In concordance with the presence of activated CD105/CD90-positive endothelial cells we
found an increased number of proliferative Ki67-positive cells in the DC nodules, which were
located predominantly in the immediate vicinity and within the CD105-positive blood vessels.
Moreover, we found proliferative SMA positive myofibroblasts, Desmin positive pericytes
and CD105 positive endothelial cells within and the immediate vicinity of DC blood vessels.
The quantitative analysis of the immunofluorescense images showed that blood vessels in DC

tissue are in an activated growth state.

According to this research, blood vessels might be considered as a stem cell niche in
Dupuytrens contracture The ex vivo properties of fibroblasts, endothelial cells and pericytes
need to be further investigated.
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Avaldan suurt tdinu oma juhendajale, Viljar Jaksile huvitava 10put66 teema eest ning Janeli
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