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As the radius of knowledge gets longer,

the circumference of the unknown increases even more.

Bartha Maria Knoppers
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1. Einleitung

1.1. Das diabetische FuBsyndrom

Nach der Definition der Weltgesundheitsorganisation (WHO) versteht man unter
einem diabetischen Ful3syndrom eine Infektion, Ulzeration und/oder Zerstorung tiefer
Gewebe am Ful, verbunden mit neuropathischen Stérungen sowie peripheren
arteriellen Durchblutungsstérungen unterschiedlichen Grades am Unterschenkel

eines Patienten mit Diabetes mellitus’.

1.1.1. Epidemiologie

Durch die weltweit steigende Inzidenz des Diabetes mellitus® hat auch das
diabetische Fulsyndrom als eine Folgeerkrankung des Diabetes immer mehr an
Bedeutung gewonnen®. In verschiedenen Studien wurde die jahrliche Inzidenz von
diabetischen FuBulzera auf 2 — 5,4% bei Diabetikern geschatzt"®, wahrend die
Pravalenz auf 4 bis 10% und die Lebenszeitpravalenz zwischen 15 und 25%
geschatzt wird”®, d.h. jeder vierte Diabetiker entwickelt im Laufe seines Lebens ein
diabetisches Ful3ulkus.

Unter den diabetischen Folgeerkrankungen stellt das diabetische FuRsyndrom nicht
nur fur den betroffenen Patienten eine bedeutende Einschrankung der
Lebensqualitat dar®, sondern auch die wirtschaftlichen Folgen fiir den Patienten
selbst, fiir das Gesundheitssystem und die Volkswirtschaft sind erheblich'®'". Dabei
ist das diabetische FuRsyndrom keine reine Spatkomplikation des Diabetes, sondern
findet sich auch schon im ersten Jahr nach Diagnosestellung'®. Dariiber hinaus ist es
der haufigste Hospitalisierungsgrund bei Diabetikern'®, welche im Vergleich zu Nicht-
Diabetikern insgesamt ein 10-mal hdheres Risiko haben, aufgrund einer Weichteil-
oder Knocheninfektion der unteren Extremitat hospitalisiert zu werden. Diabetische
FuRulzera sind fiir 50% aller Krankenhaustage bei Diabetikern verantwortlich™.

Auch die Folgen eines diabetischen FuRsyndroms sind erheblich. So werden in der
Bundesrepublik Deutschland jahrlich dber 30.000 Amputationen an Diabetikern
durchgefiihrt, die Halfte davon als Majoramputationen'. Dies entspricht etwa zwei
Drittel aller in Deutschland durchgefuhrten Amputationen. Wer eine Extremitat durch
Amputation verliert, hat innerhalb von einem Jahr eine Wahrscheinlichkeit von 10%,
auch die gegenseitige Extremitat durch eine Amputation zu verlieren, innerhalb von 4

Jahren steigt diese Wahrscheinlichkeit auf mehr als 50%'®. Das Lebenszeitrisiko,
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eine Extremitat durch Amputation zu verlieren, ist bei Patienten mit Diabetes mellitus
etwa 30-mal héher als bei Nicht-Diabetikern'”. Auch die Mortalitit von Patienten mit
diabetischem FulRsyndrom steigt im Vergleich zu Diabetikern ohne Fuliulzera mehr

als 2-fach an'®,

Das diabetische Fulisyndrom stellt somit eine schwerwiegende und in den letzten
Jahren immer wichtiger werdende diabetische Folgeerkrankung dar, die ein besseres

Verstandnis von Atiologie, Pathogenese und Therapie erfordert.

1.1.2. Atiologie

Die klassischen Ursachen, auf die man das diabetische Ful3syndrom zurlckfihrt,
sind die diabetische Polyneuropathie und die periphere arterielle Verschlusskrankheit
(paVK). Weitere identifizierte Risikofaktoren fur die Entwicklung eines diabetischen
FuRsyndroms sind eine verminderte Gelenkbeweglichkeit, FuRdeformitaten (wie z.B.
ein Hallux valgus) sowie eine zunehmende Erkrankungsdauer des Diabetes
mellitus'®?".

Ging man friher noch von einer eher heterogenen Verteilung der Ursachen fur die
Entstehung eines diabetischen Fullssyndroms aus, so sieht man heute atiologisch die
diabetische Neuropathie als filhrend an?®. Hierbei bewirkt die Kombination aus
erhdhten plantaren Driicken bei vorbestehender Polyneuropathie?® die Ausbildung
eines meist im Bereich des Vorfulles, seltener im Bereich des Mittelfulles oder an
der Ferse lokalisierten Ulkus®*. Dem gegeniiber ist das ischdmisch bedingte Ulkus
meist akral lokalisiert und imponiert als Teil- oder komplette Nekrose einer oder

mehrerer Zehen.

Diabetische Polyneuropathie und diabetisches FuRsyndrom

Bei der diabetischen Polyneuropathie kommt es zur Schadigung der sensiblen,
motorischen und autonomen Nervenfasern. Die Frage nach der Pathogenese der
diabetischen Polyneuropathie wird derzeit lebhaft diskutiert und kann noch nicht
abschlieBend beantwortet werden®®. Es scheint aber klar, dass die Hyperglykamie
der entscheidende Faktor ist. Anhaltende Hyperglykamie fiihrt zur Uberaktivierung
verschiedener Stoffwechselwege, z.B. des Polyol- und Hexosamin-Stoffwechsels.
Zusatzlich kommt es zur Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) und der Bildung von
sogenannten AGEs (advanced glycation end products), deren Akkumulation zur

Funktionseinschrankung fuhrt. All diese Mechanismen gipfeln in der Bildung reaktiver
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Sauerstoffspezies, oxidativem Stress und in der Aktivierung des Immunsystems, in
Folge dessen es zur Schadigung kleiner und groBer GefaRe und Nerven kommt?®%°,
Die Pravalenz der diabetischen Neuropathie wird bei Diabetikern mit 15 — 50 %
angegeben®®",

Es treten zumeist distal beginnende, symmetrische, sensible Defizite aller Qualitaten
(Druck, Schmerz, Lagesinn, Vibration) bis hin zu neuropathischen Schmerzen,
Muskelparesen und vegetativer Dysregulation auf. Die autonome Neuropathie fuhrt
zu einer verminderten Schweil3- und Talgbildung, die daraus resultierende trockene
und sprode Haut erhoht das Risiko der Entstehung von Rissen und Rhagaden,
welche sich dann zu einem Ulkus entwickeln konnen. Zum einen wird eine
Hautschadigung beispielsweise durch zu enges Schuhwerk  oder
Temperaturschadigung von den Patienten wegen verminderter oder fehlender
Nozizeption nicht oder zu spat wahrgenommen, zum anderen kann es durch die
motorische Innervationsstérung zu einer muskularen Imbalance mit der Ausbildung
von FulRldeformitaten wie Krallen- oder Hammerzehen kommen. Hieraus resultieren
Fehlbelastungen, welche zur Ausbildung von Druckulzera oder zu einer diabetischen
Neuroosteoarthropathie, dem so genannten Charcot-Fuf, fiihren kénnen®.

Darlber hinaus fuhrt die Neuropathie selbst durch Stérung der Mikrozirkulation zu

33;34

einer gestorten Wundheilung™ ", wodurch selbst physiologische Druckbelastungen

in der Ausbildung eines Ulkus munden konnen.

Periphere arterielle Verschlusskrankheit und diabetisches FuRsyndrom
Bei der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (paVK) handelt es sich um die
Manifestation der Atherosklerose an den Extremitatenarterien im Sinne einer

3536 Klinisch kommt es zur zunehmenden Ischiamie mit den

Makroangiopathie
Symptomen Blasse, Kaltegefuhl und anfangs bewegungsabhangigen Schmerzen,
spater Ruheschmerzen.

Die Pravalenz der paVK unter Diabetikern wird mit 10,8 — 36 % angegeben®*. Das
Risiko eines Diabetikers, eine paVK zu entwickeln, steigt pro 1% Erhdhung des
HbA1c-Wertes um 14%>°.

Die paVK selbst ist keine diabetes-spezifische Erkrankung, sondern ist ebenso mit
weiteren Risikofaktoren wie inhalativem Zigarettenrauchen, arterieller Hypertonie,
Dyslipoproteindmie und Hypothyreose assoziiert®. Das Verteilungsmuster der

betroffenen Arterien ist jedoch bei Diabetikern im Vergleich zu nicht-diabetischen
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paVK-Patienten verschieden: die Unterschenkelarterien sind haufiger betroffen,
wahrend die FuRarterien meist ausgespart bleiben*’. Auch kommt es bei Diabetikern
nicht zu einer unterschiedlichen Geschlechterverteilung der paVK, wahrend bei
Nichtdiabetikern eine paVK deutlich haufiger bei Mannern als bei Frauen zu finden
ist. Ebenso sind Diabetiker mit paVK jlinger als Nichtdiabetiker, bei denen eine paVK
diagnostiziert wird*2.

Neben der diabetischen Polyneuropathie ist die paVK der haufigste Grund fur die
Ausbildung eines diabetischen FuRsyndroms, wobei nicht immer ein einziger Faktor
als Ursache zu eruieren ist: in ungefahr 1/3 der Falle sind diabetische
Polyneuropathie und paVK gleichzeitig ursachlich fir die Entstehung chronischer,
nicht-heilender Ulzera. Uber welchen exakten Mechanismus die Ischamie zur

Wundheilungsstorung beitragt, wird derzeit lebhaft diskutiert.

1.1.3. Diagnostik

Das diabetische FulRsyndrom wird nach Wagner und Armstrong in Stadien eingeteilt,
um eine valide, regelmaflige und individuelle Verlaufsdokumentation auch fur die
mitbehandelnden Fachbereiche zu schaffen. Hierbei wird das diabetische Ulkus
anhand seiner Penetrationstiefe und anhand des Vorliegens von Infektions- und
Ischamiezeichen klassifiziert. Gleichzeitig empfiehlt sich eine Fotodokumentation mit
Datum, Maldstab und Patientenidentifikation.

Neben einer internistischen Basisuntersuchung sollte der Haufigkeit der Atiologie
folgend im Weiteren die Diagnostik einer Neuropathie sowie einer paVK im
Vordergrund stehen. Nach einer spezifizierten Anamnese, in der man das Vorliegen
von Par- und Hyperasthesien, Thermhypasthesien und Schmerzen abfragt, folgt die
gezielte Inspektion und Palpation beider FuRe. Auch das Gang- und Standbild sowie
das Schuhwerk sollten inspiziert werden®?.

Der neuropathische Ful’ erscheint rosig, trocken und warm bei tastbaren Ful3pulsen.
Haufig finden sich Risse, Rhagaden und Hyperkeratosen, wahrend bei Vorliegen
einer paVK die Fupulse fehlen und ein blasser, kalter Ful® imponiert. Sowohl die
Messung der Vibrationsempfindung mit 128-Hz-Stimmgabel nach Rydell-Seifer als
auch Testung auf Berihrungsempfinden mit dem 10-g-Monofilament nach Weinstein
sind probate Screening-Methoden, um eine Neuropathie zu erfassen, da bei
pathologischem Testergebnis eine Assoziation mit der Entwicklung eines

diabetischen FuRsyndroms beschrieben wurde*. Die endgiiltige Diagnose einer
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diabetischen Polyneuropathie erfolgt jedoch nach dem Ausschluss anderer moglicher
Ursachen®. Die angiologische Untersuchung umfasst die Erhebung des Pulsstatus
sowie die Messung der Doppler-Verschlussdricke (Doppler-Index, Knochel-Arm-

Index).

1.1.4. Therapie und Pravention

Anhand der WundgréRe und der zugrunde liegenden Storungen lasst sich die zu
erwartende Zeitspanne bis zur kompletten Wundheilung abschitzen*®*’. Die
mediane Wundheilungszeit beim diabetischen FuBsyndrom betragt 6 Monate*®, was
erneut die gesundheitspolitische Relevanz, aber vor allem die Bedeutung flr den
Patienten selbst noch einmal unterstreicht.

Die Therapie des diabetischen Ful3ssyndroms soll interdisziplinar erfolgen, wobei nicht
entscheidend ist, welcher Fachbereich die Therapie koordiniert, sondern wie gut die
Vernetzung mit den jeweilig angrenzenden Disziplinen ist, so dass diagnostische und
therapeutische Schritte in gegenseitiger Absprache durchgeflhrt werden kénnen.
Allein durch eine interdisziplinare Behandlung kann die Major-Amputationsrate um

75% reduziert werden”®.

Konservative Therapie

Die Basis einer jeden Therapie stellt die Schaffung eines druckentlasteten, gut
durchbluteten und infektfreien Wundbettes dar. Hieraus leitet sich das notwendige
Vorgehen ab: Die Diagnose einer paVK sollte zeitnah revaskularisierende
Malnahmen zur Folge haben, bei initial bestehenden klinischen Zeichen einer
Infektion sollte nach Abstrichentnahme eine breit angelegte, antibiotische Therapie
begonnen werden, auch wenn hierflr eine ausreichende und zufrieden stellende
Datenlage derzeit noch nicht vorliegt®. Bei Vorliegen einer Osteomyelitis sollte die
antibiotische Therapie tUber mindestens 6 Wochen fortgeflihrt werden. Der Fu® muss
konsequent entlastet und eventuell ruhig gestellt werden. Es konnte gezeigt werden,
dass tagliches chirurgisches Debridement die mediane Wundheilungszeit um bis zu

25% entscheidend verkiirzt®’

. Ferner ist eine Optimierung der Stoffwechsellage, zum
Beispiel durch Umstellung auf eine intensivierte Insulintherapie, anzustreben. Dies

fiihrt ebenfalls zur Verkiirzung des Wundheilungsprozesses®?.
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Operative Therapie

Die operative Therapie in Form der Amputation hat ihren Stellenwert in der Therapie
des diabetischen FulRsyndroms groftenteils verloren. Sie beschrankt sich heute auf
ischamisch bedingte, trotz Revaskularisationstherapie nicht heilende Ulzera oder
Nekrosen kompletter Zehen oder Fuldteile. Ferner ist eine Amputation als ultima ratio
bei unter intensiver konservativer Therapie nicht heilenden Ulzera in Betracht zu
ziehen. Trotz verbesserter konservativer Therapiekonzepte sind diabetische Ulzera
weiterhin die haufigste Indikation zur Amputation im Bereich der unteren Extremitat:
Sie werden 10- bis 46-mal haufiger bei Diabetikern durchgefuhrt als in der
Normalbevélkerung®*®°. Allerdings wird eine groRe Variabilitit an Inzidenzen in
verschiedenen Landern zu verschiedenen Zeitpunkten von 1,1 — 18 / 1000
Diabetikern beschrieben®®. Als Faktoren, die das Risiko einer Amputation erhéhen,
konnten das gleichzeitige Vorliegen einer paVK sowie die bakterielle Infektion der

Wunde identifiziert werden®”’.

Innovative Therapiekonzepte

Auch wenn die meisten Ulzera bei friUhzeitiger Diagnose und adaquater Therapie
beherrschbar sind, wurden in den letzten Jahren einige neue Therapiekonzepte
etabliert. Hierunter  fallen die lokale  Applikation von autologen
Keratinozytentransplantaten®®, von Wachstumsfaktoren®®, von Fliegenlarven® sowie
von Proteaseinhibitoren®!, die hyperbare Sauerstofftherapie®® als auch die

Vakuumpumpentherapie®.

Pravention

Mit zunehmender Pravalenz des Typ 2 Diabetes kommt auch der Pravention des
diabetischen FuRsyndroms eine immer bedeutendere Rolle zu. Schon 1989 erkannte
man die Notwendigkeit praventiver Mallnahmen: gemeinsam erklarten WHO und die
Internationale Diabetes Foderation in der St. Vincent Deklaration, neben der
Reduktion weiterer Diabetes-assoziierter Folgeerkrankungen die Amputationsrate in
den nachsten 10 Jahren um 50% reduzieren zu wollen®. Dieses Ziel wurde in
Deutschland nicht nur nicht erreicht65, die Inzidenz der durch Diabetes mellitus
bedingten Amputationen stieg sogar weiter an®®.

Diabetespatienten sollten Uber das allgemeine sowie ihr individuelles Risiko, ein

diabetisches Fulsyndrom zu entwickeln, aufgeklart werden. Die Erhebung des
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FuBbefundes sollte bei allen Diabetikern mindestens einmal jahrlich durchgefihrt
werden. Regelmalige Fullpflege sowie die Anpassung des Schuhwerkes sollte
vorgenommen, ebenso wie auch prophylaktische Interventionen mit dem Patienten
diskutiert werden sollten®’, wie z.B. die Durchflhrung einer

Revaskularisationstherapie bei bestehender paVK.

1.2. Wundheilungssstorung

Wahrend man in diversen Studien die verschiedenen Risikofaktoren fur die
Entwicklung eines diabetischen FuRsyndroms hat identifizieren kénnen®%%®, bpleibt
die Pathophysiologie des diabetischen Fullsyndroms im Detail noch unverstanden.
Zentrales Charakteristikum des diabetischen Ful3syndroms ist - ausgelost durch in-
und extrinsische Faktoren® - eine chronische Wundheilungsstérung, in deren

Entstehung wiederum das Immunsystem die fuhrende Rolle zu spielen scheint.

Zytokine und Wundheilung

Die Wundheilung ist ein dynamischer Prozess und umfasst eine komplexe Interaktion
zwischen epidermalen und dermalen Zellen, der extrazellularen Matrix, einer
kontrollierten Angiogenese sowie verschiedener Plasmaproteine.

Informationen Uber die genaue Ausbildung und Zusammensetzung der infiltrierenden
Zellen sind sparlich”®. Der Wundheilungsprozess (Abbildung 1) wird klassischerweise
in drei verschiedene Phasen unterteilt, welche nicht streng nacheinander ablaufen,
sondern sich zeitlich Uberlappen: exsudative (inflammation), proliferative (tissue
formation) und reparative Phase (tissue remodeling). Hier laufen verschiedenste
Prozesse nebeneinander ab. Die Koordination und Interaktion zwischen den
verschiedenen Zellen geschieht Uber eine Vielzahl an Zytokinen, darunter
Interleukine, Chemokine und Wachstumsfaktoren’'. Bei der Interaktion mit der

Wundmatrix kommt der Gruppe der Integrine eine Schliisselrolle zu®.



Einleitung 8

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Wundheilung (modifiziert nach Hunt et al.,
Science 1999)
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YT
§V LFa1m ¢ Blutfluss
= VLA-4
-EAM' — E_Tl:,_ﬂCAML.* — fi- bakterielle Komponenten
-> verstarken Inflammation
! M@ - interagieren mit Zytokinen/ECM
[ PMN
= —y
\'\-\_ IL-1, TNF-a ¥ -
- PDGF, bFGF R Extravasation von

TGF-8, VEGF " inflammatorischen Zellen

{

Phagozytose
neutrophile Elastase

i MMP-8

,;" Gelatinase
MMP-1 2 ROS (H,0,, O,
MMP-2 iy e—— (H;0,, 0;)

MMP-3
MMP-9  Proteasen?/Proteaseinhibitoren| Lipidperoxide

MMP-13 | Degradation von Zytokinen / ECM

bFGF: basic fibroblast growth factor; ECM: Extrazellularmatrix; ICAM-1: Interzellulares
Adhasionsmolekul 1; IL: Interleukin; LFA-1: Lymphozytenfunktionsassoziiertes Antigen-1; MMP:
Matrix-Metalloproteinase; MJ: Makrophagen; PDGF: platelet derived growth factor; PMN:
polymorphkernige Neutrophile; ROS: reaktive Sauerstoffspezies; TGF: transforming growth factor;
VLA-4: very late antigen-4; VCAM-1: vascular cell adhesion molecule-1; VEGF: vascular endothelial
growth factor

In der Pathogenese von chronischen Wunden nimmt die Phase der Inflammation
eine Schliisselstellung ein’?. Bei einer regular abheilenden, akuten Wunde kommt es
wahrend dieser Phase zur massiven Infiltration von neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen, zum Abraumen des nekrotischen Gewebes und der bakteriellen
Kontamination sowie zur Rekrutierung und Aktivierung von Fibroblasten. Dagegen ist
bei chronischen Wunden initial die Einwanderung von neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen verzdgert und diese verweilen auch unphysiologisch lange im
Wundbett”®. Die Inflammation wird durch andauerndes Gewebetrauma in Form von
anhaltendem mechanischem Druck oder einer Infektion dauerhaft aufrechterhalten.
Dies fuhrt zur unverhaltnismaRigen Sekretion von Matrix-Metalloproteinasen (v.a.
MMP-8 und MMP-9) und neutrophiler Elastase, was wiederum zur andauernden

und inadaquaten Gewebedestruktion fiihrt”, die proliferative und reparative Phase
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finden verzdgert oder gar nicht statt: es kommt zur Ausbildung einer chronischen
Wunde.

Neben den Wachstumsfaktoren VEGF (vascular endothelial growth factor), PDGF
(platelet derived growth factor) und TGF-B (transforming growth factor)’® werden als
Zytokine, welche in der Wundheilung wichtig zu sein scheinen, immer wieder IL-6, IL-
8, MCP-1"", MIP-1a’® TNF-a, IL-1a und IL-18"°, IP-10 sowie MIF® genannt. Einige
dieser Zytokine und Chemokine wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht.

Die Wundheilungsstérung bei Diabetikern kann einerseits Folge begleitender
Umstande wie einer bakteriellen Infektion, einer Gewebeischamie oder andauernder
Traumatisierung  sein, andererseits fuhrt der Diabetes selbst zur
Wundheilungsstorung. Schon 1977 wurde postuliert, dass die Hyperglykamie fur die
Wundheilungsstérung verantwortlich sei®’. Letztlich konnte gezeigt werden, dass
erhdhte Blutzuckerwerte zu einer Stérung des angeborenen Immunsystems (innate
immunity) und somit auch zu einer verzdgerten Wundheilung fiihren®2. Hier werden
verschiedene Pathomechanismen diskutiert. Erhohte Blutzuckerspiegel scheinen
Uber die Bildung sogenannter advanced glycation end products (AGEs) zu einer
Alteration intrazellularer Signalkaskaden, veranderter Genexpression, vermehrter
Sekretion proinflammatorischer Mediatoren und Bildung freier Radikale zu fiihren®,
was wiederum eine verminderte Zellmigration, Zellproliferation und Angiogenese zur
Folge hat®®. Neuerdings wird auch die endotheliale Dysfunktion als ein méglicher
ursachlicher Faktor fiir eine gestérte Wundheilung angesehen®®. Die endotheliale
Dysfunktion ist das aktuell favorisierte Modell zur Entstehung der Atherosklerose,
welche haufig mit dem Vorliegen eines Diabetes assoziiert ist. In der Entstehung der
endothelialen Dysfunktion spielt wiederum auch die Hyperglykéamie atiologisch eine
wichtige Rolle®’.

Da die Wundheilung ein komplexes Zusammenspiel von verschiedenen Zelltypen,
Proteinen und Mediatoren des Immunsystems darstellt, sind in den letzten Jahren
zunehmend die Mediatoren, vor allem Zytokine und Chemokine, als ein madglicher
therapeutischer Angriffspunkt ins Interesse wissenschaftlicher Betrachtungen
geruckt. Ebenso wie bei der Wundheilung scheint bei der Pathogenese des Diabetes

mellitus selbst das Immunsystem eine fiilhrende Rolle zu spielen®.
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1.3. Inflammation und Typ 2 Diabetes

Pathogenetisch kommt es beim Typ 2 Diabetes auf Basis einer Insulinresistenz zu
einem Sekretionsversagen der pankreatischen [B-Zellen, wobei in beiden Fallen
inflammatorische oder immunologische Faktoren beteiligt sind. Proinflammatorische
Zytokine wie TNF-a oder IL-6 interferieren nach Bindung an die Zielzellen mit dem
Insulinsignalweg. Die Phosphorylierung von Serinresten am Insulin-Rezeptor-
Substrat-1 (IRS-1) fuhrt zu einer Beeintrachtigung der Signaltransduktion des
Insulinrezeptors und scheint der SchlUsselschritt zu sein. Dies kann Uber die
Aktivierung der Proteinkinase mTOR (mammalian target of rapamycin) vermittelt
werden, gleichzeitig werden aber auch andere inflammationsassoziierte
Signalkaskaden und Transkriptionsfaktoren wie die Proteinkinase C und NFkB
(nuklearer Transkriptionsfaktor kappa B) aktiviert, was zur Wirkungsabschwachung
des Insulins fiihrt®®'. Weiter fiihrt IL-6 zur Induktion des Proteins SOCS-3
(suppressor of cytokine signalling-3), das eine verminderte Autophosphorylierung des
Insulinrezeptors® und den Abbau der in den Insulinsignalweg eingebundenen
Proteine IRS-1 und IRS-2 induziert® und damit ebenfalls in einer Wirkabschwachung
des Insulins resultiert. Erhohte Serumspiegel an IL-6, TNF-a, IL-1a und IL-1B fuhren
daruber hinaus zur Herunterregulation von PPAR-y (Peroxisom Proliferator aktivierter
Rezeptor), dem Angriffspunkt der Thiazolidindione, und beeinflussen so ebenfalls die
Insulinsensitivitat  negativ®.  Ebenso  reduzieren  Immunmediatoren  die
Insulinsensitivitat  indirekt Uber Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrinden-Achse oder die Modulation der regulatorischen Funktion des
Fettgewebes Uber das Hormon Leptin. Neben der Insulinresistenz ist die
Insulinsekretionsstérung eine entscheidene Komponente des Typ 2 Diabetes®,
welche durch den Untergang von pankreatischen B-Zellen bedingt wird®, die unter
Beteiligung von verschiedenen Zytokinen wie TNF-qa, IL-6 oder Leptin zu Stande zu

kommen scheint.

Ein Zusammenhang von subklinischer, systemischer Inflammation und Typ 2
Diabetes wurde zum ersten Mal 1997 postuliert®” . In weiteren prospektiven Studien

konnte daraufhin gezeigt werden, dass Patienten, die spater einen Diabetes

entwickeln wurden, schon Jahre vor Diagnosestellung erhohte
Serumkonzentrationen von CRP, PAI-1, Serumamyloid A, IL-6, IL-18, MIF und MCP-

99-111

1 aufwiesen Jedoch gibt es auch Autoren, die systemisch erhdhte
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inflammatorische Marker im Serum eher als Folge denn als Ursache der
Insulinresistenz ansehen''.

Es gibt weitere Arbeiten, die eine Assoziation zusatzlicher Zytokine und Chemokine
mit dem Vorliegen einer Adipositas, welche einen starken, wenn nicht sogar den
starksten Risikofaktor fir die Entwicklung eines Typ 2 Diabetes darstellt, nachweisen
konnten. So wurde gezeigt, dass die Chemokine MIP-1a, MCP-1 oder IL-8 in den
Stoffwechsel der Adipozyten eingreifen’>'" die systemische Inflammation
verstarken und die Entwicklung der Insulinresistenz beschleunigen'’*'"®. Bei
Patienten, bei denen eine Adipositas, eine gestorte Glukosetoleranz oder ein Typ 2

Diabetes vorliegen, finden sich zudem erhéhte RANTES-Serumspiegel’” '8,

Damit spielen Zytokine und Chemokine sowohl in der Entstehung des Diabetes
mellitus als auch in der Wundheilungsstorung eine entscheidende Rolle, und
Interaktionen in Bezug auf das diabetische FuRsyndrom sind wahrscheinlich. Im
Folgenden soll die Rolle ausgewahlter Immunmediatoren naher erlautert werden, die

in dieser Arbeit untersucht wurden.

1.4. Zytokine und Chemokine

Zytokine betreffen eine Vielzahl biologischer Prozesse: in der Embryonalentwicklung,
in der Hamatopoese, in der unspezifischen Antwort auf Infektionen, in der
spezifischen Antwort auf Antigene, in der Pathogenese vieler Krankheiten, in der
Veranderung kognitiver Leistungen sowie dem degenerativen Prozess des Alterns
spielen Zytokine tragende Rollen. Der Begriff der Zytokine wurde 1974 von Stanley
Cohen gepragt''®'®. Heute umfasst der Begriff der Zytokine eine strukturell
heterogene Gruppe von I6slichen Proteinen, welche nach Stimulation von Zellen des
Immunsystems sowie einer Reihe anderer Zellen sezerniert werden kénnen. Zu
ihnen gehoren die Interferone, die Interleukine, die Chemokine, die mesenchymalen
Wachstumsfaktoren, die Familie der Tumornekrosefaktoren sowie die Adipokine. Die
Gruppe der Chemokine wiederum wird nach strukturellen Gesichtspunkten in vier
verschiedene Gruppen eingeteilt: die CC-, C-, CXC- und die CX3C-Chemokine.

Die Mehrzahl der Zytokine sind Peptide oder Glykoproteine mit einem
Molekulargewicht von weniger als 30 kDa. Bei einigen Zytokinen findet sich eine

1

konstitutive, bei anderen eine bedarfsgesteuerte Sekretion'®'. Sie dienen der

Regulation der Immunantwort und haben hormonahnliche Wirkungen. Haufig findet
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man eine autokrine Wirkweise, was bedeutet, dass die sezernierten Zytokine auf die
sezernierenden Zellen zuruckwirken. Ferner wirken Zytokine parakrin und juxtakrin,
seltener auch endokrin. Eine weitere charakteristische Eigenschaft stellt die
pleiotrope Wirkung dar, d.h. Zytokine wirken nicht nur auf einen bestimmten Zelltyp,
sondern auf viele verschiedene Zelltypen Uber spezifische, membranstandige
Rezeptoren'??. Haufig wirkt ein Zytokin auf mehrere verschiedene Zytokinrezeptoren.
Diese Rezeptoren weisen oft eine hohe Affinitat zu ihren Liganden auf, so dass die
Serumspiegel der verschiedenen Zytokine nur im Bereich von ng/ml oder pg/ml
liegen. Zytokine haben eine kurze Halbwertszeit im Serum, da sie von Proteasen und

Peptidasen rasch proteolysiert werden.

Funktionell kann man drei verschiedene Gruppen von Zytokinen unterscheiden:

a) proinflammatorische Zytokine (u.a. TNF-q, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IFN-y) im Sinne
einer Ty1-Reaktion

b) antiinflammatorische Zytokine (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, TGF-B) im Sinne einer Ty2-
Reaktion

c) Zytokine, welche unter unterschiedlichen Umstadnden pro- als auch

antiinflammatorische Wirkung haben kénnen.

Die Differenzierung von naiven T-Zellen im Sinne einer Ty1-Reaktion fuhrt zur
zellvermittelten Immunitat, wahrend die Differenzierung in Richtung Ty2-Reaktion zur
Ausbildung einer Antikorper-vermittelten, humoralen Immunitat fihrt. Die Aktivierung
der T-Zellen erfordert ein doppeltes Signal: zum einen die Bindung des T-Zell-
Rezeptors and MHC (major histocompatibility complex)-Molekule auf der Oberflache
von antigenprasentierenden Zellen (APC), zum anderen eine Zell-Zell-Interaktion
Uber weitere Signal- und Adhasionsmolekile (kostimulatorisches Signal). Dartber
hinaus setzen antigenprasentierende Zellen Zytokine frei, die zur T-Zell-
Differenzierung und Aktivierung beitragen.

Die proinflammatorischen Zytokine fuhren zu einer Aktivierung des Immunsystems,
was die Entwicklung eines Typ 2 Diabetes beschleunigen kénnte, wohingegen die
antiinflammatorischen Zytokine zur einer Hemmung des Immunsystems fihren und
der Entwicklung eines Typ 2 Diabetes eher protektiv entgegenstehen wirden. Bei
chronischen, nicht-heilenden Wunden wie beim diabetischen FulRsyndrom kommt es

zu einer Uberschielenden Inflammation, die unter anderem durch



Einleitung 13

proinflammatorische Zytokine und Chemokine wie IL-6, IL-8, MCP-1 oder MIP-1a
mediiert wird. Das bessere Verstandnis der verschiedenen Zytokingruppen und
deren physiologischen Wirkungen flhrten zu einer Vielzahl von therapeutischen
Strategien in den unterschiedlichsten Disziplinen der Medizin. Einerseits werden
Zytokine selbst in ihrer Funktion eingesetzt, wie z.B. die a-Interferone in der Therapie
der chronischen Virushepatits, die B-Interferone in der Therapie der schubférmig-
remittierenden  Variante der Multiplen Sklerose, die Wachstumsfaktoren
Erythropoeitin und Kolonie-stimulierende Faktoren im Rahmen der Hamatologie und
Onkologie. Andererseits macht man sich den antiinflammatorischen Effekt durch
Applikation Zytokin-spezifischer Antikdrper bei autoimmunologisch getriggerten
Krankheiten wie der rheumatoiden Arthritis, dem Morbus Crohn oder der Graft-
versus-Host-Disease zunutze'®.

Im Folgenden werden diejenigen Zytokine, Chemokine und Akut-Phase-Proteine
naher beschrieben, welche in der Pathogenese des Typ 2 Diabetes bzw. der
Wundheilungsstorung eine wesentliche Rolle spielen und welche in dieser Arbeit

naher untersucht wurden.

Interleukin-6 (IL-6) ist das zentrale, proinflammatorische Zytokin der Akut-Phase-
Reaktion, welches von Makrophagen, Ty-Zellen sowie verschiedenen
mesenchymalen Zellen exprimiert wird. Es bewirkt bei aktivierten B-Lymphozyten die
Differenzierung zu Plasmazellen, bei ausdifferenzierten Plasmazellen kommt es nach
Stimulation durch IL-6 zur vermehrten Antikdrperproduktion. Als weitere wichtige
Lokalisation der IL-6-Sekretion wurde das viszerale Fett identifiziert'**. IL-6 ist eines
der ersten Zytokine gewesen, das in Zusammenhang mit dem metabolischen
Syndrom oder der Atherosklerose gebracht wurde. In epidemiologischen Studien
konnte gezeigt werden, dass erhdhte Serumspiegel von IL-6 schon mehrere Jahre
vor Auftreten einer gestorten Glukosetoleranz oder eines manifesten Diabetes
mellitus vorliegen®*'°'. IL-6 ist der wesentliche Induktor fiir die Akut-Phase-Proteine
CRP und Fibrinogen. Im Prozess der Wundheilung wird IL-6 u.a. aus Keratinozyten

freigesetzt'®

und beeinflusst die Expression der flir den Abraumprozess wichtigen
Matrixmetalloproteinasen sowie deren Regulatorproteinen, den TIMPs (tissue

inhibitors of matrix metalloproteinases).
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MIF (Macrophage migration inhibitory factor) ist ein proinflammatorisches Zytokin der
angeborenen Immunitat, welches eine zentrale Rolle sowohl in der antimikrobiellen
Abwehr als auch der Stress-Antwort spielt. MIF wurde als ein lI6slicher Faktor
beschrieben, der von T-Zellen im Rahmen von allergischen Reaktionen des
verzdgerten Typs freigesetzt wird'?®. Die Sekretion von MIF ist nicht auf Zellen des
Immunsystems beschrankt, es wird nahezu ubiquitar von vielen Zelltypen exprimiert,
so auch von pankreatischen B-Zellen oder Adipozyten. Es nimmt Einfluss auf die
Insulinsekretion'”, was suggeriert, dass es eine wichtige Rolle im
Glukosemetabolismus spielt. Bei Patienten mit manifesten Typ 2 Diabetes finden sich

erhdhte MIF-Serumspiegel 2.

Interleukin-18 (IL-18) wurde erstmals 1995 als Interferon-y-induzierender Faktor
beschrieben'®. Es ist ein proinflammatorisches Zytokin, welches von aktivierten
Makrophagen und Kupffer-Sternzellen exprimiert wird und sowohl eine TH4- als auch
eine THx-Antwort induzieren kann'™°. IL-18 scheint in die Pathogenese der
Atherosklerose involviert zu sein: hier wirkt es plaquedestabilisierend’. Erhéhte IL-
18-Serumspiegel sind mit einem gesteigerten Typ 2 Diabetes-Risiko verbunden'®
und scheinen auch beim Betazelluntergang eine Rolle zu spielen, wie dies bereits fur

den Typ 1 Diabetes gezeigt werden konnte'*2.

Interleukin-8 (IL-8, CXCLS8) ist ein proinflammatorisches Chemokin, welches von
Monozyten gebildet wird, und erstmals 1989 als Neutrophile aktivierendes Protein
(NAP-1) bzw. Neutrophile aktivierender Faktor (NAF) beschrieben wurde', da es
ein potenter Aktivator von neutrophilen Granulozyten ist. IL-8 wirkt aber auch auf
Makrophagen und Endothelzellen™* und scheint angiogenetische Wirkung zu
besitzen'*®. Ebenso wie bei MCP-1 sind erhdhte Serumspiegel mit der Adipositas'®

und dem Risiko, spéter einen Typ 2 Diabetes zu entwickeln, assoziiert''°.

MIP-1a (Macrophage inflammatory protein 1a, CCL3) ist ein proinflammatorisches
Chemokin, welches von Makrophagen und aktivierten neutrophilen, eosinophilen und
basophilen Granulozyten sezerniert wird und die Einwanderung von Monozyten und
neutrophilen Granulozyten reguliert’’, was eine Rolle in der Wundheilung nahelegt.

MIP-1a scheint in die Pathogenese verschiedener immunmediierter Erkrankungen
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wie der rheumatoiden Arthritis™® oder der Multiplen Sklerose™® involviert zu sein,

eine Assoziation mit dem Typ 2 Diabetes ist nicht bekannt.

MCP-1 (monocyte chemoattractent protein 1, CCL2) gehért wie MIP-1a auch zur
Gruppe der Chemokine. Es wird hauptsachlich von Monozyten sowie Endothelzellen,
jedoch auch einer Vielzahl von mesenchymalen Zellen gebildet. Es wirkt vor allem
auf Monozyten selbst, ferner auf dendritische Zellen, T-Gedachtniszellen und
basophile Granulozyten”o. MCP-1 bewirkt z.B. in der atherosklerotischen Lasion die
Einwanderung von Monozyten, welche sich im Verlauf zu Schaumzellen entwickeln
kénnen™'. Auch wird fiir MCP-1 ein Einfluss auf die Entwicklung des metabolischen
Syndroms und die Entwicklung der Insulinresistenz diskutiert''®'*2. Zudem scheinen
erhohte Serumspiegel von MCP-1 ein Risiko fur die Entwicklung eines Typ 2

Diabetes darzustellen''°.

IP-10 (interferon-inducible protein 10, CXCL10) wird unter inflammatorischen
Bedingungen von verschiedenen Zellen wie Monozyten, T-Lymphozyten oder
Endothelzellen sezerniert und ist ein Schliisselmediator in der Interferon-Antwort'*.
Erst kurzlich konnte gezeigt werden, dass IP-10 von Fettzellen konstitutiv exprimiert
und sezerniert wird"**. IP-10 wirkt auf Monozyten und aktivierte T-Lymphozyten'*®
und hemmt die Angiogenese'®, einen fiir die Wundheilung essentiellen
Mechanismus. Eine gesteigerte IP-10-Expression findet sich bei einer Vielzahl von
immunologisch getriggerten Krankheiten wie Atherosklerose’’ oder Multipler
Sklerose'®. Erhéhte Serumspiegel von IP-10 scheinen ebenfalls ein Risikofaktor fiir

das Auftreten eines Typ 2 Diabetes zu sein''%'*°.

RANTES (Regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted, CCL5) ist
ein Chemokin, welches vor allem von T-Zellen, aber auch von Epithelzellen,
Fibroblasten, Thrombozyten und Adipozyten exprimiert wird und die Rekrutierung
und Aktivierung von T-Zellen, Monozyten, eosinophilen und basophilen Granulozyten
sowie Mastzellen bewirkt'®®. Es wird vermutet, dass RANTES ebenso die Infiltration
von Leukozyten ins Fettgewebe mediiert’’, was wiederum eine Verdnderung der
Insulinsensitivitat zur Folge haben kénnte. Uber eine Funktion im Verlauf der

Wundheilung ist nicht berichtet worden.
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1.5. Akut-Phase-Proteine

Akut-Phase-Proteine sind Plasmaproteine, die in Folge von Entzindungsreaktionen
in der Leber gebildet werden (sog. Akut-Phase-Reaktion). Mittlerweile werden Uber
30 Akut-Phase-Proteine unterschieden, unter ihnen Serumamyloid A, Haptoglobin,
Coeruloplasmin, diverse Komplement-Faktoren sowie die hier in dieser Arbeit

untersuchten CRP und Fibrinogen.

CRP (C-reaktives Protein) ist der klassische Entzindungsmarker in der klinischen
Diagnostik entzindlicher Erkrankungen, ganz gleich ob infektidser oder nicht-
infektidser Genese. Es wurde vor (ber 70 Jahren entdeckt'® und wird bei
Entzindungsprozessen im Rahmen der Akut-Phase-Reaktion von der Leber
vermehrt synthetisiert, induziert durch IL-6 und verstarkt unter Einwirkung von IL-
18"%3. Seine Wirkung ist bakterizid, indem es als Opsonin komplement-aktivierend
wirkt'*,

In den letzten Jahren wurden erhdhte CRP-Spiegel als Risikofaktor flr
kardiovaskulare Erkrankungen wie die Atherosklerose und KHK identifiziert, ebenso

gilt dies fiir die Entwicklung eines Typ 2 Diabetes'"".

Fibrinogen, dessen physiologische Wirkung im Bereich der sekundaren Hamostase
liegt, wird wie CRP zu den Akut-Phase-Proteinen gezahlt. Es wird hauptsachlich von
IL-6 induziert. Erhohte Fibrinogen-Spiegel finden sich gehauft bei Patienten mit

kardiovaskularen Krankheiten sowie dem Typ 2 Diabetes'**"°.

In dieser Arbeit wurden diejenigen Immunmarker naher untersucht, welche sowonhl in
der Pathogenese des Typ 2 Diabetes als auch bei der chronischen

Wundheilungsstérung eine wesentliche Rolle zu spielen scheinen.

1.6. Ziel dieser Arbeit

Unter Berucksichtigung der zunehmenden gesundheitspolitischen Relevanz des
diabetischen FuRsyndroms als schwerwiegende Komplikation des Typ 2 Diabetes
und dessen bisher weitestgehend unverstandenen Pathomechanismus soll der
Fokus dieser Arbeit auf der Untersuchung der Bedeutung des Immunsystems fur das

diabetische FuRRsyndrom liegen.
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Ziel dieser Arbeit soll sein zu untersuchen,
1. inwieweit das Vorliegen eines diabetischen Fullsyndroms mit einer erhdhten
systemischen Inflammation einhergeht,
2. welche klinischen Variablen Einfluss auf die Schwere des Fu3syndroms oder
die Immunmarker haben,
3. ob die klinischen Parameter wie Wagner-Stadium oder Infektionsgrad sich im
Immunmarker-Profil widerspiegeln sowie

4. ob und wie sich diese Inflammation im Verlauf der Heilung andert.

Hierfir wurden bei 170 Diabetikern mit vorhandenem FulRsyndrom (im folgenden
Patienten genannt) und bei 140 Diabetikern ohne diabetisches Fuflsyndrom (im
folgenden Kontrollen genannt) die systemischen Spiegel verschiedener Zytokine,
Chemokine und Akut-Phase-Proteine mittels ELISA sowie Multiplex-Immunoassay

analysiert und in Bezug zu den klinisch erhobenen Variablen gesetzt.
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2. Material, Methoden und Studienkollektiv

2.1. Material

2.1.1. Verbrauchsmaterialien

Blutentnahme

Surflo winged infusion set 22G x */," (Terumo, Leuven, Belgien)
Membran Adapter Bn. 14.1112 (Sarstedt, NUumbrecht, Deutschland)
Citrat Plasmardhrchen 4,9 ml (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)
EDTA Plasmardhrchen 4,9 ml (Sarstedt, NUimbrecht, Deutschland)

Serumrdhrchen 9 ml (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)

Einmalartikel

Micro Tubes Reagiergefald 1,5 ml (Sarstedt, Nimbrecht, Minchen)
Multiply Pro Tubes 0,2 ml (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)

Multiply Pro Tubes 0,5 ml (Sarstedt, Numbrecht, Deutschland)

Pipetten (5 ml bis 25 ml) (Falcon, Heidelberg, Deutschland)
Pipettenspitzen (10 ul bis 1000 ul) (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

ELISA

96 Well Maxisorp® Nunc Immuno-Plates (Nunc Life Technologies, Karlsruhe,
Deutschland)

Eppendorfgefalle (0,2 ml; 0,5 ml und 1,5 ml; Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
Folien, selbstklebend (Lab Systems, Los Angeles, USA)

Bead-basierter Multiplex-Immunoassay
MultiScreen 96-well filtration plate (Millipore Corp., Bedford, USA)

2.1.2. Gerate

Emax Microplate precision reader (Molecular Devices, Minchen, Deutschland)
Feinwaage AC 88 Delta Range (Mettler, Giel3en, Deutschland)

Waage MC1 LC4200 (Sartorius, Gottingen, Deutschland)

Labor pH-Meter 340 pH/Temp Meter (Beckmann, Palo Alto, USA)
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Luminex ® 100 Analyzer (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA)
Magnetrihrer (Janke & Kunkel, Staufen, Deutschland)

Nunc Immuno-Wash 8 (Nunc Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland)
Pipettierhilfe Pipetus® akku (Hirschmann, Eberstadt, Deutschland)
Schuttler fur Platten Titramax 1000 (Heidolph, Saarbricken, Deutschland)
Tischzentrifuge Microspin FV 2400 (MolTech, Berlin, Deutschland)

Wasseraufbereitungssystem Milli-Q UF Plus (Millipore, Molsheim, Frankreich)

2.1.3. Reagenzien

BSA (bovines Serumalbumin) #15K2357 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
EDC (Dimethylaminopropyl-Ethyl-

Carbodiimide Hydrochlorid) Pierce Chemicals, Rockford, USA
FCS (fotales Kalberserum) PAA, Linz, Austria

PBS (phosphate buffered saline,10x) Invitrogen, Carlsbad, USA
Milchpulver Fluka, Buchs, Schweiz

NHS (N-Hydroxysulfosuccinimid) Pierce Chemicals, Rockford, USA
Rattenserum Perbio, Aalst, Belgien
Schwefelsaure (H2SO,) Merck, Darmstadt, Deutschland
Tween 20 pure Serva, Heidelberg, Deutschland
TMB (Tetramethylbenzidin) KemEnTec, Kopenhagen, Danemark
2.1.4. ELISA

PeliKine compact ELISA Kit fur IL-6, Kat.-Nr.: M1916 (Sanquin Reagents,
Amsterdam, Niederlande)

DuoSet Human ELISA Kit fur MIF, Kat.-Nr.: DY289 (R&D Systems, Minneapolis,
USA)

DuoSet Human ELISA Kit fir RANTES, Kat.-Nr.: DY278 (R&D Systems,
Minneapolis, USA)

2.1.5. Bead-basierter Multiplex-immunoassay

Luminex carboxylated microspheres Kat.-Nr.: 171-5060, microsphere codes 13, 21,
24, 26, 33, 35, 37, 40, 42, 46, 50, 52, 54, 58, 61 (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
USA)
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Primare Antikorper

IL-1a
IL-18
IL-2

IL-5

IL-8

IL-10
IL-13
IL-15
IL-17
IL-18

Kat.-Nr.:
Kat.-Nr.:
Kat.-Nr.:
Kat.-Nr.:
Kat.-Nr.:
Kat.-Nr.:
Kat.-Nr.:
Kat.-Nr.:
Kat.-Nr.:
Kat.-Nr.:

Interferon-y Kat.-Nr.:

TNF-a
MIP-1a
MCP-1
IP-10

Kat.-Nr.:
Kat.-Nr.:
Kat.-Nr.:
Kat.-Nr.:

MAB200 (R&D Systems, Minneapolis, USA)
MABG601 (R&D Systems, Minneapolis, USA)
MAB602 (R&D Systems, Minneapolis, US
MAB405 (R&D Systems, Minneapolis, US
MAB208 (R&D Systems, Minneapolis, USA
55M1910 (Sanquin Reagents, Amsterdam, Niederlande)

A)
A)
)

55M1913 (Sanquin Reagents, Amsterdam, Niederlande)
MAB647 (R&D Systems, Minneapolis, USA)

MAB317 (R&D Systems, Minneapolis, USA)

D044-3 (MBL International, Woburn, USA)

551221 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA)
MAB610 (R&D Systems, Minneapolis, USA)

MABG647 (R&D Systems, Minneapolis, US
MABG679 (R&D Systems, Minneapolis, US
MAB266 (R&D Systems, Minneapolis, USA

A)
A)
)

Sekundare, biotinylierte Antikorper

IL-1a
IL-18
IL-2
IL-5
IL-8
IL-10

IL-13
IL-15
IL-17
IL-18

Kat.-Nr.:
Kat.-Nr.:
Kat.-Nr.:
Kat.-Nr.:
Kat.-Nr.:
Kat.-Nr.:

BAF200 (R&D Systems, Minneapolis, USA)
BAF201 (R&D Systems, Minneapolis, USA)
BAF202 (R&D Systems, Minneapolis, USA)
BAM6051 (R&D Systems, Minneapolis, USA)
BAF208 (R&D Systems, Minneapolis, USA)
55RM1910 (Sanquin Reagents, Amsterdam,

Niederlande)

Kat.-Nr.:
Kat.-Nr.:
Kat.-Nr.:
Kat.-Nr.:

Interferon-y Kat.-Nr.:

TNF-a
MIP-1a
MCP-1
IP-10

Kat.-Nr.:
Kat.-Nr.:
Kat.-Nr.:
Kat.-Nr.:

BAF213 (R&D Systems, Minneapolis, USA)
BAM247 (R&D Systems, Minneapolis, USA)
BAF317 (R&D Systems, Minneapolis, USA)
D045-3 (MBL International, Woburn, USA)
554550 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA)
BAF210 (R&D Systems, Minneapolis, USA)
BAF247(R&D Systems, Minneapolis, USA)
BAF279 (R&D Systems, Minneapolis, USA)
BAF266 (R&D Systems, Minneapolis, USA)
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rekombinante Proteine

IL-1a Kat.-Nr.:
IL-18 Kat.-Nr.:
IL-2 Kat.-Nr.:
IL-5 Kat.-Nr.:
IL-8 Kat.-Nr.:
IL-10 Kat.-Nr.:
IL-13 Kat.-Nr.:
IL-15 Kat.-Nr.:
IL-17 Kat.-Nr.:
IL-18 Kat.-Nr.:
Interferon-y Kat.-Nr.:
TNF-a Kat.-Nr.:
MIP-1a Kat.-Nr.:
MCP-1 Kat.-Nr.:
IP-10 Kat.-Nr.:

200-LA-010 (R&D Systems, Minneapolis, USA)
9511170 (Strathmann, Hamburg, Deutschland)
554603 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA)
PHCO0055 (Biosource, Camarillo, USA)
9515289 (Strathmann, Hamburg, Deutschland)
9515320 (Strathmann, Hamburg, Deutschland)
94/622 (NIBSC, Hertfordshire, UK)

247-1L-005 (R&D Systems, Minneapolis, USA)
317-1L-050 (R&D Systems, Minneapolis, USA)
B001-5 (MBL International, Woburn, USA)
9510130 (Strathmann, Hamburg, Deutschland)
9511510 (Strathmann, Hamburg, Deutschland)
9525339 (Strathmann, Hamburg, Deutschland)
279-MC-010 (R&D Systems, Minneapolis, USA)
266-010 (R&D Systems, Minneapolis, USA)

2.1.6. Sterilisation der Chemikalien und Gerate

Glaswaren wurden bei 120 °C und 2 bar flr 30 min autoklaviert. Lésungen wurden

durch Filter mit einer PorengrofRe von 0,2 um sterilisiert.

2.1.7. Stammlosungen und -puffer

Activation Buffer

Blocking Reagent

Storage Buffer

Coating Puffer (IL-6)

Coating Puffer (MIF)

0,1 M Natriumphosphat, pH 6,1

500 ul Blocking Reagent Stockldsung (im jeweiligen Kit
enthalten)

ad 25 ml PBS (1x)

200 mg BSA und

0,2 g NaN3

ad 200 ml PBS 1x

Ldsung A: 1,24 g Na2CO3*H,0 ad 100 ml Aqua dest.
Lésung B: 1,68 g NaHCO3 ad 300 ml Aqua dest.

70 ml von Lésung A mit Losung B auf pH 9,6 einstellen
Lagerung bei 4 °C fir maximal 4 Wochen

1,48 g Na;HPO4* 2 H,O und

2,09 g NaH,PO4* 2 H,0O ad 90 ml Aqua dest.
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Coating Puffer (RANTES)

DYdiluent

EDC

Milchpulver (0,5%)

NHS

PBS (1x)

PBS / 1% BSA

PBS /10% FCS

PBS /0,05% Tween 20
Probenpuffer
Stopplésung

(2N Schwefelsaure)
10% Tween 20

Waschpuffer ELISA

Waschpuffer Multiplex

auf pH 6,5 einstellen

Lagerung bei 4°C fur maximal 2 Wochen
PBS (1x)

10 ml Serumverdunnungspuffer Konzentrat DY997
(enthalt 10% Rattenserum)

ad 100 ml PBS / 0,05 % Tween 20
10 mg EDC

ad 200 ul Activation buffer

5 g Milchpulver

ad 1L PBS (1x)

10 mg NHS

ad 200 ul Activation buffer

100 ml PBS (10x)

ad 1000 ml Aqua dest.

10 g BSA

ad 1000 ml PBS (1x) sterilfiltriert
Lagerung bei -20°C

100 ml FCS

ad 1000 ml PBS (1x)

500 pl 10% Tween 20

Ad 1L PBS (1x)

20 ml HPE (5x) (im Kit enthalten)
ad 80 ml Aqua dest.

25 ml konzentrierte Schwefelsaure (H2SO4)
ad 450 ml Aqua dest.

5g Tween 20 abwiegen

ad 50 ml Aqua dest.

500 pl 10% Tween 20

ad 1L PBS (1x)

2,59 BSA und

625 ul Tween 20%

ad 250 ml PBS (1x)
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2.2. Methoden

2.2.1. Studienkollektiv

2.2.1.1. Rekrutierung und Blutentnahme

Die Rekrutierung der Patienten mit akutem diabetischem Fuldsyndrom erfolgte bei
stationarer Aufnahme zur Behandlung des diabetischen FuRsyndroms im Rahmen
der Krankenversorgung an der Deutschen Diabetes-Klinik des Deutschen Diabetes-
Zentrums in Dusseldorf. In dem Zeitraum von August 2003 bis November 2005
wurden konsekutiv insgesamt 282 Patienten mit akutem diabetischem Ful3syndrom
rekrutiert, von denen im Verlauf ihres stationaren Aufenthaltes jeweils bis zu drei
Blutproben entnommen wurden. Diese umfassten jeweils ein Serum-, EDTA- und ein
Citratrohrchen zur Bestimmung von klinisch-chemischen Basiswerten inklusive
HbA1c, des Blutbildes, der basalen Gerinnungswerte sowie der Immunparameter.
Die Entnahmen wurden am ersten Tag nach Aufnahme, und 7 bzw. 14 Tage nach
erster Blutentnahme morgens nulchtern durchgefuhrt. Die Blutproben wurden
innerhalb eines Zeitraums von maximal 60 Minuten weiter verarbeitet (Kapitel
2.2.1.2.). Alle Arbeiten fanden bei Raumtemperatur statt.

Die Rekrutierung von Patienten ohne diabetisches FuRsyndrom als Kontrollgruppe
erfolgte im Rahmen von arztlichen Konsultationen in der allgemeinen Ambulanz der
Deutschen Diabetes-Klinik. Hier wurden im Zeitraum von Dezember 2003 bis
September 2004 konsekutiv insgesamt 175 Diabetiker ohne diabetisches
FuBsyndrom rekrutiert, von denen jeweils bei Vorstellungstermin im nichternen
Zustand eine Blutprobe, bestehend aus jeweils einem Serum-, EDTA und
Citratrohrchen, zur klinischen Basisdiagnostik inkl. HbA1c-Wert und Bestimmung

von Immunparametern entnommen wurde.

2.2.1.2. Weiterverarbeitung der Proben

Die enthommenen Serum- bzw. Citratrohrchen fur die Bestimmung der
Immunparameter wurden innerhalb von 60 Minuten bei 1560 g und Raumtemperatur
zentrifugiert und in sechs Aliquots a 500 ul und vier Aliquots a 60 pl separiert. Diese

wurden bei - 80°C bis zur weiteren Analyse der Immunparameter gelagert.
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2.2.1.3. Klinisch-chemisches Routinelabor

Die Messung der klinisch-chemischen Parameter sowie der Gerinnung erfolgte mit
den gangigen Referenzlabormethoden.

In der Patientengruppe wurden Gesamt-Cholesterin, HDL- und LDL-Cholesterin,
Triglyzeride, Kreatinin, Harnstoff, Harnsaure, Gesamteiweil3, HbA1c, Differential-
Blutbild sowie die  Gerinnungsparameter aPTT  (aktivierte  partielle
Thromboplastinzeit) und Quick bestimmt. In der Kontrollgruppe wurden Gesamt-
Cholesterin, HDL- und LDL-Cholesterin, Triglyzeride, Kreatinin, Gesamteiweil} sowie
HbA1c als auch die Gerinnungsparameter aPTT und Quick bestimmt.

Bei beiden Gruppen erfolgte zudem die Messung des hochsensitiven CRP (hsCRP)
und des Fibrinogens im Plasma. Das hs-CRP wurde mit Hilfe eines hochsensitiven
Latex-unterstutzten nephelometrischen Assays auf dem BN Il Analyser (Dade
Behring, Marburg), das Fibrinogen wurde mit der gangigen Referenzlabormethode
im Labor von Prof. W. Koenig an der Universitatsklinik in Ulm bestimmt, der uns die

Daten freundlicherweise Uberlassen hat.

2.2.1.4. Klinische Patientencharakteristika

Die Erstellung der klinischen Datenbank erfolgte auf Basis der Krankenakten.
Allgemeine, patientenbezogene Daten (Geburtsdatum, Diabetestyp, Aufnahme und
Entlassdatum) sowie die verschiedenen klinischen Parameter (BMI, Blutdruck,
Vorerkrankungen, aktuelle Medikation, etc.) wurden aus der Krankendokumentation
entnommen. Die klinische Einschatzung des diabetischen FulRssyndroms nach
Stadium und Infektionsgrad basierte auf der Verlaufs- sowie Fotodokumentation der
hiesigen Fullambulanz. Nach Eingabe aller Daten wurde eine Plausibilitatstestung

der Datenbank durchgefuhrt.

2.2.1.5. Klassifikation des Diabetes
Die Einteilung der Diabetestypen erfolgte nach der 2000 eingefiihrten und heute
iiblichen Klassifikation der Deutschen Diabetes Gesellschaft’®’, wonach beim
Diabetes mellitus vier Subtypen unterschieden werden.

1. Typ-1-Diabetes

2. Typ-2-Diabetes

3. andere spezifische Diabetes-Typen

4. Gestationsdiabetes



Material, Methoden und Studienkollektiv 25

2.2.1.6. Klassifikation des FuBsyndroms
Die klinische Klassifikation des diabetischen Fulisyndroms erfolgt anhand der
Stadieneinteilung nach Wagner/Armstrong, welche von Wagner im Jahre 1981

vorgeschlagen'® und von Armstrong 1998 modifiziert wurde® (Tabelle 1).

Tabelle 1: Klassifikation des diabetischen FuRRsyndroms nach Wagner (modifiziert nach
Armstrong)

0 1 2 3 4 5
pra- oder Wunde bis zur | Wunde bis zur Nekrose von | Nekrose des
A ostulzerative oberfidchliche | - Ebene von Ebene von Teilen des esamten
P Wunde Wunde Sehne oder | Knochen oder FuRes 9 FuRes
Kapsel Gelenk

B mit Infektion

C mit Ischamie

D mit Infektion und Ischamie

Im Stadium O werden Patienten mit Hyperkeratosen sowie abgeheilte Ulzera
subsumiert. Wahrend im Stadium 1 lediglich oberflachliche Lasionen im Sinne einer
Exkoriation zu beobachten sind, findet sich im Stadium 2 das Bild einer
tiefergehenden, bis zur Ebene von Kapsel und Sehne reichenden Wunde. Im
Stadium 3 reicht der Defekt bis auf die Knochen- und Gelenkebene, was haufig eine
Osteomyelitis zur Folge hat. Das Stadium 4 beschreibt die partielle, Stadium 5 die
komplette Nekrose des Fules.

Nach Modifikation der Wagner-Klassifikation durch Armstrong werden die Stadien 0
bis 5 zusatzlich mit den Buchstabencodes A bis D versehen. A verneint hierbei eine
bestehende Infektion bzw. Ischamie. B beschreibt das Vorliegen einer Infektion, C
das Vorliegen einer arteriellen Minderperfusion im Rahmen einer gleichzeitig haufig
bestehenden paVK. Die Eingruppierung D bezeichnet das gleichzeitige

Vorhandensein einer Infektion sowie einer Ischamie.

2.2.1.7. Infektionsgrad

Um den Grad der Infektion weiter objektivieren zu kénnen, wurde eine vierstufige
Klassifikation angewandt. Bei Grad 0 bestand kein Hinweis flr eine akute
Entzindung, bei Grad 1 zeigte sich eine leichte Rétung der Wundumgebung, bei
Grad 2 bestand eine deutliche Roétung bzw. ein Erysipel, wahrend es bei Grad 3 zur

Ausbildung einer Phlegmone mit oder ohne sichtbare Eiterbildung kam.
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2.2.1.8. Hypertonie und Hyperlipidamie

Eine arterielle Hypertonie wurde definiert als Vorliegen systolischer / diastolischer
Blutdruck-Werte > 140 / 90 mmHg oder bei dokumentierter, regelmaiiger Einnahme
von Calcium-Antagonisten, AT+-Blockern oder Diuretika.

Eine Hyperlipidamie wurde definiert als Gesamt-Cholesterin-Spiegel > 200 mg/dl,
LDL-Cholesterin-Spiegel > 120 mg/dl, Triglyzerid-Spiegel > 150 mg/dl oder bei

Einnahme von Statinen oder Fibraten.

2.2.1.9. Erstellung der Analysedatenbank

Von den insgesamt 282 rekrutierten Patienten wurde 56 wegen fehlender,
essentieller klinischen Daten von der Analyse ausgeschlossen (Abbildung 2). Hierbei
fehlten entweder das Alter, der Diabetestyp oder das Wagner-Stadium. Ferner
mussten insgesamt 32 Patienten wegen der Einnahme von immunmodulierenden
Pharmaka wie peroralem Cortison (n=4) oder gangiger Immunsuppressiva (n=6)
bzw. anamnestischer oder aktueller Tumorerkrankungen, die ebenfalls zu
Alterationen des Immunsystems filhren'®, ausgeschlossen werden. Weiter wurden
insgesamt 18 Patienten ausgeschlossen, bei denen entweder die Blutentnahmen
nicht innerhalb der vorher definierten Intervalle von 5 bis 9 Tagen bzw. 12 bis 16
Tagen nach Aufnahme erfolgte, und solche Patienten, die sich vor der Blutentnahme
einer Angiographie oder Operation unterziehen lieRen. Zusatzlich mussten 6 weitere
Patienten ausgeschlossen werden, da diese mehrfach aufgenommen wurden. Am
Ende dieser Selektion gingen somit insgesamt 170 Patienten in die Auswertung ein,
davon 13 Typ 1 Diabetiker und 157 Typ 2 Diabetiker.
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Abbildung 2: Flussdiagramm Patientenkollektiv

n=282

T1D n=32,T2D n=225

n=6 ausgeschlossen, da gleiche Patienten

> mehrfach erfasstwurden
A 4
n=276
T1D n=30, T2D n=221
> n=56 wegen fehlenderklinischer Daten
ausgeschlossen
A 4
n=220

T1D n=21,T2D n=199

n=6 wegen Einnahme von Immunsuppressiva
n=4 wegen Einnahme von Cortison p.o.
n=22 wegen anamnestischer bzw. aktueller
Tumorerkankung ausgeschlossen

A 4
n=188

T1D n=15,T2D n=173

S n=18 wegen erfolgter Operation, Angiographie,
bzw. nichterflllter Zeitkriterien ausgeschlossen

Y

n=170

T1D n=13,T2D n=157

T1D = Typ 1 Diabetiker; T2D = Typ 2 Diabetiker; p.o. = peroral

Von den insgesamt 175 Kontrollen wurden 5 wegen fehlender essentieller klinischer
Daten ausgeschlossen (Abbildung 3). Weitere 8 Kontrollen wurden ausgeschlossen,
da sich ein Diabetes mellitus nicht bestatigen lie3 oder ein anderer Diabetestyp als
Typ 1 oder Typ 2 vorlag (n=5). Zusatzlich mussten 4 Kontrollen wegen Vorliegens
einer akuten Infektionskrankheit und 13 weitere Kontrollen wegen mehrfacher
Aufnahme ausgeschlossen werden. Somit wurden 140 Kontrollen berucksichtigt,
davon 23 Typ 1 Diabetiker und 117 Typ 2 Diabetiker. In die endgultige Auswertung

gingen somit insgesamt 170 Patienten und 140 Kontrollen ein.
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Abbildung 3: Flussdiagramm Kontrollkollektiv

n=175
S n=5 wegen fehlenderklinischer Daten
ausgeschlossen
A 4
n=170
N n=8 Diabetes mellitus ausgeschlossen
n=5 anderer Diabetestyp als 1 oder 2
A 4
n=157
T1D n=27,T2D n=130
> n=4 wegen akuter Infektionskrankheit
ausgeschlossen
A 4
n=153

T1D n=25,T2D n=128

> n=13 ausgeschlossen, da gleiche Patienten
mehrfach erfasstwurden

A 4
n=140

T1D n=23,T2D n=117

T1D = Typ 1 Diabetiker; T2D = Typ 2 Diabetiker

2.2.2. Analyse der Immunparameter

2.2.21. ELISA

Im Rahmen der Konzentrationsbestimmung von ldslichen Analyten wurde der
sogenannte ,Sandwich“-ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) verwendet.
Bei dieser Methode werden Antikérper und Analyt in der Art eines Sandwichs
geschichtet (Abbildung 4). Die erste Schicht des ELISA bildet ein Antikérper, der den
Analyt spezifisch bindet. Dieser primare Antikdrper wird an die Plastikoberflache
einer ELISA-Platte gekoppelt. Dazu wird der Antikdrper in definierter Konzentration

in die vorhandenen Vertiefungen der ELISA-Platte pipettiert. Im nachsten Schritt wird
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die Platte mit einer Proteinlosung geblockt, um unspezifische Bindungen des
Analyten, des sekundaren Antikorpers oder des Enzymkonjugats an die
Plastikoberflache zu verhindern. Die darlberliegende Schicht bildet der Analyt. Die
Platte wird mit dem Analyten inkubiert, welcher nun an den ersten Antikorper bindet.
AnschlieRend wird der Platte der sekundare Antikorper hinzugeflgt, der den Analyt
ebenfalls spezifisch, aber an anderen Epitopen bindet. Der sekundare Antikdrper ist
kovalent mit Biotin gekoppelt. An das Biotin kann in einem weiteren Schritt ein
Streptavidin-Enzymkomplex binden, der ein geeignetes chromogenes Substrat (z.B.
TMB) in einer Enzymreaktion zu einem Farbstoff umsetzt. Da die Bindung des
zweiten Antikdrpers und somit auch des Enzymkomplexes an den Analyten
spezifisch ist, lassen sich Rickschlisse auf die Menge des Analyten ziehen. Die
Geschwindigkeit des Farbumschlages der Enzymreaktion ist proportional zu der
Menge des gebundenen Analyten. Demzufolge fuhren hohere Konzentrationen des
Analyten zu einem schnelleren Farbumschlag. Diese Reaktion folgt bis zu einem
gewissen Punkt einer linearen Kinetik. Die Farbreaktion kann durch Zugabe einer
Stopplosung (z.B. 2N Schwefelsaure) beendet und durch eine photometrische
Messung die Farbreaktion quantitativ bestimmt werden. Wird die Reaktion in der
linearen Phase gestoppt, kann anhand einer Standardverdinnungsreihe mit
definierten Mengen des Analyten eine Eichkurve erstellt werden, mittels derer die

Menge des vorhandenen Analyten in der Probe bestimmt werden kann.

Abbildung 4: Schematischer Ablauf eines ELISA

X
AR )

(1) (2

Die Nummerierung bezieht sich auf das unten aufgefiihrte, allgemeine ELISA-Protokoll. Dargestellt ist
die Oberflache der mit primaren Antikdrper beschichteten ELISA-Platte (1), das Blocking Reagent (2),
der nachzuweisende Analyt (3), der sekundare Antikérper (4), das Enzym (5), und die Farbreaktion

(6)
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2.2.2.2. Generelles Protokoll fiir Zytokin-ELISA

1. Beschichtung mit primaren Antikorper

Der den Analyten spezifisch bindende Antikorper wurde mit einer speziellen
Pufferlosung aus einer Stocklosung auf die gewlunschte Konzentration verdunnt. Im
Anschluss wurde die Losung in die Vertiefungen einer ELISA-Platte (Nunc MaxiSorp
Immuno-Plates) pipettiert. Die Platte wurde 24 Stunden bei 4°C auf einem Schuttler
inkubiert. Zum Schutz vor Verunreinigungen und Verdunstung wurde die Platte mit
Klebefolie abdeckt. Nach der Inkubationszeit wurde die Platte dreimal mit PBS(1x)

gewaschen, um ungebundenen primaren Antikdrper zu entfernen.

2. Blocken

Um unspezifische Bindungen des Zytokins, des sekundaren Antikorpers oder des
Enzymsubstrats zu verhindern, wurde die Platte im Folgenden mit Blocking Reagent
fur zwei Stunden inkubiert. Dazu wurden 250 pl der Loésung in jede Vertiefung
pipettiert. Nach zweistindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Platte

dreimal mit Waschpuffer gewaschen.

3. Auftragen von Standard und Proben

Zur Herstellung einer Standardreihe wurde ein Aliquot der Stockldsung bestehend
aus rekombinantem humanem Zytokin in Probenpuffer seriell verdinnt. Auch die
Proben wurden in Probenpuffer verdunnt. Danach wurden Proben und Standard in
die Vertiefungen der ELISA-Platte aufgetragen, die Platte mit Klebefolie bedeckt und
bei 4°C Uber Nacht auf dem Schuttler inkubiert. Nach der Inkubationszeit erfolgte

dreimaliges Waschen mit Waschpuffer, um ungebundene Proteine zu entfernen.

4. Sekundarer Antikorper

Der mit Biotin konjugierte Detektionsantikérper wurde aus einer Stocklésung mit
Probenpuffer verdinnt und auf die ELISA-Platte aufgetragen. Die Inkubationszeit
betrug eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schuttler. Darauf folgten drei

Waschschritte mit Waschpuffer, wodurch ungebundener Antikorper entfernt wurde.
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5. Bindung des Streptavidin-Peroxidase-Konjugats

Das Streptavidin-Peroxidase-Konjugat wurde mit Probenpuffer verdiinnt und auf die
Platte aufgetragen. Danach folgte ein 30minttige Inkubation auf dem Schiittler bei

Raumtemperatur, an die sich dreimaliges Waschen mit Waschpuffer anschloss.

6. Chromogene Reaktion des Enzymkomplexes

Nach Zugabe des chromogenen Substrats TMB wurde durch das zuvor gebundene
Streptavidin-Peroxidase-Konjugat eine Umwandlung des farblosen Substrats in
einen blauen Farbstoff erzielt. Die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur unter
einer lichtundurchlassigen Abdeckung fur 30 Minuten. Die Reaktion wurde durch
Hinzugabe der Stopplésung und Denaturierung der Peroxidase beendet, um im
linearen Bereich der Reaktion zu bleiben. Durch die Zugabe der Stopplosung (2N

Schwefelsaure) erfolgte ein Farbumschlag von blau zu gelb.

7. Photometrische Messung

Die Messung der Farbreaktion erfolgte mittels eines Microplate-Readers bei einer
Wellenlange von 450 nm. Die Standardkurve wurde durch Log-Log-Interpolation mit
Hilfe der SOFTmax-Software (Version 2.35) erstellt und anhand dieser Kurve die
Mengen des jeweiligen Zytokins unter Berlcksichtigung der jeweiligen Verdlinnung
in der Probe bestimmt. Jede Probe wurde als Doppelbestimmung gemessen und
daraus der Mittelwert, die Standardabweichung sowie der Variationskoeffizient (CV)

errechnet.

2.2.2.3. ELISA-Protokoll fur IL-6
Detektionsgrenze: 0,2 pg/ml

1. Primarer Antikorper

Der primare Antikorper wurde 1:100 mit Coating Puffer verdinnt. In jede Vertiefung
der ELISA-Platte wurden 50 ul pipettiert.

2. Blocken

In jede Vertiefung wurden je 250 pl des Blocking Reagent pipettiert.
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3. Auftragen von Standard und Proben

Die Standardreihe umfasste einen Bereich von 150 — 0,62 pg/ml. Die Proben wurden
1:2 im Probenpuffer des ELISA-Kits verdinnt. In die Vertiefungen der ELISA-Platte
wurden jeweils 50 pl pipettiert.

4. Sekundarer Antikbrper

Der sekundare Antikérper wurde in Probenpuffer aus der Stocklésung 1:200

verdunnt. In die Vertiefungen wurden 50 ul sekundarer Antikorper pipettiert.

6. Bindung des HRP-Streptavidin-Enzymkomplexes

Die HRP-Streptavidin-Enzymkomplex-Stocklésung (im Kit enthalten) wurde 1:10.000
in Probenpuffer verdunnt. In jedes Well wurden 100 ul der Losung pipettiert.

7. Farbreaktion
In jede Vertiefung der ELISA-Platte wurden 100 ul 4°C kaltes TMB-Substrat
pipettiert. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 100 pl Stopplosung (2N

Schwefelsaure) beendet.

2.2.2.4. ELISA-Protokoll fur MIF
Detektionsgrenze: 20,48 ng/mi
1. Primarer Antikdrper

Der primare Antikorper wurde 1:180 mit Coating Puffer verdunnt. In jede Vertiefung
der ELISA-Platte wurden 100 pl pipettiert.

2. Blocken
In jede Vertiefung wurden je 250 pl 10 % FCS / PBS als Blocking Reagent pipettiert.

3. Auftragen von Standard und Proben

Die Standardreihe umfasste einen Bereich von 2.000 — 20,48 ng/ml. Die Proben
wurden 1:25 in 10% FCS / PBS verdunnt. In die Vertiefungen der ELISA-Platte

wurden jeweils 50 pl pipettiert.
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4. Sekundarer Antikorper

Der sekundare Antikorper wurde in Probenpuffer aus der Stocklésung 1:180

verdunnt. In die Vertiefungen wurden 100 ul sekundarer Antikorper pipettiert.

5. Bindung des HRP-Streptavidin-Enzymkomplexes

Die HRP-Streptavidin-Enzymkomplex-Stocklésung (im Kit enthalten) wurde 1:3.000

in Probenpuffer verdunnt. In jedes Well wurden 100 ul der Losung pipettiert.

6. Farbreaktion
In jede Vertiefung der ELISA-Platte wurden 100 pl 4°C kaltes TMB-Substrat
pipettiert. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 100 pl Stopplésung (2N

Schwefelsaure) beendet.

2.2.2.5. ELISA-Protokoll fiir RANTES
Detektionsgrenze: 4,11 ng/mi

1. Primarer Antikorper

Der primare Antikorper wurde 1:360 mit PBS (1x) als Coating Puffer verdunnt. In
jede Vertiefung der ELISA-Platte wurden 100 pl pipettiert.

2. Blocken
In jede Vertiefung wurden je 250 pl 1%BSA/PBS als Blocking Reagent pipettiert.

3. Auftragen von Standard und Proben

Die Standardreihe umfasste einen Bereich von 1.000 — 4,11 ng/ml. Die Proben
wurden 1:500 in 1% BSA / PBS verdunnt. In die Vertiefungen der ELISA-Platte

wurden jeweils 50 pl pipettiert.

4. Sekundarer Antikbrper

Der sekundare Antikorper wurde in Probenpuffer aus der Stocklosung 1:360

verdunnt. In die Vertiefungen wurden 100 pl sekundarer Antikorper pipettiert.

5. Bindung des HRP-Streptavidin-Enzymkomplexes

Die HRP-Streptavidin-Enzymkomplex-Stocklosung (im Kit enthalten) wurde 1:200 in
Probenpuffer verdunnt. In jedes Well wurden 100 pl der Losung pipettiert.
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6. Farbreaktion
In jede Vertiefung der ELISA-Platte wurden 100 pl 4°C kaltes TMB-Substrat
pipettiert. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 50 pl Stopplésung (2N

Schwefelsaure) beendet.

2.2.2.6. Auswertung der ELISA-Platten

Die Auswertung aller ELISA-Platten durch Bestimmung der optischen Dichte bei
einer Wellenlange von 450 nm mittels eines ELISA-Readers. Anhand der
Standardverdunnungsreihe wurde eine Eichkurve durch die Log-Log-Interpolation
erstellt. Anhand dieser Eichkurve lielen sich die Konzentrationen der jeweiligen

Zytokine ermitteln.

2.2.2.7. Qualitatskontrolle und Normalisierung der ELISA-Platten

Um die Varianz zwischen den einzelnen Platten bei den Messungen von Patienten
und Kontrollen vergleichbar zu halten, wurden auf einer Platte sowohl Patienten- wie
Kontrollproben gemessen.

Die Interassayvariabilitdt wurde anschlieRend durch die Analyse von mitgefuhrten
Kontrollseren bestimmt. Bei insgesamt drei Platten des MIF-ELISA und bei einer
Platte des RANTES-ELISA wurden sowohl in den Kontrollseren als auch bei allen
Proben systematisch niedrigere Extinktionen als bei den restlichen 23 MIF- bzw. 25
RANTES-ELISA-Platten gemessen, die zwei Standardabweichungen vom Mittelwert
der anderen Platten abwichen. Die Proben der abweichenden Platten wurden
anhand eines Faktors umgerechnet, der aus der Abweichung des jeweiligen
Medians der Proben der Platte zum Gesamtmedian aller Platten errechnet wurde.

Damit wurde eine gemeinsame Analyse der gemessenen Zytokinwerte ermoglicht.

2.2.2.8. Bead-basierter Multiplex Inmunoassay (Luminex®)

Im Gegensatz zum klassischen Sandwich-ELISA, wo man sich auf die Messung
eines Analyten beschranken muss, erlaubt die Multiplex-Methode die gleichzeitige
Konzentrationsbestimmung mehrerer I6slicher  Analyten innerhalb  einer
Patientenprobe. Beim sogenannten Bead-basierten Multiplex Immunoassay (MIA)
wird eine zum Sandwich-ELISA analoge Schichtung aus Antikérper und Analyten auf
einer Polystyrol-Mikrosphare (,bead®) aufgebaut (Abbildung 5). Dabei werden pro zu

messendem Analyten ca. 750 bis 1.000 Mikrospharen verwendet. In die
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Mikrospharen sind zwei durch den roten Laser im Detektionsgerat anregbare
Fluorochrome in unterschiedlichen Anteilen eingebettet, so dass bis zu 100
verschiedene Farbtone generiert werden konnen, die eine Unterscheidung einzelner
Mikrospharen erlauben. So wird der primare Antikorper gegen den
nachzuweisenden Analyten nur an Mikrospharen einer einzigen, bekannten

Fluorochromzusammensetzung gebunden.

Abbildung 5: Schematischer Ablauf des bead-basierten Multiplex-Immunoassays

Die Beads werden mitden verschiedenen priméaren
Antikérpern gekoppelt.

—

Die verschiedenen Antikérper binden spezifisch
die entsprechenden Analyten.

N

IR IEK.

Die biotinylierten Detektionsantikérper binden spezifisch
die entsprechenden Analyten und bilden einen Antikorper-
Antigen-Sandwich.
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Der Streptavidin-Phycoerythrin-Komplex (Reporter-
Signal) bindetan die sekundaren Antikorper.
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)
J
Detektion der unterschiedlichen Beads Giber
5 Eigenfluoreszenz, gleichzeitig quantitative Detektion
1 o — des Reporter-Signals Ubereinen zweiten Laser

Der rote Laser erkennt aufgrund der verschiedenartigen Farbtdne die verschiedenen Mikrosphéaren,
wahrend der grine Laser das Reporter-Signal (Phycoerythrin) zur quantitativen Messung auf
Einzelbeadniveau detektiert.
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2.2.2.9. Protokoll fir die Kopplung des primaren Antikorpers an die
Mikrospharen

Eine Voraussetzung flir die Durchfihrung des Multiplex-Immunoassays ist die
Kopplung der primaren Antikorper an die Mikrospharen. Hierbei werden die
Antikodrper kovalent an die Oberflache der aus Polystyrol bestehenden Mikrospharen
gebunden.

Anfangs werden die Mikrospharen zwei Minuten in einem Ultraschallbad
suspendiert, um eventuell verklumpte Mikrospharen voneinander zu l6sen. Ein
Aliquot von 250 pl (entspricht ca. 3x10° Mikrospharen) wird bei 14.000 g dreimal in
Folge zentrifugiert. Der Uberstand wird anschlieRend jeweils vorsichtig abpipettiert.
Nach Resuspensieren der Mikrospharen in 80 pl Aktivierungspuffer (0,1 M
Natriumphosphat-Puffer, pH 6,1) wird zuerst 10 pl NHS (N-Hydroxysulfosuccinimid),
dann 10 pl EDC (Dimethylaminopropyl-Ethyl-Carbodiimid  Hydrochlorid)
hinzugegeben. Das EDC reagiert mit auf den Mikrospharen vorliegenden Carboxyl-
Gruppen zu einem instabilen Zwischenprodukt, an das die Antikérper binden
konnen. NHS wiederum stabilisiert dieses Zwischenprodukt. Anschlieend wird 20
Minuten im Dunklen auf dem Schuttler bei 750 rpm inkubiert. Nun wird erneut
dreimal in Folge zentrifugiert und der entstehende Uberstand abpipettiert. Die
aktivierten Mikrospharen werden mit 250 pl Kopplungspuffer (PBS 1x) vermischt und
fur 30 Sekunden im Ultraschallbad resuspendiert, um Verklebungen der
Mikrospharen zu vermeiden. AnschlieRend werden 50 pg des zu koppelnden
Antikorpers hinzugegeben und Uber Nacht bei 750 rpm und 4°C auf dem Schuttler
im Dunklen inkubiert. Nach Zentrifugation und Abpipettieren des Uberstandes folgt
ein Waschschritt mit 250 yl Waschpuffer (PBS / 0,05% Tween). Das entstehende
Gemisch wird fur eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunklen auf dem Schuttler
inkubiert. Hierauf folgt ein erneuter Waschgang mit 250 ul Waschpuffer, und danach
mit 250 pl Storage buffer, wobei die Mikrospharen nochmals durch Ultraschall
voneinander getrennt werden. Nach Hinzugeben von 1 ml storage buffer werden die
Mikrospharen in der Neubauer-Kammer gezahlt und auf eine Konzentration von 2,5
x 10° / ml eingestellt. Die Qualitdt der durchgefilhrten Kopplung lasst sich nun

anhand der Messung einer Standardkurve im Multiplex-Gerat Uberprifen.
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2.2.2.10.Generelles Protokoll fur Multiplex-iImmunoassay

Nach Aufbringen des Standards, der Kontrollen und der Proben auf eine Millipore
MultiScreen 96-well Filterplatte werden die entsprechenden mit Antikdrper-
gekoppelten Mikrospharen hinzugegeben, so dass es zu einer spezifischen
Antikorper-Analyt-Bindung auf der Oberflache der Mikrospharen kommt. Analog zum
ELISA wird dann in einem zweiten Schritt ein Gemisch der Detektionsantikdrper
hinzugegeben. An die sekundaren Antikorper ist kovalent Biotin gekoppelt, welches
im nachsten Schritt an einen Streptavidin-Phycoerythrin-Komplex (Streptavidin-PE)
mit Phycoerythrin als Fluoreszenzfarbstoff (Reportersignal) bindet. Der Luminex-
Reader differenziert und klassifiziert jede Mikrosphare ahnlich der
Durchflusszytometrie in einer Kapillare anhand deren spezifischer Eigenfluoreszenz.
Zusatzlich wird durch den zweiten, grinen Laser das Fluoreszenz-Reportersignal
detektiert, welches nicht mit dem Klassifikationssignal der Mikrospharen interferiert.
Hierlber geschieht die Quantifikation des gebundenen Analyten.

Diese Methode wurde zum Nachweis der Zytokine IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-5, IL-8, IL-
10, IL-13, IL-15, IL-17, IL-18, IFN-y, TNF-a, MIP-1a, MCP-1 und IP-10 angewandt.

2.2.2.11. Protokoll fiir Multiplex-lmmunoassay

1. Vorbereiten und Auftragen der Standardkurve

Die bendtigten rekombinanten Proteine werden in DY-Verdlinnungspuffer
entsprechend einer Konzentration von 5.000 pg/ml aufgelost. Zur Herstellung der
Standardreihe wurde ein Aliquot dieser Stocklosung seriell 1:2 verdunnt. Nach
Anfeuchten der Luminex-Platte (MultiScreen 96-well Filterplatte) durch Aufbringen
von 100 pl HPE-Puffer in jede Vertiefung sowie anschlieRender Entfernung des
Gemischs durch Vakuumfiltration werden 50 pl jedes Standards auf die Luminex-

Platte aufgebracht.

2. Vorbereiten und Auftragen der Proben

Es werden 25 pyl DY-Verdunnungspuffer in die entsprechenden Vertiefungen
gegeben. Danach werden 25 ul der Proben in die jeweiligen Vertiefungen pipettiert,
so dass die Proben 1:2 verdunnt werden. Anschliel3end wird die Platte fur 5 Minuten

auf dem Schuttler inkubiert.
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3. Vorbereiten und Auftragen der mit Antikorper-gekoppelten Mikrospharen

Die mit Antikdrper gekoppelten Mikrospharen werden in einem Mikrospharenmix
zusammengefasst. Nach mindestens einminitigem Vortexen des Mikrospharenmix
zur Trennung aggregierter Mikrospharen werden hiervon jeweils 10 pl (je Analyt
1.000 Mikrospharen pro Vertiefung) in jede Vertiefung der Luminex-Platte
aufgetragen. Diese wird anschlieRend auf dem Schuttler fur eine Stunde im Dunklen

bei Raumtemperatur inkubiert.

4. Sekundare Antikorper

Die Detektionsantikorper werden 1:30 in HPE-Puffer aufgenommen und miteinander
in einer Stocklésung vermischt. Hiervon wird pro Vertiefung 10 pl hinzugegeben,
woraufhin die Platte erneut auf dem Schuttler fir eine Stunde im Dunklen bei
Raumtemperatur inkubiert wird. Anschlielend erfolgt die Entfernung des Gemisches
durch Vakuumfiltration, an die sich ein Waschvorgang mit 150 pl Waschpuffer sowie
erneuter Vakuumfiltration anschlie®t. Hierbei werden nur die ungebundenen
Antikorper entfernt, da die ca. 6 ym grolen Mikrospharen durch die 1,2 ym grol3en

Poren der MultiScreen-Filterplatte zurickgehalten werden.

5. Bindung des Streptavidin-Phycoerythrin-Konjugats
Das Streptavidin-PE-Konjugat (1 mg/ml) wird 1:200 mit HPE-Puffer verdinnt
verdunnt. Hiervon wurden je 50 ul auf die Platte aufgetragen. Daraufhin wird die

Platte auf dem Schuttler fir 30 Minuten im Dunklen bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlieltend erfolgt wiederum ein Waschvorgang mit 150 pl Waschpuffer und

Entfernung der Pufferlésung durch Vakuumfiltration.

6. Messung
AnschlielRend werden die Mikrospharen durch die Zugabe von 100 ul HPE-Puffer in

jede Vertiefung resuspendiert und die Platte kann nach fliinfminttigem Schatteln im

Luminex-Reader gemessen werden.

2.2.2.12. Auswertung der Luminex-Platten
Die Auswertung aller Luminex-Platten erfolgte mit der Bio-Plex Manager 4.0™

Software. Anhand der aus der Stocklosung hergestellten Standardverdinnungsreihe



Material, Methoden und Studienkollektiv 39

wurde pro Analyt eine Eichkurve durch 5-Parameter-Interpolation berechnet. Anhand
dieser Eichkurve liel3 sich die Konzentrationen der jeweiligen Zytokine ermitteln.

Die gemessenen Konzentrationen mehrerer Zytokine (IL-1a, IL-1pB, IL-2, IL-5, IL-10,
IL-13, IL-15, IL-17, IFN-y, TNF-a) lagen unterhalb der jeweiligen Detektionslimits,
woraus eine nicht ausreichende, d.h. nicht reprasentative Probenanzahl resultierte:
bei IL-1a lagen 37%, bei IL-18 90%, bei IL-2 60%, bei IL-5 56%, bei IL-10 69%, bei
IL-13 69%, bei IL-15 61%, bei IL-17 65%, bei IFN-y 64% und bei TNF-a 70%
unterhalb des niedrigsten Standardwertes. Aus diesem Grund wurden in die
Auswertung ausschlieBlich die Zytokine IL-8, IL-18, MCP-1, MIP-1a und IP-10
miteinbezogen. Hierbei fanden sich 86% bis 99% der gemessenen Werte oberhalb

des Detektionslimits.

2.2.2.13. Qualitatskontrolle und Normalisierung der Luminex-Platten

Um die Varianz zwischen den einzelnen Platten bei den Messungen von Patienten
und Kontrollen vergleichbar zu halten, wurden wie bei ELISA-Messungen auf einer
Platte sowohl Patienten- wie Kontrollproben gemessen.

Die Interassayvariabilitat wurde anschlieRend durch die Analyse der mitgefuhrten
Kontrollseren bestimmt. Da bei einigen Platten sowohl in den Kontrollseren als auch
bei allen Proben systematisch unterschiedliche Fluoreszenzen gemessen wurden,
die zwei Standardabweichungen vom Mittelwert der anderen Platten abwichen,
wurden alle Proben anhand eines Faktors umgerechnet, der aus der Abweichung
des jeweiligen Medians der Proben der Platte zum Gesamtmedian aller Platten
errechnet wurde. Damit wurde eine gemeinsame Analyse der gemessenen

Zytokinwerte ermoglicht.

2.2.3. Computerprogramme

Die Bearbeitung der Messungen des ELISA-Readers erfolgte mit Hilfe des
Programms SOFTmax® Version 2.35 (Molecular Devices GmbH, Graefelfing,
Deutschland) fur Windows 98 (Microsoft, Verl, Deutschland). Die Umrechnung der
Daten erfolgte in Excel® Version 2002 SR-1 fur Windows (Microsoft, Verl,
Deutschland). Die Bearbeitung der Messungen des Luminex-Gerates erfolgte unter
Verwendung des Programms Bio-Plex Manager™ Software 4.0 (Bio-Rad

Laboratories Inc., Hercules, USA).
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Statistische Auswertungen sowie die graphische Darstellung der Daten wurden mit
Hilfe der Programme GraphPad Prism® Version 4.2 (GraphPad Software
Incorporation, San Diego, USA) sowie mit SAS Version 9.1 TS Level 1M3 (SAS Inc.,
Carey, USA) erstellt. Die klinische Datenbank wurde mit Hilfe von Microsoft Access
2003 (Microsoft, Verl, Deutschland) verwaltet.
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3. Ergebnisse

3.1. Allgemeine Daten und Patientencharakteristika

3.1.1. Alters- und Geschlechterverteilung

Tabelle 2 gibt eine Ubersicht Uber allgemeine, klinische und laborchemische
Charakteristika der in der Arbeit untersuchten Patienten und Kontrollen. Sofern nicht
anders erwahnt, beruhen die Analysen auf Patienten mit Typ 1 und Patienten mit
Typ 2 Diabetes.

Bei den in die Auswertung eingegangenen 170 Patienten handelte es sich um 13
Typ 1 Diabetiker (9M / 4F) und 157 Typ 2-Diabetiker (91M / 66F). Das mediane Alter
aller Patienten betrug 67 Jahre. Bei den Typ 2 Diabetikern betrug das mediane Alter
68 Jahre, bei den Typ 1 Diabetikern 49 Jahre. Die insgesamt 140 Kontrollen setzten
sich aus 117 Typ 2 Diabetikern (66M / 51F) und 23 Typ 1-Diabetikern (10M / 13F)
zusammen. Hier betrug das mediane Alter insgesamt 62 Jahre, das mediane Alter
der Typ 2 Diabetiker 63 Jahre, das der Typ 1 Diabetiker 39 Jahre. Die Kontrollen
waren sowohl bei den Typ 1 als auch bei den Typ 2 Diabetikern signifikant junger als
die Patienten mit diabetischen Fu3syndrom (p<0,0001).

Betrachtet man allein die Typ 2 Diabetiker, wurde die Grunderkrankung Diabetes bei
den Patienten haufiger als bei den Kontrollen mit Insulin (64% vs. 27%) und seltener
mit oralen Antidiabetika (22% vs. 58%) behandelt (p<0,0001). Eine Kombination aus
oralen Antidiabetika und Insulintherapie erhielten 9% der Patienten und 5% der
Kontrollen. Bei 5% der Patienten und 9% der Kontrollen wurde der Diabetes rein
diatetisch behandelt.

Im durchschnittlichen Body-Mass-Index (BMI) unterschieden sich beide Gruppen
nicht. Der BMI des Patientenkollektivs betrug 29,6 + 6,3 kg/m? der des
Kontrollkollektivs 29,9 + 5,6 kg/mz. Es bestand kein signifikanter Unterschied und
somit lag der Groldteil der Patienten beider Studiengruppen im Bereich der
Praadipositas bzw. Adipositas Grad |. Berucksichtigt man nur die Typ 2 Diabetiker,
kommt ein gering signifikanter Unterschied heraus: Die Kontrollen hatten einen
geringgradig hdheren BMI (29,5 £ 6,6 vs. 31,0 £ 5,1).



Tabelle 2: Ubersicht iiber die Patientencharakteristika (links alle Studienteilnehmer, rechts nur Typ 2 Diabetiker)

n Patienten Kontrollen p-Wert n Patienten Kontrollen p-Wert
Anzahl [n] 310 170 140 - Anzahl [n] 274 157 117 -
Typ 1/2 Diabetes [n] 310 13 /157 23 /117 0,02* Typ 1/2 Diabetes [n] 274 0/157 0/117 -
Alter [Jahre]’ 310 67 [59;75] 62 [52;69] <0,0001* Alter [Jahre]” 274 68 [61;75] 63 [55;69] <0,0001*
Geschlecht [m/w]? 310 100/70 76 /64 ns* Geschlecht [m/w]? 274 91/66 66 /51 ns*
BMI [kg/m?? 294 29,3+6,6 299+54 ns* BMI [kg/m?J? 260 29,5+6,6 31,0+ 5,1 0,044*
RR syst [mmHg]* 264 134 £ 19 142 + 22 0,003* RR syst [mmHg]* 239 135+ 19 144+ 21 0,0009*
RR diast [mmHg]* 264 73110 7810 0,0005* RR diast [mmHg]* 239 74 + 11 80+9 <0,0001*
Cholesterin [mg/dI]® 289 188 + 50 208 + 42 0,0007* Cholesterin [mg/dI]® 256 188 + 52 209 + 44 0,0004*
HDL-Chol. [mg/dI]? 278 46 + 15 50 + 16 0,024* HDL-Chol. [mg/dI]? 245 46 + 15 47 £ 13 ns*
LDL-Chol. [mg/dI]? 278 114 £ 42 123 + 36 ns* LDL-Chol. [mg/dI] 245 113142 124 + 38 0,032*
Triglyzeride [mg/dI]° 290 146 [104;190] 157 [95;224] ns” Triglyzeride [mg/dI]° 257 | 1441[103;187] 178 [107;250] 0,006"
HbA1c [%]° 301 7,64 +1,58 8,27 £ 1,58 0,0006* HbA1c [%]° 267 7,52 +1,49 8,45+ 1,55 <0,0001*
Neuropathie® 307 149 (88%) 75 (54%) <0,0001" Neuropathie® 271 138 (88%) 66 (56%) <0,0001"
paVK® 307 113 (66%) 13 (9%) <0,0001* paVK® 271 106 (68%) 12 (10%) <0,0001"
Retinopathie® 308 126 (74%) 22 (16%) <0,0001" Retinopathie® 272 115 (73%) 15 (13%) <0,0001"
Nephropathie® 305 113 (67%) 47 (33%) <0,0001* Nephropathie® 269 108 (69%) 41 (35%) <0,0001"
KHK® 306 67 (39%) 27 (19%) <0,0001" KHK® 270 64 (41%) 25 (21%) <0,0001"
Hypertonie® 308 154 (91%) 105 (75%) <0,0001" Hypertonie® 272 145 (92%) 98 (84%) 0,016"
Hyperlipidimie® 305 132 (78%) 112 (80%) ns* Hyperlipidamie® 269 123 (78%) 99 (85%) ns*
Diabetestherapie® 303 - - <0,0001" Diabetestherapie® 267 - - <0,0001"
Diat 8 (5%) 12 (9%) Diat 8 (5%) 11 (9%)
OAD 33 (20%) 68 (48%) OAD 33 (22%) 68 (58%)
OAD+Insulin 13 (8%) 6 (4%) OAD+Insulin 13 (9%) 6 (5%)
Insulin 109 (67%) 54 (39%) Insulin 96 (64%) 32 (27%)

BMI: body mass index; KHK: koronare Herzkrankheit; ns: nicht signifikant (p > 0,05); OAD: orale Antidiatika (hierunter fielen Sulfonylharnstoffe, Glinide,
Biguanide, Insulinsensitizer); paVK: periphere arterielle Verschlusskrankheit. Als arterielle Hypertonie wurden systolische / diastolische Blutdruck-Werte > 140
/ 90 mmHg, oder die Einnahme von Calcium-Antagonisten, AT1-Blockern oder Diuretika klassifiziert. Eine Hyperlipiddmie lag bei Gesamt-Cholesterin > 200
mg/dl, LDL > 120 mg/dl, Triglyzeride > 150 mg/dl oder bei Einnahme von Statinen oder Fibraten vor. Die Prozentzahlen beziehen sich auf die jeweilige
Gesamtanzahl an Patienten bzw. Kontrollen. Angegeben sind Mittelwert + Standardabweichung (symbolisiert durch ?), Median und 25./75. Perzentilen

(symbolisiert durch °) bzw. Haufigkeitsverteilung® Die Gruppenvergleiche erfolgten mit dem t-Test*, Mann-Whitney”- bzw. Fischer-Test".
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3.1.2. Haufigkeit von Begleiterkrankungen

Als haufigste Komorbiditat wurde sowohl in der Kontrollgruppe (n=75; 54%) als auch
in der Patientengruppe (n=149; 88%) die diabetische Polyneuropathie festgestellt.
Die atiologisch fur das diabetische FuRsyndrom bedeutsame periphere arterielle
Verschlusskrankheit war deutlich haufiger im Kollektiv der Patienten zu finden (74%
vs. 16%; p<0,0001). Beim Vergleich der anderen Diabetes-assoziierten
Erkrankungen wie der diabetischen Nephro- und Retinopathie sowie der koronaren
Herzkrankheit fiel auf, dass das Patientenkollektiv insgesamt deutlich haufiger
betroffen war (jeweils p<0,0001). Dieser signifikante Unterschied blieb bestehen,
wenn man die Typ 1 Diabetiker aus der Analyse ausschloss.

Eine Hyperlipidamie war in beiden Gruppen nicht unterschiedlich verteilt (alle
Studienteilnehmer 78% vs. Typ 2 Diabetiker 80%), wahrend sich bei den Patienten
(91%) eine arterielle Hypertonie signifikant haufiger (p<0,0001) fand als bei den
Kontrollen (75%).

3.2. Vergleich der Imnmunmediatoren von Patienten vs. Kontrollen

Die Patienten mit diabetischem FuRsyndrom zeigten im Vergleich zu den Kontrollen
bei Aufnahme eine signifikante Erhdéhung der beiden gemessenen Akut-Phase-
Proteine C-reaktives Protein (11,7 [3,3; 38,2] vs. 2,4 [1,0; 5,0] mg/l; p<0,0001;
Abbildung 6) und Fibrinogen (5,5 £ 1,6 vs. 3,8 = 0,9 g/l; p<0,0001). Ebenso zeigten
die Patienten mit diabetischem FulRsyndrom gegenuber den Kontrollen signifikant
erhdohte Serumspiegel von Interleukin-6 (12,4 [6,9; 30,3] vs. 3,8 [2,2; 5,2] pg/mli;
p<0,0001), MIF (7,7 [5,6; 11,9] vs. 4,7 [3,1; 6,6] ng/ml; p<0,0001), MIP-1a (82,6
[54,6; 132,7] vs. 61,2 [44,1; 107,4] pg/ml; p<0,0078) sowie IP-10 (419,8 [310,0;
543,0] vs. 299,4 [217,0; 402,0] pg/ml; p<0,0001). RANTES hingegen war bei den
diabetischen Ful3patienten signifikant erniedrigt (76,9 + 38,2 vs. 100,3 + 44,7 ng/ml;
p<0,0001).

Die Serumspiegel von IL-8, IL-18 und MCP-1 zeigten keine signifikanten
Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen. Tabelle 3 bietet eine Ubersicht

uber alle gemessenen Akut-Phase-Proteine und Zytokine.
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Tabelle 3: Vergleich der Immunmediatoren

Patienten Kontrollen p-Wert
hs-CRP [mg/l]° 11,7 [3,3;38,2] 2,4 [1,0;5,0] <0,0001*
Fibrinogen [g/I]? 55+1,6 3,8+0,9 <0,0001*
IL-6 [pg/ml]® 12,4 [6,9;30,3] 3,8[2,2;5,2] <0,0001*
MIF [ng/ml]° 7,7 [5,6;11,9] 4,3[3,1; 6,6] <0,0001*
IL-18 [pg/mI]° 118,3 [84,2;179,0] 122,7 [85,0;172,0] ns”
IL-8 [pg/mI]° 11,4 [7,1;18,3] 10,0 [6,8;15,9] ns”
MIP-1a [pg/ml]° 82,6 [54,6;132,7] 61,2 [44,1;107 4] <0,008"
MCP-1 [pg/ml]° 291,0 [202,2;381,9] 303,3 [213,8;415,6] ns”
IP-10 [pg/mI]° 419,8 [309,9;543,4] 299,4 [216,9;401,6] <0,0001*
RANTES [ng/mI]? 76,9 + 38,2 100,3 + 44,7 <0,0001*

Angegeben sind Mittelwert *

Whitney-Test".

Abbildung 6: Vergleich Immunmediatoren Patienten vs. Kontrollen
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Abbildung 6 (fortgesetzt)
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Der Balken symbolisiert den jeweiligen Median. Jedes Symbol entspricht einem Individiuum.
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3.2.1. Korrelationen der Immunmediatoren untereinander

Nahezu alle signifikanten Korrelationen sind positiv. Im Patientenkollektiv kann man
drei verschiedene Muster der Immunmediatoren erkennen: Eine Gruppe um die
Akut-Phase-Proteine  CRP und Fibrinogen sowie die Zytokine IL-6 und MIF,
zwischen denen eine erwartungsgemal® starke und deutlich signifikante Korrelation
besteht (Tabelle 4). Zum anderen die Gruppe des Zytokins IL-18 und der Chemokine
IL-8 und IP-10, die signifikant miteinander korrelieren. IL-8 und IL-18 korrelieren
zusatzlich noch mit CRP und IL-6, nicht aber mit Fibrinogen.

Bei den Kontrollen liegt wie auch bei den Patienten eine starke und deutlich
signifikante Korrelation der Akut-Phase-Proteine CRP und Fibrinogen sowie IL-6 vor.
Eine Korrelation von MIF mit anderen Immunmediatoren wie bei den Patienten ist
nicht zu beobachten. Ebenso wenig besteht eine Korrelation von IL-8, IL-18 und IP-

10 wie beim Patientenkollektiv.

Tabelle 4: Korrelationen der Immunmediatoren untereinander

Patienten
CRP Fibr IL-6 MIF IL-18 IL-8 MIP-1a MCP-1 IP-10 RANTES
CRP 1

Fibr 0,72** 1

IL-6 0,78*** 0,59*** 1

MIF 0,26** 0,21** 0,25** 1

IL-18 0,22** 0,02 017 0,08 1

IL-8 0,19* 0,09 0,29*** 0,01 0,40*** 1

MIP-1a -0,01 0,01 -0,06 0,07 0,08 0,10 1
MCP-1 -0,003 -0,12 -0,01 -0,001 0,49* 0,20 0,14 1

IP-10 -0,01 -0,10 0,03 -0,07 0,24** 0,36*** 0,17* 0,05 1
RANTES | -0,01 0,14 -0,07 -0,05 0,03 -0,11 -0,06 -0,002 -0,09 1
Kontrollen
CRP Fibr IL-6 MIF IL-18 IL-8 MIP-1a MCP-1 IP-10 RANTES
CRP 1
Fibr 0,51*** 1
IL-6 0,45** 0,43*** 1
MIF 0,01 0,10 0,16 1
IL-18 0,02 0,004 0,01 0,02 1
IL-8 0,07 0,16 0,26** -0,08 0,11 1

MIP-1a 0,09 0,14 0,03 0,14 0,11 0,00 1

MCP-1 0,04 0,10 0,14 0,01 0,25** 0,43*** -0,12 1

IP-10 0,14 0,06 -0,02 -0,14 0,12 0,177 0,33*** 0,01 1
RANTES | 0,06 0,06 0,09 0,04 -013 0,12 0,02 -0,05 -0,20* 1

Angegeben sind die Korrelationskoeffizienten (r) nach Spearman sowie die statistische Signifikanz:
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,0001; Fibr:; Fibrinogen
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3.2.2. Regressionsmodelle
Um zu prifen, ob die in Tabelle 3 dokumentierten Unterschiede zwischen Patienten
und Kontrollen hinsichtlich der Immunmediatoren durch potentielle Confounder wie
anthropometrische oder metabolische Parameter erklart werden konnen oder
unabhangig von diesen sind, wurde eine lineare Regression mit unterschiedlichen
Regressionsmodellen berechnet. Eine Ubersicht (ber die verschiedenen Modelle
ermdglicht Tabelle 5. Im einfachen Modell (Modell 0) wurde lediglich auf den
Diabetes-Typ adjustiert, in Modell 1 auch auf Alter und Geschlecht. In Modell 2a
wurde zusatzlich auf die metabolische Kovariablen (BMI, HbA1c, Hyperlipidamie)
in  Modell

(paVK, Neuropathie,

und Hypertonie adjustiert, 2b hingegen auf Diabetes-assoziierte
KHK). Modell

Zusatzlich wurden die Regressionsmodelle statt mit

Folgeerkrankungen 3 berucksichtigt alle
genannten Kovariablen.
Adjustierung auf Diabetes-Typ nur fur das Stratum Typ 2 Diabetes berechnet. Hier
zeigten sich nahezu identische Ergebnisse.

In Modell 0 zeigen sich die gleichen Befunde wie in Tabelle 2, es bestehen
signifikante Unterschiede der Serum- bzw. Plasmaspiegel zwischen Patienten und
Kontrollen fur die Parameter CRP, Fibrinogen, IL-6, MIF, IP-10 und RANTES, der
Diabetes-Typ hat hierauf keinen Einfluss. In den Modellen 1 bis 3 sind die
Regressionskoeffizienten und p-Werte auch bei Adjustierung stabil, d.h. die
Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen sind unabhangig von den

bertcksichtigten Kovariablen.

Tabelle 5: Regressionsmodelle des Vergleichs Patienten (1. Blutentnahme) vs. Kontrollen

alle Studienteilnehmer

Modell 1: Modell 2a: Modell 2b:
Variable / Modell 0: Modeli g+ | Model 1. BMIL | Model 1+ Modell 3:
Modell DM-Typ Alter, H c pavK, volles Modell
Geschlecht Vpe.“‘.’"}’s’. Neuropathie,
Hyperlipidamie KHK
B p B p B p B p B p
CRP 1,59 <0,0001 | 1,59 <0,0001| 1,66 <0,0001| 1,70 <0,0001| 1,74 <0,0001
Fibrinogen 0,34 <0,0001 | 0,33 <0,0001| 0,35 <0,0001| 0,32 <0,0001| 0,35 <0,0001
IL-6 1,58 <0,0001 | 1,50 <0,0001| 1,48 <0,0001| 1,51 <0,0001| 1,47 <0,0001
MIF 0,70 <0,0001 | 0,69 <0,0001| 0,70 <0,0001| 0,76 <0,0001| 0,75 <0,0001
IL-18 0,13 0,17 0,14 0,16 0,15 0,15 0,20 0,075 | 0,22 0,077
IL-8 0,08 0,45 0,00 1,00 |-0,01 0,94 |-0005 0,70 |-0,04 0,79
MIP-1a 0,17 0,072 0,22 0,0227 | 0,23 10,0276 | 0,33 0,0027 | 0,35 0,0029
MCP-1 0,06 0,49 0,03 0,74 0,03 0,73 0,10 0,31 0,06 0,53
IP-10 0,61 <0,0001 | 0,53 <0,0001| 0,57 <0,0001| 0,49 <0,0001| 0,51 <0,0001
RANTES -0,31 <0,0001 | -0,31 <0,0001 |-0,29 <0,0001 |-0,28 <0,0001|-0,28 0,0004



Ergebnisse

48

nur Typ 2 Diabetiker

Modell 1: Modell 2a: Modell 2b:
Variable _ Modell 0: Modeli 0+ | Modetl 1 BM, M‘I’D‘;‘\*,':J * Modell 3:
nicht adjustiert Alter, H rton,us Neuro at,hie volles Modell
Geschlecht ypertonus, p ’
Hyperlipidamie KHK
B P B P B P B P B P
CRP 1,57 <0,0001 | 1,60 <0,0001| 1,64 <0,0001| 1,69 <0,0001| 1,68 <0,0001
Fibrinogen 0,32 <0,0001 | 0,32 <0,0001| 0,34 <0,0001| 0,31 <0,0001| 0,33 <0,0001
IL-6 1,61 <0,0001 | 1,50 <0,0001| 1,52 <0,0001| 1,51 <0,0001| 1,50 <0,0001
MIF 0,68 <0,0001 | 0,74 <0,0001| 0,76 <0,0001| 0,78 <0,0001| 0,78 <0,0001
IL-18 0,16 0,13 017 012 |0,19 0,11 0,25 10,0440 | 0,25 0,053
IL-8 0,13 0,26 0,04 0,72 |004 0,78 |-0,03 0,85 |-0,02 0,88
MIP-1a 0,14 0,15 0,22 0,032 (0,19 0,076 | 0,32 0,0051 | 0,30 0,014
MCP-1 0,08 0,40 005 063 |004 073 |012 0,29 |0,06 0,62
IP-10 0,64 <0,0001 | 0,53 <0,0001| 0,57 <0,0001| 0,50 <0,0001| 0,53 <0,0001
RANTES -0,31 <0,0001 | -0,30 <0,0001|-0,28 0,0003 |-0,29 0,0004 |-0,27 0,0015
Angegeben sind die Regressionskoeffizienten B sowie die zugehorigen p-Werte. Alle

Immunmediatoren sind als logarithmierte Werte (In) in die Modelle eingegangen.

3.3. Lokalisation der Ulzera und Infektionsgrad

Die Verteilung des bei den Patienten am Aufnahmetag vorliegenden diabetischen
Fullsyndroms nach der Wagner-Klassifikation sah wie folgt aus (Tabelle 6): Mit 61
Patienten (36%) war das Stadium 2 das am haufigsten diagnostizierte Wagner-
Stadium. Bei 37 Patienten (22%) wurde ein Stadium 4, bei 36 Patienten (21%)
wurde ein Stadium 3 diagnostiziert, ein Stadium 1 lag bei 32 Patienten (19%) vor.
Stadium 5 wurde nur bei 1 Patienten (<1%), Stadium O nur bei 3 Patienten (2%)
festgestellt.

Bei 88 Patienten (52%) bestand ein Infektionsgrad 3, bei 46 Patienten (27%) konnte
ein Stadium 2 diagnostiziert werden. Bei 24 Patienten (14%) lag lediglich ein
Stadium 1 vor, bei 12 Patienten (7%) dagegen bestanden keine klinischen Zeichen
einer Infektion. Bei 47 Patienten (27%) lag zusatzlich eine Osteomyelitis vor, deren
Vorliegen wie zu erwarten mit hdhergradigen Wagner-Stadien assoziiert war.

Die haufigste Lokalisation des Ulkus lag bei 58 Patienten (34%) an den Zehen, bei
49 Patienten (29%) im Bereich des VorfuRes. Bei 17 Patienten (10%) lagen die
Ulzera im Bereich des Unterschenkels, bei 10 Patienten (6%) an der Ferse. In 30
Fallen (18%) fanden sich an einer Extremitat multiple Ulzera, in 5 Fallen (3%) an
beiden FuRRen Ulzera.

Fur alle drei Variablen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der

Verteilung, wenn man die Typ 1 Diabetiker von der Analyse ausschloss.
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Tabelle 6: klinische Charakteristika der Ulzera

Typ1+Typ 2 nur Typ 2 p-Wert
Klassifikation n.Wagner 1
Stadium 0 3 (2%) 3 (2%)
Stadium 1 32 (19%) 29 (18%)
Stadium 2 61 (36%) 58 (37%)
Stadium 3 36 (21%) 32 (20%)
Stadium 4 37 (22%) 34 (21%)
Stadium 5 1(<1%) 1(<1%)
Infektionsgrad 0,98
Grad 0 12 (7%) 10 (6%)
Grad 1 24 (14%) 23 (15%)
Grad 2 46 (27%) 41 (26%)
Grad 3 88 (51%) 83 (53%)
Lokalisation 1
Zehen 58 (34%) 51 (33%)
VorfuB 49 (29%) 47 (30%)
Ferse 10 (6%) 9 (6%)
Unterschenkel 17 (10%) 15 (9%)
multiple Ulzera 30 (18%) 29 (19%)
beidseitig 5 (3%) 5 (3%)

Angegeben ist die Anzahl (Prozent an allen Patienten) in der Gesamtgruppe und den Typ 2
Diabetikern. Auf Unterscheide in der Verteilung wurde mit dem x2-Test gepruft, die p-Werte sind
angegeben.

3.4. Schwere des diabetischen FuBRsyndroms und klinische Variablen

Die Liegezeit (Median, 25. und 75. Perzentile) der Patienten mit diabetischem
FuRsyndrom betrug 26 [10; 50] Tage. Wie Abbildung 7 zeigt, ist die Liegezeit mit der
Schwere des FuBulkus assoziiert. Wahrend Patienten mit einem Wagner-Stadium 1
eine Liegezeit von 17 [10; 29] Tagen zeigten, verblieben Patienten mit einem
diabetischen Fulissyndrom im Wagner-Stadium 2 27 [8; 48] Tage, im Wagner-
Stadium 3 50 [22; 95] Tage in stationarer Behandlung. Im Stadium 4 sank die
Verweildauer wiederum auf 26 [12; 47] Tage ab. Aufgrund der geringen Anzahl
wurden Patienten im Wagner-Stadium 0 und 5 (3 bzw. 1 Patient) nicht

bertcksichtigt.
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Abbildung 7: Vergleich Wagner-Stadium und Liegezeit
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Jeder Punkt entspricht einem Individuum, die Balken entsprechen den jeweiligen Medianen.
Patienten in Wagner-Stadium 0 bzw. 5 wurden aufgrund geringer Fallzahlen nicht dargestellit.

Getestet wurde mit Kruskal-Wallis und Dunn’s multiplem Vergleichstest.

Zusatzlich zeigte sich eine inverse Assoziation der Schwere des diabetischen
FuRsyndroms mit dem BMI (Abbildung 8). Patienten mit Wagner-Stadium 1 (31,0 +
6,8 kg/m?) hatten einen signifikant héheren BMI als Patienten mit Wagner-Stadium 3

(28,0 = 5,1 kg/m?; p=0,044) oder Wagner-Stadium 4 (27,6 + 4,8 kg/m?; p=0,025).

Abbildung 8: Korrelation Wagner-Stadium und BMI
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Jeder Punkt entspricht einem Individuum, die Balken entsprechen den jeweiligen Medianen.
Patienten in Wagner-Stadium 0 bzw. 5 wurden aufgrund geringer Fallzahlen nicht dargestellit.

Getestet wurde mit Kruskal-Wallis und Dunn’s multiplem Vergleichstest.
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Auch die kardiovaskulare Morbiditdt war mit der Schwere des Wagner-Stadiums
assoziiert (Tabelle 7). Patienten mit hodhergradigen Ulzera litten haufiger an

peripherer arterieller Verschlusskrankheit, koronarer Herzerkrankung oder an einem

Schlaganfall.

Tabelle 7: Assoziation Wagner-Stadium mit kardiovaskularer Morbiditat

Klassifikation paVK KHK Apoplex

nach Wagner | p gesamt n n % n %
Stadium 1 32 18 56,3 12 37,5 3 9,4
Stadium 2 61 45 73,8 26 42,6 10 16,4
Stadium 3 26 19 73,1 11 42,3 6 23,1
Stadium 4 37 30 81,1 18 48,6 12 32,4

Interessanterweise war die Schwere des diabetischen FuRsyndroms nicht signifikant
mit einem steigenden HbA1c-Wert korreliert, es war lediglich eine Tendenz zu
héheren Werten vorhanden. Patienten im Wagner-Stadium 1 wiesen einen
durchschnittlichen HbA1c-Wert von 7,31 % auf, wahrend bei Patienten im Wagner-
Stadium 4 ein durchschnittlicher HbA1c -Wert von 7,92 % vorlag.

In Hinblick auf Alter, Gesamt-Cholesterin, HDL-, LDL-Cholesterin oder Triglyzeride

zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Wagner-Stadien.

3.5. Schwere des diabetischen FuBsyndroms und Immunmediatoren

Es bestand eine signifikante Assoziation zwischen steigendem Wagner-Stadium und
den Konzentrationen der Akut-Phase-Proteine CRP und Fibrinogen sowie des
proinflammatorischen Zytokins Interleukin-6 (Abbildung 9). Es bestanden jeweils
signifikante Unterschiede zwischen Wagner-Stadium 1 und den Stadien 3 bzw. 4.

Die ubrigen Zytokine zeigten keinen signifikanten Zusammenhang.
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Abbildung 9: Assoziation Wagner-Stadium und Immunmediatoren
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Abbildung 9 (fortgesetzt)
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Jeder Punkt entspricht einem Individuum, die Balken entsprechen den jeweiligen Medianen.
Patienten in Wagner-Stadium 0 bzw. 5 wurden aufgrund geringer Fallzahlen nicht dargestellt.
Getestet wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test und Dunn’s multiplem Vergleichstest.

Um den zusatzlichen Einfluss verschiedener relevanter klinischer Parameter zu
untersuchen, wurden auch hier Regressionsmodelle berechnet. Hier zeigte sich,
dass der Diabetes-Typ keinen Einfluss auf die bestehenden Korrelationen hat
(Tabelle 8). Ebenso scheinen die klassischen Confounder wie Alter und Geschlecht
nur einen geringen Einfluss auf die Assoziation zu haben. Gleiches galt fur die
metabolischen Marker sowie die Diabetes-assoziierten Komplikationen. Durch die
Adjustierung auf alle Variablen im vollen Modell einschlie3lich des Infektionsgrades
wurden die Assoziationen von CRP, Fibrinogen und IL-6 mit dem Wagner-Stadium
zwar etwas abgeschwacht, blieben aber signifikant. Hier zeigte sich nun auch eine

sehr schwache, inverse Assoziation von IP-10 und Wagner-Stadium.

3.6. Infektionsgrad und Immunmediatoren
Umgekehrt besteht ebenfalls eine signifikante Assoziation des Infektionsgrades mit
den Konzentrationen von CRP und Interleukin-6 (Abbildung 10). Die Ubrigen

Zytokine zeigten keinen signifikanten Zusammenhang (Tabelle 9). Die beobachtete
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signifikante Assoziation von IL-6 lasst sich nach Adjustierung auf das Wagner-
Stadium nicht mehr nachweisen. Nach Adjustierung auf die metabolischen Marker
(Modell 3a und Modell 4) besteht fur CRP und Fibrinogen keine signifikante
Assoziation mehr, d.h. die metabolischen Marker sind hier als Confounder zu

interpretieren.



Tabelle 8: Regressionsmodelle Assoziation von Wagner-Stadium und Immunmediatoren

Modell 1b:
Variable/ | Modell 0: nicht Modell 1a: adjustiert auf Modell 2: Modell 2 5 Modell 5+ | Modell 4 volles
Modell adjustiert | , adiustiert auf Alter, Modell 1b + | tabolische | diabetische | Mode!l (mit DM-
er, Geschlecht | Geschlecht, DM- | Infektionsgrad Mark K likati Typ)
Typ arker omplikationen
B P B P B P B P B P B P B P
CRP 0,388 0,0003 | 0,398 0,0003 | 0,393 0,0003 | 0,303 0,0073 | 0,285 0,019 0,297 0,011 0,301 0,015
Fibrinogen 0,073 0,0006 | 0,075 0,0006 | 0,074 0,0007 | 0,056 0,013 | 0,064 0,0082 | 0,053 0,023 | 0,062 0,011
IL-6 0,327 <0,0001 | 0,333 <0,0001 | 0,335 <0,0001 | 0,300 0,0005 | 0,264 0,0025 | 0,286 0,0012 | 0,259 0,0036
MIF 0,102 0,091 0,107 0,08 0,106 0,086 0,097 0,14 0,074 0,32 0,093 0,17 0,07 0,35
IL-18 -0,003 0,96 -0,006 0,91 -0,008 0,89 -0,021 0,74 | -0,017 0,80 -0,015 0,82 -0,01 0,88
IL-8 0,058 0,38 0,058 0,37 0,061 0,35 0,047 0,50 0,035 0,66 0,044 0,54 0,028 0,73
MIP-1 -0,052 0,34 -0,027 0,61 -0,026 0,63 -0,044 0,44 | -0,051 0,43 -0,03 0,61 -0,046 0,49
MCP-1 0,029 0,51 0,028 0,54 0,028 0,53 0,034 0,48 0,036 0,49 0,042 0,40 0,038 0,48
IP-10 -0,051 0,19 -0,057 0,14 -0,056 0,14 -0,05 0,23 | -0,082 0,057 | -0,055 0,19 -0,091 0,031
RANTES -0,002 0,97 -0,008 0,85 -0,008 0,86 0,003 0,95 0,011 0,83 0,004 0,94 0,015 0,76
Tabelle 9: Regressionsmodelle Assoziation von Infektionsgrad und Immunmediatoren
Modell 1b:
Variable/ | Modell 0: nicht Modell 1a: adjustiert auf Modell 2: Rﬂﬁﬂﬁ:: §a+' Rﬁﬁﬂi“ §b+' Modell 4: volles
Modell adjustiert AI:\djustlert auf Alter, Mod_ell 1o+ metabolische diabetische Modell (mit DM-
er, Geschlecht | Geschlecht, DM- | Infektionsgrad Marker Kombplikationen Typ)
Typ P
B P B P B P B P B P B P B P

CRP 0.44  <0,0001 | 0,44 0,0005 0,43 0,0007 0,32 0,015 0,22 0,15 0,33 0,014 0,23 0,14
Fibrinogen 0,083 0,0009 | 0,086 0,0006 | 0,084 0,0009 | 0,063 0,0162 | 0,024 0,42 0,063 0,017 | 0,025 0,41
IL-6 0,25 0,0074 0,24 0,013 0,24 0,014 0,12 0,22 0,12 0,28 0,11 0,26 0,11 0,29
MIF 0,06 0,40 0,066 0,35 0,067 0,35 0,03 0,69 0,03 0,75 0,033 0,67 0,041 0,66
IL-18 0,034 0,60 0,032 0,63 0,032 0,62 0,041 0,56 0,10 0,24 0,057 0,43 0,11 0,20
IL-8 0,083 0,27 0,065 0,39 0,064 0,40 0,044 0,59 0,022 0,82 0,026 0,76 0,012 0,91
MIP-1 0,021 0,74 0,044 0,47 0,043 0,48 0,061 0,35 0,09 0,27 0,09 0,18 0,113 0,17
MCP-1 0,0001 0,99 -0,005 0,92 -0,005 0,92 -0,019 0,73 0,02 0,76 -0,009 0,87 0,016 0,81
IP-10 -0,023 0,61 -0,041 0,35 -0,042 0,34 -0,022 0,64 | -0,036 0,49 -0,036 0,45 -0,044 0,40
RANTES -0,034 0,49 -0,035 0,49 -0,035 0,49 -0,036 0,50 | -0,032 0,61 -0,021 0,70 -0,033 0,61

Angegeben sind die Regressionskoeffizienten 3 sowie die zugehdrigen p-Werte. Alle Immunmediatoren sind als logarithmierte Werte (In) in die Modelle
eingegangen. DM-Typ: Diabetes mellitus Typ; metabolische Marker: HbA1c, BMI, Hyperlipidamie, Hypertonie; diabetische Komplikationen: paVK, diabetische
Polyneuropathie, KHK
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Abbildung 10: Assoziation Infektionsgrad und Immunmediatoren
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Jeder Punkt entspricht einem Individuum, die Balken entsprechen den jeweiligen Medianen. Getestet
wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test und Dunn’s multiplem Vergleichstest.
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3.7. Vergleich der Inmunmediatoren der Patienten im Verlauf
Tabelle 10 zeigt den Verlauf der Konzentrationen der gemessenen
Immunmediatoren.
Tabelle 10: Ubersicht der Inmunmediatoren-Spiegel der Patienten im Verlauf

BD1 BD2 p-Wert BD3 p-Wert
CRP [mg/I]° 12,4 [5,8; 56,8] 10,9 [4,3; 24,3] <0,05 7,3[2,6; 17,5] <0,001
Fibrinogen [g/I]* 58+17 55+ 1,4 ns 54+15 ns
IL-6 [pg/mI]° 13,4 [6,9; 32,3] 11,2 [5,2; 19,4] ns 10,7 [4,4; 16,1] <0,01
MIF [ng/ml]° 7.8 [5,5; 12,3] 6,9[3,9; 11,1] ns 7,2[4,0; 10,0] <0,05
IL-18 [pg/mI]° 125,7[93,8; 189,9] | 123,4[85,6;178,0] <0,001 | 118,2[91,0;176,1]  <0,05
IL-8 [pg/mI]° 12,6 [7,4; 20,2] 13,9[8,7; 19,7] ns 13,4 [9,0; 18,2] ns
MIP-1a [pg/ml]° 90,2 [54,9; 142,4] 90,4 [57,7; 152,4] ns 84,6 [56,4; 155,1] ns
MCP-1 [pg/ml]® | 267,1[168,2;387,7] | 2529 [175,0; 372,7] ns 265,7 [181,5; 372,0] ns
IP-10 [pg/mI]° 427,6[329,1; 548,6] | 428,6[328,0; 570,2] ns 430,8 [343,9; 548,2] ns
RANTES [ng/mI]® 80,8 + 43,2 87,7 +46,4 ns 86,9 + 46,9 ns

Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung (gekennzeichnet durch ?) bzw. Mediane und
25./75. Perzentilen (gekennzeichnet durch °). Die statistische Signifikanz wurde anhand des Kruskal-
Wallis-Tests und Dunn’s multiplem Vergleichstest in Bezug auf die Werte bei Aufnahme bestimmt.

Im Verlauf des Krankenhausaufenthaltes kam es in der Patientengruppe zum
signifikanten Abfall des CRP (Abbildung 11), wohingegen sich die Fibrinogen-
Spiegel als weiteres Akut-Phase-Protein nicht signifikant veranderten, aber ebenfalls
ein Abwartstrend erkennbar war.

Die Serumspiegel von Interleukin-6 fielen im Verlauf des Krankenhausaufenthaltes
ebenfalls ab, jedoch war nur der Unterschied zwischen 1. und 3. Blutentnahme
signifikant, wahrend zwischen 1. und 2. Blutentnahme kein signifikanter Unterschied
erreicht wurde. Trotz des beobachteten Abfalls kam es bei einigen Patienten zu
einem Anstieg der IL-6-Spiegel.

Ein ahnliches Muster fand sich auch fir MIF und IL-18, wobei der Abfall insgesamt
schwacher ausfiel.

Bei den Ubrigen Immunmediatoren RANTES, IL-8, MIP-1a, MCP-1 und IP-10 zeigten

sich keine signifikanten Unterschiede im Verlauf des Krankenhausaufenthaltes.



Abbildung 11:
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Angegeben sind die entsprechenden Mediane, ein Punkt entspricht einem Individuum. Getestet wurde mit Dunn’s multiplem Vergleichstest.
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3.8. Vergleich der Immunmediatoren-Spiegel von Patienten (14 Tage nach
Aufnahme) und Kontrollen

Vergleicht man diejenigen Immunmediatoren, die im Vergleich zur Kontrollgruppe
initial erhohte Konzentrationen aufwiesen und im  Verlauf  des
Krankenhausaufenthaltes einen signifikanten Abfall in ihrer Konzentration zeigten, so
kann festgestellt werden, dass auch nach 14 Tagen immer noch signifikant und

deutlich erhéhte Konzentrationen gegentber den Kontrollen vorlagen (Tabelle 11).

Tabelle 11: Vergleich Immunmediatoren-Spiegel der Patienten (14 Tage nach Aufnahme)
vs. Kontrollen

Patienten Kontrollen p-Wert
CRP [mg/I]° 7,31[2,6;17,5] 2,4[1,0;5,0] <0,0001*
Fibrinogen [g/I]® 54+1,5 3,8+0,9 <0,0001*
IL-6 [pg/mI]° 10,7 [4,4; 16,1] 3,8[2,6:5,2] <0,0001*
MIF [ng/mI]° 7,15 [4,0; 10,0] 4,33,1:6,6] <0,0001*
IL-18 [pg/ml]° 118,2 [91,0; 176,1] 122,7 [85,0;172,0] ns”
IL-8 [pg/ml]® 13,4 [9,0; 18,2] 10,0 [6,8;15,9] ns”
MIP-1a [pg/mI]° 84,6 [56,4; 155,1] 61,2 [44,1;107 4] 0,015"
MCP-1 [pg/ml]° 265,7 [181,5; 372,0] 303,3[213,8;415,6] ns”
IP-10 [pg/mI]° 430,8 [343,9; 548,2] 299,4 [216,9;401,6] <0,0001*
RANTES [ng/mI]? 86,9 + 46,9 100,3 + 44,7 0,008*

Angegeben sind Mittelwert + Standardabweichung (symbolisiert durch ®), Median und 25./75.
Perzentilen (symbolisiert durch b). Die Gruppenvergleiche erfolgten mit dem t-Test* bzw. Mann-
Whitney-Test#.

Auch nach Adjustierung auf die moglichen Confounder analog zum Vergleich der
ersten Blutentnahme der Patienten und Kontrollen zeigten sich die in Tabelle 11
beobachteten Unterschiede stabil (Tabelle 12). Sowohl Regressionskoeffizienten als
auch p-Werte blieben Uber die verschiedenen Analysen nahezu unverandert
bestehen und waren im Vergleich zur Assoziation zwischen erster Blutentnahme der
Patienten und Kontrollen im voll adjustierten Modell lediglich fur CRP (B=1,74 vs.
3=0,93) und IL-6 (=1,47 vs. 3=0,93) abgeschwacht.
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Tabelle 12: Regressionsmodelle des Vergleichs Patienten (3. Blutentnahme) vs. Kontrollen

Modell 2a: Modell 2b:
Variable / | Modell 0: DM- M°doe'+' XItM°de" Modell 1+ BMI, | Modell 1+ 1 o401 3: volles
Modell Typ er HbAfc, pavk, Modell
Geschlecht Hypertonus, Neuropathie,
Hyperlipidamie KHK
B p B p B p B p B P
CRP 1,01 <0,0001 | 0,95 <0,0001 | 1,00 <0,0001 | 0,94 <0,0001 | 0,93 <0,0001
Fibrinogen | 0,32 <0,0001 | 0,30 <0,0001 | 0,32 <0,0001 | 0,28 <0,0001 | 0,30 <0,0001
IL-6 1,17 <0,0001 | 1,11 <0,0001 | 1,06 <0,0001 | 0,98 <0,0001 | 0,93 <0,0001
MIF 0,50 <0,0001 | 0,51 <0,0001 | 0,50 <0,0001 | 0,52 <0,0001 | 0,50 0,0002
IL-18 -0,05 0,63 -0,05 0,67 -0,03 0,77 0,05 0,68 0,05 0,73
IL-8 0,14 0,21 0,08 0.46 0,09 0.46 0,12 0.38 0,10 0,50
MIP-1a 0,17 0,10 0,19 0,07 0,20 0,08 0,31 0,01 0,29 0,03
MCP-1 -0,01 0,93 -0,03 0,78 -0,02 0,83 0,03 0,79 0,003 0,98
IP-10 0,64 <0,0001 | 0,59 <0,0001 | 0,59 <0,0001 | 0,61 0,0001 0,57 0,0006
RANTES -0,26 0,0007 |-0,26 0,0009 |-0,21 0,011 |-0,18 0,040 -0,16 0,083

Angegeben sind logarithmierte Regressionskoeffizienten 8 sowie die zugehdrigen p-Werte.

3.9. Assoziation klinischer Variablen auf den Verlauf der Inmunmediatoren

Um mdgliche Einflussfaktoren auf den Verlauf der Immunmediatoren in den ersten
14 Tagen nach stationarer Aufnahme zu analysieren, wurde zunachst die Ratio aus
den Immunmediatorspiegeln zu Beginn und nach 14 Tagen gebildet. Ein Wert > 1
bedeutete dabei einen Abfall, ein Quotient < 1 einen Anstieg der Spiegel. Nach
Adjustierung auf Alter, Geschlecht, Infektion, Wagner-Stadium und Diabetes-Typ
zeigten sich die in Tabelle 13 aufgeflhrten Assoziationen.

Es zeigten sich als signifikante Einflussfaktoren das Alter und Geschlecht in Bezug
auf den Verlauf von IL-6 nach Adjustierung fur Wagner-Stadium, Infektionsgrad und
Diabetestyp. Je alter die Patienten waren, desto starker fiel der Abfall von IL-6 aus.
Frauen zeigten einen starkeren Abfall der IL-6-Spiegel. Ebenso hatte das
Wagnerstadium nach Adjustierung einen starken Einfluss auf den Verlauf des CRP.
Bei CRP-

Serumspiegel. Zusatzlich bestand eine schwache Assoziation des Diabetes-Typs auf

hoheren Wagner-Stadien fand sich ein deutlicherer Abfall der
den Verlauf von IP-10 nach Adjustierung auf Alter, Geschlecht, Infektionsgrad und
Wagner-Stadium. Das Vorliegen eines Typ 2 Diabetes war mit einem Anstieg der IP-

10-Spiegel verbunden.



Ergebnisse 61

Tabelle 13: Assoziation klinischer Variablen und Immunmediatoren-Verlauf

CRP-Ratio Fibr-Ratio IL-6-Ratio MIF-Ratio IL-18-Ratio
B P B P B P B P B P
Alter -0,042 0,11 -0,003 0,07 | -0,014 0,025 | 0,006 0,18 0,001 0,65

Geschlecht| 0,863 0,09 0,013 0,70 | 0,266 0,037 | -0,040 0,68 | -0,029 0,26
Infektion 0,097 0,72 -0,006 0,76 | 0,063 0,43 | 0,067 0,20 0,006 0,68
Wagner 0,638 0,005 | -0,016 028| -0,025 0,66 | 0,008 0,95 0,004 0,75
DM-Typ 0,307 0,84 0,062 052 0,133 060 | 0,011 09 | -0,023 0,65

IL-8-Ratio MIP-1a-Ratio MCP-1-Ratio IP-10-Ratio | RANTES-Ratio
B P B P B P B P B P
Alter 0,002 0,65 | -0,0004 0,71 0,0002 0,85 | 0,001 0,16 | -0,002 0,45
Geschlecht| -0,032 0,74 0,003 0,88 | -0,002 091 | -0,021 0,25 0,034 0,46
Infektion -0,051 0,33 -0,001 09| 0,006 0,57 | -0,002 0,86 | -0,006 0,85
Wagner 0,009 0,84 -0,003 0,80| 0,007 0,39 | -0,013 0,12 0,007 0,75
DM-Typ 0,090 0,64 0,005 092| 0,026 049 | -0,087 0,020 | 0,046 0,63
Angegeben sind logarithmierte Regressionskoeffizienten  adjustiert auf die weiteren in der Tabelle
angegebenen Einflussfaktoren sowie die zugehorigen p-Werte. Ratio: Quotient aus dem Wert der

ersten Blutentnahme und dem Wert der dritten Blutentnahme. DM-Typ: Diabetes mellitus Typ, Fibr:
Fibrinogen
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4. Diskussion

4.1. Einleitung

Es ist heute unumstritten und gut dokumentiert, dass bei der Pathogenese des Typ 2
Diabetes auch immunologische Prozesse eine Rolle spielen®. Das diabetische
FuRsyndrom hingegen bleibt bei sicherer Identifikation der klinischen Risikofaktoren
in seinen molekularen und zellularen Mechanismen jedoch noch weitgehend

unverstanden.

Ziel dieser Arbeit sollte sein zu untersuchen
1. inwieweit das Vorliegen eines diabetischen Fuldsyndroms mit einer erhdéhten
systemischen Inflammation einhergeht,
2. welche klinischen Variablen Einfluss auf die Schwere des FulRsyndroms oder
die Immunmarker haben,
3. ob die klinischen Parameter wie Wagner-Stadium oder Infektionsgrad sich im
Immunmarker-Profil widerspiegeln sowie

4. ob und wie sich diese Inflammation im Verlauf der Heilung andert.

In der Literatur sind Arbeiten zu dieser Fragestellung kaum zu finden. Nach dem
internationalem Konsensus Uber Definition, Diagnostik und Therapie des
diabetischen FuRBsyndroms'®® von 1999 stieg die Anzahl der Publikationen zwar an,
jedoch wurde nahezu ausschliellich epidemiologische, sozio6konomische und
klinisch-therapeutische Forschung betrieben.

Es gibt einige wenige Arbeiten, die den Verlauf verschiedener Zytokin- und
Chemokinspiegel im Wundserum im Tierversuch® oder bei nicht-diabetischen

87 untersucht haben.

Menschen (z.B. im Rahmen chronisch-vendser Ulzera)
Allerdings fallt die Bestimmung von Zytokinen aus Wundsekreten methodisch
schwer: es existieren keine standardisierten Entnahmetechniken, es kommt haufig
zur Eintrocknung. Eine umfassende Bestimmung des Grades und der Art der
systemischen Inflammation anhand eines breiten serologischen Immunmarkerprofils
bei Patienten mit diabetischem Ful3ssyndrom wie in dieser Arbeit ist bisher nicht

publiziert worden.
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4.2. Studienkollektiv und klinische Charakteristika der Studienteilnehmer
Diabetespatienten mit und ohne diabetischem Fulissyndrom unterschieden sich in
einigen Parametern, die fir die Analyse der Daten relevant sein kdnnen und daher

hier kurz diskutiert werden sollen.

Die unterschiedliche Altersverteilung - Fulpatienten sind signifikant alter - kann
folgendermalden erklart werden. Unter den Kontrollen befanden sich einerseits mehr
Typ 1 Diabetiker, welche klassischerweise deutlich junger als Typ 2 Diabetiker sind.
Nimmt man die Typ 1 Diabetiker aus der Altersberechnung heraus, bleibt jedoch
immer noch ein signifikanter Altersunterschied bestehen. Zusatzlich ist das Risiko,
ein diabetisches Fullsyndrom zu entwickeln, indirekt altersabhangig, d.h. abhangig
von der Diabetes-Erkrankungsdauer®, was einen weiteren Grund fiir die

Altersdifferenz darstellen konnte.

Die Patienten zeigten bei Aufnahme signifikant niedrigere  HbA1c-,
Gesamtcholesterin- und LDL-Cholesterinwerte, die HDL-Cholesterin- und
Triglyzerid-Werte unterschieden sich nicht. Ebenfalls war der arterielle Blutdruck
unter den Patienten signifikant niedriger, sowohl systolischer wie auch diastolischer
Wert. Im Hinblick auf den BMI zeigte sich nach Ausschluss der Typ 1 Diabetiker ein
schwach signifikanter Unterschied, die FuRpatienten waren im Mittel um 1,5 kg/m?
leichter. Diese Ergebnisse stehen der Beobachtung entgegen, dass FulR3patienten an
sich im Vergleich zu gesunden diabetischen Personen eine insgesamt hohere
Pravalenz an kardiovaskularen Risikofaktoren wie Hypercholesterinamie oder
Hypertriglyzeridamie aufweisen'®?,

Ein maoglicher Erklarungsansatz hierfur ware, dass sich sich das Patientenkollektiv in
engerer fach- und hausarztlicher Betreuung als die Diabetiker ohne diabetisches
FuBsyndrom befand und somit die beeinflussbaren Risikofaktoren von den
jeweiligen Kollegen strikter eingestellt wurden. Zudem rekrutierten sich die
diabetischen Kontrollen aus Diabetikern, deren Blutzuckerspiegel von ihren
betreuenden Hausarzten nicht ausreichend eingestellt werden konnten und welche
aus diesem Grund nachfolgend an die Ambulanz der Deutschen Diabetes Klinik
verwiesen wurden. Hier ist also von einer langer andauernden unzureichenden

Einstellung sowohl des Blutzuckers als auch der Hyperlipidamie auszugehen.
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Beim Vergleich der Diabetes-assoziierten Erkrankungen fiel auf, dass das
Patientenkollektiv insgesamt deutlich haufiger betroffen war (Tabelle 2). Hier zeigte
sich ein Trend, auf den auch andere Arbeitsgruppen bereits hinweisen konnten. Die
kardiovaskulare Morbiditat von Fulpatienten ist ungleich hoher als die von
Diabetikern ohne diabetisches FuBsyndrom'®®'%*. Gleichfalls waren - analog dem
Wagner-Stadium - hohergradige Ulzera mit einer hoéheren kardiovaskularen
Morbiditat assoziiert (Ergebnisse, Tabelle 7). Dies konnte erst kirzlich gezeigt
werden'®. Ferner lasst sich die groRere Pravalenz von diabetischer Neuropathie
und paVK innerhalb des Patientenkollektivs auch damit erklaren, dass diabetische
Neuropathie und paVK die atiologisch wichtigsten Risikofaktoren fur die Entstehung

eines diabetischen Ulkus darstellen'®.

Was die Lokalisation der diabetischen Ulzera betrifft, stimmte das Verteilungsmuster
der beobachteten Ulzera in der untersuchten Patientengruppe mit der allgemein
beschriebenen Verteilungshaufigkeit Uberein und entsprach damit der Ublichen

Lehrmeinung®.

4.3. Erhohte systemische Inflammation in der Patientengruppe

Patienten mit diabetischem Fuldsyndrom zeigten im Vergleich zu den diabetischen
Kontrollen signifikant erhohte Spiegel von CRP, Fibrinogen, IL-6, MIF und IP-10
sowie MIP-1a, die zwischen 30 und 400 % hoher lagen. Selbst nach 14 Tagen
Aufenthalt im Krankenhaus blieben die beobachteten Unterschiede bestehen. Die
Regressionsmodelle zeigten, dass weder Alter und Geschlecht, Hyperlipidamie oder
Hypertonus, noch die Diabetes-assoziierten Folgeerkrankungen die beobachtete,
erhohte systemische Inflammation bedingen. Wie in dieser Arbeit gezeigt werden
konnte, war vor allem die durch die Wagner-Klassifikation definierte Schwere des

diabetischen Ulkus mit einer erhohten Inflammation assoziiert.

Die Patienten zeigten im Vergleich zu den diabetischen Kontrollen erhohte CRP- und
Fibrinogen-Spiegel, welche grundsatzlich entweder als Zeichen einer Akut-Phase-
Reaktion im Rahmen einer Infektion oder als Folge der Wunde an sich interpretiert
werden konnen. Die Bildung von CRP und Fibrinogen wird vor allem durch IL-6
induziert'®”'®®. 1992 konnte bereits gezeigt werden, dass CRP umgekehrt auch die

Bildung von IL-6 stimuliert'®®. Kirzlich wurde in vitro nachgewiesen, dass CRP
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dosisabhangig neben der Induktion von IL-6 ebenso die Bildung von weiteren
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1a, IL-18 und IL-8 induziert als auch die
Expression von MIP-1a hemmt'”®. Analog zu diesen physiologischen Grundlagen
zeigte sich eine starke Korrelation von CRP und IL-6 in der Patientengruppe (r=0,78)
wie auch in der Kontrollgruppe (r=0,591). Ebenso korrelierte Fibrinogen
hochsignifikant mit IL-6 in der Patienten- (r=0,59) als auch in der Kontrollgruppe
(r=0,43). Bei dem in dieser Arbeit neben CRP gleichzeitig gemessenen Zytokin IL-8
findet sich in der Patientengruppe nur eine mafig ausgepragte und schwach
signifikante Korrelation (r=0,191), in der Gruppe der Kontrollen zeigte sich dagegen
keine signifikante Korrelation.

Die zitierten in vitro Daten konnten die beobachteten Korrelationen erklaren und in

eine kausale Beziehung zueinander setzen.

Das bei den Patienten im Vergleich zu den Kontrollen signifikant erhdhte IL-6 scheint
im Prozess der Wundheilung neben der beschriebenen immunogenen Wirkung vor
allem Einfluss auf die Fibroblasten zu nehmen. IL-6 flhrt zur Erhohung ihrer
mitotischer Aktivitat und somit zur vermehrten Kollagenproduktion'”!. Im Tierversuch
zeigen IL-6-defiziente Mause eine verzdgerte Wundheilung'’?. Es konnte eine
verminderte Expression der Matrix-Metalloproteinasen sowie der TIMPs (tissue
inhibitors of matrix metalloproteinases), welche die proteolytische Aktivitat dieser
Proteinasen kontrollieren, festgestellt werden'®. Im Wundsekret chronisch-vendser
Ulzera waren erniedrigte IL-6-Spiegel mit einer verzogerten Wundheilung
assoziiert'*. Ebenso zeigten sich im Wundserum diabetischer Ratten erniedrigte IL-
6-Konzentrationen im Vergleich zu nicht-diabetischen Kontrollen'”.

Ob und wie sich serologisch erhohte IL-6-Spiegel auf die Regulation dieser
Proteinasen und deren Kontrollenzymen auswirkt, ist unbekannt. Denkbar ist, dass
unphysiologisch hohe Spiegel ebenso wie das vollstandige Fehlen von IL-6 zu einer
Dysregulation der durch die von den verschiedenen MMP vermittelten Proteolyse
und damit zu einer verlangerten Wundheilungszeit fuhren. Dass die beobachteten
Ergebnisse aus unterschiedlichen Studien stammen, macht einen Vergleich
unmdglich. Hilfreicher ware hier eine Studie, in der IL-6 im Wundsekret als auch im
Serum derselben diabetischen Versuchstiere oder Probanden bestimmt worden

ware.
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Die systemische, signifikante Erhohung der MIF-Serumspiegel im Patientenkollektiv
kann mit seiner Rolle als zentrales Zytokin der angeborenen Immunabwehr erklart
werden'’®.  Gleichzeitig zeigen sich sowohl in Patienten- als auch in der
Kontrollgruppe erhohte MIF-Serumspiegel im Vergleich zu gesunden, nicht-
diabetischen Kontrollen (zwecks orientierendem Vergleich der Normwerte siehe
diese Publikation'” aus unserer Arbeitsgruppe), was auf die vorliegende
Grunderkrankung Diabetes zurlickgeflihrt werden kann.

Im Hinblick auf den spezifischen Prozess der Wundheilung wird MIF als ein zentraler
Mediator genannt, der auf molekularer Ebene die Regulation von Genen im Bereich
der Inflammation und Reparation beeinflusst®®. Darunter fallen Gene, welche fir
Zytokine wie MIF selbst oder IL-6 kodieren als auch fir Proteine wie TIMP1, MMP-3
oder Matrixproteine wie Prokollagen oder Kollagen. Neueste Arbeiten deuten darauf
hin, dass MIF einen Angriffspunkt fur die Wirkung der Steroide auf die Wundheilung
bietet. Erhohte MIF-Spiegel fuhren im Tierversuch beim Fehlen von
Sexualhormonen zu einer gestdrten Wundheilung'’®, was einen Mechanismus in der
Erkldrung von Geschlechtsunterschieden bei der Wundheilung darstellen kdnnte'”®.
Das Patientenkollektiv wies signifikant erhdhte Serumspiegel an MIF auf. Dass
erhdohte MIF-Spiegel allein zu einer gestérten Wundheilung fuhren, ist bisher nicht
berichtet worden. Die bestehende schwache, aber signifikante Korrelation zwischen
MIF und den Akut-Phase-Proteinen CRP und Fibrinogen und IL-6 Iasst als mogliche
Schlussfolgerung zu, dass die beobachtete Erhohung der MIF-Spiegel ebenso von

IL-6 induziert werden konnte.

Erhéhte Serumspiegel von IP-10 finden sich in pradiabetischen Patienten sowie in
Typ 2 Diabetikern'®'*® was sich in beiden untersuchten Kollektiven nachweisen
lieR: sowohl die Patienten als auch die Kontrollen =zeigten gegenuber
stoffwechselgesunden Normalpersonen erhdhte [|P-10-Serumspiegel (zwecks

orientierendem Vergeich der Normwerte wird auf diese Arbeit'"°

unserer
Arbeitsgruppe verwiesen). In Hinblick auf die Wundheilung steht IP-10 im Verdacht,
die Mobilitat von Endothelzellen zu behindern, was in einem spateren Stadium des
Wundheilungsprozesses zur gestorten Neovaskularisation und damit zur
Verlangsamung der Wundheilung fiihrt™®'®.  Transgene Mause, die IP-10

kontinuierlich und in hohem Male exprimieren, zeigen eine ebenso verzogerte
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Wundheilung''. Dies legt nahe, dass erhdhte IP-10-Spiegel Ursache der
Wundheilungsstérung und nicht Folge der Wunde sein kénnen.

Die Serumspiegel von MIP-1a zeigte sich in der Patientengruppe signifikant erhoht.
MIP-1a wirkt als potenter chemotaktischer Reiz sowohl fur neutrophile Granulozyten
als auch fur Monozyten. Es ist bekannt, dass es im Verlauf der Wundheilung zur

vermehrten Expression dieses Chemokins kommt'®1%2

, jedoch zeigte sich im
Tierversuch Uberraschenderweise bei MIP-1a-defizienten Mausen im Vergleich zu
gesunden Tieren eine ungestdrte Wundheilung”’. Leider gibt es keine experimentelle
Arbeit, die untersucht, welche Wirkung Uberexpression oder exogene Zufuhr von

MIP-1a in Bezug auf die Wundheilung haben.

Die RANTES-Serumspiegel der Patienten mit diabetischem Fuldsyndrom waren
signifikant niedriger als die der diabetischen Kontrollen. Mehrere Arbeiten zeigten die
Assoziation erhohter RANTES-Spiegel mit dem Vorliegen eines Typ 2

Diabetes''"1"®

, Uber das Vorliegen erniedrigter RANTES-Spiegel bei Patienten mit
diabetischen Ulzera ist bisher nichts bekannt. Auch in der Wundheilungsstorung
wurde RANTES bis jetzt nicht als entscheidender Mediator genannt. Weitere Studien
mussen zeigen, ob der hier zwischen den beiden Gruppen festgestellte Unterschied

einen Zufallsbefund darstellt oder eine pathophysiologisch erklarbare Basis hat.

Sowohl die Serumspiegel von IL-8 als auch die von MCP-1 zeigten im Patienten-
Kontrollen-Vergleich keinem signifikanten Unterschied. IL-8 sorgt im orchestrierten
Ablauf der Wundheilung fur die Infiltration von neutrophilen Granulozyten, wahrend
MCP-1 vor allem monozytdre Immunzellen aktiviert'®®, was eine groRe Bedeutung
fur die Wundheilung zu haben scheint, denn MCP-1-defiziente Mause zeigten im
Vergleich zum Wildtyp eine deutlich verzdgerte Wundheilung”’.

Erhéhte Serumspiegel dieser beiden Chemokine wurden als Risikofaktoren fur die
Entwicklung eines Typ 2 Diabetes identifiziert''?, und die gemessenen Serumspiegel
sowohl der Patienten als auch der Kontrollen schienen im Vergleich zu gesunden
Normalpersonen erhoht. IL-8 scheint vor allem im viszeralen Fett gebildet zu
werden, und die IL-8-Serumkonzentrationen sind mit dem BMI assoziiert'®.
Patienten und Kontrollen boten einen ahnlich hohen BMI, was diese These weiter

unterstutzt.
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Im Tiermodell kam es bei transgenen Mausen, die IL-8 dauerhaft Gberexprimierten,
zu einer verminderten Einwanderung von neutrophilen Granulozyten im Rahmen
entzindlicher Reaktionen. Dauerhaft erhdhte IL-8-Konzentrationen flihren zu einer
Herunterregulation der Chemokinrezeptoren und somit zur Desensibilisierung der
Zielzellen'®. Es ist bekannt, dass pradiabetische Patienten und manifeste Typ 2
Diabetiker erhohte IL-8-Spiegel aufweisen'™®. Es ist mdglich, dass Uber diesen
Mechanismus die Wundheilungsstorung bei Diabetikern zum Teil erklart werden

kann.

Nach Adjustierung auf Alter, Geschlecht, metabolische Faktoren (wie HbA1c, BMI
und Hyperlipidamie) und diabetische Folgeerkrankungen fiel auf, dass die
Berucksichtigung des Diabetes-Typs kaum Einfluss auf die Signifikanz und den Grad
der Assoziation hat (Ergebnisse, Tabelle 5). Allerdings war die Anzahl der Typ 1
Diabetiker sehr gering und in Patienten- und Kontroligruppe signifikant
unterschiedlich verteilt. Daher gelten die hier gezeigten Befunde im wesentlichen flr
Patienten mit Typ 2 Diabetes.

Zu beachten ist auch, dass es im Alter zu einer atiologisch noch ungeklarten
Aktivierung des innaten Immunsystems mit nachfolgender subklinischer
Inflammation (,inflamm-aging*)'® kommt, die zur Hochregulation verschiedener
Zytokine und Transkriptionsfaktoren wie IL-1B, IL-6, TNF-a oder NFkB fiihrt'®”. Die
dokumentierten Unterschiede zwischen Diabetikern mit und ohne diabetischem
FuRsyndrom blieben jedoch nach Adjustierung auf das Alter nahezu unverandert
bestehen, so dass dieser Prozess keinen wesentlichen Einfluss auf die Befunde der

vorliegenden Arbeit hat.

Zusammenfassend liegt in der Patientengruppe eine deutlich erhdhte systemische
Inflammation vor, die sich in erhdhten Konzentrationen der Akut-Phase-Proteine
CRP und Fibrinogen sowie der Zytokine IL-6 und MIF und der Chemokine MIP-1a
und IP-10 ausdruckt. Unter Berucksichtigung der durchgefuhrten Adjustierungen
wird deutlich, dass dies nicht Folge einer Infektion der Wunde ist, sondern durch die
Wunde selbst bedingt wird.

Leider wurden von den Patienten neben den Blutseren gleichzeitig keine Wundseren
gewonnen. Die Messung der Zytokine im Wundsekret konnte sowohl die

Aussagekraft der serologisch gemessenen Werte verbessern als auch die
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Interpretation insbesondere im Vergleich zu den anderen sich mit Wundheilung
befassenden Arbeiten erleichtern, welche nahezu ausschlieBlich
Zytokinkonzentrationen im Wundsekret bestimmt haben. Ferner ware eine gesunde,
zweite, nicht-diabetische Kontrollgruppe sinnvoll. Leider zeigt sich bei ausfuhrlicher
Literaturrecherche, dass es derzeit kaum Arbeitsgruppen gibt, die sich mit dem

Thema der Pathogenese der diabetischen Wundheilungsstérung beschaftigen.

4.4. Determinanten der Imnmunmediatoren

4.4.1. Einfluss des Wagner-Stadiums auf die Imnmunmediatoren

Wie zu erwarten war, bestand eine signifikante, positive Korrelation zwischen
steigendem Wagner-Stadium und den Konzentrationen von CRP, Fibrinogen und IL-
6 (Tabelle 8). Diese Assoziation ist unabhangig von klinischen und laborchemischen
Parametern, auch wenn fiir CRP Einflussfaktoren wie Alter und Ubergewicht ebenso
wie Rauchen und Erndhrung beschrieben worden sind'®®. Die beiden letztgenannten
Faktoren konnten in der Analyse nicht berucksichtigt werden, da Raucherstatus und

Ernahrungsgewohnheiten in der klinischen Datenbank nicht erfasst wurden.

Die Klassifikation nach Wagner orientiert sich an der Ulkustiefe, wobei
dementsprechend tiefer reichende Ulzera mit einem hoéheren Grad an Inflammation
und erhdhter IL-6-Expression einhergehen und somit hohere CRP- und Fibrinogen-
Spiegel bedingen. Bei den ubrigen Zytokinen zeigten sich keine signifikanten
Zusammenhange.

Nach Adjustierung auf Kovariablen wie Alter, Geschlecht, Diabetes-Typ,
Infektionsgrad, metabolische Marker und diabetische Folgeerkrankungen zeigten
sich oben genannten Assoziationen stabil, die Regressionskoeffizienten zeigten eine
nur geringe Veranderung. Damit hatten diese aus der Literatur bekannten
Einflussfaktoren nur marginalen Einfluss auf die erhdhte Inflammation, was nahe
legt, dass diese hauptsachlich durch die Wundschwere bedingt wird. Da es sich hier
um eine Querschnittsstudie handelt, konnte aber auch umgekehrt die
proinflammatorische Situation zumindest zum Teil fur die Ausbildung der schweren

Ulzera verantwortlich sein.
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4.4.2. Einfluss des Infektionsgrades auf die Inmunmediatoren

Eine gleichzeitig bestehende Infektion stellt in der Pathogenese von nicht-heilenden
Wunden einen bedeutenden Faktor dar'®®. Die Adjustierungen (Tabelle 9) zeigen
jedoch, dass die erhohten Zytokinspiegel nicht allein durch das gleichzeitige
Vorliegen einer Infektion erklart werden konnen, sondern die Wunde selbst
maldgeblich zur erhdhten systemischen Inflammation beitragt. Es konnte erst
kirzlich gezeigt werden, dass bakterielle Wundinfektionen nicht zu einer serologisch
messbaren Erhohung von CRP fuhren, es aber wohl im Wundsekret zur Erhohung

der IL-6-Konzentration kommt'®.

4.43. Einfluss klinischer Variablen auf die Schwere des diabetischen
FuBsyndroms

Das Wagner-Stadium ist positiv mit der Liegezeit korreliert. Patienten mit
héhergradigen Ulzera liegen signifikant langer im Krankenhaus. Hier fallt jedoch auf,
dass die Liegezeit bei Patienten mit einem Ulkus im Wagner-Stadium 4 im Vergleich
zu Patienten mit einem Ulkus in Wagner-Stadium 3 deutlich abfallt. Hier ist jedoch zu
beachten, dass nur die Liegezeiten im DDZ erfasst wurden, nicht aber in anderen
Kliniken, die Anschlussbehandlungen durchfiihrten. Eine mogliche Erklarung fur die
kirzere Liegezeit ware, dass Patienten im Wagner Stadium 4 haufiger zur
interventionellen bzw. operativen Therapie aus unserem Haus verlegt worden sind,
was die statistisch kurzere Liegezeit im DDZ trotz klinisch schwererer Wunden

erklaren kann.

Die ebenfalls zunachst unerwartete negative Korrelation des BMI mit steigenden
Wagner-Stadien kann dadurch erklart werden, dass die Komorbiditat parallel zur
Schwere des diabetischen FuRRsyndroms anstieg: mit steigendem Wagner-Stadium
steigt die Pravalenz an paVK, KHK und Schlaganfillen kontinuierlich an'®. Diese
Assoziation erscheint auf den ersten Blick widersprichlich, stellt doch die Adipositas
einen bedeutsamen Risikofaktor fur die genannten kardiovaskularen Krankheiten
dar'®%"%" Am Beispiel der paVK konnten bereits mehrere Studien, die im asiatischen
Raum durchgefihrt wurden, die in dieser Arbeit beschriebene Assoziation
niedrigerer BMI-Werte mit dem Vorliegen einer paVK unter Typ 2 Diabetikern
nachweisen'¥'%. Gleichwohl zeigte sich diese Assoziation auch in der United
Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS)'®°.
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4.4.4. Einfluss klinischer Variablen auf den Verlauf der Immunmmediatoren

In einer weiteren statistischen Analyse ergaben sich durch Adjustierung des
Quotienten der Konzentrationen der verschiedenen Immunmarker von erster zu
dritter Blutentnahme auf die klinischen Merkmale Alter, Geschlecht, Infektionsgrad,
Wagner-Stadium und Diabetes-Typ folgende Befunde: Das Alter der Patienten hatte
einen signifikanten, wenn auch geringen Einfluss auf den Verlauf der IL-6-
Serumspiegel. Je alter die Patienten waren, desto starker sind die IL-6-Spiegel im
Verlauf des Krankenhausaufenthaltes abgesunken. Das Geschlecht hatte einen
Einfluss auf den IL-6-Verlauf. Bei weiblichen Patienten sanken die IL-6-Spiegel
starker ab als bei mannlichen Patienten. Der Verlauf der CRP-Serumspiegel wurde
ebenso durch das Wagner-Stadium beeinflusst. Hohere Wagner-Stadien waren mit

einem starkeren Abfall des Entzindungsmarkers CRP assoziiert.

4.5. Anderung der Inflammation im Heilungsverlauf

Der gewahlte Beobachtungszeitraum von 14 Tagen erscheint bei einer medianen
Wundheilungszeit von 6 Monaten*® sehr kurz. Somit ist es schwierig, einen klaren
Verlauf abzulesen, jedoch lasst sich bei verschiedenen Immunmarkern zumindest
eine Tendenz erkennen.

Vor allem die Akut-Phase-Proteine CRP und Fibrinogen zeigten sich im Verlauf des
Krankenhaltaufenthaltes wie zu erwarten rtcklaufig. Auch das proinflammatorische
Zytokin IL-6 fallt im Verlauf der Behandlung signifikant ab, ebenso wie MIF und IL-
18. Dies kann als direkte Folge des verminderten Entzindungsgeschehens im
Bereich der Ulzera angesehen werden, wobei die Wunden in Bezug auf Grofde und
Tiefe zum Zeitpunkt der dritten Blutentnahme anhand der Wagner-Klassifikation
leider nicht reevaluiert wurden. Damit fehlt ein valides Kriterium, um den Ruckgang
des Schweregrades und eine Heilung der Ulzera zu objektivieren und mit dem
Verlauf der Inflammation in Beziehung zu setzen.

Gleichzeitig fallt auf, dass die Serumspiegel derjenigen Immunmarker, welche
wahrend des Krankenhausaufenthaltes einen signifikanten Rickgang zeigten, zum
Zeitpunkt der dritten Blutentnahme im Vergleich zu den Kontrollpatienten immer
noch signifikant erhéht waren. Dies resultiert moglicherweise aus dem sehr kurzen
Beobachtungsintervall von 14 Tagen, in der die Ulzera zwar behandelt wurden, aber

nicht vollstandig abheilen konnten.
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Eine mogliche Auswirkung einer bestehenden oder begonnenen pharmakologischen
Therapie auf die vorliegende Inflammation kann nicht ausgeschlossen werden. Um
diesen Effekt mdglichst gering zu halten, wurden Studienteilnehmer, die Pharmaka
mit offenkundig immunsuppressiver Wirkung wie z.B. Glukokortikoide, Azathioprin
oder Tacrolimus einnahmen, von der Analyse ausgeschlossen. Daruber hinaus
werden jedoch noch weiteren haufig angewandten Pharmaka immunmodulatorische
Eigenschaften zugeschrieben, die im Folgenden kurz diskutiert werden sollen.

Bei einem groflen Teil (80%) der Patienten wurde bei oder nach stationarer
Aufnahme eine antibiotische Therapie begonnen, so dass man vermuten kann, dass
dies einen Einfluss auf das Entzindungsgeschehen genommen hat. Wie in Kapitel
4.4.2. jedoch gezeigt wurde, nimmt eine lokale Wundinfektion kaum Einfluss auf die
systemische Konzentration der Immunmediatoren, so dass ein Effekt der Antibiotika
auf die Inflammation durch die Reduktion der Infektion unwahrscheinlich erscheint.
Ein Drittel der Patienten wurde mit Statinen behandelt, fir die bereits eine
immunmodulatorische Wirkung beschrieben wurde'®®'". Die Inhibition der HMG-
CoA-Reduktase durch Statine bewirkt eine vermehrte Differenzierung im Sinne
einer Th2-Reaktion'®® und entwickelt hieriiber einen antiinflammatorischen Effekt.
Auch die Betarezeptorenblocker scheinen immunmodulatorisch zu wirken, indem sie
die proinflammatorische Wirkung der endogenen Agonisten abschwachen:
Katecholamine fuhren zu einen Anstieg der zirkulierenden NK-Zellen und T-
Lymphozyten199. Fast 40% der Patienten standen unter antiadrenerger Therapie.
Gleichfalls wurden der Medikamentengruppe, die in das Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System eingreifen, immunmodulatorische Effekte nachgewiesen?®.
Hiermit wurden 95 (ACE-Hemmer) bzw. 15 (AT 1-Antagonisten) Patienten behandelt.
Rund ein Viertel der Patienten erhielten den Xanthin-Oxidase-Inhibitor Allopurinol,
der die Produktion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a hemmt und ebenso
liber seine antioxidative Eigenschaft als Radikalfanger antiinflammatorisch wirkt>°".

In wieweit die immunmodulatorischen Eigenschaften der genannten Medikamente
tatsachlich Einfluss auf den Verlauf der gemessenen Immunmediatoren genommen
haben, kann aufgrund unvollstindiger Daten (ber die Anderung der
pharmakologischen Therapie wahrend des stationdaren Aufenthalts nicht beantwortet
werden. Ebensowenig konnten all diejenigen Patienten ausgeschlossen werden, die
medikamentds mit den genannten Pharmaka behandelt wurden. Es kann somit nicht

ausgeschlossen werden, dass die beschriebenen Pharmaka als confounder wirken.
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4.6. Studienlimitationen und Studienstarken

Abschlie3end sollen die Schwachen und Starken dieser Arbeit kurz angesprochen
werden. Zum einen ist diese Arbeit als Querschnittsstudie angelegt worden, so dass
keine Ursache- und Wirkungsaussagen moglich sind. Um die kausale Rolle der
Immunmediatoren fur die Entwicklung des DFS besser zu charakterisieren, waren
longitudinale Studien mit Diabetespatienten notwendig, die initial kein DFS
aufweisen. Zum anderen kann die ungleiche Verteilung von Typ 1 und Typ 2
Diabetikern als weiteren Kritikpunkt aufgefuhrt werden. Daher gelten die hier
erhobenen Daten im Wesentlichen fur Patienten mit Typ 2 Diabetes. Fur Patienten
mit Typ 1 Diabetes waren vergleichbare Studien winschenswert, um
herauszufinden, ob es in der Assoziation zwischen subklinischer Inflammation und
DFS eventuell Unterschiede zwischen den Diabetestypen gibt. Darlber hinaus ware
eine langere Nachbeobachtung der Probanden interessant, da so die Rolle der
subklinischen Inflammation fur die Langzeit-Prognose besser untersucht werden
konnte.

Demgegenuber stehen einige Starken dieser Arbeit, die nicht unerwahnt bleiben
sollen. Die Studie schloss eine relativ groRe Anzahl von Patienten und Kontrollen
ein, die alle umfangreich immunologisch phanotypisiert wurden. Eine vergleichbar
intensive immunologische Untersuchung von DFS-Patienten liegt bislang noch nicht
vor. Zudem war eine Reihe von weiteren Daten Uber die Studienteilnehmer
verfugbar, so dass in multivariaten Analysen auch der Einfluss moglicher
Confounder auf die Assoziation zwischen subklinischer Entzindung und DFS

untersucht werden konnte.

4.7. Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine hochsignifikante Assoziation
zwischen subklinischer, systemischer Inflammation und dem diabetischen
FuRsyndrom besteht. Als wichtigster Parameter, der mit den
Immunmediatorkonzentrationen assoziiert ist, konnte der klinische Schweregrad des

diabetischen Fullsyndroms (anhand des Wagner-Stadiums) identifiziert werden.

Die Tatsache, dass dem Typ 2 Diabetes ein inflammatorisches Geschehen zu
Grunde liegt, sowie die ldentifikation der Mediatoren dieses Geschehens eroffnen

neue diagnostische und therapeutische Moglichkeiten. In Zukunft kdnnte abseits der
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auf Lebensstil basierten Erfassung auch eine immunologische Risikoabschatzung fur
die Entwicklung eines Typ 2 Diabetes mdglich sein. Ferner bieten sich neue
Therapieoptionen des von vielen Autoren als ,Epidemie des 21. Jahrhunderts®
beschriebenen Diabetes mellitus Typ 2 an. In einer ersten klinischen Studie konnten
durch 3-monatige, tagliche Gabe des IL-13-Rezeptor-Antagonisten Anakinra sowohl
die sekretorische B-Zellfunktion und die Blutzuckerspiegel verbessert als auch die
systemische Inflammation reduziert werden®®?. Entgegen der Erwartungen zeigte
sich trotz der antiinflammatorischen Therapie kein Effekt auf die Insulinresistenz,
wohl aber eine Verbesserung der Insulinsekretion.

Bezuglich der diabetischen Wundheilungsstérung wurden erste Therapieversuche
mit antiinflammatorischen Substanzen im Tierversuch unternommen. Durch Gabe
eines TNF-a-Antikorpers konnte bei ob/ob-Mausen sowohl die Wundheilung verkuirzt
als auch die Insulinsensitivitat verbessert werden?®. Eventuell kann in Zukunft auch
beim Menschen die dem diabetischen Fullsyndrom zugrunde liegende
Wundheilungsstorung durch medikamentose Immunmodulation — sei es durch
Steigerung oder Suppression — verbessert werden. So wurde ein weiteres
innovatives Therapiekonzept zur Verfugung stehen, was in besonders schweren
Fallen eine Alternative zu Operation und drohender Amputation bieten kénnte, aber
ebenso in leichten Fallen die Wundheilungszeit entscheidend verkurzen kénnte und
eventuell sogar in der Pravention neuer Ulzera wirksam ware.

Allen wissenschaftlichen Erfolgen zum Trotz muss aufgrund der steigenden Inzidenz
des Typ 2 Diabetes gesundheitspolitisch der Pravention der Grunderkrankung sowie
der Vielzahl an Folgeerkrankungen eine zunehmend gréfliere Bedeutung zuerkannt

werden.
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6. Abkurzungsverzeichnis

AGE
aPTT
BMI
BSA
CRP
DDG
DM-Typ
EDC
EDTA
ELISA
FCS
HbA1c
HDL
HPE
IFG
IFN

IL
IP-10
IRS
kDa
KHK
LDL
MCP-1
MIA
MIF
MIP-1a
MMP-8
NFkB
NHS
PAI-1
paVK

advanced glycation end products
aktivierte partielle Thromboplastinzeit
body mass index

bovines Serumalbumin

C-reaktives Protein

Deutsche Diabetes Gesellschaft
Diabetes mellitus Typ
Dimethylaminopropyl-Ethyl-Carbodiimide Hydrochlorid
Ethylendiamintetraessigsaure

enzyme linked immunoabsorbent assay
fotales Kalberserum

glykiertes Hamoglobin, Subfraktion A1c
high-density lipoprotein

high perfomance ELISA-buffer

impaired fasting glucose, erhohte Nuchternglukose
Interferon

Interleukin

interferon-y-inducible protein 10
Insulinrezeptor-Substrat

kilo Dalton

koronare Herzkrankheit

low-density lipoprotein

monocyte chemoattractant protein 1
multiplex immunoassay

macrophage migration inhibitory factor
macrophage inflammatory protein 1 alpha
Matrix-Metalloproteinase 8

nuklearer Transkriptionsfaktor k B
N-Hydroxysulfosuccinimid

plasminogen activator inhibitor 1

periphere arterielle Verschlusskrankheit
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PBS
PDGF
PKC
RANTES
rpm
SOCS-3
T1D

T2D

TGF
Ty-Zellen
TIMP
TMB
Tween 20
WHO

phosphate buffered saline

platelet derived growth factor

Proteinkinase C

regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted
rotations per minute

suppressor of cytokine signalling-3

Typ 1 Diabetiker

Typ 2 Diabetiker

transforming growth factor

T-Helfer-Zellen

tissue inhibitor of matrix metalloproteinases
Tetramethylbenzidin
Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaureat

World Health Organisation
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9. Zusammenfassung

Das diabetische FuRsyndrom — erhohte Immunparameterkonzentrationen als

ein moglicher Erklarungsversuch der chronischen Wundheilungsstérung?
Christian Weigelt

Es ist gut dokumentiert, dass beim Typ 2 Diabetes atiopathogenetisch
immunologische Prozesse eine Rolle spielen. Das diabetische FulRsyndrom bleibt
bei sicherer Identifikation klinischer Risikofaktoren pathomechanistisch weitgehend
unverstanden. Bezuglich der zugrunde liegenden Wundheilungsstorung ist das
Immunsystem in den Mittelpunkt des wissenschaftlichen Fokus geruckt.

In der vorliegenden Arbeit wurden 170 Patienten mit diabetischem FulRsyndrom
(DFS) und 140 diabetische Kontrollen ohne DFS rekrutiert. Nach Erhebung
anamnestischer und klinischer Daten wurden neben einem Routinelabor die
systemische Konzentrationen verschiedener Immunmediatoren, darunter die der
Akut-Phase-Proteine CRP und Fibrinogen, der Zytokine IL-6, MIF und IL-18 sowie
der Chemokine IL-8, MIP-1a, MCP-1, IP-10 und RANTES mittels ELISA bzw.
Mulitplex-Immunoassay bestimmt. In der Patientengruppe wurde zusatzlich der
Verlauf der Immunparameter durch erneute Bestimmung nach 7 und 14 Tagen nach
Aufnahme dokumentiert.

Die Patientengruppe zeigte im Vergleich zu den Kontrollen signifikant erhohte
Konzentrationen von CRP, Fibrinogen, IL-6, MIF, MIP-1a und IP-10, welche im
Verlauf teilweise absanken, jedoch auch noch zum Zeitpunkt der dritten
Blutentnahme im Vergleich zu den diabetischen Kontrollen weiterhin signifikant
erhoht waren. RANTES war bei den Patienten signifikant erniedrigt. In dieser Arbeit
konnte somit gezeigt werden, dass eine hochsignifikante Assoziation zwischen
subklinischer, systemischer Inflammation und dem diabetischen Fulisyndrom
besteht. Als wichtigster Parameter, der mit den Immunmediatorkonzentrationen
assoziiert ist, konnte der klinische Schweregrad des diabetischen FulRssyndroms
(anhand des Wagner-Stadiums) identifiziert werden. Eine gleichzeitig bestehende
Infektion beeinflusste die systemische Inflammation nicht. Hier zeigen sich
womaoglich neue Therapiemoglichkeiten. Es ist denkbar, dass sich durch selektive
Immunmodulation — sei es durch Steigerung oder Suppression — die Wundheilung

diabetischer Patienten verbessern laft.



