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1.  Abkurzungsverzeichnis

BSA Bovine Serum Albumin

BMI Body Mass Index (kg/m?)

CCL2 CC-chemokine Ligand 2 = MCP-1

CCL7 CC-chemokine Ligand 7 = MCP-3

CCL8 CC-chemokine Ligand 8 = MCP-2

CCL13 CC-chemokine Ligand 13 = MCP-4

CD4 Cluster of Differentiation 4

CD8 Cluster of Differentiation 8

CCR CC-Motiv-Chemokin-Rezeptor

cDNA Complementary Deoxyribonucleic Acid = Komplementére
Desoxyribonukleinsaure

DMEM Dulbecco’s Modified Eagles Medium

DPP4 Dipeptidylpeptidase 4

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid = Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

FCS Fetal Calf Serum

GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

GCSF Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor

GLP-1 Glucagon-like Peptide 1

GLUT Glukosetransporter

GM-CSF Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor

GRO Growth-regulated Protein

GRO-a Growth-regulated Protein alpha

HaCaT Human Adult Low Calcium high Temperature Keratinocytes

HG Hyperglykamie

HRP Horseradish peroxidase

IFN-y Interferon-gamma

IFG Impaired Fasting Glucose

IGT Impaired Glucose Tolerance

IL-X Interleukin- X

Ki Konfidenzintervall



LAN Lantus

MCP-1 Monocyte Chemoattractant Protein 1 = CCL2

MCP-2 Monocyte Chemoattractant Protein 2 = CCL8

MCP-3 Monocyte Chemoattractant Protein 3 = CCL7

MCP-4 Monocyte Chemoattractant Protein 4 = CCL13

MET Metformin

MIG Monokine induced by Gamma-Interferon

MODY Maturity Onset Diabetes of the Young

NG Normoglykamie

NO Stickstoffmonoxid

oGTT Oraler Glukosetoleranz-Test

PBMC Peripheral Blood Monocyte Cells

PBS Phosphate-buffered Saline

PCR Polymerase Chain Reaction

P/S Penicillin/Stremtomycin Solution

RANTES Regulated on Activation, normal T cell Expressed and Secreted

RI Relative Intensitat

RNA Ribonucleic acid = Ribonukleinsaure

RT Raumtemperatur = 20-23°C

SEM Standard Error of Mean = Standardfehler

SGLT Sodium Dependent Glucose Transporter = Natrium/Glucose-
Cotransporter

SuU Sulfonylharnstoff

T2DM Typ 2 Diabetes mellitus

T1DM Typ 1 Diabetes mellitus

TGF-B1 Transforming Growth Factor beta

THP1 THP1 Monocytic Cell Line

TNF-a Tumornekrosefaktor-alpha

TNF-B Tumornekrosefaktor-beta

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

WHO World Health Organisation
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1. Einleitung

Diabetes mellitus, altgriechisch fur ,honigsuf3er Durchfluss®, bezeichnet eine Gruppe
von Stoffwechselkrankheiten, die als Gemeinsamkeit die chronische Hyperglykamie
haben.

Dadurch bedingt kommt es zu verschiedenen Veranderungen und gesundheitlichen
Schaden im gesamten Organismus. Die resultierende Multimorbiditat fuhrt bei
Erkrankten zu einer starken Einschrankung der Lebensqualitat [1] und, besonders
bei mangelnder Therapie, auch zu einer reduzierten Lebenserwartung [ 2].

Diabetes mellitus betrifft einen beachtlichen Teil der weltweiten Bevdlkerung.
Hochrechnungen der International Diabetes Foderation gehen von bis zu 552
Millionen Betroffenen im Jahr 2030 aus [3]. Aufgrund der in der Initialphase oft
fehlenden klinischen Symptomatik ist von einer hohen Dunkelziffer auszugehen.
Durch die Globalisierung und den sich damit verandernden Lebensstil, Anstieg der
allgemeinen Lebenserwartung sowie Zunahme von Adipositas und dem meta-
bolischen Syndrom, steigt gerade in Schwellen- und Entwicklungsléandern, besonders
im asiatischen Raum, die Inzidenz rapide an. Diese Zunahme, insbesondere die der
Folgeschaden des Diabetes, stellt die Welt vor eine grol3e gesundheitsbkonomische

Herausforderung [4].

Seit Langem ist bekannt, dass Diabetiker eine gestorte und verzégerte Wundheilung
haben, die auch schon bei Bagatellverletzungen zu erhdhten Komplikationsraten
flhrt [5].

Bereits 1852 stellte der Arzt und Anatom Marchal de Calvi eine Verbindung zwischen
spontanen Ulzerationen und Glukosurie fest und legte damit den Grundstein fur den
Forschungsbereich der diabetischen Wundheilungsstorung [6]. Durch die Fortschritte
in der chirurgischen Versorgung und durch die industrielle Produktion des Insulins
wurde schon in den 1920er und 30er Jahren die Bedeutung eines gut eingestellten

Blutzuckers fur das intra- und postoperative Ergebnis betont [7].

Auch nach jahrzehntelanger Forschung hat die Problematik der Wundheilungs-
stérung heutzutage weiterhin eine grol’e Bedeutung fir das weit verbreitete
diabetische Fullsyndrom [8], sowie fur die chirurgische Versorgung traumatisierter
Diabetespatienten. Durch die kommende Inzidenzzunahme wird diese Bedeutung
auf medizinischer und gesundheitsokonomischer Ebene weiter zunehmen.
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Bedingt ist die Wundheilungsproblematik durch die Kombination aus schlechterer
Durchblutung, einem gestortem Immunsystem, herabgesetzter Sensibilitat in den

Extremitaten und erhdhter Verletzungsgefahr [8].

So fuhren beispielsweise kardiovaskulare & neurologische Komorbiditaten, sowie ein
im Durchschnitt hoher BMI bei Diabetikern zu einem primar erhdhtem Sturzrisiko [9]
und damit verbundenen Weichteilverletzungen und Frakturen [10], welche fur den

Patienten ein vermehrtes intra- und postoperatives Komplikationsrisiko darstellen.

Auch das Amputationsrisiko, hauptsachlich des Vorfusses und der unteren
Extremitaten, ist bis zu 15 Mal hoher als bei Gesunden [11]. 2002 wurde von Moulik
et al. in einer prospektiven Studien von neu aufgetretenen Fululzerationen bei
Diabetikern eine 5-Jahre-Amputations-Wahrscheinlichkeit von durchschnittlich 19%
festgestellt [12]. Zwar konnte die relative Zahl der Amputationen in den letzten
Jahrzehnten in Industrieldndern durch konsequente Patientenaufklarung, gezielte
diabetische Fulipflege und neue interdisziplinare Therapieansatze reduziert werden,
dennoch steigt die absolute Anzahl der Amputationen. Die Wahrscheinlichkeit eines
Diabetikers im Laufe seines Lebens eine Amputation zu erhalten ist immer noch 8
Mal hoher als die eines Nicht-Diabetikers [13] .

Wundheilungsstorungen bei Diabetikern stellen somit ein relevantes gesell-
schaftliches Thema dar. Sowohl fur den einzelnen Betroffenen, der in seinem Leben
eingeschrankt wird, als auch fur das Gesundheitssystem. Dieses wird durch
Diabetes-assoziierte Komplikationen finanziell stark belastet [14]. Besonders im
Hinblick auf die weltweit steigende Inzidenz ist es wichtig den Pathomechanismus
besser zu verstehen und neue, idealerweise kostenglnstige, Therapieansatze zu
finden.
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1.1 Grundlagen

1.1.1. Diabetes mellitus

Bei Diabetes mellitus kommt es Uber verschiedene Stérungen in der Insulin-
produktion, - ausschittung und -wirkung dazu, dass Glukose aus dem Serum nicht
adaquat in das Gewebe aufgenommen wird und eine chronisch erhdéhte Glukose-
konzentrationen im Blut vorliegt [15]. Gleichzeitig besteht ein intrazellularer
Glukosemangel. Die chronische Hyperglykamie schadigt die Wande der kleinen und
grollen Blutgefale durch eine Vielzahl an Prozessen wie oxidativer Stress,
Enzymaktivierung und Wandablagerungen. Diese sogenannte endotheliale
Dysfunktion ist Ausloser der typischen Diabetesassoziierten Mikro- und Makro-
angiopathien, welche Mitverursacher der diabetischen Retinopathie, Nephropathie,
Enteropathie oder der Neuropathie sind [16]. Gleichzeitig wirkt Glukose neurotoxisch
[17] und tragt somit durch Schadigung der peripheren und vegetativ-autonomen

Nerven zum Progress dieser assoziierten Krankheiten bei.

Der Begriff Diabetes wird im allgemeinen Sprachgebrauch oft synonym fir den
insulinunabhangigen Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM) verwendet, da dieser den
Grofteil (85-95%) aller Diabetesdiagnosen ausmacht. Neben dem Typ 2 Diabetes
gibt es den insulinabhangigen Diabetes mellitus Typ 1 (T1DM). Dieser zeichnet sich
durch einen primar absoluten Insulinmangel aus, welcher durch autoimmune
Zerstorung der Beta-Zellen des Pankreas bedingt ist. Weitere seltene Unterformen
sind der wahrend der Schwangerschaft auftretende Gestationsdiabetes (GD) sowie
die MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young) Diabetestypen [15]. Je nach
Diabetesform unterscheiden sich die Atiologie, der Pathomechanismus und die
Folgeschaden. Die Differentialdiagnose zwischen Diabetes mellitus Typ 1 oder 2 und
MODY wird anhand von klinischen und metabolischen Markern gestellt.

Der Pathomechanismus von T2DM ist multifaktoriell bedingt. Genetische
Pradisposition [18], Epigenetik und Umweltfaktoren [19] spielen eine Rolle. Die
Hyperglykamie entsteht unter anderem durch eine periphere Insulinresistenz der
Zellen, Herabregulierung der Insulinrezeptoren und Veranderung der Glukose-
transporter. Kompensatorisch kommt es zu vermehrter Insulinausschittung, der

Hyperinsulinamie, welche im Verlauf der Krankheit zu einer Beta-Zell Dysfunktion
11



fuhrt. Dadurch kann es auch bei T2DM im Spatstadium zum Insulinmangel kommen
[20].

Als Pradiabetiker werden Personen bezeichnet bei denen eine nachweisliche
Stérung des Glukosestoffwechsels vorliegt, diese aber nicht die Kriterien eines
manifesten Diabetes erflllt. Es hat sich jedoch gezeigt, dass die glukosebedingten
Organschadigungen und Komplikationen bereits in diesem Stadium einsetzen.

Bei Pradiabetikern liegt eine abnorme Nuchternglukose (IFG) und/oder eine erhdhte
post-praniale Glukosekonzentration (IGT) vor. Von der Gruppe der Pradiabetiker
gehen jedes Jahr 5-10% in einen manifesten Diabetes Uber. Dieselbe Anzahl kann
Uber Ernahrungs- und Lebensstilanderung sowie Metformin-Therapie zurlck in die
Normoglykamie gebracht werden [21]. Zur Vermeidung des Krankheitsprogresses
und der Komplikationen versucht man heutzutage dieses Vorstadium friihestmaoglich
zu diagnostizieren und beginnt direkt mit einer Therapie.

Die Diagnose des Diabetes sowie des Pradiabetes wird bei klinischem Verdacht Uber
eine Nuchternblutabnahme oder einen oralen Glukosetoleranztest (OGTT) gestellt.
Tabelle 1 stellt die Diagnosekriterien nach den nationalen Versorgungsleitlinien fur
Diabetes mellitus, IGT und IFG im vendsen Plasma dar [22].

Seit 2010 kann auf Empfehlung der Deutschen Diabetes Gesellschaft (DDG) ein
Diabetes auch uber den HbA1c Wert ausgeschlossen (HbA1c < 5,7%) oder
diagnostiziert (HbA1c > 6,4 %) werden. Aussagen Uber IGT und IFG werden anhand

des HbA1c jedoch zum jetzigen Zeitpunkt nicht gemacht [23].

IGT (Impaired glucose tolerance) gestorte/eingeschriankte Glukosetoleranz

2h-Plasmaglukose = 140 mg/dl (= 7,8 mmol/l) und < 200 mg/dl (< 11,1 mmol/l) nach oraler Aufnahme von 75 g
Glukose

IFG (Impaired fasting glucose) abnorme Niichternglukose

Plasmaglukose = 100 mg/dl (= 5,6 mmol/l) und < 126 mg/dl (< 7,0 mmol/l)

Diabetes mellitus

HbA1c = 6,5%

OGTT-2-h-Wert im vendsen Plasma = 200 mg/dl (= 11,1 mmol/l)

Nichtern-Plasmaglukose von = 126 mg / dI (= 7,0 mmol/l)

In den Leitlinien seit 2013 nicht mehr als Diagnosekriterium enthalten ist der Gelegenheits-Plasmaglukosewert
von = 200mg/dI (= 11,1 mmol/l)

Tabelle 1: Diagnosekriterien flir Diabetes mellitus, IGT und IFG in vendsem Plasma
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Die Therapie des Diabetes erfolgt je nach Stadium. Unabhangig vom Stadium wird
eine sogenannte Lebensstiimodifikation empfohlen, welche ein vorgegebenes
Bewegungspensum, eine ausgewogene Ernahrung, Rauchverzicht sowie regel-
malfige medizinische Kontrollen beinhaltet. Als Basismedikament wird das Biguanid
Metformin verwendet, das zur Hemmung der Glukoneogenese in der Leber fuhrt [24]
und die periphere Glukoseverwertung verbessert. In einer der weltweit groften
Langzeit Diabetes-Studien, dem Diabetes Prevention Program, konnte ein
signifikanter Benefit sowohl fir Metformin als auch fur die Lebensstilmodifikationen
gezeigt werden [25]. In der Praxis werden diese beiden Therapieansatze meist

parallel durchgeflhrt.

Die nachste Stufe der Diabetestherapie erfolgt mit folgenden Substanzgruppe:
Sulfonylharnstoffe, Glinide, a-Glucosidase-Hemmer, SGLT-2-Hemmer, Inkretin-
mimetika und Dipeptidyl-Peptidase-4-Hemmer. Diese kdnnen in Monotherapie oder
als Kombinationstherapie, je  nach Begleiterkrankungen und Kontraindikationen,

eingesetzt werden.

Ist unter dieser oralen Therapie keine adaquate Blutzuckereinstellung, gemessen am
HbA1c-Wert, mdglich, so wird auch der T2DM mit Insulin behandelt. Besonders die
Gewichtszunahme als Nebenwirkung fuhrte lange zu einem sehr zuriuckhaltenden
Einsatz von Insulin bei Typ 2 Diabetikern. Die A1chieve-Studie [26] zeigte jedoch,
dass ein schneller Beginn der Insulintherapie bei unzureichendem Therapieerfolg
unter Basistherapie und oralen Antidiabetika zu einer signifikanten Reduktion des

HbA1c-Wertes und damit zu einer Senkung der Langzeitschaden fuhrt.

Die Grundzuge der antidiabetischen Therapie sind weltweit gleich. Es liegen jedoch
unterschiedliche Empfehlungen in den einzelnen Nationalen Leitlinien zu
Kombination und Beginn der nachsten Therapiestufe vor. Abbildung 1 zeigt das in
Deutschland meist verwendete stufenartige Therapieschema der Deutschen

Diabetes Gesellschaft auf.
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Diagnose Diabetes mellitus Typ 2

1 1 1 1 1

o T Arterielle Fettstoff-
Hyperglykimie Raucher Adipositas Hypertonie ol
v v v v v

Erste Stufe: Basistherapie
Ernahrungstherapie, Steigerung korperlicher Aktivitat, Gewichtsreduktion
Individuell: Raucherentwéhnung, antihypertensive Therapie, Cholesterinsenker

HbA1c-Zielkorridor: 6,5 % - 7,5 %

Individuelles HbA1c-Ziel nach 3-6 Monaten nicht erreicht
v

Zweite Stufe: Basistherapie plus Pharmaka-Monotherapie

|
1. Wahl bei Unvertraglichkeit/Kontraindikation von Metformin:
Me. : 4 | Monotherapie mit DPP-4-Inhibitor, Sulfonylharnstoff,
n Glukosidasehemmer, SGLT2-Inhibitor
1 T

Individuelles HbA1c-Ziel nach 3-6 Monaten nicht erreicht

Dritte Stufe: Pharmaka-Zweifachtherapie
Zweifach Kombination aus Metformin, Sulfonylharnstoff, DPP-4-Inhibitor, GLP-1-
Rezeptoragonist, SGLT2-Inhibitor, Acarbose oder Insulin (Verzégerungsinsulin)

Individuelles HbA1c-Ziel nach 3-6 Monaten nicht erreicht

v

Vierte Stufe: Insulintherapie zusétzlich zu oralen Antidiabetika

- Intensivierte konventionelle Therapie (ICT)

- Basal unterstiitzte orale Therapie (BOT)

- Bedtime-Insulintherapie mit Verzégerungsinsulin

- Supplementére (erganzende) Insulintherapie (SIT)

Abbildung 1: Algorithmus fiir die Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 entsprechend den
Empfehlungen der Deutschen Diabetes Gesellschaft nach den nationalen
Versorgungsleitlinien [22]
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1.1.2. Physiologische Wundheilung und die Rolle von Makrophagen

Als Wunde bezeichnet man die Zerstorung des Gewebszusammenhangs einer
aulleren oder inneren Korperoberflache mit mehr oder weniger stark ausgepragtem
Substanzverlust und einhergehendem Funktionsverlust. Der folgende Prozess der
Wundheilung dient zum Defektverschluss durch gewebsspezifische Regeneration

oder gewebsunspezifische bindegewebige Reparatur.

Der Wundheilungsprozess lasst sich in die Phasen der Hamostase, Inflammation,
Proliferation und des Remodelings aufteilen. Zusammensetzung und Relevanz
verschiedener Zelltypen sowie die von Gewebszellen exprimierten Chemokine unter-
scheiden sich dabei von Phase zu Phase. Chemokine sind chemotaktisch wirkende
Zytokine und stellen womit einer Untergruppe der Zytokinfamilie dar. Als
Signalproteine 16sen sie Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren Zellwanderung aus
[27].

Die Aufgabe der Chemokine liegt darin Uber chemotaktische Reize Lymphozyten,
Neutrophile und Monozyten aus dem zirkulierenden Blut zur Wunde zu rekrutieren
[28] und die Neoangiogenese zu steuern [29].

So werden beispielsweise die Chemokine IL-8, GRO-alpha und MCP-1 Uber die
verschiedenen Wundheilungsphasen hinweg in bestimmter Reihenfolge von lokalen
Zellen exprimiert. In der Fruhphase, besonders in nekrotischen Bereichen, sind
Neutrophile und Monozyten anwesend, in der Spatphase dagegen nur um Gefalde

zentrierte Monozyten [30].

Die Wundheilung beginnt mit der Phase der Hamostase, der Blutstillung, in der
Thrombozyten in ein Netz auf Fibrinfasern eingebettet sind. Thrombozyten
sezernieren Wachstumsfaktoren wie PDGF [31], welche die Kaskade der
Wundheilung initiileren. Durch diese Wachstumsfaktoren sowie durch eine Anzahl an
weiteren Zytokinen wie TGF, PF4 und IL-8 wandern neutrophile Granulozyten in die
Wunde ein. Neutrophile machen am ersten Tag der Wundheilung 50 % der Zellen in
einer Wunde aus und sind somit kennzeichnend flr die inflammatorische Phase [28].
Sie sezernieren die pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-13, die zur
Aktivierung von Keratinozyten und Fibroblasten flhren, aber auch weitere Zytokine
wie das Chemokin MCP-2 [32], welche die Rekrutierung von Makrophagen starten.
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Zu Makrophagen differenzierte Monozyten spielen eine tragende Rolle in der
Vaskularisierung des Granulationsgewebes und der folgenden Epithelialisierung [33]
durch ihre vielfaltige Zytokinproduktion.

Makrophagen beenden durch Induktion der Neutrophilenapoptose und Phagozytose
des Zellmaterials die inflammatorische Phase [34] und leiten Uber die Phase der
Proliferation das Remodeling ein. VEGF fuhrt zur Neoangiogenese wahrend KGF die

Keratinozyten-Rekrutierung zur Bildung der Neodermis verstarkt [35].

Remodeling

Zellen: Myofibroblasten, Keratinozyten
Proteine: Metalloproteasen, a-Aktin

Proliferation

Zellen: Makrophagen, Fibroblasten
Chemokine: MCP, VEGF, KGF

Inflammation

Zellen: Neutrophile, Makrophagen
Chemokine: TNF-a , IL-1B, GRO-a, MCP

Phasen der Wundheilung

Zeit ab initaler Wunde

Abbildung 2: Phasen der physiologischen Wundheilung mit einer Auswahl an beteiligten Zellen
und sezernierten Chemokine

Die im Blut zirkulierenden Monozyten werden uber den Chemokin-Rezeptor-2 in
zwei Subgruppen, die inflammatorischen CCR2+Ly6Chigh und die nicht-
inflammatorischen CCR2-Ly6Clow Monozyten eingeteilt [36].

Der CCR2-Rezeptor hat als Liganden die Chemokine MCP-1 (CCL2), MCP-2
(CCL8), MCP-3 (CCL7), MCP-4 (CCL13) und Eotaxin 1 (CCL11) [37]. Diese
Chemokine sind daher in der Lage die inflammatorischen Monozyten chemotaktisch

anzuregen in die Wunde einzuwandern.
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Das Chemokin MCP-2 wurde 1992 von Jo Van Damm et al. in Riga identifiziert [38].
Wie auch MCP-1 und MCP-3 zieht es in-vivo Monozyten, CD4 und CD8 T-
Lymphozyten, nicht jedoch neutrophile Granulozyten an [39]. Die Unterscheidung
innerhalb der MCP- Chemokinfamilie liegt in ihrer Rezeptoraffinitat. So benutzt
MCP-2 die Rezeptoren CCR1, CCR5 und CCR2B [40] und bekommt dadurch sein
eigenes Funktionsmuster.

Nur die Chemokine CCL-2, CCL7, CCL13 und CCL11 zeigen ein Uber 50% ahnliches
Sequenzcluster im Vergleich zu MCP-2/CCL8 wenn man die Chemokine in BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) vergleicht.

Auch wenn die genaue Bedeutung von MCP-2 in inflammatorischen Prozessen noch
nicht eindeutig geklart ist, wurde das Chemokin unter anderem mit Atopischer
Dermatitis [41], als Diagnostikmarker fir Tuberkulose [42] und Graft vs Host Disease
[43] sowie mit der Blockierung der CCR5 abhangigen HIV-1 Replikation [44] in
Verbindung gebracht.
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1.1.3. Wundheilungsstoérung bei Diabetikern

Das Zusammenspiel einer Vielzahl an Mechanismen fuhrt bei Diabetikern zu einer
verzogerten und strukturell schlechteren Wundheilung. Abbildung 2 bietet einen
kleinen Einblick in diese pathologische Wundheilung und die verschiedenen
gestorten Prozesse. Direkt epidermal liegt eine Migrations- und Differenzierungs-
storung der Keratinozyten vor [45]. Diese wird unter anderem durch eine gesteigerte
Expression von c-myc und beta-catenin bedingt, welche zu einer eingeschrankten
Wirkung von EGF (epidermal growth factor) fuhren [46]. Auch die Wiederherstellung
der epidermalen Schutzbarriere ist im Vergleich zu Gesunden verlangsamt [47].

Ebenso ist die Durchblutung multifaktoriell eingeschrankt. Bedingt durch
endotheliale Veranderungen der Arterien zeigen Diabetiker einen erniedrigten
transkutanen Sauerstoffpartialdruck (TcPo2) [48]. Der TcPo2 wird als messbarer
Parameter fur Perfusion eingesetzt. Im Kapillarbett direkt um die Wunde reduziert
eine pathologische VEGF Expression die Neoangiogenese [49]. Ebenso notwendig
fur die Neoangiogenese sind endotheliale Vorlauferzellen (EPC) aus dem
Knochenmark. Bei Diabetikern scheint die Hypoxiebedingte Mobilisierung der EPC
aus dem Knochenmark tber die NO-Synthase jedoch geschadigt zu sein [50]. Auch
eine niedrigere Anzahl an dermalen Nervenzellen bei Diabetikern wird in Verbindung

mit verlangsamtem Wundverschluss gebracht [51].

A Verlangsamte Wiederherstellung
der epidermalen Barriere ~y

Epidermis o~ .

O 0O)
f \. JHT-\?JJ
Migrations und Differenzierungsstorung Gesteigerte c-myc und B-catenin

der Keratinozyten O Expression in Keratinozyten
. o <4— Bildung von NETs
C} deduznerte Makrophagen Aktivierung -~ (neutrophil extracellular traps)
Dermis \ Q eingeschrinkte N g
. geschrankte eoanglogenese
periphere Reduzierte Anzahl an dermalen Nerven

Durchblutungsstorung

Reduzierte Mobilisierung der endothelialen Vorlauferzellen (EPCs)

Knochen aus dem Knochenmark tiber NO-Synthase

Abbildung 3: Schematische Darstellung einzelner Mechanismen der pathologischen Wundheilung.
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1.2. Fragestellung

Typ 2 Diabetes mellitus fuhrt zu einer verzogerten und ineffektiveren Wundheilung,
gleichzeitig bewirkt die Krankheit komplexe Veranderung im Immunsystem durch
Regulierung verschiedenster Prozesse. Ist es moglich, dass durch die Reduktion
eines einzelnen Zytokins die Wundheilung im Vergleich zu Gesunden merklich
beeintrachtigt wird? Und ist es in der Schlussfolgerung maoglich durch Erhéhung
dieses Zytokins durch direkte Applikation auf eine Wunde eine Verbesserung der

Wundheilung zu erreichen?

1.3. Arbeitshypothese

Grundlage dieser Arbeit ist die Hypothese, dass bei sowohl Typ 2 Diabetikern als
auch bei Pradiabetikern ein verandertes Zytokinprofil im peripheren Blut vorliegt und
dieses veranderte Zytokinprofil zu einer eingeschrankten Wundheilung beitragt.

In dieser Arbeit wird der Fokus auf den erniedrigten Serumspiegel des Zytokins
MCP-2 gelegt. Postuliert wird, dass diese erniedrigte MCP-2 Konzentration zu einer
reduzierten chemotaktischen Migration von Monozyten in den Wundbereich flhrt.
Dieser Mangel an fur die Wundheilung essenziellen Zellen flhrt letzten Endes zur
gestorten Wundheilung.

Im Folgenden sollen die zellularen in-vitro Grundlagen untersucht werden auf denen

diese Hypothese aufbaut.
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2. Materialien

2.1. Chemikalien

Name

BSA

PBS

Agarose Standard

peqGOLD TriFast TM

Chloroform

250 mM Luminol Stock Solution

90 mM p-Coumaric Acid Stock Solution
H202 Lésung

Calcein AM Stocklésung
Trypsin-EDTA Solution 10X

DEPC H20

Ethidiumbromid

TGF-R31

Trypsin/EDTA

ddH20

CCL8 Primer

PeqGOLD Kapa PCR Master Mix
pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23

Insulin

2.2. Nahrmedien

RPMI 1640 Medium

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium

20

Hersteller (Land)

Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)

Carl Roth GmbH (Deutschland)

PEQLAB Biotechnologie GmbH (Deutschland)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)

PeproTech (USA)

Thermo Fischer Scientific (USA)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)

Thermo Fischer Scientific (USA)

PEQLAB Biotechnologie GmbH (Deutschland)
Thermo Fischer Scientific (USA)

Klinikumsapotheke UKT (Deutschland)

Sigma-Aldrich Corporation (USA)

Sigma-Aldrich Corporation (USA)



2.3. Puffer

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline Sigma-Aldrich Corporation (USA)

100 mM Tris Carl Roth GmbH (Deutschland)

TRIS-Borat-EDTA-Puffer Sigma-Aldrich Corporation (USA)
2.4, Kits

RayBio® C-Series Human Cytokine Antibody RayBiotech Inc. (USA)
Array C1(2) Kit

Human MCP-2 Mini ABTS ELISA Development PeproTech (USA)

Kit
E.Ltjman MCP-1 Mini ABTS ELISA Development PeproTech (USA)

i
CytoSelect™ 24-Well Cell Migration Cell Biolabs Inc. (USA)
Assay mit 5 um Porengrof3e
cDNA Synthesis Kit Thermo Fischer Scientific (USA)

2.5.Gerate
FLUOstar Omega BMG Labtech (Deutschland)
Lichtmikroskop EVOS®FL AMG (USA)
Bio-Rad PowerPac 200 Bio-Rad Laboratories GmbH (Deutschland)
Veriti® 96-Well Thermal Cycler Thermo Fischer Scientific (USA)
Improved Neubauer Zahlkammer Paul Marienfeld GmbH & Co. KG (Deutschland)
ChemoCam Imager 3.2 INTAS Science Imaging Instruments GmbH
(Deutschland)

Kern Analytical Balance Waage KERN & Sohn GmbH (Deutschland)
Heraeus Fresco 21 Zentrifuge Thermo Fischer Scientific (USA)

2.6. Software

Image J U. S. National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland ( USA)

GraphPad Prism Version 5.0 GraphPad Software, San Diego California (USA)

for Mac OS X

ChemoStar Imager Software INTAS Science Imaging Instruments GmbH
(Deutschland)
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2.7. Humanes Material

Seren fur Zytokinarray und ELISA

- unbehandelte Diabetiker & Insulinglukosetoleranzgestorte

Die Patientenseren wurden uns freundlicherweise von Dr. Stefan Pscherer, Abteilung
fur Diabetologie am Klinikum Traunstein sowie Prof. Dr. Thomas Forst, Profil Institut
fur Stoffwechselforschung GmbH in Mainz zur Verfligung gestellt.

Im Rahmen einer diabetischen Sprechstunde wurden Freiwillige Uber die
Verwendung lhres Blutes zu medizinischen Forschungszwecken gemafl den

Vorschriften der Ethikkommission des Klinikums Traunstein aufgeklart.

Es wurden 9 ml Blut aus einer peripheren Vene in ein Serumréhrchen entnommen,
fir 10 min bei 1000 g zentrifugiert und mehrere Aliquote des Uberstandes umgehend

bei - 80°C eingefroren.

Alle Patienten kamen mit dem Ziel der Abklarung eines gegebenenfalls vorliegenden
Diabetes mellitus vom Typ 2 (T2DM) bei bestehendem Risikoprofil in die
Sprechstunde.

Zum Zeitpunkt der Blutabnahme lag bei keinem der Patienten ein bekannter T2DM
vor. Es waren keine Krankheiten wie Leberzirrhose diagnostiziert die sich stark auf
die Zytokinmenge auswirken kénnen und sie zeigten klinisch keine Anzeichen eines
akut bestehenden entzindlichen Krankheitsprozesses. Ein oraler Glukosetoleranz-
Test (0GTT) wurde gemall der von der Deutschen Diabetes Gesellschaft
empfohlenen WHO-Richtlinien durchgefuhrt [52].

Nach der Blutenthahme wurden der Nuichternglukosewert in mg/dl sowie der
Insulinspiegel in mg/dl im Plasma bestimmt. Alle Patienten erhielten das 75 g
Glukosewasser. Nach 120 Minuten wurde erneut Blut zur Plasmaglukosebestimmung
abgenommen.

Die Proben wurden in 2 Gruppen eingeteilt. Neu diagnostizierte Typ |l Diabetiker
(T2DM) mit einem pathologischen oGTT-2h-Wert von > 200 mg/dl und Insulin-
glukosetoleranzgestorte (IGT) mit oGTT-2h-Werten von 140 bis 200 mg/dl.
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Durchfiihrung des 75 g oGTT oralen Glukosetoleranztests nach WHO-Richtlinien

Testdurchfiihrung am Morgen:

1. nach 10-16 Stunden Nahrungs-/ und Alkoholkarenz
2. nach einer > 3-tdgigen kohlenhydratreichen Ernahrung (> 150 g KH pro Tag)
3. im Sitzen oder Liegen (keine Muskelanstrengung); nicht rauchen vor oder wahrend des Tests

Zum Zeitpunkt O Trinken von 75 g Glukose in 250-300 ml Wasser innerhalb von 5 min
1. Blutentnahme zu den Zeitpunkten 0 und 120 min
2. sachgerechte Probenaufbewahrung und -verarbeitung

Test kontraindiziert bei interkurrenten Erkrankungen, bei Z.n. Magen-Darm-Resektion oder gastrointestinalen
Erkrankungen mit veranderter Resorption oder wenn bereits ein Diabetes mellitus festgestellt wurde

Tabelle 2: Durchfiihrung des 75 g OGTT nach WHO Richtlinien

Die IGT-Gruppe bildet die Risikogruppe der Pradiabetiker (Tabelle 1, Seite 12), von

denen ohne Intervention 5-10 % pro Jahr in einen manifesten T2DM ubergehen.

Als Kontrollgruppe wurden Seren von Uubergewichtigen gesunden Freiwilligen
gewahlt. Diese wiesen keine chronischen Krankheiten auf, zeigten zum Zeitpunkt der
Blutentnahme keine Hinweise auf einen akuten Krankheitsprozess und hatten einen
oGTT-2h-Wert von < 140 mg/dl.

Kontrolle IGT T2DM
Spenderanzahl (N) 15 8 8
Geschlecht (m/w) 6/9 5/3 3/5
Alter (Jahre) 36,7 £ 16,4 59 +16 64,5+ 9,3
BMI (kg/m?) 40,6 £ 8,2 451+12,8 352+94
Niichternblutzucker 94,9+9,9 122,1+£ 14,8 148,5 £+ 20,6
(mg/dl)
oGTT-2h-Wert (mg/dl) 109,5 + 17 167,31+ 20 220,3+ 25,6

Tabelle 2: Demographische Daten der Kontrollgruppe, IGT-Gruppe und T2DM-Gruppe
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Probeseren fir ELISA - Diabetiker unter antidiabetischer Therapie

Die 80 Patientenseren wurden uns freundlicherweise von Dr. Forst zur Verfligung
gestellt.

Die Blutentnahme erfolgte im Rahmen einer Studie zur Untersuchung von Proinsulin-
spiegeln in T2DM Patienten unter Therapie mit oralen Antidiabetika [53].
Einschlusskriterien fur das Patientenkollektiv waren ein Alter zwischen 40-75 Jahren
und ein BMI von 20-35 kg/m2 sowie das Fehlen von schwerwiegenden chronischen
Krankheiten oder mikro- und makrovaskularen Erkrankungen. Fur die T2DM Gruppe
musste der Diabetes Typ Il vor 3-12 Jahren diagnostiziert sein und ein HbA1c von <
7.5% vorliegen. Eine orale antidiabetische Therapie von entweder Metformin (MET) +
Insulin Glargin/Lantus (LAN), MET + Sulfonylharnstoff (SU) oder MET + DPP-4-
Inhibitor (DPP4) Gber 6-12 Monate war Voraussetzung. Durch die unterschiedlichen
Therapieansatze ergaben sich drei Untergruppen aus jeweils 11-16 Patienten;
MET+LAN, MET+SU und MET+DPP4. Fur die Kontrollgruppe, bestehend aus 20
Patienten, musste ein Nuchternblutzucker von <100 mg/dl sowie ein nicht-
pathologischer OGTT-2h-Wert vorliegen.

Die Studie erfolgte nach positivem Votum der Ethikkommission der Landes-
arztekammer Rheinland-Pfalz und nach Aufklarung der Patienten.

Es wurden der Nuchternglukosewert in mg/dl sowie der Insulinspiegel in mg/dl im
Plasma bestimmt und das Blutplasma direkt flir weitere Verwendungszwecke bei

-80°C eingefroren.

Kontrolle SU+MET LAN+MET DPP4+MET
Spenderanzahl (N) 20 16 11 16
Geschlecht (m/f) 12/8 10/6 9/3 97
Alter (Jahre) 65,16 64,7 £ 6,7 66,3 + 6,6 63 +8,5
BMI (kg/m?) 27,1+35 31,629 30,8+29 30,9+3
Niichternblutzucker 98,1 + 8,2 142,3 + 18,7 140,3 + 28,7 139,8 £+ 29,5

(mg/dl)

Tabelle 3: Demographische Daten der Kontrollgruppe, SU+MET, LAN+MET und DPP4+MET
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2.8. Zellkulturen
Die Kultivierung aller Zellkulturen erfolgte in 75 ml Zellkulturflaschen im Inkubations-
schrank bei 37°C in Wasserdampf gesattigter Atmosphare, welche 5% CO: enthielt.

Jegliche Arbeit fand unter der Sterilwerkbank mit Laminar-Flow statt um
Kontamination zu vermeiden. Jeden dritten bis vierten Tag, spatestens beim
Erreichen von 100 prozentiger Konfluenz, wurden die Zellen gesplittet, weiter
inkubiert oder fur Versuche verwendet.

Um zusatzlich in speziellen Zellreihen hyperglykame (HG) oder normoglykame (NG)
Bedingungen zu schaffen, wurden diesen Zellreihen zum Nahrmedium 2,5 g/l
Glukose (HG) oder 2,5 g/l Mannitol (NG) zum Ausgleich der Osmolaritat
hinzugegeben.

2.8.1. THP1-Zellkulturen

THP1-Zellen sind eine akute monozytare Leukamiezelllinie, welche 1980 von
Tsuchiya et al. [54] aus dem peripheren Blut von einem an Akuter Myeloischer
Leukamie Erkranktem etabliert wurde. Die THP-1 Zelllinie ist eine in der
Wissenschaft etablierte Modellzelllinie um die Regulation und Funktion von
Makrophagen und Monozyten im kardiovaskularen System zu untersuchen [55].

Wir erhielten unsere THP-1 Zellen von der Firma Sigma-Aldrich (88081201 SIGMA)
und kultivierten sie in RPMI 1640 Medium (Sigma #11875-085) + 1% P/S (Penicillin/
Streptomycin) + 10% FCS (fetal calf serum).

2.8.2. HaCaT - Keratinozyten - Zellkultur

Die HaCaT- Zelllinie, eine in-vitro spontan transformierte immortalisierte humane
Keratinozytenlinie, wurde in den 80er Jahren am Deutschen Krebsforschungs-
zentrum DKFZ in Heidelberg etabliert und findet aufgrund seiner Immortalitat, sowie
seiner biochemisch ahnlichen Eigenschaften zu humanen Keratinozyten, vielfaltigen
und breiten Einsatz in der Wissenschaft [56].

Die HaCaT-Zelllinie erhielten wir direkt Gber den Technologietransfer des DKFZ aus

Heidelberg.

Die HaCaT- Zelllinie wurde in DMEM-Medium mit 10% FCS und 1% P/S kultiviert.
Die Zellen wachsen adharent auf dem Boden der Kulturflasche, daher war beim
Splitten zuerst eine Losung der Zellen vom Untergrund notwendig.
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Vor jedem Mediumwechsel wurden die Zellen mit 3-5 ml PBS gewaschen um die
nicht-adharenten toten Zellen sowie Uberschissiges FCS, welches Trypsin inhibiert,
zu entfernen. AnschlieRend wurden die Zellen mit 2 ml Trypsin/EDTA fur 7-8 min bei
37°C behandelt. Trypsin als Endopeptidase bewirkt die Hydrolyse der Peptid-
bindungen und damit die Losung der Zellen. Es wirkt allerdings auch zytotoxisch und
sollte daher maximal 10 min auf die Zellen einwirken. EDTA erreicht die Zell-Zell
Lésung Uber Komplexbildung mit Magnesium und Kalzium.

Durch Klopfen gegen den Flaschenrand |6sten sich die HaCaT Zellen vom Boden ab.
Unter dem Lichtmikroskop wurde bei 10-facher VergroRerung uberprift ob sich die
Zellen frei bewegen. 25 ml des Kulturmediums DMEM wurden zu den Zellen
hinzugegeben. Durch mehrfache Agitation in der Pipette wurde eine Durchmischung
erreicht und der Inhalt in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen Uberfihrt. Durch das im
DMEM Kulturmedium befindliche FCS wird das Trypsin inaktiviert.

Nach dem Zentrifugieren von 10 min bei 600 g wurde der Uberstand abgesaugt und
die Zellen mit 20 ml Kulturmedium re-suspendiert. Die neue Zellpassage wurde am

Ende in eine neue sterile Kulturflasche Ubergefuhrt.

2.8.3. Fibroblasten aus Spenderhaut
Fibroblasten wurden aus Resten humaner Spalthaut von Patienten der BG

Unfallklinik Tldbingen isoliert. Die Ethikkommission der Universitatsklinik Tidbingen
gab dem Antrag Nummer 333/2013BO2 am 25.Juli 2013 statt. Gemall den
Ethikrichtlinien wurde uUber die Probeentnahme sowie den Verwendungszweck der
Probe aufgeklart. Epidermis und Dermis wurden mit einem Skalpell voneinander
getrennt. Zur Isolation der Fibroblasten wurde die Dermis in kleine ca. 1 mm? Stlicke
zerkleinert und mehrmals mit DPBS gewaschen um letzte Blutreste zu entfernen. Die
Dermisstucke wurden eine Stunde lang bei 37°C in 0,2 % Kollagenase Il Lésung in
PBS inkubiert.

Durch Sieben wurden die Dermissticke isoliert, anschlielRend zentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt und in DMEM Medium kultiviert.

Kultivierung und Splitting erfolgten nach dem gleichen Schema wie die HaCaT-
Zellkultivierung. Trypsin wurde jedoch in der reduzierten Menge von 1,5 ml
hinzugegeben und wirkte fir 4-5 Minuten ein, da die Adharenz der Fibroblasten an
den Flaschenboden im Vergleich zu HaCaT Zellen weniger stark ausgepragt ist.
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3. Methoden

3.1 Semi-quantitatives Zytokinarray

3.1.1. Prinzip des Zytokinarray

Gegen spezifische Zytokine gerichtete Antikorper sind an eine Nitrozellulose-
Membran gebunden. Bei Zugabe der zu untersuchenden Proben binden die
jeweiligen Zytokine, soweit sie vorhanden sind, im Antigen-Antikdrper-Prinzip. Nach
erfolgter Bindung lasst man zusatzlich eine Detektionslosung an die Zytokin-Zytokin-
Antikdrper-Komplexe binden. Mittels Chemilumineszenz kann danach vergleichend
aufgezeigt werden an welche Antikorper mehr und an welche weniger Zytokine
gebunden wurden. Dieses Sandwich-Prinzip wird in Abbildung 4 dargestellt [57].
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Abbildung 4: Prinzip des Zytokinarray RayBio® Human
Cytokine Antibody Array Protocol
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3.1.2. Durchfiihrung des humanen Zytokinarray

FiUr die Zytokinbestimmung wird das RayBio® C-Series Human Cytokine Antibody
Array C1 Kit der Firma RayBiotech Inc. verwendet. Die in diesem Array untersuchten
Proteine sind GCSF, GM-CSF, GRO, GRO-aq, IL-1qa, IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8,
IL-10, IL-13, IL-15, IFN-y, MCP-1, MCP-2, MCP-3, MIG, RANTES, TGF-1, TNF-a
sowie TNF-[3.

Der Versuch wird bei Raumtemperatur (RT) durchgefuhrt und soweit nicht anders
angegeben findet die Inkubation der Platten ebenfalls unter RT und unter leichter

Wipp-Bewegung auf einem Kippschuttler statt.

A) Blockierung und Inkubation des Arrays

In jede Kammer der 8-Kammer Platten wird eine Array Membran gelegt. Dann wird
die Arrayplatte mit 2 ml Blockpuffer pro Kammer fur 30 min geblockt. Anschlie3end
wird jeweils 1 ml der ausgewahlten Probeseren in Blockpuffer, im Verhaltnis 1:20
(950 pl Blockpuffer/50 ul Serum) hinzu pipettiert und die Platte erneut fir 2 Stunden
inkubiert, gefolgt von funf Waschgangen von jeweils 5 Minuten mit Waschpuffer aus
dem Kit.

B) Zugabe des Biotin-konjugierten Antikorpers

1 ml des vorgefertigten Biotin-konjugierten Antikorper Cocktails werden mit 100 pl
Blockpuffer verdiinnt. Nach leichtem Durchmischen wird diese Losung in ein weiteres
Eppendorfgefald mit 2 ml Blockpuffer gegeben. Von der verdunnten Biotin-

konjugierten Antigen-Lésung gibt man jeweils 1 ml auf jede Membran des Arrays und
inkubiert Uber Nacht bei 4°C.

C) Zugabe des HRP-konjugierten Streptavidin

Es erfolgen erneut 5 Waschgange mit Waschpuffer fur jeweils 5 min. Dann wird 2 ml
des 1000-fach verdunnten HRP-konjugiertem Streptavidin auf jede Membran hinzu
pipettiert, die Platte fur 2 h inkubiert und erneut funf Mal mit Waschpuffer gewaschen.

D) Detektion

Durch vorsichtiges Halten mit einer Pinzette wird die Uberstandige Waschldsung von

den Membranen durch Abtropfen entfernt. Diese wird anschlielRend auf eine dlnne
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durchsichtige Kunststoffplatte gelegt. Jeweils 250 ul der Detektionslésung C und D
pro Membran werden gemischt, auf die Membranen gegeben und fir 2 min inkubiert.
Hierbei muss darauf geachtet werden, dass alle Membranen komplett von der
Detektionslosung bedeckt sind und sich keine Luftblasen bilden. Die Detektions-
ldsung lasst man langsam abtropfen. Uber das Chemilumineszenz-System
ChemoCam Imager (Intas) werden die Membranen unterschiedlichen Belichtungs-
zeiten von 5 Sekunden, 10 Sekunden, 15 Sekunden, 20 Sekunden, 30 Sekunden
und 60 Sekunden ausgesetzt und die absolute Signalintensitaten gemessen.

Die Uber Chemilumineszenz gemessenen absoluten Signalintensitaten der einzelnen
Zytokine (ASZ) werden ins Verhaltnis zur absoluten Signalintensitat der Positiv-

kontrolle (ASP) gesetzt und somit die relative Signalintensitat der einzelnen Zytokine
(RI) bestimmt. RI = ASZ/ASP*100

255.0 -

0.0l

Abbildung 5: Beispielhaftes Ergebnis der
Chemilumineszenz Messung auf einer
Nitrozellulosemembran mittels ChemoCam
Imager. Dargestellt ist die Probe eines T2DM
Patienten bei Belichtungszeit 15 sec. Insgesamt
wurde die relative Intensitat von 23 Zytokinen
und einer Positivkontrolle gemessen.

Als nachstes werden die relativen Intensitaten der einzelnen Zytokine zwischen
Kontrollgruppe und T2DM/IGT Gruppe verglichen.
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3.2. Sandwich ELISA zur Quantifizierung von MCP-1 und

MCP-2 Serumkonzentrationen
3.2.1. Prinzip des Sandwich-ELISA Tests

Wie auch der Zytokinarray basiert der Sandwich ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) auf der Antigen-Antikorper Bindung [58]. Die vorgefertigten
Testplatten sind mit einem Antikorper beschichtet, der an das vorhandene MCP-2
bzw. MCP-1 in den Proben bindet. Als nachstes wird ein Detektions-Antikdrper
hinzugegeben. Dieser bindet an eine andere Stelle des MCP-2 bzw. MCP-1 und ist
zusatzlich an Biotin gekoppelt. Wie bei Zytokinarray bindet HRP-konjugiertes

Streptavidin an das Biotin und kann Uber Chemilumineszenz gemessen werden.

Die gemessene Lumineszenz ist direkt abhangig von den in der Probe gebundenen
Detektions-Antikorpern, deren Vorhandensein wiederum von der Menge an
vorhandenen MCP-2/MCP-1 in der Probe bestimmt wird. Folglich lasst sich von der
gemessenen Lumineszenz auf die MCP-2/MCP-1 Konzentration schlieBen. Lasst
man parallel einen Standard testen, so kann anhand dessen eine Eichkurve der
Lumineszenz erstellt werden. Diese ermoglicht die quantitative Antigen Bestimmung

der Proben.

Sample and Standard

YWy *=».n o
Capture antibodies pre{oate"\‘ ‘?’ ‘?’ ?

onto the 96-well plate.

Biological samples and

(L 8 4 4} oy
/ standards added to wells

»a,v : o o
Yy — A 2

Biotin labeled detection e @’
antibody is added to wells ‘)3’* "g’ ?
Human Insulin ELISA /
. HRP-Streptavidin

OD=4

——y. - Data Analysis

10 100 1000
Human Insulin concentration (uIU/mi)

Abbildung 6: Prinzip des Sandwich ELISA [57]
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3.2.2. Durchfuhrung des ELISA

Verwendet werden die Sets Human MCP-2 Mini ABTS ELISA und Human MCP-1
Mini ABTS ELISA von PeproTech. Die Durchfliihrung erfolgt nach Herstellerprotokoll.

A) Bedecken der Platten
Der Capture-Antikorper wird in PBS-Puffer auf 0,25 pg/ml verdinnt. Auf die 96-
Kammer-Mikrotiterplatten wird pro Kammer 50 ul der Antikdrper-Losung gegeben.

Die Platten werden Uber Nacht bei RT unter Bewegung auf dem Kipptisch inkubiert.

B) Blocken der Platten

Es folgen vier 1 Minuten Waschgange mit jeweils 250 yl Waschlésung bestehend
aus 0,05% Tween-20 in PBS. Um das Hintergrundsignal zu reduzieren werden freie
Protein-bindungsstellen mit Blocklésung belegt. Als Blockldsung wird Bovine Serum
Albumin (BSA) verwendet, welches auf 1% in PBS verdunnt wird. 150 pl dieser BSA/
PBS Blocklésung werden pro Kammer hinzugegeben, flr 1 Stunde inkubiert und die

gesamten Platten erneut 4 Mal gewaschen.

C) Inkubation der Platten

Die Inkubation der Platten findet pro Probe immer in doppelter Ausfuhrung statt um
Auswirkungen eventueller Pipettierfehler oder anderer Storfaktoren zu minimieren.
Die Standardlosung in der MCP-2 bzw. MCP-1 Konzentration von 2 pg/ml wird auf
eine Konzentration von 500 pg/ml mit PBS + 0,1% BSA + 0,05% Tween-20 verdlnnt.
Von 500 pg/ml wird dann eine serielle Verdunnungsreihe mit 5 Verdinnungsstufen
hergestellt wobei die Menge 50 yl pro Kammer betragt.

Von den Seren der Versuchs- und Kontrollgruppe werden jeweils 4 pyl Serum zu 200
pul PBS + 0,1% BSA + 0,05%Tween-20 hinzugegeben und gemischt. Von dieser
Losung werden 50 pl in jede Kammer pipettiert. Somit befindet sich 1 yl Serum in
jeder Kammer. Dieser Zwischenschritt wird aufgrund der Ungenauigkeit beim
Pipettieren bei der geringen Menge von 1 pl bendtigt.

Nach Zugabe von Proben und Standard werden die Platten flr 2 Stunden inkubiert

und erneut 4 Mal gewaschen.
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D) Biotinylierter Detektions-Antikérper
Der Detektions-Antikorper wird auf 0,5 pg/ml in PBS+0,1%BSA verdunnt und pro
Kammer 50 ul hinzugegeben. Nach 2 Stunden Inkubation folgen 4 weitere

Waschgange mit Waschpuffer.

E) Avidin-Horseradish Peroxidase (Av-HRP)

Av-HRP bindet als Substrat mit hoher Affinitdt an das Biotin des Detektions-
antikorpers.

Av-HRP wird in PBS + 0,1%BSA auf eine Konzentration von 2,5 ul/ml verdinnt, 50 pl

in jede Kammer pipettiert, 30 min inkubiert und vier Mal gewaschen.

F) Detektion

Die Chemilumineszenz-Detektionslosung wird aus 2,5 ml der unten genannten

Losung A und 2,5 ml der Losung B hergestellt und 100 pl zur Detektion

hinzugegeben.

Lésung A: 7,5 ml 100mM Tris + 75 pl 250mM Luminol Stock Solution (Sigma
#A-8511) + 33 yl 90mM p-Coumaric Acid Stock Solution (Sigma #C-9008)

Losung B: 7,5 ml 100mM Tris + 15 pl 30%-ige H202 Losung (Sigma #H-0904)
Die Lumineszenzmessung muss direkt nach Zugabe der Losung erfolgen. Die
Messung erfolgt mit dem Multifunktions-Mikroplatten-Reader FLUOstar Omega

(BMG Labtech). Die Standardkurven werden uber die Verdinnungsreihen bestimmt.

Die Auswertung der Messpunkte erfolgt mittels GraphPad Prism Software.
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3.3. Chemotaxis Assay mit THP-1 Zellen

3.3.1. Prinzip des Chemotaxis Assay

Das Chemotaxis Assay misst die Wanderung einer Zellpopulation, ausgelost durch
einen chemotaktischen Reiz durch eine semipermeable Membran mit einer
definierten Porengrofie [59]. Es wird daher auch als Migrations Assay bezeichnet.
Zur Durchfliihrung werden spezielle 2-Kammer Systeme benutzt. Abbildung 8 zeigt
schematisch den Aufbau einer solchen Boyden Kammer. Die untere Kammer enthalt
das chemotaktisch wirkende Protein. In der oberen Kammer befinden sich die zu
untersuchenden Zellen in Nahrmedium. Diese Zellen wandern durch den
chemotaktischen Reiz bedingt durch die semipermeable Membran, welche beide
Kammern voneinander trennt. Nach einer bestimmten Zeit wird die Anzahl an
lebenden Zellen welche in die untere Kammer migriert sind per Fluoreszenz
gemessen. Die Porengroflie wird so gewahlt, dass Zellen nur aktiv von der oberen in

die untere Kammer wandern kénnen und eine passive Passage nicht moglich ist.

THP-1 Zellen

Migrationsrichtung

Abbildung 8: Prinzip der Boyden Kammer wie sie
im Chemotaxis Assay benutzt worden ist.
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3.3.2. Durchfuhrung

15 ml der THP-1 HG und NG Zellreihe werden zentrifugiert und der Uberstand
abgesaugt. Zur Auszahlung der Zellen werden jeweils 30 ul Zelllosung mit 30 ul
Tryptanblau gemischt und mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer ausgezahlt. Sowohl

die NG Gruppe als auch die HG Gruppe weisen eine Zellzahl von 1,7x10° Zellen/ml

auf. 4 ml der beiden Zelliberstande werden in jeweils 4 ml Nahrmedium uberflhrt
und 2 pl Calcein AM Stocklésung hinzugegeben. Die Ansatze werden 30 min bei
37°C inkubiert. Das Calcein lasst lebende Zellen grin fluoreszieren indem es durch

Esterasen der Zellen gespalten wird.

Als nachstes werden 24-Kammer Platten vorbereitet. Benutzt wird das CytoSelect™
24-Well Cell Migration Assay mit 5 um Porengrol3e.

MCP-2 Stock wird zu drei Ansatzen RPMI 1640 Medium in den Konzentrationen 0, 5
& 50 ng/ml hinzugefugt. Die unteren Teile der Assayplatten werden wie in Abbildung
9 dargestellt mit den drei verschiedenen Ansatzen bestlckt, wobei das
Fullungsvolumen pro Kammer 500 pl betragt. Die Kammern der oberen Platte
werden ebenfalls wie in Abbildung 8 dargestellt zur einen Halfte mit THP-1 Zellen in
normoglykdmen Nahrmedium und zur anderen mit THP-1 Zellen in hyperglykamen
Nahrmedium zu jeweils 100 pl gefullt.

Die Fluoreszenz der oberen und unteren Kammer wird nach 0, 5, 10, 20, 30 und 120
min gemessen.

NG THP-I| Zellen . HGTHP-1 Zellen

r L 1

0 51501 0 5 150

0 5 15| 05 ]50

O | 5 (5| 0550

0 5 (15| 05150

Konzentration MCP-2 in ng/ml

Abbildung 9: Belegung der 24-Kammer Platten
fur Chemotaxis Assay
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3.4. In Vitro Scratch Assay von HaCaT-Keratinozyten und Spender-Fibroblasten

3.4.1. Prinzip des Scratch Assay

Durchgefuhrt wird das Scratch Assay nach dem Protokoll von Liang et Al. aus dem
Jahr 2007 [60].

Um zu prufen welche Auswirkung die Anwesenheit von sekretierten Chemokinen aus
Monozyten (THP1 Zelllinie) auf Keratinozyten und Fibroblasten hat und ob diese
Anwesenheit sich gegebenenfalls in einer schnelleren oberflachlichen Wundheilung
auldern konnte, wird ein Scratch Assay durchgefuhrt. Hierbei wird eine oberflachliche
Hautwunde imitiert indem in einer konfluenten Zellkultur mittels Pipettenspitze der
Zellverband mittig komplett durchtrennt wird. Danach wird gemessen wie viel Prozent
der initialen "Wundflache" in einem bestimmten Zeitraum mit oder ohne Anwesenheit

von THP-1-Zell-Sekretom verschlossen wird.

Der Begriff Sekretom, im Jahr 2000 von H. Tjalsma et al. eingeflihrt, bezeichnet die
Gesamtheit aller I6slichen Proteine, einschlieBlich der am Sekretionsprozess

beteiligten Proteine, die eine Zelle in den Extrazellularraum sezerniert [61].

3.4.2. Durchfiihrung

FUr das Scratch Assay werden jeweils 20 ml des Zelliberstandes der THP-1
Zelllinien entnommen und zentrifugiert um sicher zu stellen, dass nur das Sekretom

nicht aber die THP-1 Zellen selber verwendet werden.

Auf 48-Loch-Titerplatten werden jeweils 100 uyl HaCaT-Zellen in NG und HG
Nahrmedium und 100 ul Fibroblasten in NG und HG Nahrmedium pipettiert. Die
Platten werden Uber Nacht bei 37°C inkubiert und am nachsten Morgen unter dem
Lichtmikroskop bei 20-facher VergroRerung auf mdogliche Kontamination und

adaquates konfluentes Zellwachstum untersucht.

Unter Verwendung einer Pipettenspitze (200 ul) wird mittig ein Kratzer gesetzt um

den Zellverband am Boden der Titerplatte linear zu trennen. Die Platte wird
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anschliefend mit je 500 yl PBS pro Loch gewaschen um die beim Scratchvorgang

abgeldsten Zellreste zu entfernen.

Direkt im Anschluss werden die gesetzten Kratzer unter einem digitalen
Lichtmikroskop (EVOS®FL von AMG) bei 20-facher Vergrof3erung, unter Benutzung
eines Diffuser (AMEP-DFS1) fotografiert. Es wird geschaut, dass die entstandenen
Abstande in jedem Scratch vergleichbar sind und die GroRen der zellfreien Flachen,
die Gap, werden unter Anwendung von ImageJ [62] berechnet.

Zur weiteren Inkubation werden der Halfte der Zellkulturen 50ul des THP-1

Sekretoms hinzugegeben.

Bei HaCaT- Zellen wird nach 20 Stunden ein erneutes Bild des Scratches gemacht
und die Flache des noch vorhandenen Gaps erneut berechnet. Bei Fibroblasten
erfolgt die erneute Messung erst nach 30 Stunden, da nach 20 Stunden der Gap
noch nicht weit genug verschlossen ist um eine klare Grenze zwischen zellreicher

und zellfreier Flache zu ziehen.

Uber die ImageJ Software wird berechnet wie viel Prozent der urspriinglich freien
Flache jetzt von Zellen bedeckt ist (gap closure in %). Abbildung 9. zeigt wie Uber

ImagedJ die SpaltgrofRe bestimmt worden ist.

135011524 pxals, MCE, 5,398

Abbildung 10: Auswertung der Scratch-Assay
Bilder Giber die Freeware Image J. Der Rand der
Zellen wird markiert und die zellfreie Flache

bestimmt.
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3.5. Quantitative Polymerasekettenreaktion und Agarose Gelelektrophorese

Die PCR dient zu in vitro Synthese der DNA mithilfe von spezifischen Enzymen. Das
Verfahren wurde 1985 von Kary B. Mullis entwickelt [63] und 1993 mit dem
Nobelpreis fur Chemie ausgezeichnet [64]. Anhand der PCR soll die MCP-2
Genexpression in HaCaT-Zellen unter variierenden Bedingungen gemessen werden.
Untersucht werden 4 Zellreihen in normoglykamen Medium (NG), in hyperglykédmen
Medium (HG), unter Zugabe von 5 ng/ml Humaninsulin und unter Zugabe von 5 ng/
ml humanem rekombinanten TGF-31.

In der gemeinsamen Arbeitsgruppe des Siegfried-Weller-Instituts konnten wir
gesteigerte TGF- Serumspiegel als moglichen Faktor fur schlechtere

Mineralisierung und Knochen-Matrix-Heilung bei Typ Il Diabetikern ausmachen [65].

3.5.1. Herstellung des 1,5% Agarose- Gels fur Gelelektrophorese

1,5 g Agarose werden mit 100 ml einfach konzentriertem TRIS-Borat-EDTA-Puffer
(1XTBE) fur 2 min bei 700 W in der Mikrowelle erhitzt, 7 pl Ethidiumbromid hinzu

gegeben und fur 20 min im Gelschlitten ausgehartet.

3.5.2. Verwendete Primer

Primer Sequenz forward und reverse
GAPDH f: 5-CAAGGTCATCCATGACAACTTTG-3’
r: 5-GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG-3'
CCLS8 f: 5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’
r: 5-CAGGAAACAGCTATGACC-3
CCL2 f: 5-AGAATCACCAGCAGCAAGTGTCC-3

r: 5-TCCTGAACCCACTTCTGCTTGG-3

Tabelle 4: Fur PCR verwendete Primer mit Sequenzen
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3.5.3. RNA Isolation und Integritatscheck

RNA-Isolation aus HaCaT Zellen und Spenderfibroblasten

Die Isolation der Gesamt-RNA aus den verschiedenen Kulturansatzen der HaCaT
Zellen und Spenderfibroblasten erfolgt nach dem SOP #59A des Siegfried Weller
Forschungsintitutes basierend auf dem Protokoll der Firma PEQLAB [66] mittels des
gebrauchsfertigen Reagenz peqGOLD TriFast. Hierbei wird RNA mittels Phenol,
Guanidinisothiocyanat und Chloroform extrahiert.

Zur Vorbereitung des Zellmaterials aus der Kultur wird das Kulturmedium aspiriert,
einmal mit PBS gewaschen und jeweils 500 ul perGOLDTriFast Reagenz in jede 25
cm? Kulturflasche gegeben. Mithilfe eines Schabers wird der Zellrasen vom Plastik
entfernt, in ein steriles Eppendorf Reaktionsgefal® Gbergefihrt und 5 min bei RT
inkubiert.

Nach der Zugabe von 100 pl Chloroform und anschlieRender Zentrifugation fir 10
min bei 14 000 g und 4°C trennt sich die Zellsuspension in drei Phasen auf.

RNA befindet sich hierbei in der oberen wassrigen Phase, wahrend DNA sowohl in
der mittleren Interphase als auch der unteren organischen Phase enthalten sind.
Proteine finden sich nur in der organischen Phase. Durch vorsichtiges Pipettieren
wird die RNA-enthaltende obere Phase abgenommen und in ein weiteres
Eppendorfgefall tbergefuhrt, das 500 ul Isopropanol enthalt. Um die Fallung der
RNA zu fordern werden die GefalBe fur 4 Stunden bei -20°C gekuhlt und
anschlie3end langsam auf Eis aufgetaut. Nach Zentrifugation tiber 10 min bei 14 000
g werden die RNA Pellets mit jeweils 1ml 70% Ethanol gewaschen, der Uberstand
erneut dekantiert und ein weiteres Mal flr 10 min bei 14 000 g zentrifugiert.

Dieser Schritt wird zwei Mal wiederholt um verbliebene kontaminierende Salze
herauszulésen. Die Pellets werden fir 10 Minuten an der Luft getrocknet um

modgliche Ethanolreste verdampfen zu lassen. Danach werden sie in 30 pl

nukleasefreiem Wasser (DEPC Hz0) resuspendiert.

Anschlielend werden alle isolierten RNA-Proben unter Verwendung des Omega®
Spektralphotometer photometrisch quantifiziert. Hierbei gilt der Quotient der
Absorption bei 260 nm (Nukleinsauren) zur Absorption bei 280 nm (Proteine) als Mal3
fur die Reinheit (purity) der RNA Proben. Liegt ein Verhaltnis fur 260 nm:280 nm von

2 zu 1 vor so ist von einer komplett reinen RNA auszugehen.
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RNA Integritatscheck mit Agarose Gelelektrophorese

Verunreinigte RNA kann zu Schwierigkeiten bei der cDNA Synthese flihren und die
Ergebnisse der PCR verandern, daher ist die Feststellung eines gewissen Reinheits-
grades vor weiteren Versuchsschritten unerlasslich [67].

Um sicherzugehen, dass wahrend der RNA-Isolation keine Salze, Proteine oder
andere Rulckstande in die RNA Proben gelangt sind wird ein Integritadtscheck
durchgefuhrt.

Insgesamt werden 14 RNA Proben verwendet: 3 NG, 3 HG, 3 NG+I, 3 HG+l und 2
NG+TGF-B als Positivkontrolle.

In Eppendorf Reagenzglasern werden die 250 ng der RNA mit ddH2:0 auf 10 pl

adjustiert. Die Proben werden mit 4 ul Loading Buffer (5x) und 1,5 pl Marker erganzt.
Die Agarose-Gelkammern werden mit jeweils 14 pl dieser Losung bestlckt. Die
Elektrophorese wird bei 100 Volt Gber 30 min unter Verwendung des Bio-Rad
PowerPac 200 durchgefihrt. In der Auswertung der Gelelektrophorese sind 2 klare
Banden erkennbar, ribosomale RNA 28S und ribosomale RNA 18S. Somit liegt keine

relevante Kontamination oder Degradation der RNA vor.

Abbildung 11: Intakte vs. Degradierte RNA. 2 ug von
total degradierter RNA und 2 ug intakter RNA Ambion's
wurden uber ein 1,5% Agarose Gel laufen gelassen. Bei
der Intakten RNA sind die 18S und 28S Bander der
ribosomalen RNA deutlich sichtbar. Die degradierte DNA
zeigt keine eindeutigen Banden und zeigt insgesamt ein
kleineres Molekulargewicht auf.

Bildquelle (11.12.2016 um 14:02 Uhr): https://
www.thermofisher.com/de/de/home/references/ambion-
tech-support/rna-isolation/tech-notes/is-your-rna-
intact.html
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3.5.4. PCR Amplifikation mit GAPDH, CCL8 und 2 Primer

cDNA Synthese

Die Synthese von cDNA aus RNA findet durch eine reverse Transkription mithilfe von
RNA-abhangigen DNA-Polymerase statt.
Verwendet wird das First Strand cDNA Synthesis Kit von ThermoFisher Scientific

nach dessen Protokoll in den nachfolgenden Schritten gearbeitet wird.

Eppendorf Gefalde werden auf Eis gelegt und 2 pl RNA, 1 pl oligo(dT)«s Primer und
8 pl  nukleasefreies Wasser hinzugegeben. Die Suspension wird kurz zentrifugiert
und far 5 Minuten bei 65°C inkubiert. Im nachsten Schritt werden 4 pyl 5X
Reaktionspuffer, 1yl RiboLock RNase Inhibitor (20 U/uL), 2 yl 10 mM dNTP Mix
sowie 2 pyl M-MuLV Reverse Transkriptase (20 U/uL) hinzugegeben. Die Losung wird
kurz zentrifugiert und dann 60 min bei 37°C inkubiert. Die Transkriptionsreakion wird
durch 5-minutiges Erhitzen auf 70°C durch Inaktivierung des Enzyms beendet.

Kontroll PCR Amplifikation mit GAPDH Primer

Um die cDNA Synthese zu verifizieren und c-DNA Konzentrationsunterschiede
zwischen den verschiedenen Proben zu ermitteln wird eine interne Kontrolle mittels
GAPDH Primern durchgefuhrt. GAPDH spielt intrazellular eine Rolle in der Glykolyse
und Apoptose [68]. Als konstitutiv exprimiertes Gen wird GAPDH kaum durch dulRere
Einfliusse in seiner Genexpression verandert und ist damit ein haufig verwendetes
sogenanntes ,house-keeping gene®. Jedoch konnte gezeigt werden, dass GAPDH,
entgegen friherer Annahmen, relevante Expressionsunterschiede zwischen
verschiedenen Zelttypen aufzeigt [69]. Da wir jedoch mit einer einzelnen Zelllinie
arbeiten eignet sich GAPDH zur Kontrolle der cDNA Synthese in diesem Versuch
[70].

Die cDNA wird auf eine Konzentration von 10 ng/ml in nukleasefreiem Wasser
verdiinnt und die PCR nach Protokoll durchgefihrt.

40



Amplifikation der cDNA durch PCR mit CCL8 und CCL2 Primer

Zur selektiven Vervielfaltigung der CCL8 cDNA Sequenzen wird eine PCR
durchgefuhrt. Um diese Sequenzen zu markieren werden zwei fir CCL8 spezifische
Oligonukleotide, der forward und der reverse Primer, verwendet, die komplementar
an den cDNA Strang binden. Uber eine Polymerase wird ausgehend vom Primer eine
Zweitstrang-DNA synthetisiert. Diese wiederum dient als neue Matrize fur weitere
Syntheseschritte.

Durch Primer Optimierung werden im Vorhinein die optimalen Bedingungen
bezlglich der Anzahl der Zyklen, der Volumina der Primer und der Reaktions-

temperaturen bestimmt.

:Denaturierung :Zl)enaturierung Annealing Elongation Zyklen
GAPDH 94°C, 3 min 94°C, 30 sec 56°C, 30 sec 72°C, 45 sec 35
CCLs8 94°C, 3 min 94°C, 2 min 58°C, 10 sec 72°C, 3 min 40
CCL2 94°C, 3 min 94°C, 2 min 58°C, 10 sec 72°C, 3 min 37

Tabelle 5: Primer Bedingungen der PCR fiir GAPDH, CCL8 und CCL2

Zur Vorbereitung wird fur jeweils 96 Proben ein Mix aus 20 yl CCL8 forward Primer,
20 pl CCLS8 reverse Primer und 200 ul PCR Master Mix hergestellt. Der PeqGOLD
Kapa PCR Master Mix (VWR peqlab) enthalt alle fur die PCR bendtigten Substanzen
inklusive der Taq DNA Polymerase.

In die Reaktionsgefalle werden zu 8 uyl cDNA der jeweiligen 14 Proben, 12 pl des
Master Mix hinzugegeben und kurz zentrifugiert. Zusatzlich wird eine Negativ- und
eine Positiv-Kontrolle bei der PCR mitgefahren.

Im Thermozykler wird zuerst die Doppelstrangstruktur der DNA durch Denaturierung
fur 3 min bei 94°C aufgelost. Als nachstes erfolgt bei 58°C Uber 10 Sekunden die
Hybridisierung der Primer an die Einzelstrang-DNA. Bei 72°C Uber 3 min wird
anschlieBend der komplementare Zweitstrang uber die Polymerase synthetisiert.
Abschliel’end werden die Proben auf 4°C herabgekunhlt.
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Um die CCL8-Genexpression mit der CCL2-Genexpression zu vergleichen wird die

Amplifikation in gleicher Weise mit CCL2 Primern wiederholt.

Agarose Gelelekrophorese zur Bestimmung der CC8 und CCL2 Genexpression

in HaCaT Zellen unter normo- und hyperglykamen Bedingungen
Jeweils 8 ul der 14 Proben amplifizierter cDNA, 8 ul der Negativ- und 8 pl der Positiv-

Kontrollen sowie 2 pl des pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker 23 werden in die
Gelkammern pipettiert. Die Elektrophorese wird mit 90 Volt Gber 45 min durchgeflhrt.

bp ng/0.5pg %
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Abbildung 12: ThermoScientific pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23

‘ ogfane. cm ngh gel Bildquelle (11.12.2016 um 14:02 Uhr): https.//www.thermofisher.com/
order/catalog/product/SM0223

Auswertung der Elektrophoresebilder

Uber ImageJ werden die relativen Intensitaten (RI) der einzelnen Banden gemessen

und ins Verhaltnis zur Rl der Negativprobe gesetzt.
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3.6. Statistik

Fir die statistische Auswertung wurde die Software GraphPad Prism (Version 5.0b
for Mac OS X 2009) der Firma GraphPad Software (San Diego California USA)

verwendet.

Als Signifikanztest zweier ungepaarter Merkmale wurde der Student t-Test mit Welch
Korrektur angewendet. Eine gaul3sche Normalverteilung wurde aufgrund der
geringen Probeanzahl nicht angenommen. Das 95%-Konfidenzintervall (KI), die
Differenz der Mittel-Werte und der Standardfehler (SEM), sowie der zweiseitige p-

Wert werden angegeben um die statistische Signifikanz festzulegen.

Ein p-Wert von p > 0,05 wurde als statistisch nicht signifikant gewertet. Ab einem
Wert < 0,05 wurde ein Ergebnis als signifikant (*), ab einem p < 0,01 als sehr
signifikant (**) und einem p < 0.0001 als hochgradig signifikant (***) angesehen.

Diese Grenzwerte sind willkurlich gewanhlt, in den Biowissenschaften jedoch Ublich.

FUr das Konfidenzintervall gilt, dass die gemessene Diskrepanz zweier Gruppen mit
einer Wahrscheinlichkeit von 95% innerhalb des errechneten Intervalls liegt. Wenn
dieses die Null nicht einschlie®t, gibt es einen signifikanten Unterschied zwischen

den untersuchten Gruppen [71].

Als Signifikanztest mehrerer ungepaarter Merkmale wurde der one-way ANOVA
Kruskal-Wallis-Test angewendet. Als Vergleichstest wurden der Dunn's Multiple
Comparison Test verwendet. Zur Ermittlung des exakten p-Wertes sowie des 95%-
Konfidenzintervalls wurden jeweils zwei Merkmale im direkten t-Test miteinander

verglichen.

Die grafische Darstellung der Ergebnisse erfolgte ebenfalls Gber GraphPad Prism als
Balkendiagramme oder in Box-Whisker-Plot Form. Die Box wurde Uber die 5. und 95.
Perzentile festgelegt. Das Ende der Whisker wurde durch den kleinsten und grofiten

gemessenen Wert festgelegt.
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4. Ergebnisse

4.1 Signifikant veranderte Zytokinspiegel im Serum von Diabetikern und IGT im

Vergleich zu Nichtdiabetikern

Der Zytokinarray bietet einen Uberblick Uber die Zytokinprofile der drei untersuchten
Gruppen: Gesunde Kontrollgruppe, Pradiabetiker (IGT) und Diabetiker (T2DM).
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Abbildung 13:

logarithmische Darstellung zur
Ubersicht der relativen Intensitét
der Zytokine GRO, L-7, IL-8, IL-10,
IL-15, IFN-y, MCP-1, MCP-2,
MCP-3 TNF-a, TNF-B. Die Nulllinie
stellt den Mittelwert der
Kontrollgruppe dar, die Abweichung
den Mittelwert der T2DM/IGT
Gruppe.

Mit *** markierte Zytokine sind
hochgradig signifikant verandert.

Bei folgende Zytokinen findet sich ein hoch signifikanter Unterschied zwischen

T2DM/IGT-Gruppe zu Kontrollgruppe (p < 0.0001):

GRO, IL-7, IL-8, IL-10, IL-15, IFN-y, MCP-1, MCP-2, MCP-3 TNF-a, TNF-B.

Die Diskrepanz der Mittelwerte der Zytokinkonzentration ist beim Zytokin MCP-2 mit

-69.95 + 6.657 SED am starksten ausgepragt.

Dieses Zytokin wird dementsprechend zum Fokus unserer nachfolgenden Versuche

auserwahlt.
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Abbildung 14: graphische Darstellung der relativen Intensitat der Zytokine GRO, L-7, IL-8, IL-10,
IL-15, IFN-y, MCP-1, MCP-2, MCP-3 TNF-a, TNF-B in Boxplot Form. Vergleich Gruppe T2DM/IGT
vs Kontrollgruppe (healthy control). *** als Zeichen fir eine hoch-signifikanten p-Wert < 0.0001.
N(gesamt) = 31, N(healthy control) = 15, N(T2Dm/IGT) = 16
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4.2. MCP-2 Serumspiegel bei nicht-behandelten Diabetikern und

Insulinglukose-toleranzgestorten im Vergleich zur Kontroligruppe

Der ELISA Test bestatigt die Ergebnisse des semi-quantitativen Zytokinarrays.
Sowohl IGT als auch T2DM weisen eine signifikante Verminderung der MCP-2
Konzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe auf.

Zwischen IGT und T2DM zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den

Gruppen.
MCP-2 Serumspiegel
L ** ]
15 —*
—_ ns Abbildung 15:
?Em 10- Vergleich Konzentration MCP-2 [ng/ml]
=k [ | zwischen Kontrollgruppe (N=15), IGT-Gruppe
R L . (N=8) und T2DM-Gruppe (N=8).
O 54
= - 1 IGT/T2DM Differenz nicht signifikant
—_ (p = 0,5146; 95%-KI = -1;2).
0- Signifikante Differenz bei IGT/Kontrolle

IoT T2DM (p = 0,0141; 95%-KI = 0.41;3.4) und T2DM/

Kont'rolle
Kontrolle (p = 0,00095; 95%-KI = 0.5;3.2)

46



4.3. MCP-2 Serumkonzentrationen bei therapierten T2DM ist unter
Sulfonylharnstoff- und Insulintherapie erniedrigt, nicht unter DPP4-

Inhibitortherapie

Die Therapieformen Sulfonylharnstoff+Metformin (SU+MET), Lantus+Metformin
(LAN+MET) und DPP4-Inhibitor+Metformin (DPP4+MET) werden miteinander

verglichen.
Ein zur Kontrollgruppe hochgradig signifikant erniedrigter MCP-2 Serumspiegel findet

sich in SU+MET und LAN+MET Patienten. Zwischen Kontrolle und DPP4+MET

Patienten findet sich kein signifikanter Unterschied.
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und DPP4+MET Gruppe.

L — = L
Kontolle SU+MET LAN+MET DPPa+MET  SU+MET: p=0,0002; 95%-KI=2.3;7.1)
LAN+MET: p<0.0001; 95%-Kl= 3.3;8
DPP4+MET: p=0,9; 95%-Kl=-2.4;2.5
MCP-2
40-
ook
£ 301 ’ Aok
D ' — .
s
o
: 1
. —
J L = 1

Abbildung 17: Vergleich Konzentration
MCP-2 in ng/ml SU+MET und LAN+MET zu
DPP4+MET Gruppe.

Kontolle SU +MET LAN + MET DPP4 + MET
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4.4. Einfluss unterschiedlicher MCP-2 Konzentrationen und

Glukosekonzentrationen auf die Migration von THP-1 Zellen
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Abbildung 18: Chemotaxis Assay. THP-1 Zellmigration auf chemotaktischen Reiz durch MCP-2.
Die Darstellung der gemessene Fluoreszenz erfolgt im dekadischen Logarithmus, log.e [fold of control]
. N(gesamt) = 30, N(Einzelgruppe) = 5, Repeats = 3.

Verglichen werden insgesamt sechs verschiedene Migrationsbedingungen von
THP-1 Zellen. THP-1 Zellen unter normoglykamen Bedingungen migrieren umso
starker von der oberen in die untere Kammer, je hoher die Konzentration von MCP-2
in der unteren Kammer ist. Bei 5 ng/ml MCP-2 sowie bei 50 ng/mI-MCP-2 zeigt sich,
im Vergleich zur Negativkontrolle ohne MCP-2 Zugabe, ein hoch signifikanter
Unterschied mit einem p-Wert von p= < 0.05.
Auch bei Anstieg der Konzentration von 5 auf 50 ng/mI-MCP-2 migrieren die THP-1
Zellen signifikant schneller (p < 0.0001).
Unter hyperglykamen Bedingungen zeigen sich dieselben Tendenzen, die
Differenzen sind jedoch weniger signifikant. Der Unterschied in der Signifikanz liegt
bei p = 0,0204 zwischen 0 ng/ml und 5 ng/ml und p= 0,0128 zwischen 5ng/ml und 50
ng/ml.
Allgemein scheinen die THP1-Zellen unter hyperglykdmen Bedingungen schlechter
zu migrieren als unter normoglykamen. Vergleicht man die Anzahl an migrierten
Zellen bei identischer Konzentration, jedoch unter unterschiedlichen Glukose-
bedingungen, zeigen sich bei 5 ng/ml MCP-2 mit einen p von < 0.0001 und bei 50
ng/ml MCP-2 mit ebenfalls einem p-Wert von < 0.0001 hoch signifikante
Unterschiede zwischen der hyperglykdmen und der normoglykamen Gruppe.
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4.5. HaCaT-Keratinozyten und Spender-Fibroblasten zeigen einen schnelleren

Defektverschluss unter Zugabe von THP-1-Zell-Sekretom

Abbildung 19: HaCaT-Scratch Assay zum Zeitpunkt t=0 h (links) und t=18 h (rechts) zu einem mit
Zugabe von THP-1 Sekretom (oben) sowie ohne (unten)

Abbildung 19 stellt beispielhaft zwei der gemessenen HaCat-Zell-Scratch Assays
zum Zeitpunkt t=0 h und t=20 h dar. Die zellfreie Flache soll modellhaft die

Hautwunde darstellen.

Sowohl mit THP-1 Sekretom Zusatz (+THP-1) als auch ohne Zusatz (-THP-1) wurde
der Verschluss der Scratchdefektes bei HaCaT-Zellen und Fibroblasten nicht
signifikant durch den Glukosegehalt im Nahrmedium beeinflusst. Hoch signifikant

wird der Defektverschluss jedoch durch Zugabe von THP-1 Sekretom beeinflusst.
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Im Scratch Assay der HaCaT-Zellen wurde die Defektflache ohne THP-1 Sekretom
Zusatz um 59.9+2.6% der urspringlichen Flache verschlossen. Unter THP-1
Sekretom Zusatz wurde dies auf 86.1+1.8% erhodht. Mit einem p-Wert von p= 0.0001

ist diese Differenz hochgradig signifikant.

Im Fibroblasten Scratch Assay liegt der Unterschied der -THP-1 Gruppe mit
29.913.5% FlachenverschlieRung im Vergleich zu 53.1+3.4% in der +THP-1 Gruppe
ebenfalls im hochsignifikanten Bereich. Der p-Wert liegt bei p < 0.0001.

Abbildung 20: Fibroblasten Assay zum Zeitpunkt t=0 h (links) und t=18 h (rechts) zu einem mit
Zugabe von THP-1 Sekretom (oben) sowie ohne (unten)

50



scratch assay (HaCaT cells)
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Abbildung 21: Scratch Assay mit HaCaT Zellen. Aufgezeigt ist der Flachenverschluss in Prozent
nach 20 h mit und ohne Zusatz von THP-1 Sekretom und unter unterschiedlichen glykdmen
Bedingungen.

scratch assay (skin fibroblasts)
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Abbildung 22: Scratch Assay mit Fibroblasten. Aufgezeigt ist der Flachenverschluss in Prozent
nach 30 h mit und ohne Zusatz von THP-1 Sekretom und unter unterschiedlichen glykdmen
Bedingungen.
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4.6. Genexpression von MCP-2 in HaCaT unter hyperglykamen Bedingungen

und durch Zugabe von Insulin und TGF-

Die Auswirkung von Glukose, Insulin und TGF-B auf die Genexpression von MCP-2/
CCL8 in HaCaT Zellen wird Uber die PCR bestimmt. Abbildung 23 zeigt, dass die
Expression unter hyperglykdmen Bedingungen, sowie unter Zugabe von Insulin und

TGF-B hochgradig signifikant (p < 0.0001) abnimmt.
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Abbildung 23: Genexpression von MCP-2/CCL8 in HaCaT.
N(NG) = 4, N(HG) = 4, N(TGF) = 3, N(NG+l) = 2, N(HG+l) = 2, Repeats = 4

TGF

NG+l HG+|

HG HG

NG NG+

HG+l TGF

NG HG NG HG NG TGF

Abbildung 24: Gelelekrophoresebanden von CCL8, CCL2 und GAPDH
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4.7. Einfluss von Glukose, Insulin und TGF-B auf Genexpression von MCP-1 in

HaCaT-Zellen

Die Genexpression von MCP-1 wird im Gegensatz zu MCP-2 nicht durch den
Glukosegehalt des Nahrmediums beeinflusst. Unter Anwesenheit von Insulin und
TGF-B ist jedoch die Genexpression von MCP-1 ebenso verringert. Im Vergleich zu
NG zeigten sowohl NG+Insulin (p=0,0026) als auch NG+TGF (p=0,0016) signifikante

Unterschiede.

HaCaT cells CCL2

% 0.2-

— ns ns

I= — —

8 -0.0q — G - 1

-

@)

E -0.2= — ———

@) %%

=, } |

o

8’ -0.4+ | *% -

— ] | ] | | ) | |
£ = L

S e 5 £ 3

2 2 iy
+ + ()
O O pd
z I

Abbildung 25: Genexpression von MCP-1/CCL2 in HaCaT.
N(NG) =4, N(HG) = 4, N(TGF) = 3, N(NG+I) = 2, N(HG+I) = 2, Repeats = 4
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5. Diskussion

Die Storung der Wundheilung bei Diabetikern ist multifaktoriell bedingt. Einer der
beitragenden Faktoren ist die Veranderung des Immunsystems mit hieraus
resultierender gestorter Immunantwort auf eine Verletzung. Bei Diabetikern ist eine
chronisch niedrigschwellige proinflammatorische Reaktion zu erkennen. Andere
Komponenten des Immunsystems werden jedoch reduziert exprimiert oder kdnnen
ihre Funktion nicht erflllen. Neben des veranderten Spektrums an Zytokinen und
Zellen liegt auch eine Storung des zeitlichen Ablaufs der Zellimmigration vor, was
letzten Endes zu einer ineffektiven Immunantwort fuhrt [ 72].

Fragestellung dieser Arbeit war, inwiefern das proinflammatorische Chemokin
MCP-2, alternativ CCL8 genannt, bei diesen Prozessen eine Rolle spielt. Das

weiteren wurde die Moglichkeit eines neuen Therapieansatzes untersucht.

Zu Beginn der Arbeit stellten wir die Hypothese auf, dass das Zytokinprofil bei T2DM
und Pradiabetikern im Serum verandert sei. So konnten sowohl Spranger et al. [73]
als auch Dinh et al. [74] erhdhte TNF-a und IL-6 Spiegel im peripheren Blut von Typ
2 Diabetikern feststellen. Die Ergebnisse unseres Zytokinarrays unterstitzen diese
Aussage. Bei insgesamt 11 der untersuchten Zytokine, allesamt Teil der Untergruppe
der Chemokine, wurden signifikante Unterschiede im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe festgestellt. Die Produktion und Sekretion eines Zytokins im Blut wird
Uber die Gentranskription reguliert. Der Transkriptionsfaktor NF-kB spielt dabei eine
tragende Rolle in der Aktivierung von Genen des gesamten Immunsystems. Sowohl
die Hamatopoese und die T- und B-Zell Proliferierung als auch die Chemokin-
transkription werden tber den NF-kB-Signalweg gesteuert [75].

Fur die Aktivierung von NF-kB gibt es wiederum eine Vielzahl von unterschiedlichen
Aktivierungswegen. Ein fur proinflammatorische Chemokine relevanter Weg ist die
Aktivierung uber IL-1beta und der MAPK(Mitogen-activated protein kinase)-Weg [76].
Sowohl fir die Anwesenheit von Insulin als auch fur den Zustand der Hyperglykamie
konnte eine Einfluss auf die Gentranskription einzelner Zytokine in Form der Hoch-
oder Herabregulierung nachgewiesen werden [77] [78].

Das veranderte Zytokinprofil von Diabetikern lasst sich somit am wahrscheinlichsten
auf eine veranderte Regulierung der NF-kB-gesteuerten Gentranskription, ausgeldst

durch Hyperglykamie, chronische Inflammation und Hyperinsulindmie zurlckfihren.
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Das Chemokin MCP-2 zeigte bei Diabetikern im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe im initialen Zytokinarray die ausgepragteste Veranderung und wurde
somit zum Fokus dieser Arbeit. Durch den ELISA Test konnten wir die signifikant
erniedrigten Serumspiegel von MCP-2 bei Diabetikern und Pradiabetikern auch

quantitativ feststellen.

Fir MCP-2 sind neben dem IL1-b Weg noch weitere Moglichkeiten der Regulierung
bekannt. Beispiele hierfur sind die Regulierung Uber IF-gamma [79] oder der TLR2/
PI3K/Akt Signalweg. Jedoch sind die genauen Regulierungswege noch nicht
vollstandig geklart. Es ist auch wichtig anzumerken, dass MCP-2 trotz struktureller
Ahnlichkeit zu anderen Vertretern der MCP Chemokinfamilie nicht identisch reguliert
und exprimiert wird und zum Teil an andere Rezeptoren bindet. So konnte
beispielsweise bei Ubergewichtigen Mausen ohne Diabetes eine Erhdhung der
MCP-1 Serumspiegel gefunden werden, nicht jedoch fir MCP-2 [80].

Abbildung 26 bietet eine Ubersicht liber die Rezeptoraffinitat der Mitglieder der MCP-
Familie zu deiner Auswahl an CCR-X Rezeptoren [81] [82] [83] [44] [84] [85].
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Abbildung 26. Ubersichtsdarstellung der Rezeptoraffinitat der
verschiedenen Mitglieder der MCP-Familie: Chemokine MCP-1,
MCP-2, MCP-3, MCP-4 und Eotaxin. Die Bindungsaffinitat eines
Chemokins zu den CCR-X Rezeptoren wird als relative Affinitat im
Vergleich zur Affinitat der anderen Chemokine angegeben.
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Friher wurde ein Zusammenhang von MCP-1 Serumspiegeln mit Typ 2 Diabetes
diskutiert. Dieser wurde jedoch 2006 von Herder et al. im Rahmen der KORA S4
Studie widerlegt [86]. Bei einem Teil (N=722) der Gesamtstudienpopulation wurde
der Serum MCP-1 Spiegel gemessen und kein signifikanter Zusammenhang
zwischen MCP-1 und T2DM festgestellt. Hier ist zu beachten, dass aufgrund der
vorbeschriebenen unterschiedlichen Rezeptoraffinitaten zwischen den einzelnen
Chemokinen der MCP-Familie dieses Ergebnis nicht auf andere MCP-Chemokine
Ubertragen werden kann. MCP-2 als eigenstandiges Chemokin wurde in der KORA

S4 Studie zum aktuellen Zeitpunkt nicht untersucht.

Um herauszufinden inwiefern die dermale MCP-2 Genexpression bei Diabetikern
beeinflusst sein kdnnte, untersuchten wir per RNA Isolation und PCR die Expression
in HaCaT Keratinozyten unter normo- und hyperglykdmen Bedingungen sowie unter
supraphysiologischer Anwesenheit von Insulin und TGF-3. Hierbei zeigte sich, dass
die MCP-2 Genexpression, nicht jedoch die MCP-1 Genexpression, bei Hyper-
glykamie herab reguliert ist. Dies unterstreicht zum einen die Differenz in beiden
Chemokinen und zeigt zum anderen, dass sich Genexpression von MCP-2 durch
erhohte Glukoselevel beeinflussen lasst. Zur weiteren Forschung ob diese in-vitro
beobachteten Verhaltnisse ebenfalls in-vivo zutreffen, ist ein direkter Vergleich der
Genexpression von MCP-2 in der Dermis von Diabetikern im Vergleich zu Gesunden

erforderlich.

Im nachsten Schritt sollte gezeigt werden inwiefern dieser festgestellte Mangel an
MCP-2 sich negativ auf die Wundheilung auswirken kann.

MCP-2 dient als chemotaktischer Reiz fur Monozyten. Monozyten sind Teil der ,first
response“ des Immunsystems auf eine Verletzung indem sie Uber Phagozytose
nekrotische Zellreste entfernen und die Wunde saubern. Zusatzlich exprimieren sie
Faktoren wie Chemokine, die den zeitlichen Ablauf der Immunantwort regulieren.
Auch  Wachstumsfaktor VEGF wird von Makrophagen sezerniert und flhrt zur
Neubildung der Blutgefalle und Lymphbahnen [87]. Bei Diabetikern ist dieser
Prozess gestért. So konnten Maruyama et al bei T2DM db/db Mausen (Mausen mit
Leptinrezeptordefekt) eine reduzierte Anzahl und eine Stérung der Funktion der
Monozyten im Wundbereich beobachten. Dies flihrte in den ersten 14 Tagen zu
einem verzogerten Wundverschluss und schlechter ausgebildetem Granulations-
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gewebe. Die Funktion der Monozyten konnten sie durch lokale IL-13 Applikation

verbessern [88].

Wir vermuten, dass durch den Mangel an MCP-2 und seiner chemotaktischen
Wirkung, primar weniger Monozyten zum Wundbereich gelangen.

Uber das Chemotaxis Assay zeigten wir, wie stark chemotakisch MCP-2 auf THP-1
Monozyten wirkt. Schon die geringe Menge von 5 ng/ml fuhrte zu einer deutlichen
Migration von THP-1 Zellen wahrend in Abwesenheit von MCP-2 keine Migration
stattfand.

Zusatzlich beobachteten wir, dass in glukosereichem Milieu, welches haufig bei
schlecht oder nicht eingestellten Diabetikern vorzufinden ist, dieser Migrations-

prozess zusatzlich verlangsamt wird.

AbschlieRend sollte gezeigt werden wie die Anwesenheit von THP-1 Zellen und
deren sezernierten Stoffen, das THP-1 Sekretom, die Wundheilung férdert.

Hierfir wurden einmal eine HaCaT- Keratinozyten Kolonie und eine Kolonie an
isolierten Hautfibroblasten als Hautmodell verwendet und das Scratch Assay
durchgefuhrt.

Da es in diesem Modell keine nekrotischen Zellen gibt, kann die phagozytare
Funktion der Monozyten nicht beobachtet werden. Daher beschrankt sich das Modell
auf die Wirkung der sezernierenden Stoffe. Um mdgliche stérende Kofaktoren so
gering wie moglich zu halten wurden daher auf die ,Wunde” nicht direkt THP-1 Zellen
gegeben, sondern nur deren Sekretom.

Bei beiden Zellkolonien zeigte sich ein schnellerer Verschluss des Zelldefekts unter
THP-1-Sekretom Anwesenheit.

Wir konnten jedoch keinen Unterschied in der Verschlusszeit zwischen THP-1

Sekretom aus hyperglykdmen und aus normoglykdmen Monozyten feststellen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in dieser Arbeit erniedrigte MCP-2
Serumspiegel bei Diabetikern und Pradiabetikern festgestellt wurden. Veranderte
Chemokinspiegel bei Typ 2 Diabetikern sind ist seit langerem bekannt und fur
einzelne Chemokine auch in grol3 angelegten Studien untersucht. So wurde in der
Augsburger Langzeitstudie KORA S4 erhohte Serumspiegel von RANTES und IL-8
im Blut von Typ 2 Diabetikern festgestellt [89]. Die gleiche Studie stellte urspriinglich
eine Verbindung zwischen dem MCP-2 ahnlichen MCP-1 und Diabetes sowie
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Arteriosklerose her. Diese Annahme wurde im Verlauf der Studie jedoch korrigiert
[86]. Fur MCP-2 liegt eine solche Studienlage nicht vor.
Zusatzlich konnten wir auch zeigen, dass die MCP-2 Genexpression unter

hyperglykamen Bedingungen in Keratinozyten erniedrigt ist.

Wir zeigten die modellhaft die Bedeutung von MCP-2 in der chemotaktischen
Rekrutierung von Monozyten und die Auswirkung der sezernierten Stoffe dieser
Monozyten auf die Wundheilungsgeschwindigkeit. Eine &hnliche Beobachtung
machten Shi et al 2004 [90] in lhren Versuchen. Uber adenovirale Vektoren wurde
MCP-2 in Hautwunden von diabetischen Mausen injiziert. Es zeigte sich eine
schnellere Wundheilung mit festerem Gewebe, am wahrscheinlichsten durch ED-1

positive Makrophageninfiltration, unter Anwesenheit von MCP-2.

Dass die Anwesenheit von Makrophagen ein wichtiger Bestandteil der Wundheilung
bei Diabetikern ist, ist nicht nur eine laborchemische wissenschaftliche Erkenntnis,
sondern hat auch schon Eingang in die Behandlung des diabetischen Fullsyndroms
erlangt. So werden aus dem Blut isolierte Monozyten, die PBMC, oberflachlich auf
die chronischen Ulzerationen aufgetragen um eine schnellere Wundheilung zu
erreichen [91]. Dieser Ansatz der Wundtherapie scheint nicht nur bei diabetischen
Ulzerationen einen positiven Effekt zu haben sondern auch bei anderen

Verletzungen der Epidermis und Dermis wie bei Verbrennungen [92].

Zusatzlich wurde im ELISA Immunoassay die Serumkonzentration von MCP-2 unter
verschiedenen antidiabetischen Therapien getestet. Signifikante Unterschiede
zwischen den einzelnen Therapieformen konnten festgestellt werden.

Unter zusatzlich zu Metformin erfolgter Insulingabe (Lantus) oder unter zusatzlicher
Gabe von Sulfonylharnstoffen zeigten sich erniedrigte Spiegel an MCP-2 im
Vergleich zu Gesunden. Unter der Kombination von Metformin und DPP4-Inhibitoren
wurden jedoch MCP-2 Konzentration gemessen, die den Konzentrationen bei

Gesunden entsprachen.

Dieser Unterschied konnte sich uUber die unterschiedliche Wirkweise der

Medikamente erklaren lassen. Die direkte subkutane Direktgabe von Insulin fuhrt

nach Applikation zu unphysiologisch hohen Insulinspiegeln. Auch die Therapie mit

Sulfonylharnstoffen fuhrt Uber die Blutglukose-unabhangige Stimulierung der Beta-
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Zellen des Pankreas zu einer intermittierenden oder chronischen Erhdéhung der
Insulinwerte auf teilweise un-physiologische Werte [93]. Auf der einen Seite ist diese
Insulinerh6hung die beabsichtigte Wirkweise der Therapie, auf der anderen Seite ist
sie durch die zeitweise zu hohen Seruminsulinspiegel auch Ausléser der
Nebenwirkungen. Im Vordergrund stehen hierbei die Episoden der Hypoglykamie
durch zu starke Senkung der Plasmablutglukose bei zu hohen Insulinwerten. Im
gleichen Kontext der bekannten bestehenden Hyperinsulinamie [94] sind die
ebenfalls erniedrigten MCP-2 Spiegel bei bereits Pradiabetikern zu werten.

So lieferten unsere eigenen Ergebnisse einen Hinweis drauf, dass die MCP-2
Genexpression von der Anwesenheit von Insulin beeinflusst wird. Bei der
Untersuchung der MCP-2 Genexpression von Keratinozyten stellten wir fest, dass

diese unter supraphysiologischer Insulinanwesenheit reduziert ist.

Die Wirkweise von DPP4-Inhibitoren unterscheidet sich von den hyperinsulin-
amischen Prinzipien. Es kommt nicht direkt zu einer verstarkten Insulin-
aussschuttung, sondern indirekt Uber die Inhibierung des Abbaus von GLP-1 [95].
Dieser erhohte GLP-1-Spiegel sensibilisiert die Beta-Zellen und flhrt zu einer
verlangerten postpranialen Insulinausschuttung [96]. Im Gegensatz zu Sulfonyl-
harnstoffen fuhren DPP4-Inhibitoren jedoch hierdurch nicht zu einer unphysio-
logischen Erhéhung [97] und haben damit weniger Hypoglykamien zur Folge. Dieses
Fehlen von erhohten Insulinspiegeln kdénnte eine Erklarung fur die normalen MCP-2

Spiegel bei Diabetikern unter DPP4-Inhibitor-Therapie sein.

Dass Diabetiker unter DPP4-Inhibitor-Therapie eine verbesserte Wundheilung zeigen
wurde bereits beobachtet und verschiedene Ursachen, die diesen Effekt bewirken,
diskutiert [98] [99]. Die von uns beobachtete gesteigerte MCP-2 Expression kdnnte

eine Erklarung fur die Verbesserung unter DPP-4 Therapie darstellen.
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5.2. Kiritikpunkte an der Arbeit und Moglichkeiten der Erweiterung und

Verbesserung

Die Arbeiten dieser Doktorarbeit dienen ihrer Anlage nach zur Hypothesen-
generierung. Daraus erklart sich die vergleichsweise geringe Fallzahl und die bislang
lediglich in-vitro produzierten Ergebnisse.

Es sollten die Grundlagen der Rolle von MCP-2 in der Wundheilung untersucht

werden.

Hinsichtlich der festgestellten Veranderungen im Zytokinspektrum muss sicher ein
noch groReres Kollektiv unter Berucksichtigung der verschiedenen, auch neueren,

anti-diabetischen Therapien untersucht werden.

Fraglich ist, inwiefern sich die als Wundmodell benutzten Scratch Assays mit HaCaT-
Zellen und Fibrozyten in-vivo Bedingungen vergleichen lassen und ob der MCP-2
Einfluss in-vivo signifikant bleibt.

Hier besteht die Moglichkeit die Wundheilung in-vivo zu Testen im Rahmen von
Versuchen mit Diabetesmausen oder Schweinen. Oberflachliche kleine Hautwunden
sind relativ schmerzfrei und wirden bei den Tieren keine bleibenden Schaden
hinterlassen.

Hierbei besteht auch die Madglichkeit MCP-2 lokal zu applizieren mit der
Fragestellung ob eine lokale Applikation durch Monozyten-Rekrutierung die
Wundheilung verbessern kann.

Auch die lokale Applikation von THP-1 Monozyten Sekretom auf die Wunde kann

untersucht werden.

Ein weiterer Kritikpunkt ist, dass das diabetische Milieu fur Zellkulturen durch Zugabe
von Glukose und Insulin imitiert wurde. Diabetes mellitus jedoch ist eine komplexe
Krankheit mit vielen weiteren veranderten Faktoren welche einen moderierenden
Einfluss auf die Wundheilung haben kdénnen, in unserem Hautmodell aber nicht
berucksichtig wurden.

Hier besteht die Moglichkeit die MCP-2 Genexpression direkt in der Spenderhaut von

Diabetikern im Rahmen von operativen Eingriffen zu bestimmen.
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Des Weiteren kann die Rolle von MCP-2 in der Frakturheilung untersucht werden.
Auch in der Frakturheilung spielen Makrophagen eine tragende Rolle, besonders in
der frihen Phase der Frakturheilung [100]. So ist der MCP-2 Rezeptor CCR2 fiur die
Makrophagenrekrutierung und Osteoklastenaktivierung zustandig und ein Defizit

kann zur verzégerten Knochenumstrukturierung fuhren [101].
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6. Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war es die Rolle von Chemokin MCP-2 in der
Wundheilung von Typ 2 Diabetikern (T2DM) und Insulinglukosetoleranzgestorten
(IGT) zu untersuchen. Initial wurden semi-quantitativ mittels Chemotaxis-Assay das
Serum-Zytokinprofil von nicht-therapierten T2DM (N=8) und IGT (N=8) im Vergleich
zu gesunden Probanden (N=15) untersucht. Hierbei zeigten sich signifikante
Unterschiede in den Zytokinspiegeln der Zytokine GRO, IL-7, IL-8, IL-10, IL-15, IFN-
Yy, MCP-1, MCP-2, MCP-3 TNF-a und TNF-3. Fokus der Arbeit wurde das
Chemotaxis auslosende Zytokin MCP-2. MCP-2 dient als Signalprotein fur die
chemotaktische Migration von Monozyten. Es ist ebenfalls unter dem Namen CCL-8
bekannt.

Mittels ELISA wurden die Zytokinspiegel quantitativ bestimmt. Die MCP-2 Spiegel,
gemessen in ng/ml, waren im Vergleich zur Kontrollgruppe bei T2DM (p = 0,00095)
und IGT (p = 0,0141) signifikant verringert. Die MCP-2 Zytokinspiegel von T2DM
unter Therapie zeigten ebenfalls signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe.
Untersucht wurden im Vergleich zur Kontrollgruppe (N=20) Patienten mit
Metformin+Sulfonylharnsoff (N=16), Metformin+Lantus (N=11) und Metformin+DPP4-
Inhibitoren (N=16).

Unter Therapie von MET+SU (p=0,0002) und MET+LAN (p<0.0001) zeigten sich
erniedrigte Spiegel. Unter Therapie mit MET+DPP4 lag jedoch kein Unterschied im

Zytokinspiegel von MCP-2 im Vergleich zu Gesunden vor.

Im Weiteren wurde der Einfluss von MCP-2 auf die Migration von Monozyten (THP1-
Zellen) untersucht. Im Chemotaxis Assay zeigte sich bei erhdhter Konzentration von
5 ng/ml und 50 ng/ml MCP-2 eine signifikant schnellere Migration der THP-1 Zellen.
Zusatzlich zeigte sich eine langsamere Migration unter hyperglykamen Bedingungen

im Vergleich zu normoglykdmen Bedingungen (p< 0.0001).

Mittels Scratch Assay wurde der Einfluss des THP-1-Zell-Sekretoms auf die
Wundheilung von Keratinozyten und Fibroblasten beobachtet. Ein signifikant
schnellerer Verschluss von gesetzten Zellverbanddefekten zeigte sich in beiden
Zellreihen unter Zugabe von THP-1-Sekretom (p< 0.0001).
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Zuletzt wurde der Einfluss der Anwesenheit von Glukose und Insulin auf die
Genexpression von MCP-2 in HaCaT Keratinozytenkulturen mittels PCR-Verfahren
untersucht. Sowohl ein erhdhter Glukosegehalt wie ein erhéhter Insulingehalt im
Zellkulturnahrmedium fuhrt zu einer signifikanten (p < 0.0001) Abnahme der MCP-2

Genexpression.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit somit ein Unterschied in MCP-2
Serumspiegeln bei Diabetikern und Glukosetoleranzgestorten im Vergleich zu Nicht-
Diabetikern festgestellt. Der Einfluss der Anwesenheit von Glukose und Insulin auf
die Genexpression von MCP-2 wurde im Hautmodell an Keratinozyten untersucht.
Um einen moglichen Einfluss der reduzierten MCP-2 Spiegel auf die Wundheilung
darzustellen wurde die Migration von Monozyten auf den chemotaktischen Reiz von
MCP-2 untersucht. Des weiteren wurde untersucht inwiefern die von Monozyten
sezernierten Proteinen den Zellverschluss von Fibrozyten und Keratinozyten

beschleunigen.
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